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DESCRIPCION
Dominios variables de anticuerpos de conejo modificados por ingenieria genética y usos de los mismos
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para seleccionar y producir polipéptidos que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno, polipéptidos que comprenden dominios de unién que se derivan de
inmunoglobulina de conejo. Usando armazones de cadena pesada o cadena ligera de anticuerpos de conejo, los
métodos de la invencién permiten la identificacion de regiones de entramado y bucles de CDR novedosos y que
confieren estabilidad y/o afinidad potenciada con respecto a dominios variables de inmunoglobulina aislados, en
particular, en relacidon con los derivados de anticuerpos de ratén. La estabilidad y/o afinidad potenciadas de los
dominios variables de la invencién permiten su uso en la produccion de herramientas de investigacién y polipéptidos
terapéuticos que presentan inmunoespecificidad por un antigeno de interés, incluyendo polipéptidos de un solo
dominio de union, es decir, anticuerpos de un solo dominio que comprenden uno de un dominio V4 0 V..

2. Antecedentes

Los anticuerpos estan compuestos por dos cadenas denominadas cadenas ligera y pesada. La cadena ligera
contiene un dominio variable amino terminal (dominio VL) y un dominio constante carboxilo terminal (CL). La cadena
pesada esta compuesta por un dominio variable amino terminal (VH) y tres dominios constantes (CH1, CH2, CH3).
El sitio de unién del anticuerpo esta ubicado en los dominios VL y VH y esta constituido por seis bucles
hipervariables que representan las regiones determinantes de complementariedad (CDR). Tanto las regiones VL
como las VH contienen tres bucles de CDR (CDR1, CDR2 y CDR3), que estan conectados a una regién de
entramado de lamina beta conservada estructuralmente.

Con el desarrollo de la tecnologia de hibridomas, se hizo posible producir una sola poblacion de anticuerpos, o
anticuerpos monoclonales (AcM), que se dirigen especificamente a un solo epitopo abriendo una revolucion en el
campo de descubrimiento de farmacos. Sin embargo, problemas con la produccion de anticuerpos y las respuestas
in vivo, incluyendo inmunogenicidad y efectos secundarios asociados con citocinas, han conducido a la investigacion
de la alteracion de la estructura y/o la funcién de los anticuerpos al mismo tiempo que todavia se conserva la unién
inmunoespecifica. Estudios han intentado reducir el anticuerpo a su forma funcional mas pequefa, sin cambiar
significativamente el reconocimiento del antigeno y la afinidad por el mismo. La identificacion del fragmento de
anticuerpo mas pequefio que puede unirse al antigeno ha evolucionado desde moléculas de anticuerpo completas o
IgG hasta fragmentos Fab y Fv de cadena sencilla recombinantes.

Debido al progreso de la recombinaciéon génica en la década de 1980, fue posible la generacion rapida y facil de
dominios variables recombinantes. Usando la reaccion en cadena de la polimerasa, se clonaron diversos repertorios
de genes que codifican para dominios VH y VL a partir del ADN gendmico de animales inmunizados, permitiendo la
caracterizacion de funcionalidades y actividades de union multiples contra varios antigenos. No obstante, los
fragmentos de dominios variables aislados inicialmente eran escasamente solubles y dificiles de producir.

Los problemas en la produccidon se abordaron con la caracterizacion de anticuerpos de camélidos, que son
moléculas diméricas que comprenden sélo cadenas pesadas. No sélo el descubrimiento de la molécula dimérica
abordaba muchas cuestiones con respecto a la producciéon de anticuerpos recombinantes, sino que la molécula
también resalt6 la posibilidad de que la cadena pesada de moléculas de inmunoglobulina pudiese dirigir la unién
inmunoespecifica en ausencia de una cadena ligera. Actualmente estd ampliamente aceptado que las cadenas
pesadas de Ig pueden conservar una capacidad de unidn al antigeno significativa en ausencia de una cadena ligera.
También hay evidencias a partir de estudios estructurales de que la region CDR3 del dominio Vy es el mas
significativo de los dominios de CDR con respecto a la inmunoespecificidad. Esto se basa en los hallazgos de que
los residuos de aminoacido de HCDR3 proporcionan la mayor parte del area de contacto de superficie y son
cruciales en la interaccion molecular con el antigeno. Por consiguiente, puede ser posible una reduccion adicional
del tamafio de la proteina de unién a antigeno hasta proteinas de unién de un solo dominio basandose en dominios
Vu de inmunoglobulina.

2.1 Anticuerpos de conejo

El repertorio de anticuerpos de conejo, que en forma de anticuerpos policlonales se ha utilizado durante décadas, es
una fuente extraordinaria de anticuerpos que muestran fuerte afinidad y alta especificidad (Mage et al., 2006).
Ademas, los conejos, que pertenecen al orden Lagomorpha, estan distanciados evolutivamente de ratones y ratas,
que pertenecen al orden Rodentia. En consecuencia, epitopos conservados entre antigenos humanos y de roedor
que son invisibles para AcM de roedor (y también AcM humanos generados a partir de ratones transgénicos con
genes de inmunoglobulina humanos) pueden reconocerse a menudo por anticuerpos policlonales de conejo.
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Los AcM de conejo generados mediante presentacion en fago ofrecen ventajas adicionales debido al hecho de que
el fenotipo y el genotipo se seleccionan al mismo tiempo. El conocimiento de la secuencia de AcM de conejo permite
la generacion facil de una variedad de formatos de AcM, incluyendo anticuerpos de un solo dominio, scFv, Fab e
IgG, y, de manera mas importante, humanizaciéon y maduracién por afinidad (Rader et al., 2000; Steinberger et al.,
2000; Rader, 2001). En consecuencia, los AcM de conejo generados mediante presentacion en fago han llegado a
ser reactivos prometedores para aplicaciones terapéuticas en seres humanos.

En conejos normales, el 70-90% de las moléculas de Ig y células B portan los alotipos VHa debido al uso del
segmento génico de VH D-proximal, VH1, en transposiciones génicas VDJ. En conejos parecen producirse
transposiciones de una variedad de segmentos génicos VK y VI, puesto que se ha encontrado una variedad de
diferentes secuencias de VL entre las secuencias de ADNc expresadas.

El repertorio de células B que se desarrolla en médula ésea de conejo esta limitado por el pequefio nimero de
segmentos génicos de VH usados en transposiciones génicas VDJ. Mientras que se transponen segmentos génicos
Vk mudltiples en células del linaje B de la médula 6sea, la mayoria de las células del linaje B transponen el mismo
gen de VH, VH1, que codifica para las secuencias alotipicas de VHa. El repertorio también esta limitado por el uso
de un pequefio nimero de segmentos génicos JH y D en transposiciones VDJ. Se encuentra JH4 en el 80% de las
transposiciones génicas VDJ y JH2 en el otro 20%; los otros tres segmentos génicos JH funcionales se usan pocas
veces. Ademas, a partir del total de 12 segmentos génicos D, la mayoria de las transposiciones génicas VDJ usan
D2a (D9), D2b (Df), D3 o D5; D4 y D6 se utilizan pocas veces. Aunque el uso limitado de segmentos génicos de VH,
D y JH daria como resultado un repertorio de VDJ limitado, se encuentran nucleétidos N en esencialmente todas las
uniones VD y DJ desde las primeras transposiciones durante la diferenciacion celular. La alta diversidad de regiones
N entre transposiciones génicas VDJ da como resultado un repertorio mucho méas grande que el esperado a partir de
transposiciones de un nimero limitado de segmentos génicos V, D y J. El tamafio de este repertorio no se ha
estimado. Sin embargo, dado que esencialmente todos los genes de VDJ estan diversificados de manera somatica
en la periferia después de que las células B abandonen la médula 6sea y otros sitios primarios de linfopoyesis B, es
concebible que el repertorio que se desarrolla en los sitios primarios de desarrollo de células B sea funcionalmente
insuficiente.

Después de que se produzcan transposiciones génicas de Ig en células B en sitios tales como la médula ésea de
conejos jovenes, células B con IgM inmaduras experimentan una diversificacion adicional del repertorio de Ig en el
apéndice y otros tejidos linfoides asociados al intestino. Estos sitios parecen promover el desarrollo de un repertorio
preinmunitario primario.

Se encuentra conversion génica de secuencias de cadena pesada y ligera transpuestas en el apéndice de conejo a
las 3-4 semanas de edad. Se produce hipermutacion somatica en las regiones D y J, que carecen de donadores de
conversién génica conocidos. La regién JH también se diversifica mediante hipermutacién somatica y por tanto es
probable que se produzca también hipermutacion somatica en los segmentos génicos de VH transpuestos.

Se producen conversién génica e hipermutacién somatica no sélo en centros germinales del apéndice de conejo
joven, sino que también se usan para la diversificacion durante respuestas inmunitarias en tejidos linfoides
secundarios tales como bazo y ganglios linfaticos.

Cuando se comparan las secuencias de genes de cadena pesada y ligera transpuestos en clones de bazo y de
apéndice en desarrollo durante respuestas inmunitarias especificas, los patrones de diversificacion en los clones del
apéndice son sorprendentemente diferentes de los encontrados en el bazo, donde un antigeno de inmunizacién
estaba dirigiendo el proceso de expansion y seleccion hacia alta afinidad. Células B del apéndice relacionadas
clonalmente desarrollaban diferentes secuencias de aminoacidos en cada region determinante de
complementariedad (CDR), incluyendo CDR3, mientras que clones dominantes del bazo experimentaban pocos
cambios en CDR3.

Los datos también indican una tasa de hipermutacion superior en conejo durante respuestas inmunitarias en centros
germinales esplénicos, de manera que el equilibrio entre hipermutacion y seleccion tiende mas hacia la mutacion y
menos hacia la seleccion en conejo en comparacion con ratén.

Los centros germinales (CG) en érganos linfoides secundarios son estructuras especializadas dentro de las cuales
se produce la diversificacién somatica de genes V transpuestos que conduce a la maduracion por afinidad de Ac en
respuestas inmunitarias frente a Ag dependientes de células T.

A diferencia de ratones y seres humanos, los conejos transponen sélo unos cuantos genes de la region V de cadena
pesada (VH), de modo que la diversidad generada por mecanismos combinatorios es limitada. El patrén global es
uno de células precursoras esplénicas cuyas secuencias de linea germinal o casi de linea germinal cambiaron tanto
por conversién génica como por mutaciones puntuales durante divisiones tempranas y en gran medida por
mutaciones puntuales durante divisiones posteriores. Es posible que dentro de las mimas poblaciones clonales en
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expansién, se produzca una considerable diversificacion de secuencias de cadena ligera en paralelo con los
cambios en las secuencias de VH, estos acontecimientos pueden producir las diversas secuencias que sirven como
sustratos para la maduracion por afinidad adicional mediante seleccién o bien dentro de CTG o bien posteriormente
entre células emigrantes en sitios tales como la médula 6sea.

El limitado repertorio de VHDHJH de cadena pesada debido al uso preferente del segmento génico VH1 se
compensa mediante un repertorio diverso de VkJk de cadena ligera en células B desarrolladas en la médula ésea.
Este repertorio se expande enormemente tanto en GALT por conversion génica e hipermutacion somatica, como
posteriormente, en centros germinales de bazo y ganglios linfaticos tras inmunizacion.

Tal como se comenté anteriormente, los anticuerpos de conejo se someten a maduracion por evolucidon mediante
hipermutaciéon somatica, y no dependen de conversién génica para aumentar su afinidad y unién hacia un antigeno
dado. Ademas del reconocimiento, otra propiedad importante de los anticuerpos de un solo dominio aislados es su
estabilidad estructural inherente. Debido a que los anticuerpos de conejo evolucionan por hipermutacion somatica, la
estabilidad de VH y VL de anticuerpos de conejo no depende de las propiedades inherentes de una sola familia de
VH o VL, sino de una propiedad que puede someterse a evolucion. La estabilidad del anticuerpo es importante no
s6lo para promover una buena conformacion de las CDR para el reconocimiento del antigeno, sino también para
aplicaciones posteriores tales como produccién y semivida en suero. Ademas, puesto que la presente invencién
aisla dominios proteicos VH y VL, puede concebirse que la superficie de contacto hidréfoba pueda promover la
agregacion de proteinas. Por este motivo, el presente método de selecciéon de dominios VH y VL aislados que son
inherentemente estables proporciona la posibilidad de identificar anticuerpos de dominio pequefio novedosos con
propiedades originales y diferentes de los existentes actualmente.

2.2 Otros enfoques
Otros enfoques han incluido los siguientes:

El documento WO 2001/031065 Al (The Scripps Research Institute) publicado el 3 de mayo de 2001 por Carlos F.
Barbas, Il y Christoph Rader (“Barbas 1”); y se refiere a la humanizacion de anticuerpos de mamiferos no humanos.
Especificamente, Barbas | propone un procedimiento de humanizacién de anticuerpos de mamiferos no humanos
que combina segun se dice tecnologia de presentacion para expresar bibliotecas de dominios de anticuerpos con
ajuste fino de las regiones de dominios variables. También se proponen anticuerpos humanizados producidos
mediante el procedimiento.

El documento WO 2001/030393 A2 (Ludwig Institute for Cancer Research, et al.) publicado el 3 de mayo de 2001
por Carlos F. Barbas, Ill, Christoph Rader, Gerd Ritter, Sydney Welt, y Lloyd J. Old (“Barbas I1"); y se refiere a
métodos para reducir los efectos de canceres que expresan el antigeno A33 usando productos de inmunoglobulina
especificos del antigeno A33. Especificamente, Barbas Il propone métodos de reduccion de los efectos del cancer
en un sujeto administrando a dicho sujeto un agente segun se dice anticancerigeno conjugado con un producto de
inmunoglobina, que comprende una o mas regiones determinantes de complementariedad y regiones de entramado.

El documento WO 2004/016740 A2 (Epitomics, Inc.) publicado el 26 de febrero de 2004 por Dongxiao Zhang,
Guoliang Yu, Robert Pytela, y Fernando Jose Rebelo Do Couto (“Zhang I"); y se refiere a anticuerpos de conejo
humanizados. Especificamente, Zhang | propone métodos para producir un acido nucleico modificado que codifica
para un anticuerpo de conejo modificado de modo que el anticuerpo de conejo modificado sea menos inmunogénico
en un huésped distinto de conejo que un anticuerpo de conejo original no modificado. Zhang | propone ademas
acidos nucleicos modificados preparados mediante estos métodos, asi como vectores y células huésped que
comprenden los acidos nucleicos, y métodos para producir los anticuerpos modificados codificados. También se
proponen anticuerpos de conejo modificados codificados por los acidos nucleicos objeto, y composiciones que
contienen los mismos. Zhang | propone ademas kits para llevar a cabo los métodos objeto.

El documento US 2006/0216293 Al de Fernando Jose Rebelo Do Couto, Kristin Bet Hendricks y Stacey Ellen
Wallace, publicado el 28 de septiembre de 2006 (“Couto I"); y se refiere a anticuerpos neutralizantes frente a TNFa.
Especificamente, Couto | propone anticuerpos monoclonales que segun se dice neutralizan la actividad de TNF-alfa.
Los anticuerpos monoclonales pueden ser anticuerpos de conejo monoclonales o anticuerpos monoclonales que
tienen regiones CDR derivadas de esos anticuerpos de conejo monoclonales. Los anticuerpos monoclonales
también pueden estar humanizados. También se proponen métodos de uso de los anticuerpos objetos para inhibir
segun se dice la actividad de TNF-alfa, métodos de tratamiento usando esos anticuerpos y kits que contienen los
mismos. Couto | propone ademas usos en una variedad de aplicaciones de investigacion y médicas.

El documento US 2005/0048578 Al, de Dongxiao Zhang, publicado el 3 de marzo de 2005 (“Zhang II"); y se refiere a
métodos de seleccion de anticuerpos monoclonales con actividad deseable. Especificamente, Zhang Il propone
métodos para seleccionar un anticuerpo monoclonal con una actividad deseable. Los métodos implican segin se
dice alterar un acido nucleico que codifica para un anticuerpo monoclonal humanizado original seleccionado para
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preparar una biblioteca de acidos nucleicos, introducir la biblioteca en células de mamifero de manera que se
produzca una biblioteca de anticuerpos monoclonales sobre las superficies de las células de mamifero, y clasificar
las células para aislar una célula que produce un anticuerpo monoclonal humanizado con una actividad deseable,
por ejemplo, afinidad aumentada por una pareja de unién en comparacién con el anticuerpo original. Esta célula
aislada, segun propone Zhang Il, puede cultivarse y usarse para repetir el método. Zhang Il también propone usos
en una variedad de diferentes aplicaciones industriales, médicas y de investigacion.

El documento WO 2006/073748 A2 (Alexion Pharmaceuticals, Inc.) publicado el 13 de julio de 2006 por Katherine S.
Bowdish, Anke Kretz-Rommel y Naveen Dakappagari (“Bowdish I"); y se refiere a anticuerpos contra células
presentadoras de antigeno y a usos de los mismos. El documento WO 2004/091543 A2 (Alexion Pharmaceuticals,
Inc.) publicado el 28 de octubre de 2004 por Katherine S. Bowdish, Anke Kretz-Rommel y Naveen Dakappagari
(“Bowdish 11"); y se refiere a métodos de tratamiento de enfermedad autoinmunitaria induciendo la presentacion de
antigenos mediante células presentadoras de antigeno que inducen tolerancia. Especificamente, Bowdish | y I
proponen anticuerpos frente a células presentadoras de antigeno que segun se dice pueden utilizarse para interferir
con la interaccion de la célula presentadora de antigeno y células inmunitarias, incluyendo células T. Bowdish | y Il
también proponen que pueden unirse péptidos, preferiblemente péptidos asociados con autoinmunidad, a dichos
anticuerpos, generando de ese modo segun se dice una respuesta inmunitaria frente a tales péptidos.

El documento WO 2005/016950 (Epitomics, Inc.) publicado el 24 de febrero de 2005 por Fernando Jose Rebelo Do
Couto (“Couto II"); y se refiere a métodos para humanizar anticuerpos monoclonales de conejo. Especificamente,
Couto Il propone un método para humanizar un anticuerpo monoclonal de conejo que implica comparar las
secuencias de aminoacidos de un anticuerpo de conejo original con las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo
humano similar, y alterar las secuencias de aminoacidos del anticuerpo de conejo original de manera que sus
regiones de entramado sean segun se dice mas similares en secuencia a las regiones de entramado equivalentes
del anticuerpo humano similar. En muchos casos, Couto Il propone que no se modifiguen aminoacidos en el
anticuerpo de conejo original que no sean residuos de contacto con CDR, residuos de contacto entre cadenas o
residuos enterrados. Couto Il propone ademas acidos nucleicos que codifican para los anticuerpos objeto, asi como
vectores y células huésped que comprenden los acidos nucleicos, y métodos para producir un anticuerpo objeto. Los
anticuerpos, composiciones de acido nucleico y kits objeto encuentran uso segin se dice en una variedad de
aplicaciones, incluyendo diagnoéstico y tratamiento terapéutico e investigacion de estados y enfermedades.

Rader C. et al., “The Rabbit Antibody Repertoire as a Novel Source for the Generation of Therapeutic Human
Antibodies”, The Journal of Biological Chemistry, vol. 275, paginas 13668-13676 (2000) (“Rader”) trata de un
repertorio de anticuerpos de conejo en forma de anticuerpos policlonales, que se ha usado en aplicaciones de
diagnostico durante décadas. Rader propone que el repertorio seria una fuente atractiva para la generacion de
anticuerpos humanos terapéuticos. Sin embargo, Rader indica que la humanizacién de anticuerpos de conejo no se
habia notificado. Rader propone el uso de la tecnologia de presentacion en fago para seleccionar y humanizar
anticuerpos de conejos que se inmunizaron con antigeno A33 humano, un antigeno diana para la inmunoterapia de
cancer de colon. Rader seleccion6 en primer lugar anticuerpos de conejo que segun se dice se unen a un epitopo de
superficie celular de antigeno A33 humano con una afinidad en el intervalo de 1 nM. Para la humanizacién de
anticuerpos de conejo, Rader us6 entonces una estrategia de seleccién que segin se dice combina el injerto de las
regiones determinantes de complementariedad con un ajuste fino de las regiones de entramado. Se encontré que
los anticuerpos humanizados resultantes segin se dice conservan tanto la alta especificidad como la afinidad por el
antigeno A33 humano.

da Silva et al., “Camelized Rabbit-derived VH Single-domain Intrabodies Against Vif Strongly Neutralize HIV-1
Infectivity”, Journal of Molecular Biology, vol. 340, n.° 3, pags. 525-542, (2004) (“da Silva”) trata del desarrollo de un
anticuerpo de cadena sencilla especifico para conejos inmunizados frente a proteina Vif de VIH-1 que se expreso de
manera intracelular e inhibié la transcripcion inversa y la replicacion viral. da Silva propone un fragmento VH de
armazén minimo con propiedades de intracuerpo derivado de anticuerpo de cadena sencilla anti-Vif, modificado por
ingenieria genética para imitar dominios de anticuerpo de camélido. Los resultados de da Silva demuestran segun se
dice que dominios individuales VH anti-Vif conservan la actividad de unién a antigeno y la especificidad en ausencia
del dominio VL original; y ademas que los dominios mas altamente camelizados tenian altos niveles de expresién
intracelular. Los resultados, segin da Silva, demuestran una excelente correlacion entre las mejoras en la
solubilidad de la proteina con la camelizacion gradualmente creciente.

Robben J. et al., “An Escherichia coli plasmid vector system for high-level production and purification of heterologous
peptides fused to active chloramphenicol acetiltransferase”, Gene, vol. 126, paginas 109-113 (1993) (“Robben”)
describen un sistema de vector de plasmido pequefio segun se dice para la construccién y produccion de alto nivel
de proteinas de fusién de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) C-terminales en Escherichia coli. Segun Robben, los
Unicos elementos funcionales del plasmido son una region minima del origen de replicacion del ADN ColE1 y el gen
Tn9 cat, ambos bajo el control de un promotor tac. Puesto que la fusiéon C-terminal a CAT no interfiere segun se dice
con la resistencia a cloranfenicol (Cm), se describe que los plasmidos se mantienen bajo seleccién con Cm. Debido
al pequefio tamafio (1392 pb), continla Robben, el sistema es conveniente para construir y expresar genes
sintéticos genes y fragmentos de genes. Robben propone utilizar este concepto para generar una fusién con un gen
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sintético que codifica para el fragmento de multiples epitopos de la proteina de membrana E1 del virus de la rubeola.

Marchesini M.1. et al., “N-terminal-capturing screening system for the isolation of Brucella abortus genes encoding
surface exposed and secreted proteins”, Microbial Pathogenesis, vol. 37, paginas 95-105 (2004) (“Marchesini”)
describen la construccion de un sistema de captura de proteina N-terminal y su uso segun se dice para aislar genes
S2308 de Brucella abortus que codifican para supuestas proteinas secretadas o expuestas en la superficie. Para
este fin, se construyé un vector de clonacion que genera segun se dice fusiones génicas con un sitio de unién al
ribosoma y un gen indicador de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) deficiente en el coddn de iniciacién y se
introdujo la biblioteca resultante en las cepas mutantes S2308 y virB de B. abortus. Se identificaron segin se dice
fusiones traduccionales secretadas determinando la actividad de CAT en sobrenadantes de cultivo.

El documento WO 2008/004834 Al (Isu Abxis Co. Ltd) publicado el 10 de enero de 2008 por Seung Chul Jun, Dae-
Hee Kim, Hyun Hee Park, Jeong Eun Kim, Jae Min Jeong, June-Key Chung y Byeong-Cheol Kang (“Jun”); y se
refiere a anticuerpos monoclonales humanizados frente al receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Especificamente, Jun propone un anticuerpo humanizado que tienen estabilidad y capacidad de unién a EGFR o,
mas precisamente, un anticuerpo humanizado compuesto por regiones determinantes de complementariedad (CDR)
originadas en conejos inmunizados y regiones de entramado (FR) originadas en inmunoglobulina humana. El
anticuerpo humanizado de Jun tiene segun se dice una alta capacidad de unién a EGFR, de modo que inhibe segun
se dice la union de EGF, asi como también tiene una estabilidad aumentada, de modo que da como resultado segun
se dice efectos supresores de tumores in vivo. Ademas, segin Jun, el anticuerpo humanizado minimiza la respuesta
inmunitaria de modo que puede usarse segun se dice para el diagnostico y tratamiento de cancer que sobreexpresa
EGFR.

Sin embargo, el presente método abarca la identificacién de anticuerpos de conejo de un solo dominio distintivos,
con propiedades Unicas en comparacion con anticuerpos humanos, de ratén y de camello, y que presentan alta
afinidad, especificidad y estabilidad.

3. Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a métodos de produccion de polipéptidos inmunoespecificos que comprenden
secuencias derivadas de dominios variables de inmunoglobulina de conejo, a polipéptidos que comprenden tales
secuencias y a polipéptidos producidos mediante tales métodos. En particular, la invencion abarca métodos para el
aislamiento y el uso de dominios Vy y/o V| de conejo y/o CDR y regiones de entramado novedosas derivadas de los
mismos. La invencién proporciona ademas la identificacion de secuencias de aminoacidos novedosas (incluyendo
residuos de aminoacido novedosos en posiciones definidas) dentro de dominios Vy y Vi de conejo aislados para su
uso como “armazén” o secuencias estructurales en el contexto de bucles de CDR y/o regiones de entramado en
polipéptidos inmunoespecificos recombinantes. Las secuencias de armazén de conejo (incluyendo residuos de
armazén) o secuencias de CDR/entramado novedosas de la invencién potencian la estabilidad y/o afinidad del/de
los dominio(s) variable(s) y/o polipéptidos inmunoespecificos (por ejemplo, anticuerpos) que los contienen, en
particular, en relacion con anticuerpos de roedor, permitiendo la produccién y/o el uso de inmunopéptidos de un solo
dominio, altamente especificos, por ejemplo, anticuerpos de un solo dominio.

La presente invencién abarca la produccion de dominios Vy 0 Vi de conejo novedosos con especificidad por un
antigeno dado, o epitopo del mismo. En particular, la invencion proporciona un método de produccion de dominios
Vy 0 Vi de conejo, comprendiendo dicho método: (a) seleccionar de una biblioteca de expresiéon en fago un conjunto
de secuencias de ADN que codifican para dominios V4 0 V. de conejo que se unen inmunoespecificamente a un
antigeno deseado o epitopo del mismo (también conocido como “cribado” de fagos) y (b) expresar el conjunto de
secuencias, 0 un subconjunto de las mismas, en bacterias como una proteina de fusién con cloranfenicol
acetiltransferasa (“CAT") y seleccionar bacterias que tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresion de
CAT. En realizaciones alternativas, la presente invencion proporciona un método de produccion de dominios Vy 0 Vi
de conejo, comprendiendo dicho método (a) expresar secuencias de ADN o ADNc que codifican para dominios Vi 0
V| de inmunoglobulinas de conejo en bacterias como una proteina de fusion con CAT, (b) seleccionar bacterias que
tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresion de CAT y obtener el conjunto de secuencias de ADN que
codifican para los dominios V4 0 V| de conejo a partir de las bacterias seleccionadas, y (c) preparar una biblioteca de
expresion en fago a partir del conjunto de secuencias de ADN obtenido en la etapa (b) y seleccionar secuencias de
ADN que codifican para dominios Vy 0 Vi que se unen inmunoespecificamente a un antigeno deseado o epitopo del
mismo (es decir, cribado de la biblioteca para detectar uniéon inmunoespecifica al antigeno o epitopo). En
determinadas realizaciones, la presente invencion abarca métodos para la produccién de un dominio Vy o V. de
conejo en el que la etapa de cribado de fagos se repite una o0 mas veces. En realizaciones relacionadas, la etapa de
cribado de fagos puede repetirse 0 no secuencialmente. La biblioteca de expresion en fago para su uso segun la
presente invencion puede obtenerse comercialmente o prepararse mediante cualquier método descrito en el
presente documento y/o conocido en la técnica. La expresion de secuencias de ADN o ADNc en bacterias como
proteinas de fusién se conoce bien y puede realizarse mediante cualquier método descrito en el presente documento
0 conocido en la técnica, por ejemplo, clonando la secuencia de ADN o ADNc que codifica para el dominio Vi 0 V.
en un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para CAT y una secuencia
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promotora que dirige la expresion de la proteina de fusién.

La expresion de CAT en bacterias como una proteina de fusién con péptidos insolubles confiere una resistencia
significativamente inferior a cloranfenicol que la expresién como una proteina de fusiéon con un péptido soluble (por
ejemplo, un péptido que esta al menos parcialmente plegado y no agregado cuando se expresa en bacterias). Por
consiguiente, la seleccion de resistencia a cloranfenicol en bacterias transformadas con secuencias de nucleétidos
gue codifican para proteinas de fusion que comprenden dominios Vy 0 Vi y CAT seleccionara las secuencias que
pueden expresarse de manera recombinante plegadas apropiadamente y/o en formas no agregadas. En
determinadas realizaciones, la presente invencion abarca métodos que comprenden cultivar dichas bacterias
transformadas en medios selectivos que comprenden cloranfenicol al menos 0,1 mM, al menos 0,2 mM, al menos
0,4 mM, al menos 0,6 mM, al menos 0,8 mM, al menos 1,0 mM, al menos 1,2 mM, al menos 1,4 mM, al menos
1,6 mM, al menos 1,8 mM, al menos 2,0 mM, al menos 2,5 mM, al menos 3,0 mM, al menos 5,0 mM, al menos
10 mM, al menos 15 mM o al menos 20 mM. La seleccién de secuencias que codifican para dominios V4 0 Vi
mediante el ensayo de fusion de CAT descrito en el presente documento selecciona segun la estabilidad de la
proteina. La invenciéon abarca ademas el uso de cualquier otro método conocido en la técnica o descrito en el
presente documento para evaluar los dominios V4 0 V| de la invencidn, incluyendo ensayos de estabilidad térmica
ylo cinética (por ejemplo, determinaciones de temperatura de fusién de la proteina (“Tm”) o energia libre de Gibbs
del plegado (AGn.u)). En determinadas realizaciones, los dominios Vy 0 Vi de la invencién tienen una temperatura de
fusion de al menos aproximadamente 40°C, al menos aproximadamente 45°C, al menos aproximadamente 50°C, al
menos aproximadamente 54°C, o aproximadamente 55°C o mayor.

La invencién se refiere a polipéptidos que comprenden dominios Vi 0 Vi, 0 residuos o secuencias de aminoacidos,
derivados de y/o identificados en inmunoglobulinas de conejo, polipéptidos que se unen inmunoespecificamente a
antigenos deseados, o epitopos de los mismos, tal como se determina mediante cualquier método convencional
conocido en la técnica para evaluar las especificidades de antigeno/proteina de unién. Los ensayos para determinar
la especificidad de unién de un polipéptido inmunoespecifico, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo, para un antigeno o epitopo incluyen, pero no se limitan a ELISA, inmunotransferencia de tipo
Western, resonancia de plasmoén superficial (por ejemplo, BIAcore) y radioinmunoensayo. Puede usarse cualquier
método conocido en la técnica para evaluar la especificidad de union de polipéptidos para identificar polipéptidos de
la invencion que presentan una Kd de mas de 0,001 nM pero no mas de 5 nM, no mas de 10 nM, no mas de 15 nM,
no mas de 20 nM, no mas de 25 nM, no mas de 30 nM, no mas de 35 nM, no mas de 40 nM, no mas de 45 nM o no
mas de 50 nM. En determinadas realizaciones, los dominios Vy 0 V, aislados de la invencién muestran una Kd de no
mas de 5 nM, no mas de 10 nM, no mas de 15 nM, no mas de 20 nM, no mas de 25 nM, no mas de 30 nM, no mas
de 35 nM, no mas de 40 nM, no mas de 45 nM, o no mas de 50 nM tal como se determina mediante el ensayo
BlAcore.

Las secuencias de nucleétidos que codifican para dominios V4 0 Vi de inmunoglobulina pueden obtenerse de
conejos sin tratamiento previo o conejos que se han inmunizado previamente con un antigeno. La inmunizacién de
conejos y el aislamiento de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, ADNc) que codifican para dominios V4 0 V. de
conejo pueden realizarse mediante cualquier método conocido en la técnica o descrito en el presente documento. En
determinadas realizaciones, pueden obtenerse secuencias de nucleétidos que codifican para dominios V4 0 V| a
partir de cualquier tejido del conejo sin tratamiento previo o inmunizado, pero preferiblemente se obtienen a partir de
una fuente de tejido rica en células plasmaticas, por ejemplo, células B. En determinadas realizaciones, el tejido de
conejo que comprende secuencias de nucleétidos que codifican para dominios V4 0 V. es médula 6sea. En otras
realizaciones, el tejido de conejo que comprende secuencias de nucleétidos que codifican para dominios Vi 0 V. es
tejido de apéndice. En aun otras realizaciones, el tejido de conejo que comprende secuencias de nucleétidos que
codifican para dominios V4 0 V. es tejido linfoide; en un ejemplo especifico segln esta realizacién el tejido linfoide es
bazo o tejido de ganglios linfaticos.

La presente invencion abarca ademas polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos, que comprenden los dominios V4 0 V. aislados, identificados o construidos
mediante los métodos descritos en el presente documento. En realizaciones alternativas, la invencion abarca
polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, que comprenden secuencias de aminoacidos de armazon
novedosas (en relacion con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas de especies distintas de conejo),
residuos de aminoacido novedosos en determinadas posiciones en el dominio Vy o V. (por ejemplo, tal como se
determina segln la posicidn en la secuencia de alineaciéon de Vy y Vi de conejo presentada en la figura 3A y la
figura 4, respectivamente), o secuencias novedosas de bucles de CDR identificadas mediante los métodos de la
invencion. En determinadas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién son anticuerpos
monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanizados, anticuerpos sintéticos, anticuerpos
guiméricos, anticuerpos policlonales, Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos anti-
idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-ld y anti-anti-ld frente a anticuerpos de la invencion),
diacuerpos, minicuerpos, nanocuerpos o fragmentos de unidon a antigeno de cualquiera de los anteriores,
incluyendo, pero sin limitarse a, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fv biespecificos unidos por puentes disulfuro
(sdFv) e intracuerpos. En determinadas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién son
biespecificos o multiespecificos. Pueden formarse moléculas bi- o0 multiespecificas de la invencion usando métodos
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bien conocidos en la técnica, por ejemplo, conjugacién quimica de una o mas moléculas de la invencién entre si y/o
con polipéptidos de unién a epitopo diferentes, en los que los dominios de unién de la molécula bi- 0 multiespecifica
muestran afinidad por al menos dos antigenos diferentes. Por ejemplo, el polipéptido inmunoespecifico de la
invencion puede comprender un primer y un segundo dominio Vi, o un primer y un segundo dominio V4, en los que
dicho primer y segundo dominio tienen especificidades de union diferentes (es decir, se unen a antigenos
diferentes). En otras realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién comprenden un dominio V|, o
un dominio Vy, y un polipéptido de unién a antigeno, en el que el dominio V., o dominio Vy, y dicho polipéptido
presentan especificidades de union diferentes. En determinadas realizaciones de la invencion, al menos un dominio
de unién a antigeno de la molécula bi- o multiespecifica de la invencién se une inmunoespecificamente a albumina.
En otras realizaciones de la invencion, al menos un dominio de unién a antigeno de la molécula bi- o multiespecifica
de la invencién se une inmunoespecificamente a fibronectina.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invenciéon, o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, no comprenden un dominio CH;. En otras realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos
de la invencién, o fragmentos de unién a epitopo de los mismos, no comprenden uno o mas de un dominio CHy,
dominio CHz, dominio CL, dominio CH3 o dominio H, o no comprenden ninguno de un dominio CH;, dominio CHy,
dominio CL, dominio CH; o dominio H. En todavia otras realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion, o fragmentos de unidn a epitopo de los mismos, comprenden uno de un dominio CH;, dominio H, dominio
CH2, dominio CL o dominio CHs, y no comprenden ningun otro dominio constante o regién de bisagra derivado de
una inmunoglobulina (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién o
fragmento del mismo comprende un dominio CH,, pero no comprende ninguno de un dominio H, un dominio CH; o
un dominio CHsz; o comprende un dominio CHz, pero no comprende ninguno de un dominio CHy, dominio H o un
dominio CHs, etc.).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende uno o mas de un dominio
CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de Vu, un dominio CDR1 de Vi, un dominio CDR2 de V,
y/o un dominio CDR3 de V.. En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencion
comprende cada uno de un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de Vu, un dominio
CDR1 de V., un dominio CDR2 de V. y/o un dominio CDR3 de V,.

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende uno de un dominio CDR1
de V4, dominio CDR2 de Vy, dominio CDR3 de V4, dominio CDR1 de V., dominio CDR2 de V. o dominio CDR3 de
V|, pero no comprende ningln otro dominio CDR, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencion, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado mediante los
métodos de la invencién (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la
invencion comprende un dominio CDR1 de V4, pero no comprende un dominio CDR2 de Vu, un dominio CDR3 de
Vu, un dominio CDR1 de V., un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V|; o comprende un dominio CDR2 de
Vu, pero no comprende un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR3 de Vu, un dominio CDR1 de Vi, un dominio
CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V; o comprende un dominio CDR3 de Vy, pero no comprende un dominio CDR1
de V4, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR1 de V., un dominio CDR2 de V. o un dominio CDR3 de V.; o
comprende un dominio CDR1 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR2 de Vy, un
dominio CDR3 de Vy, un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V; o comprende un dominio CDR2 de V|,
pero no comprende un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de V4, un dominio CDR1
de VL 0 un dominio CDR3 de V| ; o comprende un dominio CDR3 de V|, pero no comprende un dominio CDR1 de Vy,
un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3 de Vy, un dominio CDR1 de V. 0 un dominio CDR2 de V).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende dos cualesquiera de un
dominio CDR1 de V4, dominio CDR2 de V4, dominio CDR3 de V4, dominios CDR1 de V., dominio CDR2 de V. o
dominio CDR3 de V|, pero no comprende ningln otro dominio CDR, en el que dichos dominios CDR se han aislado
y/o identificado mediante los métodos de la invencion, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencion (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico
de la invencion comprende un dominio CDR1 de V4 y un dominio CDR2 de Vy, pero no comprende un dominio
CDR3 de V4, un dominio CDR1 de V., un dominio CDR2 de V. o un dominio CDR3 de V; o comprende un dominio
CDR2 de Vy y un dominio CDR3 de Vu, pero no comprende un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR1 de Vi, un
dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V.; o comprende un dominio CDR1 de V4 y un dominio CDR3 de V4,
pero no comprende un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR1 de V|, un dominio CDR2 de V. o un dominio CDR3
de V; o comprende un dominio CDR1 de V. y un dominio CDR2 de V, pero no comprende un dominio CDR1 de V4,
un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de Vy 0 un dominio CDR3 de V| ; o comprende un dominio CDR1 de V, y
un dominio CDR3 de V|, pero no comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3 de
Vu 0 un dominio CDR2 de V(; o comprende un dominio CDR2 de V. y un dominio CDR3 de V|, pero no comprende
un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3 de Vy 0 un dominio CDR1 de V.; o comprende
un dominio CDR1 de Vy y un dominio CDR1 de Vi, pero no comprende un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3
de Vy, un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V| ; o0 comprende un dominio CDR1 de V4 y un dominio CDR2
de V., pero no comprende un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de V4, un dominio CDR1 de V. 0 un dominio
CDR3 de V.; o comprende un dominio CDR1 de V4 y un dominio CDR3 de V|, pero no comprende un dominio CDR2

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 540 807 T3

de Vy, un dominio CDR3 de Vy, un dominio CDR1 de Vi 0 un dominio CDR2 de V.; o comprende un dominio CDR2
de Vy y un dominio CDR1 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR3 de V4, un dominio
CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V,; o comprende un dominio CDR2 de Vy y un dominio CDR2 de V., pero no
comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR3 de Vy, un dominio CDR1 de V. o un dominio CDR3 de V; o
comprende un dominio CDR2 de V4 y un dominio CDR3 de V, pero no comprende un dominio CDR1 de V4, un
dominio CDR3 de V4, un dominio CDR1 de V. 0 un dominio CDR2 de V; o comprende un dominio CDR3 de Vu y un
dominio CDR1 de V{, pero no comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR2 de V.
0 un dominio CDR3 de V.; o comprende un dominio CDR3 de Vy y un dominio CDR2 de V., pero no comprende un
dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vi, un dominio CDR1 de V. 0 un dominio CDR3 de V; o comprende un
dominio CDR3 de Vy y un dominio CDR3 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de Vyu, un dominio CDR2 de
Vu, un dominio CDR1 de V. o0 un dominio CDR2 de V; o comprende dos dominios CDR3 de V4, pero no comprende
un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR1 de V., un dominio CDR2 de V. o un dominio
CDR3 de V(; o comprende dos dominios CDR3 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de V4, un dominio
CDR2 de V4, un dominio CDR3 de Vy, un dominio CDR1 de V. 0 un dominio CDR2 de V\, etc.).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencion comprende tres cualesquiera de un
dominio CDR1 de Vu, dominio CDR2 de Vu, dominio CDR3 de Vy, dominio CDR1 de V., dominio CDR2 de V. o
dominio CDR3 de Vi, pero no comprende ningun otro dominio CDR, en el que dichos dominios CDR se han aislado
y/o identificado mediante los métodos de la invencion, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencién (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico
de la invencién comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vu y un dominio CDR3 de V4, pero no
comprende un dominio CDR1 de V|, un dominio CDR2 de V. o un dominio CDR3 de V; o comprende un dominio
CDR1 de Vi, un dominio CDR2 de V_ y un dominio CDR3 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de Vu, un
dominio CDR2 de Vy 0 un dominio CDR3 de Vu; 0 comprende un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR2 de Vy y un
dominio CDR1 de V., pero no comprende un dominio CDR3 de Vu, un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de
VL; 0 comprende un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR1 de V. y un dominio CDR3 de V4, pero no comprende un
dominio CDR2 de Vu, un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V|; o comprende dos dominios CDR3 de Vy y
un dominio CDR1 de V., pero no comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR2 de
VL 0 un dominio CDRS3 de V; etc.).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende cuatro cualesquiera de
un dominio CDR1 de Vu, dominio CDR2 de Vy, dominio CDR3 de Vy, dominio CDR1 de V., dominio CDR2 de V. o
dominio CDR3 de V|, pero no comprende ningun otro dominio CDR, en el que dichos dominios CDR se han aislado
y/o identificado mediante los métodos de la invencion, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencién (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico
de la invencion comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3 de Vy y un dominio
CDR1 de Vi, pero no comprende un dominio CDR2 de V. 0 un dominio CDR3 de V| ; o comprende un dominio CDR1
de V4, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de Vy y un dominio CDR3 de V., pero no comprende un dominio
CDR1 de Vi, 0 un dominio CDR2 de V.; o comprende un dominio CDR1 de Vu, un dominio CDR2 de V4, un dominio
CDR1 de V. y un dominio CDR2 de V{, pero no comprende un dominio CDR3 de V4 0 un dominio CDR3 de V(; o
comprende un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR3 de Vu, un dominio CDR2 de V. y un dominio CDR3 de V|,
pero no comprende un dominio CDR1 de Vy 0 un dominio CDR1 de V; o comprende dos dominios CDR3 de Vy y
dos dominios CDR3 de V|, pero no comprende un dominio CDR1 de Vy, un dominio CDR2 de Vy, un dominio CDR1
de Vy 0 un dominio CDR2 de V; etc.).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende cinco cualesquiera de un
dominio CDR1 de V4, dominio CDR2 de Vy, dominio CDR3 de Vy, dominio CDR1 de V., dominio CDR2 de V. o
dominio CDR3 de V|, pero no comprende ningun otro dominio CDR, en el que dichos dominios CDR se han aislado
y/o identificado mediante los métodos de la invencion, en el que dichos dominios CDR se han aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencion (por ejemplo, en determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico
de la invencion comprende un dominio CDR1 de V4, un dominio CDR2 de V4, un dominio CDR3 de V4, un dominio
CDR1 de V. y un dominio CDR2 de V., pero no comprende un dominio CDR3 de V.; o comprende un dominio CDR1
de Vi, un dominio CDR2 de V., un dominio CDR3 de V|, un dominio CDR2 de Vy y un dominio CDR3 de Vu, pero no
comprende un dominio CDR1 de Vy; etc.).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencion comprende uno o mas de los
dominios de entramado aislados y/o identificados mediante los métodos de la invencién. En realizaciones
especificas, el polipéptido inmunoespecifico de la presente invencion comprende los dominios de entramado
identificados en el presente documento con secuencias de CDR heterélogas injertadas en el mismo.

Los polipéptidos de la invencién incluyen moléculas de inmunoglobulina que pueden derivarse de cualquier especie
(por ejemplo, conejo, raton, rata), pero son preferiblemente moléculas de inmunoglobulina humanas que pueden ser
de cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), o clase (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gGs, 1G4, IgA; €
IgA2) o subclase. Los polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, de la invencién, o fragmentos de
unioén a antigeno de los mismos, pueden producirse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo,
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sintesis quimica o técnicas recombinantes.

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién no comprende un dominio Vy, por
ejemplo, un dominio V4 de conejo, y/o no comprende un dominio Vy derivado de cualquier otra especie distinta de
conejo. En otras realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencidon no comprende un dominio V. y/o no
comprende un dominio V_ derivado de cualquier especie distinta de conejo. En realizaciones preferidas, el
polipéptido inmunoespecifico de la invencion comprende un dominio Vy y no comprende un dominio V.. En otras
realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencion comprende un dominio V. y no comprende un dominio
Vu. En realizaciones especificas, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion, por ejemplo, anticuerpos,
comprenden uno o mas de un dominio FR1 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos
QEQLMETESGGGAEGGLVKPGASLTLTCTAS (SEQ ID NO: 57); un dominio FR2 de Vu que tiene la secuencia de
aminoacidos WVRQAPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 69); un dominio FR3 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos
YATWVNGRFTLSRDIDQSTGCLQLNSLTAADTATYYCAR (SEQ ID NO: 95); un dominio FR4 de V4 que tiene la
secuencia de aminoacidos WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 139); un dominio FR1 de V. que tiene la secuencia de
aminoéacidos ELVLTQTPPSLSASVGETVRIRC (SEQ ID NO: 150) o ELVLTQTPSSVSAAVGGTVTINC (SEQ ID NO:
155); un dominio FR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos WYQQKPEKPPTLLIS (SEQ ID NO: 174) o
WYQQKPGQRPKLLIY (SEQ ID NO: 181); un dominio FR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos
GVPPRFSGSGSGTDYTLTIGGVQAEDVATYYC (SEQ ID NO: 183) o
GVSSRFKGSGSGTQFTLTISGVQCADAATYYC (SEQ ID NO: 205); o un dominio FR4 de V. que tiene la secuencia
de aminoacidos FGAGTNVEIK (SEQ ID NO: 206) o FAFGGGTELEIL (SEQ ID NO: 210). En otras realizaciones, los
polipéptidos inmunoespecificos de la invencion, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los
mismos (por ejemplo, dominios variables individuales), comprenden uno o mas de un dominio FR de Vy de la tabla
3, un dominio FR2 de V4 de la tabla 4, dominio FR3 de V4 de la tabla 5, un dominio FR4 de V4 de la tabla 6, un
dominio FR1 de V. de la tabla 7, un dominio FR2 de V_ de la tabla 8, un dominio FR3 de V. de la tabla 9 o un
dominio FR4 de V| de la tabla 10 en la seccion 6.1.2.

En realizaciones especificas adicionales, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién, por ejemplo,
anticuerpos, comprenden uno o mas residuos de armazon que mejoran la estabilidad y/o la afinidad de unién a
antigeno de los péptidos. En determinadas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién
comprenden uno o mas de una fenilalanina en la posicién 46 en el dominio FR2 de Vy; un acido glutamico en la
posicion 53 en el dominio FR2 de Vy; una arginina en la posicion 54 en el dominio FR2 de Vy; una glicina en la
posicion 56 en el dominio FR2 de Vu; una alanina en la posicion 58 en el dominio FR2 de Vy; una cisteina en la
posicion 44 en el dominio CDR1 de Vy; una cisteina en la posicion 59 en el dominio CDR2 de Vy; una arginina en la
posicion 126 en el dominio FR4 de Vy; una fenilalanina o una tirosina en la posicién 39 en el dominio FR2 de V(; una
lisina en la posicién 45 en el dominio FR2 de Vi; 0 una cisteina en la posicién 91 en el dominio FR3 de V., en los
que dichas posiciones son segun las alineaciones de secuencias de aminoacidos del dominio Vy 0 V. presentadas
en las figuras 3y 4, respectivamente.

La presente invencion también abarca el uso de polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de los mismos que
comprenden la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los dominios variables, CDR, secuencias de
aminoacidos de armazoén (por ejemplo, dominios de entramado tales como los enumerados en las tablas 3-10 en la
seccion 6.1.2), o residuos de aminoacidos de armazon de la invencién con mutaciones (por ejemplo, una o mas
sustituciones de aminoacidos) en cualquiera de los anteriores. En ejemplos especificos segln esta realizacion, la
presente invencion abarca polipéptidos inmunoespecificos que comprenden una 0 mas sustituciones de
aminoacidos, en la que dichas sustituciones dan como resultado uno o mas de, en la posicion 46 en el dominio FR2
de V4, una fenilalanina; en la posicion 53 en el dominio FR2 de V4, un acido glutamico; en la posicion 54 en el
dominio FR2 de Vy, una arginina; en la posicion 56 en el dominio FR2 de Vu, una glicina; en la posicion 58 en el
dominio FR2 de Vu, una alanina; en la posicion 44 en el dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la posicion 59 en el
dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la posicion 126 en el dominio FR4 de Vy, una cisteina; en la posicién 39 en el
dominio FR2 de V., una fenilalanina o una tirosina; en la posicién 45 en el dominio FR2 de V|, una lisina; o en la
posicion 91 en el dominio FR3 de V, una cisteina. Preferiblemente, mutaciones en estas regiones, dominios o
residuos mantienen o potencian la avidez y/o afinidad del polipéptido inmunoespecifico por el antigeno, es decir
epitopo, al que se unen inmunoespecificamente. Las posiciones mencionadas son segln las alineaciones de
secuencias de aminoacidos del dominio V4 0 V. presentadas en las figuras 3 y 4, respectivamente.

En determinadas realizaciones, los polipéptidos de la invencién, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se
unen inmunoespecificamente a un epitopo de un antigeno que es neutro inmunolégicamente o no inmunogénico en
ratones y/o ratas.

La presente invencion también abarca polipéptidos inmunoespecificos de la invencién que se han modificado
mediante cualquier método conocido en la técnica y/o descrito en el presente documento que se sabe que aumenta
0 mejora la semivida en suero de polipéptidos terapéuticos. Los ejemplos no limitativos de tales modificaciones
incluyen pegilacion, acetilacién y el uso de aminoacidos no naturales. En determinadas realizaciones, la semivida en
suero del polipéptido inmunoespecifico puede aumentarse o mejorarse incluyendo en el polipéptido un dominio de
unién a antigeno adicional, dominio que se une inmunoespecificamente a albumina o fibronectina.
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Los métodos de la invencién también abarcan polinucledtidos que codifican para los polipéptidos inmunoespecificos
de la invencién. En una realizacion, la invencién proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica
para un dominio Vy o V. identificado o construido mediante los métodos descritos en el presente documento. La
invencion abarca ademas polinucleétidos que codifican para polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que comprenden secuencias de aminoacidos de
armazén novedosas (en relacion con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas de especies distintas de
conejo), residuos de aminoacido novedosos en posiciones particulares de la secuencia de aminoéacidos de Vi 0 Vi, 0
secuencias de aminoacidos novedosas de bucles de CDR identificadas mediante los métodos descritos en el
presente documento. La invencién se refiere ademas a un vector que comprende dicho acido nucleico. En
realizaciones especificas en las que el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende tanto un dominio Vy
como uno V, identificado, aislado o construido mediante los métodos de la invencién, la invencién proporciona un
vector que comprende una primera molécula de acido nucleico que codifica para dicho dominio V4 y una segunda
molécula de acido nucleico que codifica para dicho dominio V|, seleccionandose dichos dominios Vy y Vi de manera
independiente o simultanea para la unién inmunoespecifica al mismo antigeno y/o epitopo. En una realizacion
especifica, dicho vector es un vector de expresion. La invencion proporciona ademas células huésped que contienen
los vectores de polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de la invencion.

La presente invencion abarca polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, fusionados de manera
recombinante o conjugados quimicamente (incluyendo tanto conjugaciones covalentes como no covalentes) a
agentes terapéuticos o dominios de unién a antigeno adicionales, por ejemplo, polipéptidos heterélogos (es decir, un
polipéptido no relacionado; o parte del mismo, preferiblemente al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40,
al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90 o al menos 100 aminoéacidos del polipéptido) para
generar proteinas de fusién. No es necesario que la fusion sea necesariamente directa, sino que puede producirse a
través de secuencias ligadoras o a través de conjugacidon quimica. Los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion pueden usarse por ejemplo para dirigir el agente terapéutico a tipos de células particulares, o bien in vitro
o bien in vivo, fusionando o conjugando el agente con los polipéptidos inmunoespecificos de la presente invencién
que son especificos para receptores de la superficie celular particulares. En otras realizaciones, los dominios de
unién a antigeno adicionales pueden usarse para unir los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion a albdimina
o fibronectina, mejorando de ese modo la semivida en suero (véase, por ejemplo, Holt et al., 2008, Protein Eng Des
Sel 21:283-288 y Stork et al., 2007, Protein Eng Des Sci 20:569-576). Las fusiones de agente terapéutico/polipéptido
inmunoespecifico de la invencidon pueden usarse también en inmunoensayos in vitro y métodos de purificacion
usando métodos conocidos en la técnica. Véanse por ejemplo, la publicacion PCT nimero WO 93/2 1232; el
documento EP 439.095; Naramura et al., Immunol. Lett., 39:91-99, 1994; la patente estadounidense numero
5.474.981; Gillies et al., PNAS, 89:1428-1432, 1992; y Fell et al., J. Immunol., 146:2446-2452, 1991. No debe
interpretarse que los agentes terapéuticos para su uso segun los métodos de la invencion se limitan a agentes
terapéuticos quimicos clasicos (por ejemplo, agentes quimioterapicos), sino que pueden incluir péptidos que pueden
o no modificar o alterar respuestas bioldgicas, restos farmacolégicos, materiales radiactivos, quelantes macrociclicos
y ARNip. En ejemplos no limitativos, tales polipéptidos como agentes terapéuticos pueden incluir albumina,
protamina, proteinas que interaccionan con albumina (por ejemplo, gp60, gp30, gpl18), proteina A, una proteina G,
dominios de transduccién de proteinas (véase por ejemplo, Bogoyevitch et al., 2002, DNA Cell Biol 12:879-894),
toxinas, citotoxinas o partes de moléculas de anticuerpo (por ejemplo, dominio Fc, dominio CH;, dominio CHy,
dominio CH;, dominio CL, etc.); tales radioniclidos pueden incluir radiontclidos (por ejemplo, emisores alfa, beta,
gamma, etc.) conocidos en la técnica para marcar (les decir, producir una sefial detectable in vivo o in vitro) y/o
producir un efecto terapéutico (por ejemplo, **°1, *31, **C, etc.); tales quelantes macrociclicos incluyen los conocidos
en la técnica para conjugar iones radiometalicos (por ejemplo, DOTA).

En determinadas realizaciones, las regiones CDR y/o de entramado de los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion se derivan de regiones Vy 0 V. de conejo identificadas o aisladas mediante los métodos descritos en el
presente documento. En otras realizaciones, las regiones CDR y/o de entramado de los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencion no se derivan de regiones Vy 0 V| de conejo identificadas o aisladas mediante los
métodos descritos en el presente documento, sino que comprenden secuencias de aminoacidos de armazon
novedosas y/o residuos de aminoacido novedosos en determinadas posiciones de la secuencia de aminoacidos de
los dominios Vy o V. identificados mediante los métodos de la invencién. En algunas realizaciones, los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencion descritos en el presente documento comprenden alteraciones adicionales,
incluyendo, pero sin limitarse a, deleciones, inserciones y modificaciones de aminoéacidos, de las secuencias de Vy
y/o V| aisladas e identificadas en el presente documento.

Preferiblemente, los polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo anticuerpos, de la invencién, o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos, son monoclonales (es decir, se unen al mismo epitopo de un antigeno), y en
determinadas realizaciones pueden estar humanizados.

La invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende (i), y (i) un portador
farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones de la invencién, se proporcionan composiciones farmacéuticas para su uso segun los
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métodos de la invencion, comprendiendo dichas composiciones farmacéuticas una cantidad terapéuticamente eficaz
de un polipéptido inmunoespecifico de la invencion, o fragmento de unién a antigeno del mismo, y un portador
farmacéuticamente aceptable.

3.1 Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo” en el contexto de agentes proteinicos (por ejemplo,
proteinas, polipéptidos y anticuerpos) se refiere a un agente proteinico que presenta una funcion similar o idéntica
gque un segundo agente proteinico pero que no comprende necesariamente una secuencia de aminoacidos similar o
idéntica del segundo agente proteinico, 0 presenta una estructura similar o idéntica del segundo agente proteinico.
Un agente proteinico que tiene una secuencia de aminoacidos similar se refiere a un segundo agente proteinico que
satisface al menos uno de los siguientes: (a) un agente proteinico que tiene una secuencia de aminoacidos que es
idéntica en al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el
55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al
menos el 90%, al menos el 95% o al menos el 99% a la secuencia de aminoacidos de un segundo agente proteinico;
(b) un agente proteinico codificado por una secuencia de nucleétidos que se hibrida en condiciones rigurosas con
una secuencia de nucledtidos que codifica para un segundo agente proteinico de al menos 5 residuos de
aminoéacido contiguos, al menos 10 residuos de aminoacido contiguos, al menos 15 residuos de aminoacido
contiguos, al menos 20 residuos de aminodcido contiguos, al menos 25 residuos de aminoacido contiguos, al menos
40 residuos de aminoacido contiguos, al menos 50 residuos de aminoacido contiguos, al menos 60 residuos de
aminoacido contiguos, al menos 70 residuos de aminoacido contiguos, al menos 80 residuos de aminoacido
contiguos, al menos 90 residuos de aminoacido contiguos, al menos 100 residuos de aminoacido contiguos, al
menos 125 residuos de aminoacido contiguos o al menos 150 residuos de aminoacido contiguos; y (c) un agente
proteinico codificado por una secuencia de nucleétidos que es idéntica en al menos el 30%, al menos el 35%, al
menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el
70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% o al menos el 99% a
la secuencia de nucleétidos que codifica para un segundo agente proteinico. Un agente proteinico con estructura
similar a un segundo agente proteinico se refiere a un agente proteinico que tiene una estructura secundaria,
terciaria o cuaternaria similar al segundo agente proteinico. La estructura de un polipéptido puede determinarse
mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a, secuenciacion de
péptidos, cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear, dicroismo circular y microscopia electrénica
cristalografica.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de &cido
nucleico, las secuencias se alinean para fines de comparacién éptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en
la secuencia de un primer aminoacido o secuencia de acido nucleico para la alineacion 6ptima con un segundo
aminoacido o secuencia de acido nucleico; véanse, por ejemplo, las figuras 3-4). Entonces se comparan los residuos
de aminoécido o nucleétidos en posiciones de aminoéacido o posiciones de nucleétido correspondientes. Cuando una
posicion en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias es una funcién del nidmero de posiciones idénticas compartidas por las
secuencias (es decir, % de identidad = numero de posiciones solapantes idénticas/nimero total de
posiciones.veces.100%). En una realizacion, las dos secuencias son de la misma longitud.

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias también puede lograrse usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo preferido, no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la comparaciéon de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:2264-2268, modificado como
en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5877. Se incorpora un algoritmo de este tipo en los
programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403. Pueden realizarse blsquedas de
nucleétidos en BLAST con los parametros del programa de nucleétidos NBLAST fijados, por ejemplo, para una
puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de nucle6tidos homdélogas a moléculas de acido
nucleico de la presente invencion. Pueden realizarse busquedas de proteinas en BLAST con los parametros del
programa XBLAST fijados, por ejemplo, a una puntuacion de 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de
aminoacidos homélogas a una molécula de proteina de la presente invencién. Para obtener alineaciones con huecos
para fines de comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et al., 1997, Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402. Alternativamente, puede usarse PSI-BLAST para realizar una blsqueda repetida que
detecta relaciones distantes entre moléculas (Id.). Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-
Blast, pueden usarse los parametros por defectos de los respectivos programas (por ejemplo, de XBLAST y
NBLAST) (véase, por ejemplo, el sitio web de NCBI). Otro ejemplo no limitativo preferido de un algoritmo matematico
utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1988, CABIOS 4:11-17. Se incorpora
un algoritmo de este tipo en el programa ALIGN (versién 2.0) que es parte del paquete de software de alineacién de
secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminoacidos, pueden usarse
una tabla de pesos de residuos PAM120, una penalizacion por longitud de hueco de 12 y una penalizacién por
hueco de 4.
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El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, permitiendo o no huecos. En el célculo del porcentaje de identidad, normalmente sélo se cuentan las
coincidencias exactas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo” en el contexto de un agente no proteinico se refiere
a una segunda molécula organica o inorganica que presenta una funcién similar o idéntica que una primera molécula
organica o inorganica y que es estructuralmente similar a la primera molécula organica o inorganica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado” en el contexto de polipéptidos o proteinas,
incluyendo polipéptidos inmunoespecificos (por ejemplo, anticuerpos), se refiere a un polipéptido o una proteina que
comprende una secuencia de aminoacidos que se ha alterado mediante la introduccién de sustituciones, deleciones
0 adiciones de residuos de aminoacido. El término “derivado” tal como se usa en el presente documento también se
refiere a un polipéptido o una proteina que se ha modificado, es decir, mediante la unién covalente de cualquier tipo
de molécula al polipéptido o la proteina. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, un polipéptido inmunoespecifico
de la invencion puede modificarse, por ejemplo, mediante glicosilacion, acetilacion, pegilacién, fosforilacién,
amidacion, derivatizacién mediante grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, unién a un
ligando celular u otra proteina, etc. Puede producirse un derivado de polipéptido o proteina mediante modificaciones
guimicas usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a escision quimica
especifica, acetilacion, formilacién, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, un derivado de polipéptido o
proteina presenta una funcién similar o idéntica que el polipéptido o la proteina del que se derivé.

Tal como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a una region en una molécula de antigeno
a la que un anticuerpo se une especificamente. Las moléculas de antigeno pueden comprender epitopos
individuales o multiples.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento” se refiere a un péptido o polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5 residuos de aminoacido contiguos, al menos 10 residuos
de aminoacido contiguos, al menos 15 residuos de aminoacido contiguos, al menos 20 residuos de aminoacido
contiguos, al menos 25 residuos de aminodcido contiguos, al menos 40 residuos de aminoacido contiguos, al menos
50 residuos de aminoéacido contiguos, al menos 60 residuos de aminoacido contiguos, al menos 70 residuos de
aminoacido contiguos, al menos 80 residuos de aminoacido contiguos, al menos 90 residuos de aminoacido
contiguos, al menos 100 residuos de aminoacido contiguos, al menos 125 residuos de aminoacido contiguos, al
menos 150 residuos de aminoéacido contiguos, al menos 175 residuos de aminoacido contiguos, al menos 200
residuos de aminoacido contiguos, o al menos 250 residuos de aminoacido contiguos de la secuencia de
aminoacidos de otro polipéptido. En una realizacién especifica, un fragmento de un polipéptido conserva al menos
una funcién del polipéptido. Preferiblemente, fragmentos de los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion son
fragmentos de unién a antigeno (en particular, fragmentos de union a epitopo).

Tal como se usan en el presente documento, los términos “cadena pesada”, “cadena ligera”, “region variable”,
“regién de entramado”, “dominio constante”, y similares, tienen su significado habitual en la técnica de la
inmunologia y se refieren a dominios en inmunoglobulinas que se producen de manera natural y los dominios
correspondientes de proteinas de union sintéticas (por ejemplo, recombinantes) (por ejemplo, anticuerpos
humanizados, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos quiméricos, etc.). La unidad estructural basica de
inmunoglobulinas que se producen de manera natural (por ejemplo, IgG) es un tetrdmero que tiene dos cadenas
ligeras y dos cadenas pesadas, expresadas habitualmente como una glicoproteina de aproximadamente
150.000 Da. La parte amino terminal (“N”) de cada cadena incluye una region variable de aproximadamente 100 a
110 o mas aminoécidos responsable principalmente del reconocimiento del antigeno. La parte carboxilo terminal
(“C") de cada cadena define una regién constante, con cadenas ligeras que tienen un solo dominio constante y
cadenas pesadas que tienen habitualmente tres dominios constantes y una regién de bisagra. Por tanto, la
estructura de las cadenas ligeras de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, 1gG, es n-V --CL-c y la
estructura de las cadenas pesadas de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, 1gG, es n-Vy--CH;-H--CHz--
CHs-c (en la que H es la region de bisagra). Las regiones variables de los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion, por ejemplo, anticuerpos, consisten en las regiones determinantes de complementariedad (CDR), que
contienen los residuos en contacto con antigeno y segmentos distintos de CDR, denominados segmentos de
entramado, que en general mantienen la estructura y determinan el posicionamiento de los bucles de CDR (aunque
determinados residuos de entramado también pueden entrar en contacto con el antigeno). Por tanto, los dominios V.
y Vi tienen la estructura n-FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4-c.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “anticuerpo humanizado” o “polipéptido inmunoespecifico
humanizado” se refieren a un polipéptido que comprende al menos un dominio variable de inmunoglobulina que
comprende una region de entramado humana y una o mas CDR identificadas mediante los métodos de la invencién.
En algunas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién no comprende una inmunoglobulina
completa, o puede comprender un solo dominio variable de inmunoglobulina (por ejemplo, un dominio Vy 0 V) y no
comprende ningun otro dominio o region de inmunoglobulina (por ejemplo, Fc, CHi, CH,, CHs, CL, etc.). El
polipéptido inmunoespecifico (por ejemplo, anticuerpo o dominio variable) que proporciona las CDR se denomina el
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“donador” y la inmunoglobulina humana, o fragmento de la misma (por ejemplo, dominio variable) que proporciona el
entramado se denomina el “aceptor”. No es necesario que estén presentes regiones constantes, pero si lo estan,
deben ser sustancialmente idénticas a regiones constantes de inmunoglobulina humana, es decir, idénticas en al
menos aproximadamente el 85-90%, de manera preferible aproximadamente el 95% o mas. Por tanto, segun las
realizaciones en las que el polipéptido inmunoespecifico de la invencién comprende una inmunoglobulina
humanizada, todas las partes de dicha inmunoglobulina, excepto posiblemente las CDR, son sustancialmente
idénticas a partes correspondientes de secuencias de inmunoglobulina humana naturales. En el contexto de
polipéptidos inmunoespecificos tal como se usan en el presente documento, es decir, polipéptidos que comprenden
al menos un dominio variable (o fragmento de unién a epitopo del mismo), las moléculas humanizadas de la
invencioén, por ejemplo, anticuerpos, no abarcan moléculas quiméricas de la invencién porque, por ejemplo, toda la
region variable de la molécula quimérica seria no humana. Se dice que la molécula donadora se ha “humanizado”,
mediante el proceso de “humanizacién”, porque se espera que la molécula humanizada resultante se una al mismo
antigeno que el anticuerpo donador que proporciona las CDR. Generalmente, moléculas inmunoespecificas
humanizadas son inmunoglobulinas humanas (o dominios variables y/o fragmentos de las mismas), la molécula
receptora, en la que se reemplazan residuos de regiones hipervariables de receptor por residuos de regiones
hipervariables de una especie no humana (anticuerpo donador; por ejemplo, CDR donadoras de un dominio Vy 0 V.
de conejo) que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, se reemplazan residuos
de regiones de entramado (FR) de la inmunoglobulina humana, o fragmento de la misma, por residuos no humanos
correspondientes. Ademas, las moléculas humanizadas pueden comprender residuos que no se encuentran en el
anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificaciones se hacen para refinar adicionalmente la
funcionalidad, por ejemplo, la inmunoespecificidad. En general, la molécula humanizada, por ejemplo, anticuerpo,
comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todas las regiones hipervariables corresponden a las de una inmunoglobulina no humana o dominio
variable y todas o sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. La molécula
humanizada también comprendera opcionalmente en un dominio CL y/o CH; y/o al menos una parte de una region
constante de inmunoglobulina (Fc). En algunas realizaciones, una molécula humanizada de la invencién es un
derivado. Una molécula humanizada de este tipo comprende sustituciones, deleciones o adiciones de residuos de
aminoacido en una o mas de las CDR no humanas, por ejemplo, de conejo. El derivado de la molécula humanizada
de la invencion puede tener sustancialmente la misma unién, mejor unién o peor unién en comparacién con una
molécula humanizada no derivada de la invencién. En realizaciones especificas, uno, dos, tres, cuatro o cinco
residuos de aminoacido de las CDR identificadas y/o construidas segun los métodos de la invenciéon se han
sustituido, delecionado o afiadido (es decir, mutado). Para detalles adicionales sobre la humanizacion de
anticuerpos, véanse las patentes europeas n.”° EP 239.400, EP 592.106 y EP 519.596; las publicaciones
internacionales n.° WO 91/09967 y WO 93/17105; las patentes estadounidenses n.”® 5.225.539, 5.530.101,
5.565.332, 5.585.089, 5.766.886 y 6.407.213; y Padlan, 1991, Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et
al., 1994, Protein Engineering 7(6):805-814; Roguska et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:969-973; Tan et al.,
2002, J. Immunol. 169:1119-25; Caldas et al., 2000, Protein Eng. 13:353-60; Morea et al., 2000, Methods 20:267-79;
Baca et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:10678-84; Roguska et al., 1996, Protein Eng. 9:895-904; Couto et al., 1995,
Cancer Res. 55 (sup. 23): 5973s-5977s; Couto et al., 1995, Cancer Res. 55:1717-22; Sandhu, 1994, Gene 150:409-
10; Pedersen et al., 1994, J. Mol. Biol. 235:959-73; Jones et al., 1986, Nature 321:522-525; Reichmann et al., 1988,
Nature 332:323-329; y Presta, 1992, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596. El término “humanizacion” también incluye
métodos de modificacion de la superficie de proteinas y/o anticuerpos tales como los dados a conocer en las
patentes estadounidenses 5.770.196; 5.776.866; 5.821.123; y 5.896.619, cada una concedida a Studnicka et al.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “se une inmunoespecificamente”, “reconoce
inmunoespecificamente”, “se une especificamente”, “reconoce especificamente” y términos analogos se refieren a
moléculas que se unen especificamente a un antigeno (por ejemplo, epitopo o complejo inmunitario) y no se unen
especificamente a otra molécula. Una molécula que se une especificamente a un antigeno puede unirse a otros
péptidos o polipéptidos con menos afinidad tal como se determina, por ejemplo, mediante inmunoensayos, BlAcore
u otros ensayos conocidos en la técnica. Preferiblemente, las moléculas que se unen especificamente a un antigeno
no reaccionan de manera cruzada con otras proteinas. Pueden identificarse moléculas que se unen especificamente
a un antigeno, por ejemplo, mediante inmunoensayos, BlIAcore u otras técnicas conocidas por los expertos en la
técnica.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “polipéptidos inmunoespecificos” y “polipéptido
inmunoespecifico” se refieren a polipéptidos, péptidos y/o proteinas que comprenden al menos uno de un dominio
Vu 0 un dominio V| y muestran unién inmunoespecifica tal como se determina mediante cualquier método conocido
en la técnica para evaluar la especificidad antigeno/anticuerpo (por ejemplo, BlAcore). Los términos pueden referirse
a anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos sintéticos, anticuerpos quimeéricos, anticuerpos policlonales, Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos
de cadena sencilla, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-Id y anti-anti-Id
frente a anticuerpos de la invencién), diacuerpos (véanse por ejemplo, las publicaciones de solicitud de patente
estadounidense n.°® 2007/0004909 y 2006/0210564, minicuerpos (véanse, por ejemplo, la patente estadounidense
5.837.821 y la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° 2007/0003556, nanocuerpos (véase, por
ejemplo, Revets et al., 2005, Expert Opin Biol Ther 5:111-124, o fragmentos de unién a antigeno de cualquiera de
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los anteriores, incluyendo, pero sin limitarse a, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fv biespecificos unidos por
puentes disulfuro (sdFv) e intracuerpos. Los términos también incluyen moléculas de inmunoglobulina y fragmentos
inmunolégicamente activos de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién a
antigeno, y pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, 1gG1, 1gGo,
IgGs, 19G4, IgA1 e IgA2) o subclase. Los términos también pueden referirse a moléculas biespecificas o
multiespecificas que comprenden dos o mas moléculas de unién a antigeno, al menos una de las cuales es un
dominio Vy 0 un dominio V,_ determinado mediante los métodos de la invencion, o al menos uno de los cuales
comprende una regién de entramado de dominio variable determinada mediante los métodos de la invencion.

Cuando se hace referencia a polipéptidos inmunoespecificos de la invencion, por ejemplo, anticuerpos, (tal como se
definen ampliamente en el presente documento), la asignaciéon de aminoacidos a cada dominio es segun métodos
bien conocidos en la técnica para la caracterizacion de dominios variables de anticuerpos, incluyendo, por ejemplo,
dominios variables de dominios variables humanos, murinos y de conejo. Aminoacidos del dominio variable de
conejo de cadenas pesadas y ligeras maduras aisladas e identificadas mediante los métodos de la presente
invencion se disefian por su posicion en las secuencias de alineacién presentadas en la figura 3 para el dominio Vi y
en la figura 4 para el dominio V.. Por ejemplo, el dominio FR1 de un dominio Vy de conejo aislado y/o identificado
mediante los métodos de la invencion comprende normalmente desde 24 hasta 31 residuos de aminoacido, cada
uno de los cuales se designa por su posicion en una secuencia de alineacion basada en la secuencia de
aminoacidos mas larga para cada dominio (véase, por ejemplo, la figura 4). Por consiguiente, un dominio variable
especifico puede comprender o no un residuo en una posicién particular de la secuencia de alineacion. Las
alineaciones presentadas en las figuras 3-4 y las determinaciones de dominios especificos de los polipéptidos de la
invencion se determinaron segun métodos conocidos en la técnica para caracterizar y alinear secuencias basandose
en moléculas de inmunoglobulina (por ejemplo, alineadas segun Kabat et al.,, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 ed. Public Health Service, NH1, MD (1991). Por tanto, tal como se presenta en la figura 3,
en la secuencia de alineacion del dominio V4, el FR1 consiste en las posiciones 1-31, el CDR1 en las posiciones 32-
44, el FR2 en las posiciones 45-58, el CDR2 en las posiciones 59-69, el FR3 en las posiciones 70-110, el CDR3 en
las posiciones 111-125 y el FR4 en las posiciones 126-136; y tal como se representa en la figura 4, en la secuencia
de alineacion del dominio V. el FR1 consiste en las posiciones 1 a 23, el CDR1 en las posiciones 24 a 37, el FR2 en
las posiciones 38-52, el CDR2 en las posiciones 53 a 59, el FR3 en las posiciones 60 a 91, el FR4 en las posiciones
92-105y el FR4 en las posiciones 106-116B.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “acidos nucleicos” y “secuencias de nucleétidos” incluyen
moléculas de ADN (por ejemplo, ADNc o ADN gendmico), moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), combinaciones
de moléculas de ADN y ARN o moléculas de ADN/ARN hibridas, y analogos de moléculas de ADN o ARN. Tales
analogos pueden generarse usando, por ejemplo, analogos de nucleétidos, que incluyen, pero no se limitan a, bases
de inosina o tritiladas. Tales analogos pueden comprender también moléculas de ADN o ARN que comprenden
estructuras principales modificadas que confieren atributos beneficiosos a las moléculas tales como, por ejemplo,
resistencia a nucleasa o un aumento de la capacidad para cruzar membranas celulares. Los &cidos nucleicos o
secuencias de nucledtidos pueden ser monocatenarios, bicatenarios, pueden contener porciones tanto
monocatenarias como bicatenarias, y pueden contener porciones tricatenarias, pero preferiblemente ADN
bicatenario.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “agente profilactico” y “agentes profilacticos” se refieren a
cualquier agente que pueda usarse en la prevencién de un trastorno, o la prevencién de la recaida o propagacion de
un trastorno. Una cantidad profilacticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente profilactico suficiente
para prevenir la recaida o propagacion de una enfermedad, la recaida o exacerbacion de sintomas de una
enfermedad, o la aparicion de los mismos en un sujeto. Una cantidad profilacticamente eficaz también puede
referirse a la cantidad del agente profilactico que proporciona un beneficio profilactico en la prevenciéon de una
enfermedad. Ademas, una cantidad profilacticamente eficaz con respecto a un agente profilactico de la invencion
significa la cantidad de agente profilactico solo, o0 en combinacién con otros agentes, que proporciona un beneficio
profilactico en la prevencién de una enfermedad.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “Fv de cadena sencilla” o “scFv” se refieren a fragmentos
de anticuerpo que comprenden los dominios Vy y V. de anticuerpo, en los que estos dominios estan presentes en
una sola cadena polipeptidica. Generalmente, el polipéptido Fv comprende ademas un ligador polipeptidico entre los
dominios Vy y Vi que permite que el scFv forme la estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revisiéon
de sFv véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.
Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994). En realizaciones especificas, los scFv incluyen scFv
biespecificos y scFv humanizados.

Tal como se usa en el presente documento, el término “estable” en el contexto de una formulacién que comprende
un polipéptido inmunoespecifico de la invencién se refiere a una formulacién en la que la proteina en la misma
conserva esencialmente su estabilidad fisica y quimica e integridad tras almacenamiento. Diversas técnicas
analiticas para medir la estabilidad de proteinas estan disponibles en la técnica y se revisan en Peptide and Protein
Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Pubs. (1991) y Jones, A. Adv. Drug
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Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). La estabilidad puede medirse a una temperatura seleccionada durante un periodo de
tiempo seleccionado. Para una seleccién rapida, la formulacion puede mantenerse a 40°C durante de 2 semanas a 1
mes, momento en el que se mide la estabilidad. Cuando la formulacién va a almacenarse a 2-8°C, generalmente la
formulacién debe ser estable a 30°C o 40°C durante al menos 1 mes y/o estable a 2-8°C durante al menos 2 afios.
Cuando la formulacién va a almacenarse a 30°C, generalmente la formulacion debe ser estable durante al menos 2
afos a 30°C y/o estable a 40°C durante al menos 6 meses. Por ejemplo, puede usarse el grado de agregacion tras
liofilizacion y almacenamiento como indicador de la estabilidad de proteinas. Por ejemplo, una formulacién “estable”
puede ser una en la que menos de aproximadamente el 10% y preferiblemente menos de aproximadamente el 5%
de la proteina esta presente como agregado en la formulacion. En otras realizaciones, puede determinarse cualquier
aumento en la formacién de agregados tras liofilizacion y almacenamiento de la formulacién liofilizada. Por ejemplo,
una formulacion liofilizada “estable” puede ser una en la que el aumento de agregados en la formulacién liofilizada
es inferior a aproximadamente el 5% y preferiblemente inferior a aproximadamente el 3%, cuando la formulacién
liofilizada se almacena a 2-8°C durante al menos un afo. En otras realizaciones, la estabilidad de la formulacién de
proteinas puede medirse usando un ensayo de actividad biolégica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “estable” en el contexto de un polipéptido inmunoespecifico
de la invencion puede referirse a la estabilidad cinética de una proteina, o a la resistencia de una proteina al
desplegamiento. La estabilidad cinética puede explicarse de la mejor manera ilustrando el proceso de
desplegamiento como una simple reaccion en equilibrio entre dos conformaciones de la proteina, el estado plegado
nativo (N) y el estado desplegado (U), que normalmente estd separado por un estado de transicion de energia
superior (TS). Puesto que la altura de la barrera de TS determina la velocidad de plegamiento y desplegamiento, las
proteinas cinéticamente estables presentan un TS de energia inusualmente alto, lo que da como resultado
velocidades de desplegamiento extremadamente bajas que practicamente atrapan a la proteina en su estado nativo.
Aun cuando el cambio global en energia libre de Gibbs (AG) pueda ser favorable para el desplegamiento en
condiciones de disolvente extremas, tales como altas concentraciones de agente desnaturalizante, la alta energia de
activacion del TS ralentiza significativamente la velocidad de desplegamiento de proteinas cinéticamente estables.
Se conocen bien en la técnica métodos para evaluar la estabilidad de polipéptidos e incluyen, por ejemplo,
espectroscopia de fuerza de una sola molécula, evaluacion de la desnaturalizacién térmica, por ejemplo,
monitorizada mediante dispersion dinamica de luz (“DLS"), y resistencia a la desnaturalizaciéon con SDS (véase, por
ejemplo, la publicacién de solicitud de patente estadounidense 2006/0099647). La estabilidad también puede
evaluarse mediante las caracteristicas de expresion de proteinas en sistemas de expresion recombinante. Los
polipéptidos que se pliegan facilmente, y que son resistentes al desplegamiento, se expresaran como proteina
soluble en tales sistemas, mientras que proteinas plegadas de manera inapropiada o sélo parcialmente
interaccionan por medio de sus regiones hidrofobas formando cuerpos de inclusién. Los inventores han
implementado adicionalmente un ensayo de estabilidad basado en la solubilidad de una proteina recombinante, en
el que dicha proteina se expresa como una fusidn con CAT y se evalla la actividad de CAT de la fusion (véase mas
adelante en el presente documento).

Tal como se usan en el presente documento, los términos “sujeto” y “paciente” se usan de manera intercambiable.
Tal como se usa en el presente documento, un sujeto es preferiblemente un mamifero tal como un mamifero no
primate (por ejemplo, vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, ratas, etc.) o un mamifero primate (por ejemplo, mono y
ser humano), lo mas preferiblemente un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad del
agente terapéutico de la invencidn suficiente para tratar o gestionar una enfermedad o trastorno. Una cantidad
terapéuticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente terapéutico suficiente para retrasar o minimizar la
aparicion de una enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz también puede referirse a la cantidad del
agente terapéutico que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o la gestion de una enfermedad.
Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto a un agente terapéutico de la invencién significa la
cantidad de agente terapéutico solo, o en combinacion con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico
en el tratamiento o la gestiéon de una enfermedad, por ejemplo, suficiente para potenciar la eficacia terapéutica de
una cantidad de agente terapéutico de la invencion suficiente para tratar o gestionar una enfermedad.

4. Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Representacion esquematica de la posicion de los cebadores en la secuencia de nucleétidos del dominio
variable de cadena pesada.

Figura 2A-2B. Representacion esquematica de la posicién de los cebadores en la secuencia de nucleotidos del
dominio variable de cadena ligera; (A) cadena K; (B) cadena A.

Figura 3. Alineaciéon a modo de ejemplo de secuencias de aminoacidos de dominios variables de cadena pesada
(dominios Vy) seleccionados mediante los métodos de la invencion.
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Figura 4. Alineacion a modo de ejemplo de secuencias de aminoacidos de dominios variables de cadena ligera
(dominios V) seleccionados mediante los métodos de la invencién.

Figura 5. Representacion esquematica del vector de expresion que permite la expresion de los dominios SDVL y/o
SDVH como proteinas de fusion con CAT.

Figura 6A-B. Fluorescencia intrinseca de las curvas de transicion de desplegamiento de un dominio SDVL
representativo de la invencién. (A) Desplegamiento inducido por calor; (B) desplegamiento inducido por GdmCI.

5. Descripcion detallada
5.1 Polipéptidos inmunoespecificos

La presente invencion se refiere polipéptidos inmunoespecificos disefiados por ingenieria genética, modificados, por
ejemplo, anticuerpos, que tienen dominios Vy y/o V|, 0 porciones de los mismos (por ejemplo, dominios CDR,
dominios de entramado, etc.) derivados de conejos. En realizaciones preferidas, la presente invencion abarca
anticuerpos de un solo dominio derivados de dominios variables de inmunoglobulina de conejo y/o fragmentos de
unién a epitopo de los mismos. Los presentes inventores han descubierto que dominios variables de conejo
mantienen una estabilidad Unica y conservan una alta afinidad de unién cuando se expresan de manera
recombinante como dominios individuales.

La presente invencion abarca métodos para el aislamiento y el uso de dominios Vy y/o V. de conejo y/o regiones de
entramado y CDR novedosas derivadas de los mismos. La invencidn proporciona ademas la identificacion de
secuencias de aminoacidos novedosas (que incluyen residuos de aminoacido novedosos en posiciones definidas)
dentro de dominios Vy y V. de conejo aislados para su uso como “armazén” o secuencias estructurales en el
contexto de bucles de CDR y/o regiones de entramado en polipéptidos inmunoespecificos recombinantes. Las
secuencias de armazon de conejo (incluyendo residuos de armazon) o secuencias de entramado/CDR novedosas
de la invencion potencian la estabilidad y/o afinidad del/de los dominio(s) variable(s) y/o polipéptidos
inmunoespecificos (por ejemplo, anticuerpos) que las contienen, en particular, en relacion con anticuerpos de
roedor, que permiten la producciéon y/o el uso de inmunopéptidos de un solo dominio, altamente especificos, por
ejemplo, anticuerpos de un solo dominio.

La presente invencion abarca la produccién de dominios Vy 0 Vi de conejo novedosos con especificidad por un
antigeno dado, o epitopo del mismo. En particular, la invencién proporciona un método de produccién de dominios
V4 0 Vi de conejo, comprendiendo dicho método: (a) seleccionar de una biblioteca de expresiéon en fago un conjunto
de secuencias de ADN que codifican para dominios V4 0 V. de conejo que se unen inmunoespecificamente a un
antigeno deseado o epitopo del mismo (también conocido como “cribado” de fagos) y (b) expresar el conjunto de
secuencias, 0 un subconjunto del mismo, en bacterias como una proteina de fusion con cloranfenicol
acetiltransferasa (“CAT") y seleccionar bacterias que tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresion de
CAT. En realizaciones alternativas, la presente invencion proporciona un método de produccion de dominios Vy 0 V.
de conejo, comprendiendo dicho método (a) expresar secuencias de ADN o ADNc que codifican para dominios Vi 0
V. de inmunoglobulinas de conejo en bacterias como una proteina de fusion con CAT, (b) seleccionar bacterias que
tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresion de CAT y obtener el conjunto de secuencias de ADN que
codifican para los dominios V4 0 V| de conejo a partir de las bacterias seleccionadas, y (c) preparar una biblioteca de
expresion en fago a partir del conjunto de secuencias de ADN obtenido en la etapa (b) y seleccionar secuencias de
ADN que codifican para dominios Vy 0 Vi que se unen inmunoespecificamente a un antigeno deseado o epitopo del
mismo (es decir, cribado de la biblioteca para detectar uniéon inmunoespecifica al antigeno o epitopo). En
determinadas realizaciones, la presente invencion abarca métodos para la produccién de un dominio Vy o V. de
conejo en los que la etapa de cribado de fagos se repite una o mas veces. En realizaciones relacionadas, la etapa
de cribado de fagos puede repetirse 0 no secuencialmente. La biblioteca de expresién en fago para su uso segun la
presente invencion puede obtenerse comercialmente o prepararse mediante cualquier método descrito en el
presente documento y/o conocido en la técnica. La expresion de secuencias de ADN o ADNc en bacterias como
proteinas de fusion se conoce bien y puede realizarse mediante cualquier método descrito en el presente documento
o conocido en la técnica, por ejemplo, clonando la secuencia de ADN o ADNc que codifica para el dominio Vy 0 V¢
en un vector de expresion que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica para CAT y una secuencia
promotora que dirige la expresion de la proteina de fusion. La invencién abarca ademas el dominio Vy y/o Vi, 0
fragmentos del mismo, producido mediante los métodos descritos en el presente documento. La invencion también
abarca las secuencias de aminoacidos de armazén novedosas o residuos de aminoacido de armazon (en posiciones
definidas del dominio variable de la invencién) aislados y/o identificados mediante estos métodos.

En una realizacion, la presente invencién proporciona anticuerpos de un solo dominio que comprenden dos dominios
V. En otra realizacion, la presente invencion proporciona un fragmento de un anticuerpo de un solo dominio que
comprende un dominio Vy. En todavia otras realizaciones, la invencion proporciona un polipéptido inmunoespecifico
gue comprende un solo dominio V4 0 Vi y que no comprende ningln otro dominio derivado de inmunoglobulina (por
ejemplo, dominio CL, dominio CH;, dominio CH2, dominio CHz, dominio Fc, etc.). Antes de la presente invencién, los
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anticuerpos de un solo dominio se basaban principalmente en los anticuerpos del género Camelus, es decir,
anticuerpos de un solo dominio camelizados (véase por ejemplo, Muildermans et al., 2001, Trends Biochem. Sci.
26:230; Nuttall et al., 2000, Cur. Pharm. Biotech. 1:253; Reichmann y Muildermans, 1999, J. Immunol. Met. 231:25;
las publicaciones internacionales n.°® WO 94/04678 y WO 94/25591; la patente estadounidense nimero 6.005.079.
En determinadas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion son biespecificos o
multiespecificos. Pueden formarse moléculas bi- o multiespecificas de la invencion usando cualquier método
conocido en la técnica y/o descrito en el presente documento, por ejemplo, formarse mediante la creacién de un
péptido de fusién o conjugado. Las moléculas biespecificas o multiespecificas de la invencion comprenden al menos
un dominio V4 0 Vi, 0 al menos una regién de entramado de un dominio variable, identificado, aislado o construido
segun los métodos de la invencion. En determinadas realizaciones, la molécula biespecifica o multiespecifica de la
invencion comprende mas de un dominio V| y/o mas de un dominio V|, dominios que se aislaron, identificaron y/o
construyeron mediante los métodos de la invencion.

Los polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, de la invencién incluyen, pero no se limitan a
anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos monoclonales, anticuerpos multiespecificos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos sintéticos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos policlonales, Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos
de cadena sencilla, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-Id y anti-anti-Id
frente a anticuerpos de la invencién), diacuerpos, minicuerpos, nanocuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de
cualquiera de los anteriores, incluyendo, pero sin limitarse a, fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), Fv biespecificos
unidos por puentes disulfuro (sdFv) e intracuerpos, y fragmentos de union a epitopo de los mismos. En particular, los
polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, de la presente invencién incluyen anticuerpos de un solo
dominio o moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina.

Las CDR, secuencias de aminoacidos de armazon y/o residuos de aminoacido de armazoén de los polipéptidos
inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, de la presente invencion pueden derivarse de cualquier miembro de la
familia Leporidae (por ejemplo, conejos y liebres) y se derivan preferiblemente de conejos (por ejemplo, conejos
blancos de Nueva Zelanda). En determinadas realizaciones, los polipéptidos de la invencién son anticuerpos
monoclonales humanizados.

La presente invencion también abarca polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de los mismos que comprenden
una secuencia de aminoacidos de un dominio de entramado que es idéntico en al menos el 45%, al menos el 50%,
al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos
el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% o al menos el 99% a la secuencia de aminoacidos de un dominio de
entramado de la invencion. En determinadas realizaciones, la invencidon abarca dominios de entramado que
comprenden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 modificaciones de aminoacido (por ejemplo, insercion, sustitucién, delecién,
etc.) en relacion con un dominio de entramado de la invencién. La presente invencidn abarca ademas polipéptidos
inmunoespecificos o fragmentos de los mismos que comprenden una secuencia de aminoacidos de una o mas CDR
que es idéntica en al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% o al menos
el 99% a la secuencia de aminoacidos de una o mas CDR de la invencion. En determinadas realizaciones, la
invencion abarca CDR que comprenden 1, 2, 3, 4 6 5 modificaciones de aminoacido (por ejemplo, insercion,
sustitucion, delecion, etc.) en relacion con una CDR de la invencion. La determinacion del porcentaje de identidad de
dos secuencias de aminoacidos puede determinarse mediante cualquier método conocido por un experto en la
técnica.

La presente invencion también abarca el uso de polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de los mismos que
comprenden la secuencia de aminoacidos de cualquiera de los dominios variables, CDR, secuencias de
aminoacidos de armazon o residuos de aminoacido de armazoén (por ejemplo, en las posiciones de dominio variable
de cadena pesada FR2 46, 53, 54, 56 y 58, en las posiciones de dominio de cadena pesada CDR1 44 y 59, en la
posicion de dominio variable de cadena pesada FR4 126, en las posiciones de dominio variable de cadena ligera
FR2 39 y 45, y en la posicion de dominio variable de cadena ligera FR3 91) de la invencién con mutaciones (por
ejemplo, una 0 mas sustituciones de aminoacido) en cualquiera de los anteriores. En ejemplos especificos segun
esta realizaciéon, la presente invencion abarca polipéptidos inmunoespecificos que comprenden una 0 mas
sustituciones de aminoacido, en los que dichas sustituciones dan como resultado uno o mas de, en la posicién 46 en
el dominio FR2 de V4, una fenilalanina; en la posicién 53 en el dominio FR2 de V4, un acido glutdmico; en la posicién
54 en el dominio FR2 de V4, una arginina; en la posicién 46 en el dominio FR2 de Vu, una glicina; en la posicion 58
en el dominio FR2 de Vy, una alanina; en la posicion 44 en el dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la posicion 59
en el dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la posicion 126 en el dominio FR4 de V4, una cisteina; en la posicion 39
en el dominio FR2 de V|, una fenilalanina o una tirosina; en la posicion 45 en el dominio FR2 de V|, una lisina; o en
la posicion 91 del dominio FR3 de V|, una cisteina. Preferiblemente, las mutaciones en estas regiones, dominios o
residuos mantienen o potencian la avidez y/o afinidad del polipéptido inmunoespecifico por el antigeno, es decir
epitopo, al que se unen inmunoespecificamente. Pueden usarse técnicas convencionales conocidas por los expertos
en la técnica (por ejemplo, inmunoensayos) para someter a ensayo la afinidad de un polipéptido inmunoespecifico,
por ejemplo, anticuerpo, por un antigeno particular.
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En otras realizaciones, la presente invencion abarca el uso de polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de los
mismos que comprenden secuencias de aminoacidos de cualquiera de los dominios variables, CDR, secuencias de
de aminoacidos de armazén, o que comprenden los residuos de aminoacido de armazén (por ejemplo, en las
posiciones de dominio variable de cadena pesada FR2 46, 53, 54, 56 y 58, en las posiciones de dominio de cadena
pesada CDR1 44 y 59, en la posicién de dominio variable de cadena pesada FR4 126, en las posiciones de dominio
variable de cadena ligera FR2 39 y 45, y en la posicién de dominio variable de cadena ligera FR3 91) identificados
en el presente documento. En determinadas realizaciones, la presente invencion abarca polipéptidos
inmunoespecificos que tienen uno o mas de, en la posicién 46 en el dominio FR2 de Vy, una fenilalanina; en la
posicion 53 en el dominio FR2 de Vy, un acido glutamico; en la posicion 54 en el dominio FR2 de Vu, una arginina;
en la posicion 46 en el dominio FR2 de Vy, una glicina; en la posicién 58 en el dominio FR2 de V4, una alanina; en la
posicion 44 en el dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la posicién 59 en el dominio CDR1 de V4, una cisteina; en la
posicion 126 en el dominio FR4 de V4, una cisteina; en la posicion 39 en el dominio FR2 de V|, una fenilalanina o
una tirosina; en la posicion 45 en el dominio FR2 de Vi, una lisina; o en la posicion 91 del dominio FR3 de V|, una
cisteina. Los residuos de armazoén identificados en el presente documento pueden mantener o potenciar la avidez
y/lo afinidad del polipéptido inmunoespecifico por el antigeno, es decir epitopo, al que se unen
inmunoespecificamente, en particular, para realizaciones de la invencion que comprenden proteinas de unién de un
solo dominio, es decir, un polipéptido que comprende Unicamente un solo dominio V. 0 Vy y que no comprende
ningun otro dominio variable de inmunoglobulina. Pueden usarse técnicas convencionales conocidas por los
expertos en la técnica (por ejemplo, inmunoensayos) para someter a ensayo la afinidad de un polipéptido
inmunoespecifico, por ejemplo, anticuerpo, por un antigeno particular.

Los polipéptidos usados en los métodos de la invencién incluyen derivados que estan modificados, es decir,
mediante la unién covalente de cualquier tipo de molécula al polipéptido inmunoespecifico de la presente invencion.
Por ejemplo, pero no a modo de limitacién, los derivados incluyen polipéptidos inmunoespecificos que se han
modificado, por ejemplo, mediante glicosilacion, acetilacién, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion
mediante grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién proteolitica, unién a un ligando celular u otra proteina,
etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas,
incluyendo, pero sin limitarse a, escision quimica especifica, acetilaciéon, formilacién, sintesis metabdlica de
tunicamicina, etc. Adicionalmente, el derivado puede contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

En determinadas realizaciones, las moléculas inmunoespecificas de la invencion se modifican para aumentar la
semivida en suero in vivo. Los métodos bien conocidos en la técnica para aumentar la semivida en suero incluyen
conjugacion o fusién con dominios de anticuerpo que incluyen, pero no se limitan a, regiones constantes de
anticuerpo que incluyen regiones Fc y/o de bisagra (véanse por ejemplo, las patentes estadounidenses n.’
5.565.335 y 6.277.375, y/u otros elementos conocidos tales como péptidos de direccionamiento de interferén y/o
timosina, y proteinas que aumentan la permeabilidad (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.”®
6.319.691 y 5.643.570, respectivamente. Cuando la molécula inmunoespecifica de la invencién comprende un
dominio constante de IgG, tales modificaciones también pueden incluir la introduccién de una o mas modificaciones
de aminoacido (es decir, sustituciones, inserciones o deleciones) en dicho dominio constante o, preferiblemente, en
un fragmento de unién a FcRn del mismo (preferiblemente un fragmento de dominio Fc o bisagra-Fc). Véanse, por
ejemplo, la publicacion internacional n.° WO 98/23289; la publicacion internacional n.° WO 97/34631; y la patente
estadounidense n.° 6.277.375. Otras modificaciones conocidas en la técnica para prolongar la vida de las moléculas
de la invencion incluyen el uso de aminoacidos no naturales, por ejemplo en la forma D o, alternativa o
adicionalmente, el uso de analogos de aminoacidos, tales como formas que contienen azufre de aminoacidos.
Alternativamente, los polinucleétidos y genes de la invenciéon pueden fusionarse de manera recombinante a
elementos que son Utiles en la preparaciéon de constructos inmunogénicos para los fines de formulacién de vacunas
o elementos Utiles para el aislamiento de los polipéptidos proporcionados.

Las moléculas de la invencion pueden contener modificaciones en los extremos C- y/o N-terminales que incluyen,
pero no se limitan a amidacion o acetilacion. En determinadas realizaciones, los residuos de aminoacido contienen
cadenas laterales reactivas, por ejemplo cadena lateral de carboxilo en acido glutamico, que pueden ocuparse por
grupos de ocupacion de extremos conocidos en la técnica. Acetilacion se refiere a la introduccion de un grupo
COCHs3 o bien en el extremo amino terminal o bien en la(s) cadena(s) lateral(es) de al menos una lisina en el/los
péptido(s) o fragmento(s) de péptido. De manera importante, la acetilacion puede regular la estabilidad de la
proteina. Por ejemplo, el analisis de E2F1 acetilado in vivo muestra que la versién acetilada tiene una semivida mas
larga (Martinez-Balbas et al., (2000) EMBO J. 19(4):662-71; véase también Takemura et al. (1992) J Cell Sci. 103
(Pt 4):953-64. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, el extremo amino terminal de las moléculas
inmunoespecificas de la invencion se modifica mediante acetilacién. En determinadas realizaciones, se modifica una
cadena lateral de lisina en la molécula inmunoespecifica. En aln otras realizaciones, la molécula inmunoespecifica
de la invencion se acetila tanto en el extremo amino terminal como en una cadena lateral de lisina.

La presente invencion también abarca el uso de polipéptidos inmunoespecificos que comprenden la secuencia de
aminoéacidos de cualquiera de los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién con mutaciones (por ejemplo, una
0 mas sustituciones de aminoacido) en las regiones de entramado o variables. Preferiblemente, las mutaciones en
estas regiones mantienen o potencian la avidez y/o afinidad de los anticuerpos por el/los antigeno(s) particular(es),
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y/o epitopo, al/a los que se unen inmunoespecificamente. Pueden usarse técnicas convencionales conocidas por los
expertos en la técnica (por ejemplo, inmunoensayos) para someter a ensayo la afinidad de un anticuerpo por un
antigeno particular.

Pueden usarse técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica para introducir mutaciones en la
secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido inmunoespecifico de la invencién, o fragmento del mismo,
incluyendo, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR, lo que da como resultado
sustituciones de aminoacido. En determinadas realizaciones, los derivados tienen sustituciones de amino&cido
conservativas realizadas en uno o mas residuos de aminoacido no esenciales predichos.

La presente invencion también abarca el uso de polipéptidos inmunoespecificos que comprenden la secuencia de
aminoéacidos de cualquiera de los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién con mutaciones (por ejemplo, una
0 mas sustituciones de aminoacido) en las regiones de entramado o variables. Preferiblemente, las mutaciones en
estas regiones mantienen o potencian la avidez y/o afinidad de los anticuerpos por el/los antigeno(s) particular(es),
y/o epitopo, al/a los que se unen inmunoespecificamente. Pueden usarse técnicas convencionales conocidas por los
expertos en la técnica (por ejemplo, inmunoensayos) para someter a ensayo la afinidad de un anticuerpo por un
antigeno particular.

Pueden generarse polipéptidos inmunoespecificos de la invencién, o fragmentos de los mismos, con semividas in
vivo aumentadas uniendo dichos polipéptidos o fragmentos a moléculas de polimero tales como polietilenglicol de
alto peso molecular (PEG). Puede unirse PEG a dichos polipéptidos o fragmentos con o sin un ligador multifuncional
0 bien a través de conjugacion especifica de sitio del PEG al extremo N- o C-terminal de dichos polipéptidos o
fragmentos o bien por medio de grupos épsilon-amino en residuos de lisina. Puede usarse derivatizacion de
polimero lineal o ramificado que da como resultado una pérdida minima de actividad bioldgica. El grado de
conjugacion puede monitorizarse estrechamente mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas para garantizar
una conjugacion apropiada de moléculas de PEG a los polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de la invencion.
Puede separarse PEG sin reaccionar de conjugados de polipéptido-PEG, por ejemplo, mediante cromatografia de
exclusion molecular o de intercambio ionico.

Para algunos usos, incluyendo uso in vivo en seres humanos y ensayo de deteccion in vitro, puede ser preferible
usar moléculas quiméricas o humanizadas.

Se seleccionan secuencias de acido nucleico que codifican para dominios V4 0 V. de conejo que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno y/o un epitopo segin tanto la afinidad como la estabilidad usando métodos de
examen para cada caracteristica. Usando los métodos de la invencion, combinaciones iniciales que codifican para
dominios variables de conejo se enriqueceran en secuencias que codifican para polipéptidos inmunoespecificos, por
ejemplo, dominios variables de conejo, que presentan alta afinidad por un antigeno de interés asi como alta
estabilidad (por ejemplo, la capacidad para expresarse apropiadamente y plegarse en sistemas recombinantes, la
capacidad para resistir la degradacion o agregacion en estos sistemas, y para conservar su caracteristica funcional
de unién inmunoespecifica). En determinadas realizaciones, los polipéptidos codificados por las secuencias se
seleccionan segun la unién inmunoespecifica a un antigeno antes de seleccionarse segun la estabilidad. En otras
realizaciones, los polipéptidos codificados por las secuencias se seleccionan segun la estabilidad antes de
seleccionarse segun la union inmunoespecifica a un antigeno. La invencién abarca métodos en los que se repite una
0 mas veces cualquiera o ambas de las etapas de seleccion segun la union y/o seleccion segun la estabilidad. La
invencién abarca ademas métodos en los que las etapas de seleccién segun la unién y seleccion segun la
estabilidad, y/o repeticiones de las mismas, se realizan en cualquier orden una o mas veces.

5.1.1 Seleccidn segun la afinidad usando presentacion en fago

Se seleccionan dominios Vy 0 V. de conejo que se unen inmunoespecificamente a un antigeno y/o un epitopo
usando los diversos métodos de presentacion en fago y cribado conocidos en la técnica. Usando métodos de
presentacion en fago, se presentan dominios variables de conejo funcionales en la superficie de particulas de fago
gue portan las secuencias de polinucleétido que codifican para los mismos. Las particulas de fago se ponen en
contacto entonces con un antigeno y/o epitopo de interés y se seleccionan o identifican las particulas que presentan
unién inmunoespecifica a dicho antigeno y/o epitopo usando métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
usando antigeno marcado o antigeno unido a o capturado en una perla o superficie sélida. Los ejemplos de métodos
de presentacién en fago que pueden usarse segln los métodos de la invencién incluyen los dados a conocer en
Brinkman et al., J. Immunol. Methods, 182:41-50,1995; Ames et al., J, Immunol. Methods, 184:177-186, 1995;
Kettleborough et al., Eur. J. Immunol., 24:952-958, 1994, Persic et al., Gene, 187:9-18, 1997; Burton et al., Advances
in Immunology, 57:191-280, 1994; la solicitud PCT n.° PCT/GB91/01134; las publicaciones PCT WO 90/02809; WO
91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; y las patentes
estadounidenses n.”® 5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753; 5.821.047; 5.571.698;
5.427.908; 5,516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108.
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Las bibliotecas de presentacién en fago para su uso en los métodos de la invencion pueden obtenerse
comercialmente o derivarse de los repertorios de anticuerpos de conejos sin tratamiento previo o inmunizados tal
como se describe en el presente documento y/o se conoce en la técnica. Tal como se conoce en la técnica, el
polipéptido codificado por el acido nucleico en el vector de fagémido, y por tanto expresado en la superficie del fago,
puede ser un solo dominio Vy 0 V. de conejo, puede ser un anticuerpo de cadena sencilla, puede ser un scFv o
puede ser cualquier fragmento de la cadena pesada o ligera de conejo. En determinadas realizaciones, cada
particula de fago expresa un solo dominio variable en su superficie. En realizaciones alternativas, la particula de
fago expresa un dominio Vy y uno V. en su superficie, de manera que los dominios Vy y V. interaccionan formando
un par de union.

Las particulas de fago usadas en los métodos de presentacion en fago y cribado son fagos filamentosos y pueden
seleccionarse de fagos de clase | (por ejemplo, fd, M13, fl, If1, ke, ZJ/Z, Ff, etc.) o fagos de clase Il (por ejemplo, Xf,
Pf1, Pf3, etc.), o derivados de los mismos. Las secuencias de nucleétidos que codifican para las porciones de las
cadenas pesadas y/o ligeras de conejo, por ejemplo, dominios Vy 0 V| de conejo, se expresan a partir de un vector
de fagémido, que dirige la expresién de la secuencia en la célula huésped (es decir, bacterias) como una fusion con
la proteina de la capside del gen Il (plll) de fd de fago o su homdlogo en otro fago filamentoso. La tecnologia de
presentacién en fago abarca el uso de un fago auxiliar, 0 un plasmido que codifica para genes de fago de
complementacion, para ayudar en el empaquetamiento del genoma del fagémido, en el que la proteina de fusion plll
es una proteina de la capside para el mismo.

Pueden aislarse particulas de fago individuales que expresan las porciones de las cadenas pesadas o ligeras de
conejo, y por tanto que comprenden la secuencia de nucleétidos que codifican para dichas porciones, que presentan
especificidad por un antigeno deseado, a partir de la biblioteca usando métodos de examen conocidos en la técnica
(véase, por ejemplo, Gherardi et al., 1990, J Immunol Met 126:61-68). La seleccién puede lograrse anclando el
antigeno y/o epitopo de interés a una superficie sélida (por ejemplo, placa de cultivo, placa de microtitulacion, perlas
de cromatografia, perlas magnéticas, etc.) y haciendo pasar la biblioteca de particulas de fago sobre el antigeno y/o
epitopo unido. Los fagos individuales que se unen se retienen tras el lavado y se detectan opcionalmente mediante
cualquier sistema de deteccion conocido en la técnica (por ejemplo, conjugados de anticuerpo anti-fd-enzima). En
realizaciones especificas, la proteina de fusion plll comprende ademas una secuencia de aminoacidos diana para
facilitar la deteccién mediante conjugados de anticuerpo anti-diana-enzima. Las particulas de fago unidas pueden
separarse en condiciones de lavado cada vez mas rigurosas para seleccionar segun la afinidad de unién creciente.
La rigurosidad de las condiciones de lavado puede aumentarse mediante cualquier método conocido en la técnica,
por ejemplo, mediante la alteracion del pH de lavado, aumentando el tiempo del lavado, afiadiendo detergente a la
disolucién de lavado, etc. En realizaciones especificas, el conjunto de particulas de fago unidas se recoge y vuelve a
seleccionarse segun la unién inmunoespecifica a antigeno y/o epitopo diana una o mas veces. La seleccién
mediante presentacién en fago puede realizarse antes 0 después o tanto antes como después de la seleccién de
polipéptidos de la invenciéon mediante analisis de la estabilidad.

Puede usarse la tecnologia de presentacion en fago para aumentar la afinidad de un polipéptido inmunoespecifico
de la invencion por un antigeno y/o epitopo diana. La tecnologia, denominada maduracion por afinidad, emplea
mutagénesis 0 paseo sobre CDR y seleccion de nuevo usando antigeno diana y/o un epitopo del mismo para
identificar secuencias de aminoacidos de la invencion que se unen con mayor afinidad al antigeno en comparacion
con la combinacién inicial de secuencias seleccionadas. Mutagenizar codones completos en vez de nucleétidos
individuales da como resultado un repertorio semialeatorizado de mutaciones de aminoacido. Pueden construirse
bibliotecas que consisten en una combinacion de clones variantes cada uno de los cuales difiere en una alteracion
de un solo aminoacido en una sola CDR y que contienen variantes que representan cada posible sustitucién de
aminoacido para cada residuo de CDR. Pueden seleccionarse mutantes con afinidad de uniébn aumentada por el
antigeno poniendo en contacto los mutantes inmovilizados con antigeno marcado. Puede usarse cualquier método
de seleccion conocido en la técnica para identificar anticuerpos mutantes con avidez aumentada por el antigeno (por
ejemplo, ELISA) (Véanse Wu et al., 1998, Proc Natl. Acad. Sci. USA 95:6037; Yelton et al., 1995, J. Immunology
155:1994).

La especificidad de union de los polipéptidos de la invencion puede evaluarse mediante cualquier método conocido
en la técnica para determinar interacciones de pares de union, incluyendo, pero sin limitarse a ELISA,
inmunotransferencia de tipo Western, resonancia de plasmén superficial (por ejemplo, BIlAcore) vy
radioinmunoensayo. Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para evaluar la especificidad de union
de polipéptidos para identificar polipéptidos de la invencidon que muestran una Kd de mas de 0,001 nM pero no mas
de 5 nM, no mas de 10 nM, no més de 15 nM, no mas de 20 nM, no mas de 25 nM, no mas de 30 nM, no mas de
35 nM, no mas de 40 nM, no mas de 45 nM o no mas de 50 nM. En determinadas realizaciones, los dominios V4 0
V_ aislados de la invencién muestran una Kd de no méas de 5 nM, no mas de 10, nM, no mas de 15 nM, no mas de
20 nM, no mas de 25 nM, no mas de 30 nM, no méas de 35 nM, no més de 40 nM, no méas de 45 nM o0 no mas de
50 nM tal como se determina mediante el ensayo BlAcore.

La presente invencidn también proporciona polipéptidos inmunoespecificos de la invencion, o fragmentos de los
mismos, que tienen una alta afinidad de unién por el antigeno de interés. En una realizacion especifica, un
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polipéptido inmunoespecifico de la presente invencion o fragmento del mismo tiene una constante de velocidad de
asociacion o velocidad kon (anticuerpo (Ac)+antigeno (Ag) Ac-Ag) de al menos 10° M* s, al menos 5x10° M™* s, al
menos 10° M?* s, al menos 5x10° M s?, al menos 10” M* s, al menos 5x10” M* s 0 al menos 108 M* s*. En
una realizacion preferida, un polipéptido inmunoespecifico de la presente invencién o fragmento del mismo tiene una
kon de al menos 2x10° Mt s, al menos 5x10° M s, al menos 10° M s, al menos 5x10° M s?, al menos 10” M*
s, al menos 5x10” M s 0 al menos 108 M* s,

En otra realizacion, un polipéptido inmunoespecifico de la presente invencién o fragmento del mismo tiene una
velocidad ko (anticuerpo (Ac)+antigeno (Ag) Ac-Ag) de menos de 107 s menos de 5x10* s, menos de 1072 s,
menos de 5x107 s, menos de 107 s, menos de 5x10° s, menos de 10* s, menos de 5x10™ s, menos de 10°
s™, menos de 5x10° s, menos de 10° s, menos de 5x10° s, menos de 107 s, menos de 5x107 s, menos de
10® s, menos de 5x10% s?, menos de 10° s?, menos de 5x10° s o menos de 10" s*. En una realizacién
preferida, un polipéptido inmunoespecifico de la presente invencion o fra%]mento del mismo tiene una ko de menos
de 5x10™ s, menos de 10° s?, menos de 5x10° s?, menos de 10° s*, menos de 5x10° s, menos de 107 s?,
TogPoos_lde 5x10”7 s, menos de 10® s, menos de 5x10® s, menos de 10° s, menos de 5x10° s* o menos de
st

En todavia otras realizaciones, un polipéptido inmunoespecifico de la presente invencion o fragmento del mismo
tiene una constante de afinidad 0 Ka (Kn/ko)) de al menos 10°> M, al menos 5x10° M, al menos 10° M, al menos
5x10° M?, al menos 10* M™, al menos 5x10% M2, al menos 10° M?, al menos 5x10° M, al menos 10° M, al menos
5x10° M, al menos 10” M, al menos 5x10° M, al menos 108 M, al menos 5x10® M, al menos 10° M, al menos
5x10° M?, al menos 10'° M?, al menos 5x10*° M2, al menos 10** M?, al menos 5x10* M?, al menos 10* M?, al
menos 5x10*% M2, al menos 10' M, al menos 5x10*® M, al menos 10** M2, al menos 5x10* M, al menos 10*°
M™ o al menos 5x10™ M™. En aln otra realizacion, un polipéptido inmunoespecifico de la presente invenciéon o
fragmento del mismo tiene una constante de disociacion o Kg (koi/kon) de menos de 10% M, menos de 5x107° M,
menos de 102 M, menos de 5x10° M, menos de 10™ M, menos de 5x10“ M, menos de 10° M, menos de 5x10° M,
menos de 10° M, menos de 5x10° M, menos de 107 M, menos de 5x10”7 M, menos de 10 M, menos de 5x10% M,
menos de 10° M, menos de 5x10° M, menos de 10™° M, menos de 5x10™° M, menos de 10™ M, menos de 5x10™*
M, menos de 102 M, menos de 5x10*2 M, menos de 10™® M, menos de 5x10™ M, menos de 10* M, menos de
5x10™%* M, menos de 10™® M, o menos de 5x10™° M.

5.1.2 Seleccion de solubilidad/estabilidad de polipéptidos inmunoespecificos

Se seleccionan secuencias de nucledtidos que codifican para dominios V4 0 Vi de conejo que muestran alta
estabilidad usando un ensayo de resistencia a cloranfenicol modificado. El ensayo selecciona polipéptidos que
muestran permanecer solubles, estan apropiadamente plegados y resisten la agregacion durante la expresion
recombinante.

El método de seleccion de estabilidad se basa en evaluar la solubilidad de la proteina recombinante tal como se
expresa en E. coli como fusion con cloranfenicol acetiltransferasa (‘“CAT”), la enzima responsable de conferir
resistencia bacteriana al antibiético cloranfenicol. CAT es una proteina homotrimérica altamente soluble con un peso
molecular de 25 kDa que se ha mostrado que mantiene actividad cuando se fusiona con una variedad de otras
proteinas (Robben et al., 1993, Gene 126:109-113). Sin embargo, el nivel de actividad de CAT en proteinas de
fusién (y por tanto resistencia a cloranfenicol) es significativamente inferior cuando el gen se expresa en una
proteina de fusion con proteina insoluble que cuando se expresa como un constructo con proteina soluble. Por
consiguiente, pueden seleccionarse formas solubles de los polipéptidos de la invencién (por ejemplo, dominios Vy y
V. de conejo) a partir de una gran combinacion de posibles proteinas mediante seleccion con cloranfenicol. Pueden
seleccionarse bacterias que comprenden las secuencias de nucleétidos de la invencidon usando medios liquidos o
placas bacterianas. La presente invencion abarca métodos que comprenden cultivar dichas bacterias transformadas
sobre medios selectivos que comprenden cloranfenicol al menos 0,1 mM, al menos 0,2 mM, al menos 0,4 mM, al
menos 0,6 mM, al menos 0,8 mM, al menos 1,0 mM, al menos 1,2 mM, al menos 1,4 mM, al menos 1,6 mM, al
menos 1,8 mM, al menos 2,0 mM, al menos 2,5 mM, al menos 3,0 mM, al menos 5,0 mM, al menos 10 mM, al
menos 15 mM o al menos 20 mM. Las bacterias pueden transformarse y el ADN puede extraerse de las bacterias
seleccionadas mediante cualquier método conocido en la técnica.

La invencion también abarca otros ensayos conocidos en la técnica para la evaluacion de la estabilidad de
proteinas. Ejemplos no limitativos de tales ensayos son espectroscopia de fuerza de moléculas individuales,
evaluacion de alteraciones en fluorescencia intrinseca, evaluacion de desnaturalizacion térmica, por ejemplo,
monitorizado mediante dispersién de luz dindmica (“DLS"), y resistencia a desnaturalizaciéon por SDS (véase, por
ejemplo, la publicacion de solicitud de patente estadounidense 2006/0099647). Los métodos de la presente
invencion abarcan ademas la determinacion de la energia libre de Gibbs de plegamiento (AGn.u) como método de
determinacion de la estabilidad. En determinadas realizaciones la AGn.y de las moléculas de la invencién es de
aproximadamente 1 kJ/mol, aproximadamente 2 kJ/mol, aproximadamente 4 kJ/mol, aproximadamente 6 kJ/mol,
aproximadamente 8 kJ/mol, aproximadamente 10 kJ/mol, aproximadamente 12 kJ/mol, aproximadamente 14 kJ/mol,
aproximadamente 16 kJ/mol, aproximadamente 18 kJ/mol, aproximadamente 20 kJ/mol, aproximadamente 21
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kJ/mol, aproximadamente 22 kJ/mol, aproximadamente 23 kJ/mol, aproximadamente 24 kJ/mol, aproximadamente
25 kJ/mol, aproximadamente 26 kJ/mol, aproximadamente 27 kJ/mol, aproximadamente 28 kJ/mol,
aproximadamente 29 kJ/mol, aproximadamente 30 kJ/mol, aproximadamente 32 kJ/mol, aproximadamente
34 kd/mol, aproximadamente 36 kJ/mol, aproximadamente 38 kJ/mol, aproximadamente 40 kJ/mol,
aproximadamente 45 kJ/mol o aproximadamente 50 kJ/mol.

Segun los métodos de la invencion también puede usarse cualquier otro método conocido en la técnica para
monitorizar el plegamiento/desplegamiento de proteinas.

5.2 Moléculas humanizadas

En realizaciones preferidas, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién y/o fragmentos de los mismos estan
humanizados. Una molécula humanizada de la presente invencion es un polipéptido que comprende al menos un
dominio variable de inmunoglobulina (o una variante o fragmento del mismo) que puede unirse
inmunoespecificamente a un antigeno predeterminado y que comprende una region de entramado que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina humana y una CDR que tiene
sustancialmente la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina de conejo aislada y/o identificada mediante
los métodos descritos en el presente documento. Un polipéptido inmunoespecifico humanizado de la invencion
puede comprender sustancialmente la totalidad de al menos uno o, en determinadas realizaciones, dos, dominios
variables en los que la totalidad o sustancialmente la totalidad de las regiones CDR corresponden a las de un
dominio variable de conejo aislado/identificado mediante los métodos de la presente invenciéon (es decir,
dominio/regiones donadores) y la totalidad o sustancialmente la totalidad de las regiones de entramado son aquéllas
de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. En determinadas realizaciones, una molécula humanizada
de la invencién también comprende al menos una porciéon de una region constante de inmunoglobulina (Fc),
normalmente la de una inmunoglobulina humana. Los dominios constantes de las moléculas humanizadas de la
invencion pueden seleccionarse con respecto a la funcion propuesta del polipéptido inmunoespecifico, por ejemplo,
anticuerpo, en particular la funcion efectora que puede requerirse. En algunas realizaciones, los dominios constantes
de las moléculas humanizadas de la invencion son dominios de IgA, IgE, 19G o IgM humanas. En una realizacién
especifica, se usan dominios constantes de IgG humana, especialmente de los isotipos IgG1 e IgG3, cuando las
moléculas humanizadas de la invencion estan previstas para usos terapéuticos y se desean funciones efectoras de
anticuerpos. En realizaciones alternativas, se usan isotipos IgG2 e 1gG4 cuando la molécula humanizada de la
invencion esta prevista para fines terapéuticos y no se requiere funcién efectora de anticuerpos.

En algunas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién comprenden sélo una cadena pesada,
s6lo una cadena ligera, sélo un dominio Vy, s6lo un dominio Vi, o cualquier combinacién de los fragmentos y/o
dominios anteriores. En otras realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico, o fragmento, de la invencion puede
comprender ademas ninguna, una, o una o mas de las regiones CH1, de bisagra, CH2, CH3 y CH4 de la cadena
pesada. En otras realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico, o fragmento, de la invencion no comprende un
dominio CL. El polipéptido inmunoespecifico, o fragmento, de la invencién puede comprender un anticuerpo receptor
seleccionado de cualquier clase de inmunoglobulinas, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo,
incluyendo 1gG1, 1gG2, 1gGs e 1gGs. En algunas realizaciones, el dominio constante es un dominio constante de
fijacion del complemento en el que se desea que la molécula humanizada, por ejemplo, el anticuerpo, muestre
actividad citotdxica, y la clase es normalmente IgG;. En otras realizaciones, en las que no se desea tal actividad
citotéxica, el dominio constante puede ser de la clase IgG,. La molécula humanizada de la invencion puede
comprender secuencias de mas de una clase o isotipo, y seleccionar dominios constantes particulares para
optimizar funciones efectoras deseadas esta dentro de la habilidad habitual en la técnica.

No es necesario que las regiones de entramado y CDR de una molécula humanizada de la invencién correspondan
exactamente a las secuencias originales, por ejemplo, la CDR de conejo donador o el entramado consenso pueden
mutagenizarse mediante sustitucion, insercién o delecién de al menos un residuo de modo que el residuo de CDR o
entramado en ese sitio no corresponde ni al consenso ni a la molécula donadora. Sin embargo, preferiblemente tales
mutaciones no son extensas. Habitualmente, al menos el 75% de los residuos humanizados corresponderan a los de
las secuencias originales de la region de entramado (FR) y CDR, mas frecuentemente el 90% y lo mas
preferiblemente mas del 95%. Pueden producirse moléculas humanizadas, en particular, anticuerpos, usando una
variedad de técnicas conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, injerto de CDR (patente europea n.°
EP 239.400; publicacion internacional n.> WO 91/09967; y patentes estadounidenses n.”® 5.225.539, 5.530.101 y
5.585.089), remodelacion de la superficie o modificacion de la superficie (patentes europeas n.”* EP 592.106 y EP
519.596; Padlan, 1991, Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7(6):805-
814; y Roguska et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:969-973), intercambio de cadenas (patente estadounidense
n.° 5.565.332) y técnicas dadas a conocer en, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°® 6.407.213, 5.766.886,
5.585.089, la publicacion internacional n.° WO 9317105, Tan et al., 2002, J. Immunol. 169:1119-25, Caldas et al.,
2000, Protein Eng. 13:353-60, Morea et al., 2000, Methods 20:267-79, Baca et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:10678-
84, Roguska et al., 1996, Protein Eng. 9:895-904, Couto et al., 1995, Cancer Res. 55 (23 sup.):5973s-5977s, Couto
et al., 1995, Cancer Res. 55:1717-22, Sandhu, 1994, Gene 150:409-10, Pedersen et al., 1994, J. Mol. Biol. 235:959-
73, Jones et al., 1986, Nature 321:522-525, Riechmann et al., 1988, Nature 332:323, y Presta, 1992, Curr. Op.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 540 807 T3

Struct. Biol. 2:593-596. A menudo, residuos de entramado en las regiones de entramado se sustituiran por el residuo
correspondiente de la CDR o el dominio variable de conejo donador para alterar, preferiblemente mejorar, la union a
antigeno (es decir, sustitucion de las secuencias de aminoacidos de armazén y/o los residuos identificados mediante
los métodos de la presente invencion). Estas sustituciones de entramado se identifican mediante métodos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante modelado de las interacciones de los residuos de entramado y CDR
para identificar residuos de entramado importantes para la unién a antigeno y comparacién de secuencias para
identificar residuos de entramado inusuales en posiciones particulares. (Véanse, por ejemplo, Queen et al., patente
estadounidense n.° 5.585.089; publicaciones estadounidenses n.°® 2004/0049014 y 2003/0229208; patentes
estadounidenses n.°° 6.350.861; 6.180.370; 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; y 5.530.101 y Riechmann et al., 1988,
Nature 332:323). El término “humanizacion” también incluye métodos de modificacidn de la superficie de proteinas
y/o anticuerpos tal como los dados a conocer en las patentes estadounidenses 5.770.196; 5.776.866; 5.821.123; y
5.896.619, cada una concedida a Studnicka et al.

En algunas realizaciones, los polipéptidos inmunoespecificos, o fragmentos de los mismos, de la invencion
comprenden una molécula humanizada en la que al menos una CDR del dominio variable de conejo donador se
injerta sobre la region de entramado receptora. En otras realizaciones, al menos dos y preferiblemente las tres CDR
de los dominios Vi y/o V. de conejo donadores se injertan sobre las regiones de entramado receptoras.

5.3 Moléculas quiméricas

Una molécula quimérica de la invenciébn es una molécula en la que diferentes porciones del polipéptido
inmunoespecifico se derivan de diferentes moléculas de inmunoglobulina tales como moléculas que tienen una
region variable derivada de una cadena pesada o cadena ligera de conejo y una regién constante de
inmunoglobulina humana. Se conocen en la técnica métodos para producir anticuerpos quiméricos. Véanse, por
ejemplo, Morrison, 1985, Science 229:1202; Oi et al., 1986, BioTechniques 4:214; Gillies et al., 1989, J. Immunol.
Methods 125:191-202; y las patentes estadounidenses n.”® 6.311.415, 5.807.715, 4.816.567 y 4.816.397. Pueden
producirse moléculas quiméricas de la invencién que comprenden una o0 mas CDR a partir de las moléculas
donadoras de conejo de la invencion y regiones de entramado de una molécula de inmunoglobulina humana usando
una variedad de técnicas conocidas en la técnica incluyendo, por ejemplo, injerto de CDR (documento EP 239.400;
publicacién internacional n. WO 91/09967; y patentes estadounidenses n.®® 5.225.539, 5.530.101 y 5.585.089),
remodelacion de la superficie o modificacion de la superficie (documentos EP 592.106; EP 519.596; Padlan, 1991,
Molecular Immunology 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, Protein Engineering 7:805; y Roguska et al., 1994,
PNAS 91:969), e intercambio de cadenas (patente estadounidense n.° 5.565.332).

A menudo, se sustituiran residuos de entramado en las regiones de entramado por el residuo correspondiente de los
dominios variables donadores de conejo de CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la unién a antigeno. Estas
sustituciones de entramado se identifican mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante
modelado de las interacciones de los residuos de entramado y CDR para identificar residuos de entramado
importantes para la unién a antigeno y comparacion de secuencias para identificar residuos de entramado inusuales
en posiciones particulares. (Véanse, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.585.089; y Riechmann et al.,
1988, Nature 332:323.)

5.4 Moléculas de conjugado

La presente invencién engloba polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos, fusionados de manera
recombinante o conjugados quimicamente (incluyendo tanto conjugaciones covalentes como no covalentes) con
polipéptidos heterélogos (es decir, un polipéptido no relacionado; o una porcién del mismo, preferiblemente al menos
10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 90 o al
menos 100 aminoacidos del polipéptido) para generar proteinas de fusion. La fusidn no tiene que ser
necesariamente directa, sino que puede producirse a través de secuencias ligadoras. Los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencidon pueden usarse, por ejemplo, para direccionar polipéptidos heterélogos a tipos
celulares particulares, o bien in vitro o bien in vivo, fusionando o conjugando los polipéptidos heterélogos con
moléculas de la invencién que presentan inmunoespecificidad por estos receptores de la superficie celular
particulares. Alternativa o adicionalmente, los polipéptidos heterélogos, en particular los polipéptidos heterélogos de
unién a antigeno, pueden usarse, por ejemplo, para direccionar los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién a
dianas proteicas o proteinas séricas particulares, o bien in vitro o bien in vivo, fusionando o conjugando las
moléculas de la invencién con polipéptidos heterdlogos que presentan inmunoespecificidad por proteinas diana o
proteinas séricas c particulares. Tales fusiones o conjugaciones dan como resultado polipéptidos biespecificos o
multiespecificos de la invencién. Los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién fusionados o conjugados con
polipéptidos heterélogos también pueden usarse en métodos de purificacion e inmunoensayos in vitro usando
métodos conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO 93/21232; el documento EP
439.095; Naramura et al., 1994, Immunol. Lett., 39:91-99; la patente estadounidense n.° 5.474.981; Gillies et al.,
1992, Proc Natl Acad Sci, 89:1428-1432; y Fell et al., 1991, J. Immunol., 146:2446-2452.

Ademas, un polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede conjugarse con un agente terapéutico o resto
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farmacolégico que modifica una respuesta biolégica dada. No ha de interpretarse que los agentes terapéuticos o
restos farmacolégicos se limitan a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto farmacoldgico
puede ser una proteina o un polipéptido que presenta una actividad biolégica deseada. Tales proteinas pueden
incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas (es decir, PE-40), o toxina
diftérica, ricina, gelonina y proteina antiviral de fitolaca, una proteina tal como factor de necrosis tumoral, interferones
incluyendo, pero sin limitarse a, alfa-interferon (IFN-alfa), beta-interferén (IFN-beta), factor de crecimiento nervioso
(NGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), activador del plasmindgeno tisular (TPA); un agente
apoptético (por ejemplo, TNF-alfa, TNF-beta, AIM | tal como se da a conocer en la publicacion PCT n.° WO
97/33899), AIM Il (véase, por ejemplo, la publicacién PCT n. WO 97/34911), ligando de Fas (Takahashi et al., 1994,
J. Immunol., 6:1567-1574) y VEGI (publicacion PCT n.° WO 99/23105), un agente trombético o un agente
antiangiogénico (por ejemplo, angiostatina o endostatina), o un modificador de la respuesta bioldgica tal como, por
ejemplo, una linfocina (por ejemplo, interleucina-1 (“IL-1"), interleucina-2 (“IL-2"), interleucina-6 (“IL-6"), factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (“GM-CSF”) y factor estimulante de colonias de granulocitos
(“G-CSF")), factor estimulante de colonias de macréfagos (“M-CSF”) o un factor de crecimiento (por ejemplo,
hormona del crecimiento (“GH”); una proteasa o una ribonucleasa.

Pueden fusionarse polipéptidos inmunoespecificos de la invencién con secuencias de marcador, tales como un
péptido para facilitar la purificacién. En realizaciones preferidas, la secuencia de aminoéacidos del marcador es un
péptido de hexa-histidina, tal como la cola proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue,
Chatsworth, Calif.,, 91311), entre otros, muchos de los cuales estan disponibles comercialmente. Tal como se
describe en Gentz et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:821-824. Otras colas peptidicas Utiles para la
purificacién incluyen, pero no se limitan a, la cola de “HA” de hemaglutinina, que corresponde a un epitopo derivado
de la proteina hemaglutinina de influenza (Wilson et al., 1984, Cell, 37:767 y la cola “flag” (Knappik et al., 1994,
Biotechniques, 17(4):754-761.

La presente invencion incluye ademas el uso de composiciones que comprenden polipéptidos heterélogos
fusionados o conjugados con fragmentos de las moléculas de la invencion. Por ejemplo, los polipéptidos heterélogos
pueden fusionarse o conjugarse con un fragmento Fab, fragmento Fc, fragmento Fv, fragmento F(ab)., scFv,
minicuerpo, nanocuerpo o una porcién de los mismos. Se conocen en la técnica métodos para fusionar o conjugar
polipéptidos con porciones de anticuerpo. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°® 5.336.603,
5.622.929, 5.359.046, 5.349.053, 5.447.851 y 5.112.946; los documentos EP 307.434; EP 367.166; las
publicaciones internacionales n.”* WO 96/04388 y WO 91/06570; Ashkenazi et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88: 10535-10539; Zheng et al., 1995, J. Immunol. 154:5590-5600; y Vil et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:11337-11341.

Pueden generarse proteinas de fusion adicionales a través de las técnicas de intercambio de genes, intercambio de
motivos, intercambio de exones y/o intercambio de codones (denominados colectivamente “intercambio de ADN").
Puede emplearse el intercambio de ADN para alterar las actividades de los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion, por ejemplo, anticuerpos, o fragmentos de los mismos (por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de los
mismos con mayores afinidades y menores velocidades de disociacion). Véanse, generalmente, las patentes
estadounidenses n.”® 5.605.793; 5.811.238; 5.830.721; 5.834.252; y 5.837.458, y Patten et al., 1997, Curr. Opinion
Biotechnol. 8:724-33; Harayama, 1998, Trends Biotechnol. 16:76; Hansson, et al., 1999, J. Mol. Biol. 287:265; y
Lorenzo y Blasco, 1998, BioTechniques 24:308. Pueden alterarse acidos nucleicos de la invencion o fragmentos de
los mismos, o los polipéptidos codificados o fragmentos de los mismos, sometiéndolos a mutagénesis al azar
mediante PCR propensa a error, insercién de nucleétidos al azar u otros métodos antes de la recombinacion.

La presente invencion también engloba polipéptidos inmunoespecificos conjugados con un agente de diagnéstico o
terapéutico. Tales moléculas pueden usarse de manera diagnéstica para monitorizar, por ejemplo, el desarrollo o la
progresion de una enfermedad, un trastorno o una infeccién como parte de un procedimiento de pruebas clinicas
para determinar, por ejemplo, la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Puede facilitarse la deteccion
acoplando el polipéptido de la invencion a una sustancia detectable. Los ejemplos de sustancias detectables
incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones e iones de metales paramagnéticos no
radiactivos. La sustancia detectable puede acoplarse o conjugarse o0 bien directamente con el polipéptido
inmunoespecifico de la invencién o bien indirectamente, a través de un producto intermedio (tal como, por ejemplo,
un ligador conocido en la técnica) usando técnicas conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 4.741.900 para iones de metales que pueden conjugarse con anticuerpos para su uso como
agentes de diagnostico segin la presente invencion. Tal diagndéstico y deteccién pueden lograrse acoplando el
polipéptido de la invencién a sustancias detectables incluyendo, pero sin limitarse a, diversas enzimas, incluyendo
las enzimas, pero sin limitarse a, peroxidasa del rdbano, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa;
complejos de grupos prostéticos tales como, pero sin limitarse a, estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales
fluorescentes tales como, pero sin limitarse a, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; material luminiscente tal como, pero sin limitarse
a, luminol; materiales bioluminiscentes tales como, gero sin limitarse a, luciferasa, luciferina y aeguorina; material
radiactivo tal como, pero sin limitarse a, bismuto (“**Bi), carbono (**C), cromo (>*Cr), cobalto (*’Co), fitior (‘°F),
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adolinio (*°*Gd, **°Gd), galio (**Ga, 67Ga), germanio (*®Ge), holmio (***Ho), indio (***'n, **3In, **In, **In), yodo gml,
21,131 12 antano (**La), lutecio (*'’Lu), manganeso (**Mn), molibdeno (**Mo), paladio (1°3Pdg, fosforo (*°P),
praseodimio (42P9, prometio (**Pm), renio (***Re, '*Re), rodio (***Rh), rutenio (*’Ru), samario (115 Sm), escandio
(*’sc), selenio ("°Se), estroncio ggSSr), azufre (**S), tecnecio (*°Tc), talio (*°'Ti), estafio (**Sn, **'Sn), tritio (*H),
xenén (**¥Xe), iterbio (*°*°yb, *°Yb), itrio (*°Y), zinc (**zZn); metales emisores de positrones usando diversas
tomografias de emision de positrones, e iones de metales paramagnéticos no radiactivos. Adicionalmente,
cualquiera de los radiometales trazadores anteriores puede presentar un efecto terapéutico cuando se conjuga con
un polipéptido inmunoespecifico segun los métodos de la invencion.

Un polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede conjugarse con un resto terapéutico tal como una citotoxina
(por ejemplo, un agente citostatico o citocida), un agente terapéutico o un elemento radiactivo (por ejemplo,
emisores alfa, emisores gamma, etc.). Las citotoxinas o los agentes citotdxicos incluyen cualquier agente que es
nocivo para las células. Los ejemplos incluyen paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorubicina, daunorubicina,
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina, y analogos u homoélogos de los mismos. Los agentes
terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo, decarbazina), agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina, tioepa
clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfano, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C y cisdiclorodiamina-platino (lI) (DDP) cisplatino), antraciclinas (por ejemplo,
daunorubicina (anteriormente daunomicina) y doxorubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)), y agentes antimit6ticos (por ejemplo, vincristina y
vinblastina).

En determinadas realizaciones, el polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede conjugarse con un resto
terapéutico tal como ARNip util para el tratamiento o la prevencion de enfermedades que estan provocadas por la
sobreexpresion o la expresion andémala de genes y enfermedades provocadas por la expresion de genes que
contienen mutaciones. Los mecanismos de la actividad de ARNip y su modo de uso se conocen bien en la técnica,
véanse, por ejemplo, Provost et al., 2002, EMBO J., 21: 5864-5874; Tabara et al., 2002, Cell 109:861-71; Ketting et
al., 2002, Cell 110:563; y Hutvagner & Zamore, 2002, Science 297:2056.

Ademas, un polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede conjugarse con restos terapéuticos tales como
materiales radiactivos o quelantes macrociclicos Utiles para conjugar iones de radiometales (véase anteriormente
para ejemplos de materiales radiactivos). En determinadas realizaciones, el quelante macrociclico es acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N’,N",N"-tetraacético (DOTA) que puede unirse al anticuerpo a través de una molécula
ligadora. Tales moléculas ligadoras se conocen cominmente en la técnica y se describen en Denardo et al., 1998,
Clin Cancer Res. 4:2483-90; Peterson et al., 1999, Bioconjug. Chem. 10:553; y Zimmerman et al., 1999, Nucl. Med.
Biol. 26:943-50.

El polipéptido inmunoespecifico de la invencion puede conjugarse con un resto terapéutico que no altera ni modifica
la respuesta bioldgica, sino que en su lugar funciona en el direccionamiento y/o transporte del polipéptido
inmunoespecifico o fragmento del mismo. Los ejemplos no limitativos de tales restos incluyen proteina A, proteinas
G, albumina, péptidos que interaccionan con albumina (por ejemplo, gp60, gp30, gpl8; véase, por ejemplo,
Schnitzer et al., 1992, J Biol Chem 34:24544-24553); y dominios de transduccién de proteinas (véase, por ejemplo,
Bogoyevitch et al, 2002, DNA Cell Biol 12:879-894). Tales restos también incluyen restos que mejoran o aumentan la
semivida sérica de los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion. Los ejemplos no limitativos de restos que
aumentan o mejoran la semivida sérica de polipéptidos incluyen albimina y fibronectina, o fragmentos activos de las
mismas, asi como proteinas de union a albimina y/o fibronectina, por ejemplo, anticuerpos de unién a albdimina y/o
fibronectina, o los fragmentos de unién a antigeno de los mismos (véanse, por ejemplo, Holt et al., 2008, Protein Eng
Des Sel 21:238-288; Weimer et al., 2008, Thromb Haemost 99:659-667; Yazaki et al., 2008, Nucl Med Biol 35:151-
158; Huang et al., 2007, J Pept Sci 12:588-595; y Stork et al., 2007, Protein Eng Des Sel 20:569-576.

Se conocen bien técnicas para conjugar tales restos terapéuticos con polipéptidos; véanse, por ejemplo, Amon et al.,
“Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy, Reisfeld et al. (eds.), 1985, pags. 243-56, Alan R. Liss, Inc.); Hellstrom et al., “Antibodies For Drug
Delivery”, en Controlled Drug Delivery (22 ed.), Robinson et al. (eds.), 1987, pags. 623-53, Marcel Dekker, Inc.);
Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review”, en Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), 1985, pags. 475-506); “Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy”, en Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Tera Therapy, Baldwin et al. (eds.), 1985, pags. 303-16, Academic Press; y Thorpe et al.,
Immunol. Rev., 62:119-58, 1982.

El polipéptido inmunoespecifico de la invencién, o un fragmento de unién a epitopo del mismo, con o sin un resto

terapéutico conjugado con el mismo, administrado solo o en combinacion con factor(es) citotoxico(s) y/o citocina(s)
puede usarse como agente profilactico o terapéutico.
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Alternativamente, un polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede conjugarse con un segundo anticuerpo
para formar un heteroconjugado de anticuerpo tal como se describe por Segal en la patente estadounidense n.°
4.676.980.

También pueden unirse moléculas de la invencién a soportes solidos, que son particularmente (tiles para
inmunoensayos o purificacion del antigeno diana. Tales soportes sélidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio,
celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polipropileno.

La invencién también engloba el uso de liposomas para prolongar o aumentar la semivida sérica de moléculas de la
invencion. En determinadas realizaciones, una molécula inmunoespecifica de la invencion, por ejemplo, que
comprende un dominio V. 0 Vi, puede conjugarse con liposomas usando métodos descritos previamente, véase, por
ejemplo, Martin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257: 286-288. La invencién engloba por tanto métodos de preparacion de
liposomas con una semivida sérica prolongada, es decir, un tiempo de circulacion potenciado, tal como los dados a
conocer en la patente estadounidense n.° 5.013.556. Liposomas preferidos usados en los métodos de la invencién
no se eliminan rapidamente de la circulacion, es decir, no se captan en el sistema fagocitico mononuclear (MPS). La
invencion engloba liposomas estabilizados estéricamente que se preparan usando métodos comunes conocidos por
un experto en la técnica. Aunque no pretende limitarse por un mecanismo de accién particular, los liposomas
estabilizados estéricamente contienen componentes lipidicos con restos hidréfilos voluminosos y altamente flexibles,
lo que reduce la reaccién no deseada de liposomas con proteinas séricas, reduce la opsonizacién con componentes
séricos y reduce el reconocimiento por MPS. Los liposomas estabilizados estéricamente se preparan
preferiblemente usando polietilenglicol. Para la preparacion de liposomas y liposomas estabilizados estéricamente
véanse, por ejemplo, Bendas et al., 2001 BioDrugs, 15(4): 215-224; Allen et al., 1987 FEBS Lett. 223: 42-6; Klibanov
et al., 1990 FEBS Lett., 268: 235-7; Blum et al., 1990, Biochim. Biophys. Acta., 1029: 91-7; Torchilin .et al., 1996, J.
Liposome Res. 6: 99-116; Litzinger et al., 1994, Biochim. Biophys. Acta, 1190: 99-107; Maruyama et al., 1991,
Chem. Pharm. Bull., 39: 1620-2; Klibanov et al., 1991, Biochim Biophys Acta, 1062; 142-8; Allen et al., 1994, Adv.
Drug Deliv. Rev, 13: 285-309. La invencién también engloba liposomas que estan adaptados para el
direccionamiento a o6rganos especificos, véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.544.545, o el
direccionamiento a células especificas, véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°
2005/0074403. Pueden generarse liposomas particularmente Utiles para su uso en las composiciones y los métodos
de la invencion mediante un método de evaporacion en fase inversa con una composicion lipidica que comprende
fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Se extruyen los liposomas a
través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el diametro deseado.

5.5 Preparacion y caracterizacion de polipéptidos de la invencién

Los polipéptidos inmunoespecificos, o fragmentos de los mismos, de la invencion pueden caracterizarse por la union
especifica a un antigeno y/o epitopo usando cualquier método de base inmunoldgica o bioquimica conocido en la
técnica para caracterizar interacciones de pares de unidn. La unién especifica de un polipéptido inmunoespecifico de
la invencién a un antigeno y/o epitopo puede determinarse, por ejemplo, usando métodos de base inmunoldgica o
bioquimica incluyendo, pero sin limitarse a, un ensayo ELISA, ensayos de resonancia de plasmon superficial,
ensayo de inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad y dialisis de equilibrio. Los inmunoensayos que pueden
usarse para analizar la unién inmunoespecifica y reactividad cruzada de las moléculas de la invencion incluyen, pero
no se limitan a, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos usando técnicas tales como
inmunotransferencias de tipo Western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunosorcion ligado a enzimas),
inmunoensayos de tipo “sandwich”, ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, reacciones de
precipitina por difusiébn en gel, ensayos de inmunodifusién, ensayos de aglutinacién, ensayos de fijacion del
complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, por
mencionar solo algunos. Tales ensayos son rutinarios y se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel
et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

También pueden someterse a ensayo polipéptidos inmunoespecificos, o fragmentos de los mismos, de la invencion
usando cualquier ensayo basado en resonancia de plasmén superficial conocido en la técnica para caracterizar los
parametros cinéticos de la interaccion de la proteina inmunoespecifica con un antigeno y/o epitopo de interés. En la
presente invencion, puede usarse cualquier instrumento de SPR disponible comercialmente incluyendo, pero sin
limitarse a, instrumentos BlAcore, disponibles de Biacore AB (Uppsala, Suecia); instrumentos IAsys disponibles de
Affinity Sensors (Franklin, Mass.); sistema IBIS disponible de Windsor Scientific Limited (Berks, R.U.), sistemas SPR-
CELLIA disponibles de Nippon Laser and Electronics Lab (Hokkaido, Japén) y detector de SPR Spreeta disponible
de Texas Instruments (Dallas, Tex.). Para una revisién de tecnologia basada en SPR, véanse Mullet et al., 2000,
Methods 22: 77-91; Dong et al., 2002, Review in Mol. Biotech., 82: 303-23; Fivash et al., 1998, Current Opinion in
Biotechnology 9: 97-101; Rich et al., 2000, Current Opinion in Biotechnology 11: 54-61. Adicionalmente, cualquiera
de los instrumentos de SPR y métodos basados en SPR para medir interacciones proteina-proteina descritos en las
patentes estadounidenses n.”® 6.373.577; 6.289.286; 5.322.798; 5.341.215; 6.268.125 se contempla en los métodos
de la invencion.

Brevemente, los ensayos basados en SPR implican inmovilizar un elemento de un par de unién sobre una superficie,
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y monitorizar su interaccion con el otro elemento del par de unién en disolucién en tiempo real. SPR se basa en la
medicidn del cambio del indice de refraccién del disolvente cerca de la superficie que se produce con la formacién o
disociacion de complejos. La superficie sobre la que se produce la inmovilizacion es el chip sensor, que esta en el
nucleo de la tecnologia de SPR; consiste en una superficie de vidrio recubierta con una fina capa de oro y forma la
base para una gama de superficies especializadas disefiadas para optimizar la unién de una molécula a la
superficie. Una variedad de chips sensores estan disponibles comercialmente, especialmente de las empresas
enumeradas anteriormente, todos los cuales pueden usarse en los métodos de la invencién. Los ejemplos no
limitativos de chips sensores incluyen los disponibles de BlAcore AB, Inc., por ejemplo, chip sensor CM5, SA, NTA y
HPA. Una molécula de la invencién puede inmovilizarse sobre la superficie de un chip sensor usando cualquiera de
los métodos y las quimicas de inmovilizacidon conocidos en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a, acoplamiento
covalente directo mediante grupos amina, acoplamiento covalente directo mediante grupos sulfhidrilo, union de
biotina a superficie recubierta con avidina, acoplamiento de aldehido a grupos hidrato de carbono y unién a través de
la cola de histidina con chips de NTA.

5.5.1 Polinucleétidos que codifican para los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion

La presente invencion también incluye polinucleétidos que codifican para los polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion (por ejemplo, polipéptidos que comprenden un dominio Vy 0 V. de conejo, que comprenden una 0 mas
CDR identificadas mediante los métodos de la invencién, que comprenden secuencias de aminoacidos de armazén
o residuos de aminoacido de armazon, etc.) u otros polipéptidos inmunoespecificos o fragmentos de los mismos
producidos mediante los métodos de la invencion, y versiones humanizadas de los mismos, y métodos para producir
los mismos.

Los métodos de la invencion también engloban polinucleétidos que se hibridan en diversas condiciones de
rigurosidad, por ejemplo, alta rigurosidad, rigurosidad intermedia o menor, con polinucleétidos que codifican para un
polipéptido inmunoespecifico de la invencion. La hibridacién puede realizarse en diversas condiciones de
rigurosidad. A modo de ejemplo y no de limitacién, procedimientos que usan condiciones de baja rigurosidad son tal
como sigue (véase también Shilo y Weinberg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78, 6789-6792). Se pretratan filtros
que contienen ADN durante 6 h a 40°C en una disolucién que contiene formamida al 35%, 5 X SSC, Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,1%, Ficoll al 0,1%, BSA al 0,1% y ADN de esperma de salmoén desnaturalizado
500 pg/ml. Se llevan a cabo las hibridaciones en la misma disolucién con las siguientes modificaciones: se usa PVP
al 0,02%, Ficoll al 0,02%, BSA al 0,2%, ADN de esperma de salméon 100 pg/ml, sulfato de dextrano al 10%
(peso/vol.) y 5-20 X 10° cpm de sonda marcada con ¥p_ se incuban los filtros en mezcla de hibridacion durante 18-
20 h a 40°C, y entonces se lavan durante 1,5 h a 55°C en una disolucién que contiene 2 X SSC, Tris-HCI 25 mM (pH
7,4), EDTA 5mM y SDS al 0,1%. Se sustituye la disolucion de lavado por nueva disolucién y se incuba 1,5 h
adicionales a 60°C. Se secan con papel los filtros y se exponen para autorradiografia. Si es necesario, se lavan los
filtros una tercera vez a 65-68°C y vuelven a exponerse a la pelicula. Se conocen bien en la técnica otras
condiciones de baja rigurosidad que pueden usarse (por ejemplo, tal como se emplea para hibridaciones de
especies cruzadas). A modo de ejemplo y no de limitacion, procedimientos que usan condiciones de alta rigurosidad
son tal como sigue. Se lleva a cabo la prehibridacion de filtros que contienen ADN durante de 8 h a toda la noche a
65°C en tampo6n que se compone de 6 X SSC, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), EDTA 1 mM, PVP al 0,02%, Ficoll al 0,02%,
BSA al 0,02% y ADN de esperma de salmon desnaturalizado 500 pg/ml. Se hibridan los filtros durante 48 h a 65°C
en mezcla de prehibridacion que contiene ADN de esperma de salmén desnaturalizado 100 pg/ml y 5-20 X 10° cpm
de sonda marcada con *?P. Se realiza el lavado de los filtros a 37°C durante 1 h en una disolucién gue contiene 2 X
SSC, PVP al 0,01%, Ficoll al 0,01% y BSA al 0,01%. Esto va seguido por un lavado en 0,1 X SSC a 50°C durante 45
min antes de la autorradiografia. Se conocen bien en la técnica otras condiciones de alta rigurosidad que pueden
usarse. Se conoce bien en la técnica la seleccién de condiciones apropiadas para tales rigurosidades (véase por
ejemplo, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; véase también, Ausubel et al., eds., en the Current Protocols in Molecular Biology
series of laboratory technique manuals, .COPYRGT. 1987-1997, Current Protocols, .COPYRGT. 1994-1997 John
Wiley and Sons, Inc.; véase especialmente, Dyson. 1991, “Immobilization of nucleic acids and hybridization
analysis”, En: Essential Molecular Biology: A Practical Approach, vol. 2, T. A. Brown, ed., pags. 111-156, IRL Press
at Oxford University Press, Oxford, R.U.).

Los polinucleétidos pueden obtenerse, y la secuencia de nucleétidos de los polinucleétidos determinarse, mediante
cualquier método conocido en la técnica.

Un polinucledtido que codifica para un polipéptido inmunoespecifico de la invencién puede generarse a partir de
acido nucleico de una fuente adecuada (por ejemplo, una biblioteca de ADNc generada a partir de, o acido nucleico,
preferiblemente ARN poli A+, aislado de, cualquier tejido o célula que exprese los anticuerpos de conejo, en
particular, dominios variables de conejo, tales como células plasmaticas) mediante hibridacién con sondas
especificas de inmunoglobulina y/o amplificacion por PCR usando cebadores sintéticos hibridables con los extremos
3’y 5’ de la secuencia de dominio variable o mediante clonacién usando una sonda de oligonucleétido especifica
para la secuencia génica particular para identificar, por ejemplo, un clon de ADNc de una biblioteca de ADNc que
codifica para el anticuerpo. Los acidos nucleicos amplificados generados mediante PCR pueden clonarse entonces
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en vectores de clonacién replicables usando cualquier método bien conocido en la técnica.

Una vez que se determina la secuencia de nucleétidos del polipéptido inmunoespecifico de la invencién, puede
manipularse usando métodos bien conocidos en la técnica para la manipulacion de secuencias de nucleétidos, por
ejemplo, técnicas de ADN recombinante, mutagénesis dirigida al sitio, PCR, etc. (véanse, por ejemplo, las técnicas
descritas en Sambrook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel et al., eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
NY, para generar moléculas de la invencidén que tienen una secuencia de aminoacidos diferente, por ejemplo para
crear sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos.

En una realizacion especifica, una o mas de las CDR de conejo identificadas mediante los métodos de la invencion
se insertan dentro de regiones de entramado heterdlogas usando técnicas de ADN recombinante rutinarias. Las
regiones de entramado pueden producirse de manera natural o ser regiones de entramado consenso, Yy
preferiblemente regiones de entramado humanas (véase, por ejemplo, Chothia et al., 1998, J. Mol. Biol. 278: 457-
479 para un listado de regiones de entramado humanas). Preferiblemente, el polinucleétido generado mediante la
combinacion de las regiones de entramado y las CDR codifica para un polipéptido inmunoespecifico, por ejemplo,
anticuerpo, que se une especificamente al antigeno y/o epitopo de interés. Preferiblemente, tal como se comentd
anteriormente, pueden realizarse una 0 mas sustituciones de aminoéacido dentro de las regiones de entramado, v,
preferiblemente, las sustituciones de aminoacido mejoran la unién de los anticuerpos de la invencién a dicho
antigeno y/o epitopo.

En otra realizacion, pueden examinarse bibliotecas o inmunoglobulinas o dominios variables de inmunoglobulina de
conejo o cualquier otra biblioteca de conejo disponible en la técnica, mediante técnicas convencionales conocidas en
la técnica, para clonar los acidos nucleicos que codifican para los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion.

5.5.2 Expresion recombinante de polipéptidos inmunoespecificos de la invencion.

Una vez que se ha obtenido una secuencia de acido nucleico que codifica para una molécula de la invencion, puede
producirse el vector para la produccion del polipéptido inmunoespecifico mediante tecnologia de ADN recombinante
usando técnicas bien conocidos en la técnica. Pueden usarse métodos que conocen bien los expertos en la técnica
para construir vectores de expresion que contienen las secuencias codificantes de los polipéptidos de la invencion y
sefiales de control transcripcional y traduccional apropiadas. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de ADN
recombinante in vitro, técnicas de sintesis y recombinacién genética in vivo. (Véanse, por ejemplo, las técnicas
descritas en Sambrook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel et al. eds., 1998, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons,
NY).

Un vector de expresién que comprende la secuencia de nucleétidos de un polipéptido inmunoespecifico de la
invencion puede transferirse a una célula huésped mediante técnicas convencionales (por ejemplo, electroporacion,
transfeccién liposomal y precipitacion con fosfato de calcio) y las células transfectadas se cultivan entonces
mediante técnicas convencionales para producir el polipéptido de la invencion. En realizaciones especificas, la
expresion del polipéptido se regula mediante un promotor constitutivo, uno inducible o uno tisular, especifico.

Las células huésped usadas para expresar los polipéptidos inmunoespecificos recombinantes de la invencion
pueden ser o bhien células bacterianas tales como Escherichia coli, o bien, preferiblemente, células eucariotas,
especialmente para la expresion de la molécula de inmunoglobulina recombinante completa. En particular, células
de mamifero tales como células de ovario de hamster chino (CHO), junto con un vector tal como el elemento de
promotor de gen de expresion temprana intermedia principal de citomegalovirus humano es un sistema de expresion
eficaz para inmunoglobulinas (Foecking et al., 1998, Gene 45:101; Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2).

Una variedad de sistemas de vector de expresion de huésped pueden utilizarse para expresar los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencién. Tales sistemas de expresion del huésped representan vehiculos mediante los
cuales pueden producirse las secuencias codificantes de los polipéptidos y purificarse posteriormente, pero también
representan células que pueden expresar, cuando se transforman o transfectan con las secuencias codificantes de
nucledtidos adecuadas, los polipéptidos de la invencion in situ. Estos incluyen, pero no se limitan a,
microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli y B. subtilis) transformadas con vectores de expresion de
ADN de césmido, ADN de plasmido o ADN de bacteriéfago recombinante que contienen secuencias codificantes de
polipéptido; levaduras (por ejemplo, Saccharomyces pichia) transformadas con vectores de expresion de levaduras
recombinantes que contienen secuencias codificantes de polipéptido; sistemas de células de insectos infectadas con
vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las secuencias codificantes
de polipéptido; sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (por
ejemplo, virus del mosaico de la coliflor (VMCo) y virus del mosaico del tabaco (VMT)) o transformadas con vectores
de expresiéon de plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen secuencias codificantes de
polipéptido; o sistemas de células de mamiferos (por ejemplo, células COS, CHO, BHK, 293, 293T, 3T3, células
linfociticas (véase la patente estadounidense n.° 5.807.715), células Per C.6 (células retinianas de rata desarrolladas
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por Crucell)) que albergan constructos de expresion recombinante que contienen promotores derivados del genoma
de células de mamiferos (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamiferos (por ejemplo, el
promotor tardio de adenovirus; el promotor de 7,5K de virus Vaccinia).

En sistemas bacterianos, pueden seleccionarse ventajosamente varios vectores de expresion dependiendo del uso
destinado para el polipéptido inmunoespecifico que esta expresandose. Por ejemplo, cuando va a producirse una
gran cantidad de una proteina de este tipo, para la generaciéon de composiciones farmacéuticas de un polipéptido
inmunoespecifico de la invencion, pueden desearse vectores que dirigen la expresion de altos niveles de productos
de proteina de fusion que se purifican facilmente. Tales vectores incluyen, pero no se limitan a, el vector de
expresion en E. coli pUR278 (Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:1791), en el que la secuencia codificante de polipéptido
inmunoespecifico puede ligarse individualmente en el vector en marco con la regién codificante de lac Z de modo
gue se produce una proteina de fusioén; vectores pIN (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109; Van
Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24:5503-5509); y similares. También pueden usarse vectores pGEX para
expresar polipéptidos foraneos como proteinas de fusion con glutation S-transferasa (GST). En general, tales
proteinas de fusién son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas, mediante adsorcion y
unioén a perlas de glutation-agarosa de matriz seguido por elucién en presencia de glutation libre. Los vectores pGEX
estan disefiados para incluir sitios de escision de proteasa de factor Xa o trombina de modo que el producto génico
diana clonado pueda liberarse del resto GST.

En un sistema de insectos, se usa el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (VPNAc) como vector
para expresar genes foraneos. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificante de
polipéptido inmunoespecifico puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de la
polihedrina) del virus y colocarse bajo el control de un promotor de VPNACc (por ejemplo, el promotor de polihedrina).

En células huésped de mamiferos, pueden utilizarse varios sistemas de expresion de base viral. En los casos en los
gue se usa un adenovirus como vector de expresion, la secuencia codificante de polipéptido inmunoespecifico de
interés puede ligarse a un complejo de control de la transcripcion/traduccion del adenovirus, por ejemplo, el promotor
tardio y la secuencia lider tripartita. Este gen quimérico puede insertarse entonces en el genoma del adenovirus
mediante recombinacién in vitro o in vivo. La insercién en una regiéon no esencial del genoma viral (por ejemplo,
regiéon E1 o E3) dard como resultado un virus recombinante que es viable y que puede expresar la molécula de
polipéptido inmunoespecifico en huéspedes infectados. (Por ejemplo, véase Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81:355-359). También pueden requerirse sefiales de iniciacion especificas para la traduccion eficaz de
secuencias codificantes de anticuerpo insertadas. Estas sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y secuencias
adyacentes. Ademas, el codén de iniciacion debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia codificante
deseada para garantizar la traduccion de todo el inserto. Estos codones de iniciacion y sefiales de control
traduccional exdégenas pueden tener una variedad de origenes, tanto naturales como sintéticos. Puede potenciarse
la eficacia de expresion mediante la inclusion de elementos potenciadores de la transcripcion, terminadores de la
transcripcion, etc. apropiados (véase Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153:51-544).

Ademas, puede elegirse una cepa de células huésped que modula la expresion de las secuencias insertadas, o
modifica y procesa el producto génico del modo especifico deseado. Tales modificaciones (por ejemplo,
glicosilacion) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos pueden ser importantes para la funcién
de la proteina. Diferentes células huésped tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y
la modificacion postraduccionales de proteinas y productos génicos. Pueden elegirse lineas celulares o sistemas del
huésped apropiados para garantizar la modificacion y el procesamiento correctos de la proteina forAnea expresada.
Para ello, pueden usarse células huésped eucariotas que presentan la maquinaria celular para el procesamiento
apropiado del transcrito primario, glicosilacion y fosforilacion del producto génico. Tales células huésped de
mamiferos incluyen, pero no se limitan a, CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3, W138, BT483,
Hs578T, HTB2, BT20 y T47D, CRL7030 y Hs578Bst.

Para la produccion a largo plazo, de alto rendimiento, de proteinas recombinantes, se prefiere la expresién estable.
Por ejemplo, pueden modificarse por ingenieria genética lineas celulares que expresan de manera estable un
polipéptido inmunoespecifico de la invencion. En vez de usar vectores de expresion que contienen origenes de
replicacién virales, pueden transformarse células huésped con ADN controlado mediante elementos de control de la
expresion apropiados (por ejemplo, promotor, potenciador, secuencias, terminadores de la transcripcion, sitios de
poliadenilacion, etc.), y un marcador seleccionable. Tras la introduccion del ADN foraneo, puede permitirse que
células modificadas por ingenieria genética crezcan durante 1-2 dias en un medio enriquecido, y luego se cambian a
un medio selectivo. El marcador seleccionable en el plasmido recombinante confiere resistencia a la selecciéon y
permite que las células integren de manera estable el plasmido en sus cromosomas y crezcan para formar focos
gue, a su vez, pueden clonarse y expandirse en lineas celulares. Este método puede usarse ventajosamente para
modificar por ingenieria genética lineas celulares que expresan el polipéptido inmunoespecifico de la invencion.
Tales lineas celulares modificadas por ingenieria genética pueden ser particularmente Utiles en el examen y la
evaluacion de compuestos que interaccionan directa o indirectamente con el polipéptido inmunoespecifico de la
invencion.
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Pueden usarse varios sistemas de seleccion, incluyendo pero sin limitarse a, los genes de la timidina cinasa del virus
del herpes simple (Wigler et al., 1977, Cell 11:223), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (Szybalska &
Szybalski, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:202) y adenina fosforribosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell
22:817) que pueden emplearse en células tk, hgprt o aprt, respectivamente. También, puede usarse la resistencia a
antimetabolitos como base de la seleccion para los siguientes genes: dhfr, que confiere resistencia a metotrexato
(Wigler et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:357; O'Hare et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527); gpt,
que confiere resistencia a acido micofendlico (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072); neo, que
confiere resistencia al aminoglicésido G-418 (Clinical Pharmacy 12:488-505; Wu y Wu, 1991, 3:87-95; Tolstoshev,
1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulligan, 1993, Science 260:926-932; y Morgan y Anderson, 1993,
Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; mayo de 1993, TIB TECH 11(5):155-215). Se describen métodos conocidos
comUnmente en la técnica de la tecnologia de ADN recombinante que pueden usarse, en Ausubel et al. (eds.), 1993,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; Kriegler, 1990, Gene Transfer and Expression, A
Laboratory Manual, Stockton Press, NY; y en los capitulos 12 y 13, Dracopoli et al. (eds.), 1994, Current Protocols in
Human Genetics, John Wiley & Sons, NY.; Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol. 150: 1; e hygro, que confiere
resistencia a higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30:147).

Los niveles de expresion de un polipéptido inmunoespecifico de la invencion pueden aumentarse mediante
amplificaciéon en vectores (para una revision, véase Bebbington y Hentschel, The use of vectors based on gene
amplification for the expression of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, vol. 3. (Academic Press, Nueva
York, 1987)). Cuando puede amplificarse un marcador en el sistema de vector que expresa un polipéptido
inmunoespecifico, el aumento en el nivel de inhibidor presente en cultivo de célula huésped aumentara el nimero de
copias del gen marcador. Puesto que la region amplificada estd asociada con la secuencia de nucleétidos del
polipéptido inmunoespecifico de la invencion, también aumentara la produccién del polipéptido inmunoespecifico
(Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3:257).

La célula huésped puede cotransfectarse con dos vectores de expresion de la invencion, codificando el primer vector
para un polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector para un polipéptido derivado de
cadena ligera. Los dos vectores pueden contener marcadores seleccionables idénticos que permiten la expresién
igual de polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, puede usarse un Unico vector que codifica para
ambos polipéptidos de cadena pesada y ligera. En tales situaciones, la cadena ligera debe colocarse antes de la
cadena pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre téxica (Proudfoot, 1986, Nature 322:52; Kohler, 1980,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197). Las secuencias codificantes para las cadenas pesadas y ligeras pueden
comprender ADNc o ADN gendmico.

Una vez que se ha expresado de manera recombinante el polipéptido inmunoespecifico de la invencién, puede
purificarse mediante cualquier método conocido en la técnica para purificacion de un polipéptido inmunoespecifico,
por ejemplo, mediante cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico, afinidad, particularmente
mediante afinidad por el antigeno especifico tras la proteina A y en columna de exclusion molecular), centrifugacion,
solubilidad diferencial, o mediante cualquier otra técnica convencional para la purificacion de proteinas.

5.6 Métodos profilacticos y terapéuticos

Pueden administrarse polipéptidos inmunoespecificos de la presente invencién que funcionan como agentes
profilacticos y/o terapéuticos frente a una enfermedad, un trastorno o una infeccién a un animal, preferiblemente un
mamifero, y lo mas preferiblemente un ser humano, para tratar, prevenir 0 mejorar uno 0 mas sintomas asociados
con la enfermedad, el trastorno o la infeccién. Pueden administrarse polipéptidos inmunoespecificos de la invencién
en combinacién con uno 0 mas de otros agentes profilacticos y/o terapéuticos Utiles en el tratamiento, la prevencién
0 el manejo de una enfermedad, un trastorno o una infeccién. En determinadas realizaciones, uno o mas
polipéptidos inmunoespecificos de la invencidon se administran a un mamifero, preferiblemente un ser humano, de
manera concurrente con uno o mas de otros agentes terapéuticos Utiles para el tratamiento de una enfermedad. El
término “de manera concurrente” no se limita a la administracion de los agentes profilacticos o terapéuticos
exactamente al mismo tiempo, sino que significa mas bien que los polipéptidos inmunoespecificos de la invencion y
el otro agente se administran a un sujeto en secuencia y dentro de un intervalo de tiempo de tal manera que los
polipéptidos inmunoespecificos de la invencion pueden actuar junto con el otro agente para proporcionar un
beneficio aumentado con respecto a si se administrasen de otro modo. Por ejemplo, cada agente profilactico o
terapéutico puede administrarse al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden en diferentes puntos de
tiempo; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse de manera suficientemente préxima
en el tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico o profilactico deseado. Cada agente terapéutico puede
administrarse por separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier via adecuada.

En diversas realizaciones, los agentes profilacticos o terapéuticos se administran con una separacion de menos de 1
hora, con una separacién de aproximadamente 1 hora, con una separacion de aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 2 horas, con una separacion de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas, con una
separacion de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas, con una separacion de aproximadamente 4
horas a aproximadamente 5 horas, con una separacion de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas,
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con una separacion de aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas, con una separacion de
aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas, con una separacidon de aproximadamente 8 horas a
aproximadamente 9 horas, con una separacion de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas, con una
separacion de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas, con una separacion de aproximadamente
11 horas a aproximadamente 12 horas, con una separacion de no mas de 24 horas o con una separacion de no mas
de 48 horas. En realizaciones preferidas, se administran dos o mas componentes dentro de la misma visita del
paciente.

Las cantidades de dosificacion y las frecuencias de administracion previstas en el presente documento estan
englobadas mediante los términos terapéuticamente eficaz y profilacticamente eficaz. La dosificacion y la frecuencia
variaran ademas normalmente segun factores especificos para cada paciente dependiendo de los agentes
terapéuticos o profilacticos especificos administrados, la gravedad y el tipo de enfermedad, la via de administracion,
asi como la edad, el peso corporal, la respuesta y los antecedentes médicos del paciente. Un experto en la técnica
puede seleccionar regimenes adecuados considerando tales factores y siguiendo, por ejemplo, las dosificaciones
notificadas en la bibliografia y recomendadas en the Physician’s Desk Reference (562 ed., 2002).

5.7 Composiciones y métodos de administracion

La invencion proporciona métodos y composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencidn. La invencion también proporciona métodos de tratamiento, profilaxis y mejora de
uno o mas sintomas asociados con una enfermedad, un trastorno o una infeccién administrando a un sujeto una
cantidad eficaz de una proteina de fusién o una molécula conjugada de la invencion, o una composicion
farmacéutica que comprende una proteina de fusibn o moléculas conjugadas de la invencion. En un aspecto
preferido, un polipéptido inmunoespecifico o proteina de fusibn o molécula conjugada, estd sustancialmente
purificado (es decir, sustancialmente libre de sustancias que limitan su efecto o producen efectos secundarios no
deseados). En una realizacion especifica, el sujeto es un animal, preferiblemente un mamifero tal como un mamifero
no primate (por ejemplo, vacas, cerdos, caballos, gatos, perros, ratas, etc.) y un mamifero primate (por ejemplo,
mono tal como, un mono cinomolgo y un ser humano). En una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.

Se conocen diversos sistemas de administracion y pueden usarse para administrar una composicion que comprende
polipéptidos inmunoespecificos de la invencion, por ejemplo, encapsulacién en liposomas, microparticulas,
microcapsulas, células recombinantes que pueden expresar el polipéptido inmunoespecifico o la proteina de fusion,
endocitosis mediada por receptor (véase, por ejemplo, Wu y Wu, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432), construccion
de un &cido nucleico como parte de un vector retroviral u otro vector, etc.

Los métodos de administracion de un polipéptido inmunoespecifico de la invencién incluyen, pero no se limitan a,
administracion parenteral (por ejemplo, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa y subcutanea),
epidural y mucosa (por ejemplo, vias intranasal y oral). En una realizacion especifica, los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencion se administran por via intramuscular, por via intravenosa o por via subcutanea.
Las composiciones pueden administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo, mediante infusién o inyeccion
en bolo, mediante absorcién a través de los revestimientos epitelial o mucocutaneo (por ejemplo, mucosa oral,
mucosa rectal e intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La
administracion puede ser sistémica o local. Ademas, también puede emplearse la administracién pulmonar, por
ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y formulacién con un agente de aerosolizacién. Véanse, por
ejemplo, las patentes estadounidenses n.”® 6.019.968; 5.985. 20; 5.985.309; 5.934.272; 5.874.064; 5.855.913;
5.290.540; y 4.880.078; y las publicaciones PCT n.°® WO 92/19244; WO 97/32572; WO 97/44013; WO 98/31346; y
WO 99/66903.

Las moléculas inmunoespecificas de la invencion pueden suministrarse en una formulacién de liberacion sostenida.
Las formulaciones proporcionan liberacion prolongada y semivida prolongada de los polipéptidos terapéuticos
administrados. Los sistemas de liberacién controlada adecuados para su uso incluyen, sin limitacién, sistemas
controlados por difusién, controlados por disolventes y controlados quimicamente. Los sistemas controlados por
difusién incluyen, por ejemplo dispositivos de depésito, en los que las moléculas inmunoespecificas de la invencién
estan encerradas dentro de un dispositivo de manera que la liberacion de las moléculas esta controlada mediante
permeacion a través de una barrera de difusion. Los dispositivos de depésito comunes incluyen, por ejemplo,
membranas, capsulas, microcapsulas, liposomas y fibras huecas. El dispositivo monolitico (matriz) es un segundo
tipo de sistema controlado por difusion, en el que las moléculas inmunoespecificas se dispersan o se disuelven en
una matriz de control de la velocidad (por ejemplo, una matriz de polimero). Las moléculas inmunoespecificas de la
invencion se dispersan homogéneamente en la totalidad de una matriz de control de la velocidad y la velocidad de
liberacion estan controlada mediante difusion a través de la matriz. Los polimeros adecuados para su uso en el
dispositivo de matriz monolitico incluyen polimeros que se producen de manera natural, polimeros sintéticos y
polimeros naturales modificados de manera sintética, asi como derivados de polimero.

La cantidad de la composicion de la invencion que sera eficaz en el tratamiento, la prevencion o la mejora de uno o
mas sintomas asociados con un trastorno puede determinarse mediante técnicas clinicas convencionales. La dosis
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precisa que ha de emplearse en la formulacion también dependera de la via de administracién, y la gravedad del
estado, y debe decidirse segun el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente. Pueden extrapolarse
dosis eficaces a partir de curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba de modelos animales o in
vitro.

Generalmente, los polipéptidos inmunoespecificos humanizados, por ejemplo, anticuerpos, tienen una semivida mas
larga dentro del cuerpo humano que los polipéptidos inmunoespecificos, por ejemplo, anticuerpos de otras especies
debido a la respuesta inmunitaria frente a los polipéptidos foraneos. Por tanto, a menudo son posibles menores
dosificaciones de los polipéptidos inmunoespecificos humanizados, por ejemplo, anticuerpos, y administracion
menos frecuente. Ademas, la dosificacién y frecuencia de administracion de polipéptidos inmunoespecificos de la
invencion o fragmentos de los mismos pueden reducirse mediante la potenciacion de la captacion y la penetracion
en los tejidos de los anticuerpos mediante modificaciones tales como, por ejemplo conjugacion con proteinas G.

En una realizacién especifica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion
localmente en la zona que necesita tratamiento; esto puede lograrse mediante, por ejemplo, y no a modo de
limitacion, infusion local, mediante inyeccién, o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material
poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas Silastic, o fibras. Preferiblemente,
cuando se administra un polipéptido inmunoespecifico de la invencidn, debe tenerse cuidado de usar materiales que
no absorba el polipéptido inmunoespecifico o la proteina de fusion.

El tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de los polipéptidos
inmunoespecificos de la invencion puede incluir un Unico tratamiento o, preferiblemente, puede incluir una serie de
tratamientos. Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse una vez al dia, dos veces al
dia o tres veces al dia. En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse una vez a la
semana, dos veces a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, una vez cada seis semanas, una vez
cada dos meses, dos veces al afio o una vez al afio. También se apreciara que la dosificacion eficaz de los
anticuerpos usados para el tratamiento puede aumentar o disminuir a lo largo del transcurso de un tratamiento
particular.

5.7.1 Composiciones farmacéuticas

Las composiciones de la invencién incluyen composiciones farmacolégicas a granel Utiles en la fabricacion de
composiciones farmacéuticas (por ejemplo, composiciones impuras 0 no estériles) y composiciones farmacéuticas
(es decir, composiciones que son adecuadas para la administracion a un sujeto o paciente) que pueden usarse en la
preparacion de formas de dosificacion unitaria. Tales composiciones comprenden una cantidad profilactica o
terapéuticamente eficaz de un agente profilactico y/o terapéutico dado a conocer en el presente documento o una
combinacién de esos agentes y un portador farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, las composiciones de la
invenciéon comprenden una cantidad profilactica o terapéuticamente eficaz de los polipéptidos inmunoespecificos de
la invencién y un portador farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién especifica, el término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia
reguladora del gobierno federal o uno estatal o enumerado en la Farmacopea de los EE.UU. u otra farmacopea
reconocida generalmente para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. El término “portador”
se refiere a un diluyente, adyuvante (por ejemplo, adyuvante de Freund (completo e incompleto), excipiente o
vehiculo con el que se administra el agente terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser liquidos
estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los que tienen origen del petréleo, animal, vegetal o sintético, tales
como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un portador
preferido cuando la composicién farmacéutica se administra por via intravenosa. También pueden emplearse
soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol como portadores liquidos, particularmente para
disoluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, malta, arroz, harina, creta, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de
sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. La composicion, si se desea,
también puede contener cantidades minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes o agentes de
tamponamiento del pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de disoluciones, suspensiones, emulsion,
comprimidos, pastillas, capsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares.

Generalmente, los componentes de las composiciones de la invencidn se suministran o bien por separado o bien
mezclados entre si en forma de dosificacién unitaria, por ejemplo, como polvo liofilizado seco o concentrado sin
agua en un recipiente cerrado herméticamente tal como una ampolla o un sobre que indica la cantidad de principio
activo. Cuando la composicion va a administrarse mediante infusién, puede dispensarse con un frasco para infusién
gue contiene solucion salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicién se administra mediante
inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de solucion salina o agua para inyeccion estéril de modo que puedan
mezclarse los componentes antes de la administracion.

Las composiciones de la invencién pueden formularse como formas neutras o de sal. Las sales farmacéuticamente
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aceptables incluyen, pero no se limitan a las formadas con aniones tales como los derivados de los acidos
clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con cationes tales como los derivados de sodio,
potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, etc.

5.7.2 Kits

La invencidn proporciona un kit o paquete farmacéutico que comprende uno o mas recipientes llenos de uno o mas
de los polipéptidos inmunoespecificos de la invencién. Adicionalmente, también pueden incluirse uno o mas de otros
agentes profilacticos o terapéuticos Utiles para el tratamiento de una enfermedad en el kit o paquete farmacéutico.
La invencion también proporciona un kit o paquete farmacéutico que comprende uno 0 mas recipientes llenos de uno
0 mas de los componentes de las composiciones farmacéuticas de la invencion. Opcionalmente puede haber una
notificacion asociada con tal(es) recipiente(s) de la forma recomendada por una agencia gubernamental que regula
la fabricacion, el uso o la venta de productos farmacéuticos o biolégicos, notificacion que refleja la aprobacién por la
agencia de la fabricacion, el uso o la venta para administracion a seres humanos.

La presente invencion proporciona kits que pueden usarse en los métodos anteriores. En una realizacion, un kit
comprende uno o mas polipéptidos inmunoespecificos de la invencién. En otra realizacion, un kit comprende
ademas uno o mas de otros agentes profilacticos o terapéuticos Utiles para el tratamiento de una enfermedad, en
uno 0 mas recipientes. En otras realizaciones, el agente profilactico o terapéutico es un agente terapéutico hormonal
0 biolégico

5.8 Caracterizacion y demostracion de la utilidad terapéutica

Pueden someterse a prueba combinaciones de agentes profilacticos y/o terapéuticos en sistemas de modelos
animales adecuados antes de su uso en seres humanos. Tales sistemas de modelos animales incluyen, pero no se
limitan a, ratas, ratones, gallinas, vacas, monos, cerdos, perros, conejos, etc. Puede usarse cualquier sistema animal
bien conocido en la técnica. En una realizacién especifica de la invencion, se someten a prueba combinaciones de
agentes profilacticos y/o terapéuticos en un sistema de modelo de ratén. Tales sistemas de modelos se usan
ampliamente y se conocen bien por el experto en la técnica. Los agentes profilacticos y/o terapéuticos pueden
administrarse repetidamente. Varios aspectos del procedimiento pueden variar tal como el régimen temporal de
administracion de los agentes profilacticos y/o terapéuticos, y si tales agentes se administran por separado o como
mezcla.

Una vez que se han sometido a prueba los agentes profilacticos y/o terapéuticos de la invencién en un modelo
animal, pueden someterse a prueba en ensayos clinicos para establecer su eficacia. El establecimiento de ensayos
clinicos se realizara segun metodologias comunes que conoce un experto en la técnica, y pueden establecerse las
dosificaciones y vias de administracion éptimas asi como los perfiles de toxicidad de las composiciones de la
invenciéon usando experimentacién de rutina.

Pueden determinarse la toxicidad y eficacia de los protocolos profilacticos y/o terapéuticos de la presente invencion
mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacion, por
ejemplo, para determinar la DLso (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y the DEs, (la dosis terapéuticamente
eficaz en el 50% de la poblacién). La razon de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y
puede expresarse como la razon DLso/DEso. Se prefieren agentes profilacticos y/o terapéuticos que presentan
grande indices terapéuticos. Aunque pueden usarse agentes profilacticos y/o terapéuticos que presentan efectos
secundarios toxicos, debe tenerse cuidado en disefiar un sistema de administracion que dirija tales agentes al sitio
de tejido afectado para minimizar el posible dafio a células no infectadas y, de ese modo, reducir los efectos
secundarios.

Los datos obtenidos a partir de los estudios con animales y ensayos de cultivo celular pueden usarse en la
formulacion de un intervalo de dosificacion de los agentes profilacticos y/o terapéuticos para su uso en seres
humanos. La dosificacion de tales agentes se encuentra preferiblemente dentro de un intervalo de concentraciones
circulantes que incluyen la DEsy con escasa 0 ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este
intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. Para cualquier
agente usado en el método de la invencion, puede estimarse la dosis terapéuticamente eficaz inicialmente a partir de
ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de
concentracion plasmética circulante que incluya la Clso (es decir, la concentracién del compuesto de prueba que
logra una inhibicién de los sintomas que es la mitad de la maxima) tal como se determina en cultivo celular. Tal
informacién puede usarse para determinar de manera mas exacta dosis Utiles en seres humanos. Pueden medirse
los niveles en plasma, por ejemplo, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.

6. Ejemplos

Pueden usarse los siguientes métodos con conejos sin tratamiento previo o inmunizados
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6.1 Aislamiento y caracterizacién de dominios Vy y Vi inmunoespecificos, estables

El siguiente método proporciona la identificacion y el aislamiento de dominios variables de conejo distintivos que
presentan propiedades Unicas en comparacion con anticuerpos de ser humano, ratéon o camello, que presentan alta
afinidad, especificidad y estabilidad

6.1.1 Materiales y métodos
Inmunizacién de conejos (opcional)

Se inmunizaron conejos blancos de Nueva Zelanda con Vif, GP41 de VIH, integrasa de VIH, TNF-alfa, vWF o Delta4
purificados a lo largo del transcurso de doce semanas. Se les administr6 a los conejos cuatro inyecciones
subcutaneas a intervalos de 2-3 semanas de 50 pg de proteina purificada preparada en 1 ml de adyuvante segun las
instrucciones del fabricante (Ribi Immunochem Research, Hamilton, MT). Cinco dias tras el refuerzo final, se
recogieron el bazo y la médula ésea y se usan para la preparacion de ARN total.

Aislamiento de ARN y construccién de bibliotecas

Se recogieron muestras de tejido y se prepararon para el aislamiento de ARN total usando reactivo TRI (Molecular
Research Centre) segun el protocolo del fabricante. Se disolvié el ARN total aislado en 500 ul de agua libre de
ARNasa y se determinaron la concentracion y la pureza mediante espectrofotometria. Se sintetiz6 ADNc de primera
hebra a partir del ARN total usando un cebador de oligo (dT) y transcriptasa inversa (Superscript; Invitrogen) usando
el protocolo del fabricante.

Se realiz6 la amplificacion primaria de los genes que codifican para las regiones variables de las cadenas pesadas y
las cadenas ligeras usando los cebadores sentido presentados en la tabla 1 (parte 5’ de la region variable; figura 1) y
los cebadores antisentido presentados en la tabla 2 (parte 3’ de la region constante de las cadenas pesadas y
ligeras; figuras 2A-B)

Tabla 1. Cebadores sentido para el aislamiento de dominios Vy 0 V. de conejo a partir de la preparacién de ADNc

Dominio Cebador Secuencia
SDVHLE 5’GGG CCC AGG CGG CC CAGTCG GTG GAG GAG
VH TCC TGG 3’ (SEQ ID NO:10) .

5’ GGG CCC AGG CGG CC CAG TCG GTG AAG GAG

SDVH2-F
TCC GAG 3’ (SEQ ID NO:11)

SDVHAE 5’ GGG CCC AGG CGG CC CAGTCG YTG GAG GAG
TCC GGG 3’ (SEQ ID NO:12)

5" GGG CCC AGG CGG CC CAG SAG CAG CTGRTG

SPVHAF | GAG TCC GG 3' (SEQ ID NO:13)

v s | 5 GGGCCCAGG CGG CC_GAGC TCG TGM TGA CCC
AGA CTCCA 3’ (SEQID NO:14)

—wsr | 5 GGG CCCAGG CGG CC GAGCTCG ATM TGA CCC
AGA CTC CA 3' (SEQ ID NO:15)

—rer | 5 GGG CCCAGG CGG CC GAGC TCG TGA TGA CCC

AGA CTG AA 3’ (SEQ ID NO:16)
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Dominio Cebador Secuencia

5’ GGG CCC AGG CGG CC GAGC TCG TGC TGA CTC
AGT CGCCCT C 3’ (SEQID NO:17)

VL SDVA-F

Tabla 2. Cebadores antisentido para el aislamiento de dominios V4 0 V. de conejo a partir de la preparacion de
ADNc

Dominio Cebador Secuencia

<oon | 3 CCT GGC CGG CCT GGC CAC TAG TGA CTG AYG
" GAG CCT TAG GTT GCC C 3’ (SEQ ID NO:18)

. 5’ CCT GGC CGG CCT GGCC TTT GAT.TTC CAC ATT
SDVKJ10-R GGT GCC 3’ (SEQ ID NO:19)

5’ CCT GGC CGG CCT GGCC TAG GAT CTC CAG CTC

SDVKIOR 1 GGT CCC 3° (SEQ ID NO:20)
VL <ovceron | 3 CCTGGE CGG CCT GGCC TIT GAC SAC CAC CTC
P71 GGT CCC 3’ (SEQ ID NO:21)
5" CCT GGC CGG CCTGGC C
SDVA-R

GCCTGTGACGGTCAGCTGGGTCCC 3’ (SEQ ID NO:22)

Se realizé la PCR primaria en un volumen de reaccion de 50 pl usando 25 pmol de cada cebador. Se usaron 2,5 pl
de ADNC de oligo-dT o cebador al azar como molde (equivalente a 5 pg de ARNm). Las condiciones de reaccién
para la PCR primaria fueron 11 min a 94°C, seguido por 30/60/120 s a 54/55/72°C durante 30 ciclos, y 5 min a 72°C.
Se realizaron todas las reacciones con MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM (Roche Diagnostics, Bruselas, Bélgica) y
1,25 U de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (Roche).

Se separaron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% y se eluyd el ADN usando el kit de extraccion de gel
QIAguick o QIAEXII (Qiagen)

Todos los cebadores tienen el sitio Sfil. Se cortaron con Sfi los fragmentos de ADN, se purificaron y se clonaron en
el vector de fagémido. El fagémido contenia un codén de terminacion supresor y secuencias que codifican para
colas peptidicas para purificacién (Hiss) y deteccion (HA).

Ligamiento y transformacién de bibliotecas

Se ligaron aproximadamente 50 ng de ADN de vector linealizado (tal como se determina mediante electroforesis en
gel frente a cantidades conocidas) con aproximadamente un exceso de 1-3 veces del inserto en reacciones de 20 pl
que contenian tampon de ligasa 1X (Tris 50 mM pH 7,5, MgCl, 5 mM, ditioeritritol 1 mM, ATP 1 mM, pH 7,5) y 1 U de
ADN ligasa de T4 (Roche), para ligamiento de ligamientos de extremos cohesivos. Se incubaron los ligamientos
durante 16-18 h a 12-14°C.

Se incubaron los productos resultantes de los ligamientos y un nimero correspondiente de cubetas en hielo durante
10 min. Simultdneamente, se descongelé E. coli electrocompetente en hielo. Se afiadieron 2 pl de cada reaccién de
ligamiento a las bacterias electrocompetentes, se transfirieron a una cubeta y se almacenaron en hielo durante 1
min. Se realizé la electroporacion a 2,5 kV, 25 puF y 200 Q. Se lavaron inmediatamente las cubetas con 1 ml de
medio SOC a temperatura ambiente y se agitaron los cultivos a 250 rpm durante 1 h a 37°C o 30°C. Luego se
extendieron los cultivos sobre placas de agar LB que contenian ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 30 pg/ml y
cloranfenicol 17 pug/ml y se incubaron durante la noche a 37°C o 30°C.
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Se aisld el vector de fagémido y se sometid a electroporacion en células huésped segun los protocolos del
fabricante. Tras la electroporacion, se afiadieron 5 ml de SOC y se agitaron los cultivos durante 1 h a 37°C. Luego se
afiadieron 10 ml de medio SB/carb. durante 1 h a 37°C. A continuaciéon se afadieron 4,5 pl de carbenicilina
100 mg/ml y se agitaron los cultivos durante otra hora a 37°C antes de afadir 1 ml de VSCM13 (fago auxiliar;
10" ufp/ml) a cada 15 ml de cultivo. Se afiadié un total de 170 ml de medio SB/carb. a los cultivos, que se agitaron
durante 2 h a 37°C. Se afiadieron 280 pl de kanamicina 50 mg/ml y se continué agitando los cultivos durante la
noche a 37°C. A la mafiana siguiente, se centrifugaron los cultivos y se precipitaron los sobrenadantes de fago
mediante la adicion de 25 ml de PEG-8000 (polietilenglicol)/NaCl e incubacion en hielo durante 30 min. Se centrifugd
el fago a partir del sobrenadante y se resuspendieron los sedimentos en 2 ml de TBS/BSA al 1%, se centrifugaron y
se filtraron a través de un filtro de 0,2 um en un tubo estéril.

Cribado de bibliotecas

Se usaron antigenos inmovilizados (Vif, Gp41l, integrasa, TNF-alfa, VWF, Delta4) para cribar la biblioteca de
expresion en fago para determinar unién inmunoespecifica. Se unié el antigeno a una placa de microtitulacién
mediante incubacién durante la noche a 4°C. Luego se lavaron las placas y se bloquearon con TBS/BSA al 3%
durante 1 h a 37°C. Se afiadieron 50 pl de biblioteca de fagos recién preparada a cada pocillo y se incub6 durante
2 h a 37°C. El cribado consistié en varias tandas de uniéon de fago a un antigeno inmovilizado en el pocillo de una
placa para ELISA, lavado, elucién mediante tripsinizacion (escinde el fragmento de anticuerpo de la superficie del
fago) y reamplificacion. Durante cada tanda, se seleccionaron clones con unién especifica y se amplificaron. Estos
clones predominaban tras 3 6 4 tandas.

Se lavaron los pocillos con 150 ul de TBS/Tween 20 al 0,5%. Se aumentaron las etapas de lavado de 5 en la primera
tanda a 10 en la segunda tanda y 15 en la tercera y cuarta tanda.

Si se deseaban tandas de cribado adicionales, se transfirieron los eluatos de fago a 2 ml de cultivos de E. coli que se
habian preparado mediante inoculaciéon con 2 pl de ER2537 y se incubd mientras se agitaba durante 2 h a 37°C
hasta D.O. = 1. Se incubaron los cultivos expuestos a eluato durante 15 min a T.A. Se afiadieron 6 ml de medio
SB/carb. precalentado y se agitaron durante 1 h a 37°C seguido por la adicién de 1 ml de VCSM 13 (fago auxiliar) y
91 ml de medio SB/carb precalentado. Se agitaron los cultivos durante 2 h a 37°C, seguido por la adicion de 140 pl
de kanamicina 50 mg/ml y luego se agitaron durante la noche a 37°C. Se prepararon placas recubiertas con
antigeno tal como se describe para la siguiente tanda de cribado. Luego se repitio el cribado de la segunda tanda
siguiendo el mismo protocolo.

Tras el cribado, se sometieron a prueba los fagos combinados mediante la unién a placas recubiertas con antigeno
(preparadas tal como se describe) y se detectaron mediante anticuerpo anti-HA conjugado con HRP (1:2000) para
evaluar si merecia la pena continuar con el andlisis de clones individuales.

Construccioén de bibliotecas de anticuerpos de dominio Unico de fusién con CAT

Se amplificé el gen CAT gene a partir de pCAT (Stratagene) mediante PCR y se insertd en plasmido derivado de
PET usando los sitios de restriccion EcoRI y Sphl para crear el pE-CAT. El cebador de PCR en 5 usado
originariamente para clonar los dominios variables también estaba disefiado para contener dos sitios de clonacién
Sfil secuenciales y diferentes, y un codéon ambar (TAG) justo antes del comienzo del gen CAT. Para clonar estas
bibliotecas de anticuerpos de un solo dominio fusionadas en el gen CAT, se generaron los fragmentos SDVH y
SDVL mediante PCR a partir de cada vector de biblioteca p-SDVH (plasmido que expresa dominios VH) y pSDVL
(plasmido que expresa dominios VL) o a partir de vectores de fagémido seleccionados mediante cribado. Se
purificaron en gel los fragmentos de PCR SDVH y SDVL, se digirieron con la endonucleasa de restriccion Sfil y se
clonaron independientemente en el vector pE-CAT cortado con Sfil de manera apropiada. Los constructos pSDVH-
CAT y pSDVL-CAT estan bajo el control del promotor Lac fuerte que también incluye una cola de afinidad de Hists N-
terminal y el gen de resistencia a ampicilina. Alternativamente, pueden clonarse los segmentos SDVH o SDVL en
vectores facilmente disponibles disefiados para expresar secuencias clonadas como proteinas de fusion con CAT,
por ejemplo, el vector PCFN1 (véase Maxwell, et al., 1999, J Prot Sci 8:1908-1911; figura 5).

Andlisis de la resistencia a cloranfenicol

Se realizaron ensayos de resistencia a cloranfenicol mediante la transformacion de células ER2738 (New England
Biolabs, Inc) con cada biblioteca de fusién con CAT de dominio Unico. Se inocularon las mezclas de transformacion
en 5 ml de SOC y se incubaron a 37°C durante 1 hora. A continuacion, se afiadieron 10 ml de medio SB con 3 pl de
ampicilina 100 mg/ml a cada biblioteca. Se agité un total de 15 ml de cada cultivo durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente, se afiadieron 4,5 pl de ampicilina 100 mg/ml y se agitaron los cultivos durante una hora a 37°C.
Luego, se afiadieron 85 ml de medio SB con 85 ul de ampicilina 100 mg/ml y se hicieron crecer los cultivos durante
la noche a 37°C. Al dia siguiente, se usaron 600 pl de cada cultivo para inocular 20 ml de medio SB que contenia
100 pg/ml de ampicilina. Se indujo la expresion de proteinas de un solo dominio de fusion con CAT mediante la
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adicion de IPTG 0,5 mM cuando la densidad 6ptica de los cultivos alcanzé 0,9 (a 600 nm). Tras 2 horas de
incubacién a 37°C, se sembraron en placa alicuotas de 100 pl de cada biblioteca sobre placas de agar con IPTG
(200 pg/ml) y diversas concentraciones de cloranfenicol. Se incubaron las placas a 37°C durante 16-20 horas. Se
cuantificé el nivel de resistencia como el mayor nivel de cloranfenicol al que aparecieron colonias tras el periodo de
incubacion a 37°C.

Andlisis de estabilidad

Se realiz6 la confirmacion de la estabilidad de clones seleccionados mediante ensayos de cribado y/o resistencia a
cloranfenicol (o combinaciones de ambos) mediante la monitorizacion de la transicion de desplegamiento en
respuesta a calor o a una concentracion creciente de cloruro de guanidio (GdmCI) mediante fluorescencia intrinseca.
Se diluyeron los clones expresados y aislados hasta una concentracion de 6 pM. Se determiné la fluorescencia
intrinseca a una longitud de onda de 280 6 295 nm, registrandose los espectros de emision desde 310 hasta
440 nm. Se corrigieron los espectros de fluorescencia para la fluorescencia de fondo de la disolucién. La figura 6A
representa la curva de transicion de desplegamiento representativa de un dominio V. de la invencién en respuesta a
calor creciente. La figura 6B representa la curva de transicion de desplegamiento representativa de un dominio V. de
la invencién en respuesta a concentraciones crecientes de GdmCI; antes de la medicion de la fluorescencia, se
incubaron muestras de proteina 6 uM durante la noche a 25°C para cada concentracion de GdmCI.

Andlisis de secuencias

Se inocularon clones de vector seleccionados mediante cribado y/o resistencia a cloranfenicol, o combinaciones de
ambos, en cultivo, y se indujeron los cultivos con IPTG (isopropil-B3-D-tiogalactopiranésido) 1 mM y se sometieron a
prueba para determinar la union. Se realizaron en paralelo andlisis de huella genética de ADN (andlisis de diferentes
tamafos de fragmentos tras amplificacion por PCR) y andlisis con Alul (enzima que digiere ADN en varias
secuencias) de fragmentos de anticuerpo que codifican para productos de PCR, para someter a prueba para
determinar la diversidad entre los clones. Luego se sometieron clones seleccionados a andlisis de la secuencia de
ADN y se expresaron sin el producto del gen Il para analisis adicional.

6.1.2 Resultados
Dominio variable de cadena pesada

Las tablas 3-6 presentan secuencias de entramado representativas de dominios variables de cadena pesada de
conejo seleccionadas mediante el ensayo de estabilidad y/o el ensayo de estabilidad con cribado de fagos. El
andlisis de secuencias de clones seleccionados en relacién con combinaciones iniciales indicd que las siguientes
secuencias proporcionan estabilidad y/o afinidad potenciadas: para el dominio FR1 de VH,
QEQLMETESGGGAEGGLVKPGASLTLTCTAS (SEQ ID NO: 57); para el dominio FR2 de VH, WWRQAPGKGLEWIG
(SEQ ID NO: 69); para el dominio FR3 de VH, YATWVNGRFTLSRDIDQSTGCLQLNSLTAADTATYYCAR (SEQ ID
NO: 95); y para el dominio FR4 de VH, WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 139).

Estudios de mutaciones puntuales adicionales indicaron que la presencia de uno o mas de los siguientes residuos
de aminoacido confirié estabilidad y/o afinidad potenciadas al dominio V4: una fenilalanina en la posicion 46 (dentro
del dominio FR2), un acido glutdmico en la posicion 53 (dentro del dominio FR2), una arginina en la posicion 54
(dentro del dominio FR2), una glicina en la posicién 56 (dentro del dominio FR2), una alanina en la posicién 58
(dentro del dominio FR2) y una arginina en la posicion 126 (dentro del dominio FR4). El analisis y los estudios de
mutaciones puntuales dentro de los dominios CDR también indicé que la presencia de una cisteina en la posicion 44
(el residuo de CDR1 final) y/o una cisteina en la posicién 59 (el primer residuo en CDR2) confirié estabilidad y/o
afinidad potenciadas. Se cree que estas cisteinas actian estabilizando la estructura tridimensional del dominio. Las
posiciones de aminoacido son segun las posiciones dentro de las alineaciones de secuencias presentadas en la
figura 3.

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos de dominios FR1 de Vy seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 1-31
23 QQQLV--ESGGR--—-LVKPDETLTITCTVS
24 -QSVE--ESGGG---LVTPGTPLTLTCTVS
25 -QSLE--ESGGG---LVQPGGSLKVSCKAS
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SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 1-31
26 -QSLE--ESGGR----LVTPGTPLTLTCTVS
27 QQQLM--KSGGG----LVQPGGSLTLSCKAS
28 -QSLE--ESGGR----LVTPGGSLTPTCTVS
29 -QSVE--ESGGR----LVKPDETLTLTCTVS
30 -QSVE--ESRGR----LVTPGTPLTLTCTVS
31 QEQLV--ESGGG----LVQPGGSLKLSCKAS
32 QQQLV--ESGGG----LVQPGGSLKLSCKAS
33 -QSMK--ESEGR----LVTPGGSLTLTCTVS
34 -QSVE--ESRGR----LVTPGGSLTLTCTVS
35 -QSVE--ESGGG----LVQPGGSLKVSCKAP
36 -QSLE--ESGGR----LVTPGGSLTLTCTVS
37 -QSVE--ESGGR----LVTPGGSLTLTCTVS
38 QEQLM--ESGGG----LVQPGGSLTLSCKAS
39 -QSLE--ESGGR---LVTPGTPLTLTCTAS
40 QQQLV--ESGGG----LVQPGGSLTLSCKAS
41 -QSVE--ESGGR----LVTPGTPLTLTCTVS
42 -QSVE--ESRGG---LVQPGGSLKVSCKAS
43 -QSVE--ESRGG----LFKPTDTLTLTCTVS
44 -QSVE--ESGGR---LISPGGSLTLTCTVS
45 -QSLE--ESGGR----LVKPDETLTLTCTVS
46 -QSVE--ESRGR----LVTPGTPLTLTCTAS
47 -QSVE--ESRGR----LVKPDETLTLTCTVS
48 -QSVE--ESRGD----LVKPEGSLTLTCTAS
49 -QSLE--ESGGR----LVTPGTPLTLTCTIS
50 -QSLE--ESGGR----LVTLGTPLTLTCTVS
51 -QSLE--ESWGR----LVKPDETLTITCTVS
52 -QSVE--ESGGG----LVQPGGSLKLSCKAS
53 QEQLV--ESGGG----LVKPEGSLTLTCKAS
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SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 1-31
54 -QSVE--ESGGN----LVTPGTPLTLTCTVS
55 QQQLM--ESGGG----LVQPGGSLKLSCKAS
56 QEQLMETESGGGAEGGLVKPGGSLELCCKAS
57 QEQLMETESGGGAEGGLVKPGASLTLTCTAS
58 --QSLE-ESGGR---LVTPGTPLTLTCTVS
59 --QSVE-ESRGD----LVKPGASLTLTCTAS
60 --QSVE-ESGGR----LITPGGSLTLTCTVS
61 --QSLE-ESGGD---LVKPGASLTLTCTAS
62 --QSVE-ESRGR----LVTPGTPLTLTCTVS
63 QEQLMETESGGG---LVKPGASLTLTCTAS
64 --QSLE-ESGGD----LVQPGASLTLTCTAS
65 -QQQLV-ESGGD----LVKPEGSLTLTCTAS
66 --QSLE-ESGGD---LVKPEGSLTLTCTAS

Tabla 4. Secuencias de aminoacidos de dominios FR2 de Vy seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 45-58
67 WVRQAPGEGLEWIG
68 WVRQAPGKGLQYIG
69 WVRQAPGKGLEWIG
70 WVRQAPGKGLDWIG
71 WVRQAPGEGLDWIG
72 WVRQAPGKGLEYIG
73 WGRQAPREGLEWIG
74 WVRQAPGKRLEWIG
75 WVRQAPGKGLEWVA
76 WVRQAPEKGLEWIG
77 WVRQAPGKGLEWIA
78 WFRQAPGKGLEWIA
79 WFRQAPGKGLEWIG
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SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 45-58
80 WFRQAPGKELEWIG
81 WFRQAPGKGREWIG
82 WFRQAPGKGLEGIG
83 WVRQAPGKELEWIG
84 WVRQAPGKEREWIG
85 WVRQAPGKELEGIG
86 WVRQAPGKGREWIG
87 WVRQAPGKGREGIG
88 WVRQAPGKGLEGIG
89 WFRQAPGKEREWIG
90 WFRQAPGKELEGIG
91 WFRQAPGKGREGIG
92 WVRQAPGKEREGIG
93 WFRQAPGKEREGIG

Tabla 5. Secuencias de aminoacidos de dominios FR3 de Vy seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 70-110

94 YASWAKGRFTIS-KTSSTTVDLKITSP-—
TTEDTATYFCAR

95 YATWVNGRFTLSRDIDQSTGCLQLNSL--
TAADTATYYCAR

9% YATWAKGRFTIS-KTS~
TTVNLOQMETTSLTTEDTATFFCAR

97 YASWAKGRFTIS-KTS-TTVDLKITSP--
TTEDTATYFCAS

98 YASWAEGRFSIS-
KASSTTVILOMETTSLTAADTATYFCAR

99 YATWAKGRFTIS-
KTSSTIVTILOMETTSLTAADTATYFCAR
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SEQ ID NO

POSICION DE ALINEACION 70-110

100

YANWAKGRETIS-KTS-TTVDLKITSP--
TTEDTATYFCVR

101

YASWPQGREFTIS—
VISSTTVTLOMETTSLTAADTATYFCAK

102

YASWAKGRETIS-QTS-TTVDLKITSP~--
TTEDTATYFCAR

103

YANWAKGRETIA-
KTSSTTVILOMETTSLTAADTATYFCAR

104

YASWAKGRETIS-KTS-TTIVDLKITSP-~
TTEDTATYFCAR

105

YATWAKGRFTIS-
KPSSTTVILOMETTSLTAADTATYFCAR

106

YPSWVDGRFTIS-KTS-TTVDLKITSP~~

TTEDTATYFCAR

107

YADWVTGREFTISSHNAQONTLYLQLNSL—--
TAADTATYFCAR

108

YANWAKGRFTIS-KTP~-TTVDLKINSP--
TTEDTATYFCAR

109

YANWAKGRCTIS—-KTS-TTVDLKITSP~~
TTEDTATYFCAP

110

YATWVNGRLTISSHNAQONTLYLQLNSL--
TAADTATYFCAR

111

YADWAKGRFTIS-KTS-TTVDLKITSP--
TTEDTATYFCAR

112

YADWARGREFTIS-KTS-TTMDLKITSP--
TTEDTATYEFCGR

113

YASWVNGRETISSRNAQNTLYLQLNSL~~
TAADTATYFCAR

114

YASWVNGRETISSDNAQNTVDLQLNSL-~-
TAADTATYFCAR

115

YANWAKGRFTSS-KTS5-TTVDLKITSP--
TTEDTATYFCAR

42




ES 2 540 807 T3

SEQ ID NO

POSICION DE ALINEACION 70-110

116

YANWAKGRFTIS-KTS-TTVDLEIASP--
TTEDTATYFCVR

117

YASWAEGREFTIS-KASSTTVDLKMTSL -~
TTEDTATYFCAR

118

YANWAKGRFTIS—RTS-TTVDLKMTISL~-
TTEDTATYFCAR

119

YASWAKGRFTIS-KTSSTTVDLEMTSL~-
TTEDTATYFCAR

120

YANWAKGRETIS-KASSTTVELKMTIGL--
TTEDTATYEFCAR

121

YASWVNGRETISSHNAONTLYLQLNSL——
TAADTATYFCAR

122

YANWARGRFTIS-RTS-TTIVDLEITSP-~-
TTEDTATYFCGR

123

YASWVNGRFTISRTS—--TTVDLKMTSL--
TTEDTATYFCIR

124

YARWAKDRVTISKTS--TTVDLKITSP--
TTEDTATYFCAR

125

YANWAKGRFTISKTS—--TTVDLEIISP--
TKEDTATYFCAT '

126

YANWAKGREFTISKAS--TTVDLKITSP-~-
TTEDTATYFCVR

127

YANWARGRFTISKTS--TTVDLKMTSP~-
TTEDTAIYFCAR

128

YATWAKGRFTISKTS--TTVDLKVTSP—-
TTEDTATYFCAS

129

YPSWAEGRETISKTS~-TTVDLKIASP--
ATEDTATYFCAR

130

YASWAKGRFTISRTS--TTADLRITSP--
TIEDTATYFCAR

131

YANWAKGRETISKTS—--TTVDLRKMTSL--
TAADTATYFCAR

132

YATWAKGRFTISKTSS-TTVDLKMTSL -~
TTEDTATYFCIR
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SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 70-110

133 YANWAKGRFTIS-RTS-TTVDLKMTSP-~-
TTEDTATYEFCIR

134 YASWAEGREFTIS-RTS-TTVDLKMTSP--
TTEDTATYFCAR

135 YASWAKGPFTIS-KTS~TTVDLKMTSP~~
TTEDMATYFCAR

136 YASWAKGRFTIS-KTS~-TTVDLKITSP--
ITEDTATYFCIR

137 YASWVNGRFTISSDNAQONTVDLOMNSL-—
TAADTATYFCAR

138 YANWVNGRFTISLDNAQNTVFLOMTSL--
TAADTATYFCAR

Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de dominios FR4 de Vy seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 126-136
139 WGQGTLVTVSS
140 WGPGTLVTVSS
141 WGQGILVTVSS
142 WGQGALVTVSS
143 WGPGTLVTISS
144 WGQGTLVTASS
145 WGPGTLVAVSS
146 WGQGTRVTVSS
147 WGPGTLVTGSS
148 WGQGSLVTISS
149 RGQGSLVTISS

Dominio variable de cadena ligera

Las tablas 7-10 presentan secuencias representativas de dominios de entramado variables de cadena ligera de
conejo seleccionados mediante el ensayo de estabilidad y cribado de fagos. El andlisis de secuencia de clones
seleccionados en relacién con combinaciones iniciales indicé que las siguientes secuencias proporcionan estabilidad
y/o afinidad potenciadas, para el dominio FR1 de VL, ELVLTQTPPSLSASVGETVRIRC (SEQ ID NO: 150) o
ELVLTQTPSSVSAAVGGTVTINC (SEQ ID NO: 155); para el dominio FR2 de VL, WYQQKPEKPPTLLIS (SEQ ID
NO: 174) o WYQQKPGQRPKLLIY(SEQ ID NO: 181); para el dominio FR3 de VL,
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GVPPRFSGSGSGTDYTLTIGGVQAEDVATYYC (SEQ ID NO: 183) 0
GVSSRFKGSGSGTQFTLTISGVQCADAATYYC (SEQ ID NO: 205); y para el dominio FR4 de VL, FGAGTNVEIK
(SEQ ID NO: 206) 0 FAFGGGTELEIL (SEQ ID NO: 210).

Estudios de mutaciones puntuales adicionales indicaron que la presencia de una fenilalanina en la posicién 39
(dentro del dominio FR2) y/o la presencia de una lisina en la posicion 42 (dentro del dominio FR2) y/o la presencia
de una cisteina en la posicion 91 (el residuo de FR3 final) confirié estabilidad y/o afinidad potenciadas al dominio V,.
Las posiciones de aminoacido son segun las posiciones dentro de las alineaciones de secuencias presentadas en la
figura 4.

Tabla 7. Secuencias de aminoacidos de dominios FR1 de V. seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 1-23
150 ELVLTQTPPSLSASVGETVRIRC
151 ELDMTQTPASVSEPVGGTVTIKC
152 ELVLTQTPSPVSAAVGGTVTIKC
153 ELDLTQTPASVSEPVGGTVTIKC
154 ELVLTQTPSSASEPVGGTATIKC
155 ELVLTQTPSSVSAAVGGTVTINC
156 ELDMTQTPASVSAAVGGTVTINC
157 ELDLTQTPASVEVAVGGTVTINC
158 ELDMTQTPSSVSAAVGGTVTINC
159 ELVMTQTPASVSAAVGGTVTINC
160 ELVMTQTPASVEAAVGDSVTINC
161 ELVLTQTPASVSEPVGGTVTIKC
162 ELVLTQTPSPVSAAVGGTVTISC
136 ELVMTQTESPVSAPVGGTVTIKC
134 ELVLTQTPSSKSVPVGETVTINC
165 ELDMTQTPSSKSVPVRGTVSISC
166 ELVLTQSPSSKSVPVGDTVTINC
167 ELDLTQTPPSLSASVGETVRIRC
168 ELDLTQTPASVEAAVGGTVTIKC
169 ELVMTQTPSPVSAAVGGTVTISC
170 ELVLTQTPSSKSVPVGDTVIINC
171 ELVLTQSPS-VSGAVGGTVIINC

45



ES 2 540 807 T3

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 1-23
172 ELVLTQTPSSVEAAVGGTVTIKC
173 ELVLTQTPASVEAAVGGTVTIKC

Tabla 8. Secuencias de aminoacidos de dominios FR2 de V. seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 38-52

174 WYQQKPEKPPTLLIS

175 WYQQKPGQPPKLLIY
176 WYQQKPGQPPKRLIY
177 WYQLKPGQPPKLLIY

178 WYQQKPGQPPKPLIY
179 WFQQKPGQPPKLLIY
180 WYQQKPGKPPTLLIS

181 WYQQKPGQRPKLLIY
182 WYQQKAGKPPTLLIY

Tabla 9. Secuencias de aminoacidos de dominios FR3 de V. seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 60-91

183 GVPPRFSGSGSGTDYTLTIGGVQAEDVATYYC
184 GVSSRFKGSGSGTEFTLTISGVQCDDAATYYC
185 GVSSRFKGSRSGTEYTLTISDLECADAATYYC

186 GVSSRFKGSGSGTEFTLTISDVQCDDAATYYC
187 GVPSRFKGSGSGTEFTLTISDLECADAATYYC

188 GVPSRFRGSGSGTEFTLTISGMKAEDAATYYC
189 GVSSRFKGSGSGTQFTLTISDLECDDAATYYC
190 GVPSRFKGSGSGTEYTLTISGVECDDAATYYC
191 GVPPRFSGSGAGTQFTLTISDLECDDAATYYC
192 GVPSRFKGSGSGAQFTLTISDLECDDAATYYC
193 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISDLECDDAATYYC
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SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 60-91
194 GVPSRFKGSGSGTEFTLTISGVQCDDAATYFC
195 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISDVVCDDAATYYC
196 GVPSRFKGSGSGTDFTLTISSVECDDAATYYC
197 GVPSRFSGSGSGTQFTLTISDLECDDAATYYC
198 GVPPRFSGSGSGADYTLTIGGVQAEDAATYYC
199 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISDVQCDDAATYYC
200 GVSSRFKGSGSGTQFTLTINDLECDDAATYYC
201 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISDVVCDDAATYGC
202 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISGVQCDDAATYYC
203 GVPSRFSGSGSGTEFTLTINDLDCDDAATYYC
204 GVPSRFKGSGSGTQFTLTISDLECADAATYYC
205 GVSSRFKGSGSGTQFTLTISGVQCADAATYYC

Tabla 10. Secuencias de aminoacidos dominios de FR4 de V| seleccionados mediante métodos de la invencién

SEQ ID NO POSICION DE ALINEACION 60-91
206 F--GAGTNVEIK-
207 F--GGGTEVVVK-
208 F--GGGTELEIL-
209 F--GGGTQLTVTG
210 FAFGGGTELEIL-

Lista de secuencias

<110> TechnoPhage, Investigacao e Desenvolvimento em Biotecnologica SA

<120> Dominios variables de anticuerpos de conejo modificados por ingenieria genética y usos de los mismos
<130> 14116-105002

<150> Documento US 60/916.226

<151> 04-05-2007

<160> 210

<170> PatentIn versién 3.5
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<210>1

<211>120

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 1

Gln
1
Thr
Ala
Gly
Gly
65
Thr

Leu

Gly

Gln

Leu

Met

Thr

50

Arg

Ser

Tyr

Thr

<210> 2

<211>120

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 2

Gln

Thr

Asn

35

Ile

Phe

Pro

Ala

Leu

Leu
Ile
20

Trp
Ser
Thrx
Thr
Gly
100

val

115

Val

Thr

Val

Thr

Ile

Thr

85

Ser

Thr

Glu
Cys
Arg
Gly
Ser
70

Glu

Thr

Val

Ser

Thr

Gln

Gly

Lys

Asp

Thr

Ser
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Gly

Val

Ala

40

Ser

Thr

Thr

Gly

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Ser

Ala

Ser
105

Arg

10

Gly

Gly

Tyr

Thr

Thr

90

Pro

48

Leu

Ile

Glu

Tyr

Thr

75

Tyr

Phe

val

Asp

Gly

Ala

60

Val

Phe

Asn

Lys
Leu
Leu
45

Ser
Asp
Cys

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Ala

Trp
110

Asp

15

Ser

Trp

Ala

Lys

Arg

95

Gly

Glu

Asn

Ile

Lys

Ile

80

Ala

Gln



Gln
Leu
Met
Ile
Lys
65

Lys

Arg

Gly

Ser

Thr

Glu

Gly

50

Gly

Ile

Arg

Thr

<210>3

<211>126

<212> PRT

val
Leu
Thr
35

Ile
Arg
Thr

Gly

Leu
115

Glu
Thr
20

Ile
Ile
Phe
Ser
Tyr
100

val

<213> Oryctolagus

<400> 3

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
Pro
85

Asn

Thr

Ser

Thr

val

Thr

Ile

70

Thr

Ser

val

Arg

Ala

Arg

Gly

35

Ser

Thr

Gly

Ser
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Gly

Ser

Gln

40

Asp

Lys

Glu

Trp

Ser
120

Arg

Gly

25

Ala

Ser

Thr

Asp

Gly
105

Leu

10

Phe

Pro

Ala

Ser

Thr

90

Ala

49

val

Ser

Gly

Ser

Ser

75

Ala

Glu

Thr

Leu

Lys

Tyr

60

Thr

Thr

Asn

Pro

Asn

Gly

45

Ala

Thr

Tyr

Leu

Gly
Ser
30

Leu
Ser
val
Phe

Trp
110

Thr
15

Gly

Glu

T rp'

Asp

Cys
95

Gly

Pro

Tyr

Tyr

Ala

Leu

80

Ala

Gln
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Gln Glu Gln Leu Met Glu Thr Glu Ser Gly Gly Gly Ala Glu Gly Gly

Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Leu Glu Leu Cys Cys Lys Ala Ser Gly
20 ' 25 30

Phe Ser Leu Ser Ile Asn Tyr Trp Ile Cys Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 ' 40 45

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Cys Val Tyr Thr Asp Asp Gly Ser
50 55 60 .

Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Val Asn Gly Arg Phe Thr Leu Ser Arg Asp

65 .70 75 80

Ile Asp Gln Ser Thr Gly Cys Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala
85 90 95

Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Lys Glu Tyr Val Tyr Ser Thr
100 105 110

Tyr Asn Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 4

<211> 124

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 4

50



Gln Glu Gln

Ser Leu Thr

Gly Ile Ser
35

Leu

Leu
20

Trp

Ala Tyr Ile Tyx

50

Asn Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

.Leu Irp Gly
115

<210>5
<211>123

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 5

Thr

Gly
100

Pro

Val

Thr

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Leu‘

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Tyr

55

Ser

Thr

Asp

Leu
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Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Thr

Leu Asp

Ala Ala

Asp Tyr

105

val. Thr
120

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Asn

val

Leu

Ile

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Asp

Ser

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Gln

Ala

Trp

Sef

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asn

Thr

Tyx

Tyr
110

Glu

15

Asn

Txp

Trp

Val

Phe

95

Phe

Gly

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

Asn

Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Glu Gly Ser

1

S

‘10

51

15



Leu
Tyr
Trp
Ser
65

val

Thr

Thr

Met

Ile

50

Trp

Thr

Tyrx

Trp Gly

<210>6

<211>107

<212> PRT

Leu

Glu

35

Gly

Ala

Leu

Phe

Pro
115

Thr
20

Thr
Cys
Glu
Gln
Cys

100

Gly

<213> Oryctolagus

<400> 6

Cys

Cys

Ile

Gly

Met

85

Ala

Thr

Thr

Trp

Tyr

Arg

70

Glu

Arg

Leu

Ala

Val

Ala

55

Phe

Thr

Pro

Val
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Ser

Arg

40

Gly

Ser

Thr

Val

Thr
120

Gly
25

Gln

Ser

Ile

Ser

Gly

105

vVal

Phe

Ala

Ser

Ser

Leu

90

Tyr

Ser

52

Thr

Pro

Gly

Lys

75

Thr

Gly

Ser

Ile

Gly

Ile

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Lys

45

Gly

Ser

Ala

Phe

Asn
30

Gly
Tyr
Ser

Asp

Trp
110

Ser

Leu

Tyr

Thr

Thr

95

Asp

Tyr

Glu

Ala

Thr

80

Ala

Leu



Glu

Glu

Ile

. S.e r

Ser
65

Glu

Asp

Leu

Thr

.Ser

'Gly

Gly

Asp

Phe

<210>7

<211>114

<212> PRT

vVal

Val

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

<213> Oryctolagus

<400> 7

Leu

Arg
20

Tyr

Sér

Gly

Ala

Ala
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln
Arg
Gln
;éu
Asp
70

Tyr

Thr

Thr

Cys

Lys

Glu

55

Tyr

Tyr

‘Asn

ES 2 540 807 T3

Pxo
Leu
Pro
40

Ala
Thr
Cys

val

Pro

Ala
25

Glu

Gly

Leu

Leu

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gly
90

Ile

53

Leu
Glu
Pro
Pré)
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Asp
Pro
Pro
60

Gly

Tyr

Ala
Ile
Thr
45

Arg

Ser

Ser

Tyrx

30

Leu

Phe

val

Gly

vVal
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Gly -

Gly

Ile

Gly

Ala

80

Ala



Glu Leu Val Leu

Asp Thr Val Thr
20

Asn Arg Leu Ser
35

Leu Ile Tyr Arg
50 :

lys Gly Ser Gly
65 .

Glu Cys Asp Asp

Ser Ser Ala Asp
100

Thr Gly

<210>8

<211> 109

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 8

Glu Leu Val Leu
1

"Gly Thr val Thr
20

Asn Gln Leu Ser
35

Leu Ile Tyr Glu

Thr Gln

Ile Asn

Trp Tyr

Ala Ser

Ser

Cys

Gln

Asn

- 55

Ser Gly
70

Ala Ala
85

Cys Ser

Thr Gln Thr

5

Ile Ser Cys

Trp Phe Gln

Ala Ser Lys

Thr

Thr

Ala

ES 2 540 807 T3

Pro

Gln

Gln

40

Leu

Gln

Tyr

Phe

Pro

Gln

Gln

40

Leu

Ser

Ala

25

Lys

Ala

Phe

Tyx

Gly
105

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ser

10

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

90

Gly

Pro

10

Ser

Pro

Ser

54

Lys

Glu

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Gly

Val

Glu

Gly

Gly

Ser

Ser

Gln

val

60

Thr

Gly

Thr

Ser

Ser

Gln

Val

val

Val

Pro

45

Pro

Ile

Gly

Gln

Ala

Val

Pro

45

Pro

Pro

Ala

30

Pro

Ser

Ser

Tyx

Leu
110

Ala

"Tyr

30

Pro

Ser

val
15

Gly
Lys
Arg
Asp

Asp

Thr

val
15
Asn

Lys

Arg

Gly

Gly

Leu

"Phe

Leu
80

Cys

Val

Gly

Asn

Leu

Phe
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50 55 60

Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asp Leu
65 70 75 80

Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gly Ala Tyr Ser His
85 : 920 95

Val His Ala Phe Gly Gly ‘Gly Thr Glu Leu Glu Ile Leu
100 105
<210>9
<211> 109
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400>9
Glu Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro .Ser Val Ser Gly Ala Val Gly Gly

1 5 10 15

Thr Val Ile Ile Asn Cys Gln Thr Ser Glu Ser Ile Ser Asn Trp Leu
20 25 30

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

Asp Ala Ser'Lys Leu Ala .Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe lys Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Cys Asp
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln .Gly Gly Tyr Ser Gly Ala Thr Asn
. 85 90 95

Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Thr Val Thr Gly
100 105

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

55
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<400> 10

gggcccaggc ggcccagtcg gtggaggagt cctgg 35
<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 11

gggcccaggc ggcccagtcg gtgaaggagt ccgag 35
<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 12

gggcccaggc ggcccagteg ytggaggagt ccggg 35
<210> 13

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 13

gggcccaggc ggcccagsag cagetgrtgg agtcegg 37
<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

56
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<223> cebador sintético

<400> 14

gggcccagge ggeccgagcte gtgmtgacce agactcca 38
<210> 15

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 15

gggcccaggc ggccgagcete gatmtgacce agactcca 38
<210> 16

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 16

gggcccaggc ggccgagcte gtgatgacce agactgaa 38
<210> 17

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 17

gggcccaggc ggeccgagcte gtgetgactc agtcgecctc 40
<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

57
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<220>

<223> cebador sintético

<400> 18

cctggecggce ctggecacta gtgactgayg gagcecttagg ttgeec
<210> 19

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 19

cctggecggc ctggectitg atttccacat tggtgee 37
<210> 20

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 20

cctggecggce ctggectagg atctccagcet cggtcee 37
<210> 21

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 21

cctggecggc ctggectitg acsaccacct cggtecee 37
<210> 22

<211>40

<212> ADN

46
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador sintético
<400> 22
cctggecggce ctggeegect gtgacggtea getgggtcee 40
<210> 23
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 23
Gln Gln Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu
1 5 10 15
Thr Leu Thr Ile Thr Cys Thr Val Ser
20 . 25
<210> 24
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 24
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 25
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 25
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
1 5 10 ' 15
Leu Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20

59
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<210> 26
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 26
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 27
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 27
Gln Gln Gln Lew Met Lys Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15 ‘
Ser Leu Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
<210> 28
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 28
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Gly Ser
1 _ 5 : 10 15
Leu Thr Pro Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 29
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 29
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Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu Thr

1 5 10 ~ 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 30
<211> 24
<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 30
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 31
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 31
Gln Glu Gln Leu Yal Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser CQs Ly; Ala Ser
20 25
<210> 32
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 32
Gln Gln Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Sef Leu Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
<210> 33

<211> 24
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 33

Gln Ser Met Lys Glu Ser Glu Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Gly Ser

1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 34
<211> 24
<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 34
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser |
20
<210> 35
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 35

Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15

Leu Lys Val Ser Cys Lys Ala Pro
20

<210> 36

<211> 24

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 36
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Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20

<210> 37

<211> 24

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 37

Gln Ser Val Giu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Gly Ser

1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 38
<211> 25
<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 38
Gln Glu Gln Leu Met Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Thr Leu Ser Cys Lys Ala Sex
20 25
<210> 39
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 39
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 » 5 +10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Iﬁr Ala Ser
20

<210> 40

<211>25
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 40
Gln Gln Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Lleu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20 25
<210> 41
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 41

Gln Sér Val Glu Glu Ser Gly Giy Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20

<210> 42
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 42
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15
Leu Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

20
<210> 43
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 43
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Gln Ser Val $6lu Glu Ser Arg Gly Gly Leu Phe Lys Pro Thr Asp Thr
1 5 10 15

Leu ThY Léu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 44
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 44
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Ile Ser Pro Gly Gly Ser
1 5 . 10 ;5
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 45
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 45
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu Thr
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 46
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 46
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 .10 15
Leu Thr'Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20
<210> 47

<211> 24
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 47
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu Thr
1 5 10 15
Leu Thr iaeu Thr (;ys Thr Val Ser
20
<210> 48
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 48
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Asp Leu Val Lys Pro Glu Gly Ser
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20 ' .
<210> 49
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 49
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 ~ 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ile Ser
20
<210>50
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 50
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Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Leu Gly Thr Pro
1 5 - 10 15

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20 :
<210> 51
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 51
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Trp Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu Thr
1 5 10 15
Le.u Thr Ile Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 52
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 52
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
1 5 10 : 15
Leu Lys.Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20
<210> 53
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 53

Gln Glu Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Glu Gly
1 5 10 15

Ser Leu Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser
20 25
<210> 54

<211> 24
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 54
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Asn Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 55
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 55
Gln Gln Gln Leu Met Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 b] 10 13

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

<210> 56

<211>31

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 56

Gln Glu Gln Leu Met Glu Thr Glu Ser Gly Gly Gly Ala Glu Gly Gly

1 5 10 15

Leu Val Lys Pro Gly Gly Ser Leu Glu Leu Cys Cys Lys Ala Ser
20 25 30

<210> 57

<211>31

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 57
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Gln Glu Gln Leu Met Glu Thr Glu Ser Gly Gly Gly Ala Glu Gly Gly
1 5 10 15

Leu Val Lys Pfo Gly Alaisér Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20 25 30
<210> 58
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 58
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 ) 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr val Ser
20
<210> 59
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 59
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Asp Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20
<210> 60
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 60
Gln Ser Val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Ile Thr Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr!Cys Thr Val Ser
20
<210> 61

<211> 24
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 61
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Llys Pro Gly Ala Ser
1 ) 10 15
Leu Thr Leu Tﬁr Cys. Thr Ala Ser
20
<210> 62
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 62
Gln Ser Val Glu Glu Ser Arg Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser
20
<210> 63
<211> 27
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 63
Gln Glu Gln Leu Met Glu Thr Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro
1 5 10 15
Gly Ala Ser Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20 25
<210> 64
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 64

70



10

15

20

ES 2 540 807 T3

Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Gln Pro Gly Ala Ser
1 5 ‘ 10 15

4

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20

<210> 65
<211> 25
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 65
Gln Gln Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Glu Gly
1 5 10 15
Ser Leu Thr Leu Thr Cys Thr Aia Ser
20 25
<210> 66
<211> 24
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 66
Gln Ser Leu Glu Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Lys Pro Glu Gly Ser
1 5 10 15
Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser
20
<210> 67
<211> 14
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 67

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 : 5 10

<210> 68
<211>14
<212> PRT

<213> Oryctolagus
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<400> 68

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Gin Tyr Ile Gly
1 5 10

<210> 69

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 69

Irp Val Arg Gln Rla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 70

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 70

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Ile Gly
1 5 © 10

<210>71

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 71

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Asp Trp Ile Gly
1 . 5 10

<210> 72
<211>14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 72

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile Gly
1 . 5 10

<210> 73

<211> 14

72



10

15

20

25

ES 2 540 807 T3

<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 73

Trp Gly Arg Gln Ala Pro Arg Glu Gly Lew Glu Trp Ile Gly
1 ' 5 ' 10

<210> 74

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 74

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Arg Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 .10

<210> 75

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 75

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala
1 5 10

<210> 76

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 76

Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 77

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 77

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ala
1 5 10
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<210> 78

<211> 14

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 78

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ala
1 .5 10

<210>79

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 79

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly L&l Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 80

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 80

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 81

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus

<400> 81
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Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Trp Ile Gly
1 . "5 10

<210> 82

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oryctolagus

<400> 82

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Gly Ile Gly
1 5 10

<210> 83
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oryctolagus
<400> 83
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Leu Glu Trp Ile Gly
1 5 ‘ 10
<210> 84
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oryctolagus
<400> 84

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 85
<211> 14
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 85

Irp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Leu Glu Gly Ile Gly
1 5 S - 10

<210> 86

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 86

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Trp Ile Gly
1 5 10

<210> 87

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 87

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Gly Ile Gly
1 5 : 10

<210> 88

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 88

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Gly Ile Gly
1 5 10
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<210> 89

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus

<400> 89

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Trp Ile Gly

1 5
<210> 90

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus

<400> 90

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Leu Glu Gly Ile Gly

1 5
<210>91

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus

<400> 91

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Arg Glu Gly Ile Gly

1 S
<210> 92

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 540 807 T3

10
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<223> Oryctolagus
<400> 92

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Ile Gly
1 5 10

<210> 93

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oryctolagus
<400> 93

Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Ile Gly
1 5 10

<210>94

<211> 38

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 94

Tyr Ala Ser. Trp Ala Lys$ Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser
1 5 10 15

Thr Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala

20 | 25 30

Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 95

<211> 39

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 95
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Tyr Ala Thr Trp
1

Gln Ser Thr Gly
20

Ala Thr Tyr Tyr
35

<210> 96

<211> 39

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 96

Tyr Ala Thr Trp

1

Thr Val Asn Leu
20

Ala Thr Phe Phe
35

<210> 97

<211> 40

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 97

Tyr Ala Thr Trp

1

Thr Thr Val Thr
' 20

Thr Ala Thr Tyr

<210> 98
<211> 37
<212> PRT

<213> Oryctolagus

ES 2 540 807 T3

Val Asn Gly Arg Phe Thr Leu Ser Arg Asp Ile Asp
5 10 15

Cys Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
25 30

Cys Ala Arg

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 : 15

Gln Met Glu Thr Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr
25 ' 30

Cys Ala Arg

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser
5 : 10 15

Leu Gln Met Glu Thr Thr Sexr Leu Thr Ala Ala Asp
25 30

Phe Cys Ala Arg

35 40
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<400> 98
Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
1 5 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
' 20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Ser
35
<210> 99
<211>40
5 <212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 99
Tyr Ala Ser Trp Ala Glu Gly Arg Phe Ser Ile Ser Lys Ala Ser Ser

1 5 10 : 15

Thr Thr Val Thr Leu Gln Met Glu Thr Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp
20 25 30

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35 40
<210> 100
10 <211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 100
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 10 - 15

Thr Val Asp Leu. Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 : 25 30

Tyr Phe Cys Val Arg
35

15 <210> 101
<211>40

<212> PRT
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<213> Oryctolagus

<400> 101

Tyr Ala Ser Trp Pro Gln Gly Arg Phe Thr Ile Ser Val Thr Ser Ser
1 ' 5 10 _ 15

Thr Thr Val Thr Leu Gln Met Glu Thr Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp
20 25 30

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Lys
35 40

<210> 102
5 <211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 102
Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Gln Thr Ser Thr

1 o 5 .10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Th¥ Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 30 '

Tyr Phe Cys Ala Arg
35
10 <210> 103
<211> 40
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 103
Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Pro Ser Ser

1 5 10 : 15

Thr Thr Val Thr Leu Gln Met Glu Thr Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp
20 ' . 25 30

Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
15 35 _ 40

<210> 104

<211> 40
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<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 104

Tyr Ala Asn Trp

1

Thr Thr Val Thr
20

Thr Ala Thr Tyr

<210> 105

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 105

Tyr Ala Sex Trp

1

Thr Val Asp Leu

20
Tyr Phe Cys Ala
35
<210> 106
<211> 37
<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 106

Tyr Pro Ser Trp
1

Thr Val Asp Leu
20

Tyr Phe Cys Ala
35

<210> 107

ES 2 540 807 T3

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ala Lys Thr Ser Ser
5 10 15

Leu Gln Met Glu Thr Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp
25 30

Phe Cys Ala Arg
40

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 15

Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 . 30

Arg

Val Asp Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 15

Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
' 25 30

Arg
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<211> 39
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 107

Tyr Ala Asp Trp Val Thr Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser His Asn Ala
1 5 10 15

Gln Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
20 25 30
Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 108

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 108
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Cys Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
1 5 ’ 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Pro
35

<210> 109

<211> 39

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 109

Tyr Ala Thr Trp Val Asn Gly Arg Leu Thr Ile Ser Ser His Asn Ala
1 5 10 15

Gln Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
: 20 25 30

Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 110
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<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 110

Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys: Thr Pro Thr

1 5 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Asn Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 = 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 111

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 111

Tyr Ala Asp Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 ' 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
’ 20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35
<210>112
<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 112
Tyr Ala Asp Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 10 15

Thr Met Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Aspv Thr Ala Thr
: 20 25 . 30

Tyr Phe Cys Gly Arg
35
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<210> 113

<211>39

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 113

Tyr Ala Ser Trp Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Arg Asn Ala

1 5 10 15

Gln Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
20 25 30

Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Axg
35
<210> 114
<211> 39
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 114
Tyr Ala Ser Trp Val Asn Gly.Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp Asn Ala

1 S 10 "15

Gln Asn Thr Val Asp Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
20 25 30

Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 115

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 115
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Tyr Ala Asn Trp
1

Thr Val Asp Leu
20

Tyr Phe Cys Ala
35

<210> 116

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 116

Tyr Ala Asn Trp

1 f

Thr Val Asp Leu.

20
Tyr Phe Cys Val
35
<210> 117
<211> 38
<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 117

Tyr Ala Ser Trp
1

‘Thr Thr Val Asp
20

Thr Tyr Phe Cys
35

<210> 118

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

ES 2 540 807 T3

BRla Lys Gly Arg Phe Thr Ser Ser Lys Thr Ser Thr
5 ' 10 15

Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu AsSp Th¥ Ala Thr
25 30

Arg

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 15

Glu Ile Ala Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 30

Arg

Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Ala Ser Ser
5 10 15

Leu Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala
25 30

Ala Arg
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<400> 118
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile.Ser Arg Thr Ser Thr
1 5 10 15

‘Thr Val Asp Leu Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
. 35
<210> 119
<211> 38
5 <212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 119
Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser

1 5 10 , 15

Thr Thr Val Asp Leu Glu Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala
. 20 ' 25 30

Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
35
<210> 120
10 <211> 38
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 120
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Ala Ser Ser

1 5 10 15

Thr Thr Val Glu Leu Lys Met Thr Gly Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala
20 25 30

Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
- 35

15 <210> 121
<211> 39

<212> PRT
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<213> Oryctolagus

<400> 121

1

Gln Asn Thr Leu

Ala Thr Tyr Phe

<210> 122

<211> 37

<212> PRT

35

Tyr Ala Ser Trp

20

<213> Oryctolagus

<400> 122

Tyr Ala Asn Trp

1

Thr Val Asp Leu

Tyr Phe Cys Gly

<210>123

<211> 37

<212> PRT

35

20

<213> Oryctolagus

<400> 123

Tyr Ala Ser Trp

1

Thr Val Asp Leu

Tyr Phe Cys Ile

<210> 124

<211> 37

35

20

ES 2 540 807 T3

Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser His Asn Ala
5 10 15

Tyr Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr
25 30

Cys Ala Arg

Ala Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr
5 10 15

Glu Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 30

Arg

Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr
5 10 15

Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr

25 30

Arg
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<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 124

Tyr Ala Arg Trp Ala Lys Asp A;g Val Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 10 15

Thr vVal Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 .25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35
<210> 125
<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 125
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 . 5 10 . 15

Thr Val Asp Leu Glu Ile Ile Ser Pro Thr Lys Glu Asp Thr Ala Thr
20 _ 25 30

Tyr Phe Cys Ala Thr
35
<210> 126
<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 126
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Ala Ser Thr

1 5 10 © 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr Ser Pro Thr Thx Glu Asp Thr Ala Thr
‘20 25 30

Tyr Phe Cys Val Arg
335

<210> 127
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<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 127

Tyr Ala Asn Trp Ala Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Met Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Ile
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
‘ 35
<210> 128
<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 128
Tyr Ala Thr Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 5 10 ‘ 15

Thr Val Asp Leu Lys Val "Ihr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Ser
35

<210> 129

<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 129

Tyr Pro Ser Trp Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 . 5 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Ile Ala Ser Pro Ala Thr Glu Asp Thr Ala Thr
s 20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35
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<210> 130

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 130

Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr

1 5 10 15

Thr Ala Asp Leu Arg Ile Thr Ser Pro Thr Ile Glu Asp Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35
<210> 131
<211> 37
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 131
Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr

1 9 10 15

Thr Val Asp Leu Lys Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr
20 25 30

Tyr Phe Cys Ala Arg
35

<210> 132

<211> 38

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 132
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Tyr Ala Thr Trp

Thr Thr Val Asp
20

Thr Tyr Phe Cys

<210> 133
<211> 37
<212> PRT
5 <213> Oryctolagus
<400> 133
Tyr Ala Asn Trp

1

Thr Val Asp Leu
20

Tyr Phe Cys Ile
35

<210> 134
<211>37
10 <212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 134
Tyr Ala Ser Trp

1

Thr Val Asp Leu
20

Tyr Phe Cys Ala
35

<210> 135
15 <211> 37
<212> PRT

<213> Oryctolagus

ES 2 540 807 T3

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser
5 . 10 15

Leu Lys Met Thr Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala
25 30

Thr Arg

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr
5 10 15

Lys Met Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 : 30

Arg

Ala Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr
5 : 10 15

Lys Met Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 o 30

Arg
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<400> 135
Tyr Ala Ser Trp
1

Thr Val Asp Leu
20

Tyr Phe Cys Ala
. 35

<210> 136

<211> 37

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 136

Tyr Ala Ser Trp

1

Thr Val Asp Leu

Tyr Phe Cys Ile
35

<210> 137

<211> 39

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 137

Tyr Ala Ser Trp

1

Gln Asn Thr Val
20

Ala Thr Tyr Phe
35

<210> 138

<211> 39

<212> PRT

ES 2 540 807 T3

Ala Lys Gly Pro Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 _ ' 15

Lys Met Thr Ser Pro Thr Thr Glu Asp Met Ala Thr
25 , 30

Arg

Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr
5 10 15

Lys Ile Thr Ser Pro Ile Thr Glu Asp Thr Ala Thr
25 30

Arg

Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp Asn Ala
5 - 10 15

Asp Leu Gln Met Asn Ser Leu Thrx Ala Ala Asp Thr
25 30

Cys Ala Arg
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<213> Oryctolagus

<400> 138

Tyr Rla Asn Trp Val Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser Leu Asp Asn Ala
1 5 : 10 15

Gln Asn Thr Val Phe Leu Gln Met Thr Ser Leu Thr Ala Ala Asp Thr

10

15

20

25

20 25 30

Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg

35
<210> 139
<211>11
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 139

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 140
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 140

Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 141
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 141

Trp Gly Gln Gly Ile Leu Val Thr Val Ser Ser
1 ' 5 10

<210> 142
<211>11
<212> PRT

<213> Oryctolagus
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<400> 142

Trp Gly Gln Gly Ala Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 143
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 143

Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Ile Ser Ser
1 5 10

<210> 144
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 144

Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Ala Ser Ser
1 SR 5 10

<210> 145
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 145

Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Ala Val Ser Ser
1 5 10

<210> 146
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 146

Trp Gly Gln Gly Thr Arg Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 147

<211>11

95



10

15

20

25

ES 2 540 807 T3

<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 147

Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Gly Ser Ser
1 5 10

<210> 148
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 148

Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Ile Ser Ser
1 5 10

<210> 149
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 149

Arg Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Ile Ser Ser
1 -5 10

<210> 150
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 150
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Pro Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Thr Val Arg Ile Aré Cys
20
<210> 151
<211> 23
<212> PRT

<213> Oryctolagus
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<400> 151
Glu Leu Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Ser Glu Pro Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 152
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 152
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Pro Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr IVa:l Thr Iie Lys Cys
20
<210> 153
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 153
Glu Leu Asp Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Ser Glu Pro Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 154
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 154
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Ser Ala Ser Glu Pro Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Ala Thr Ile Lys Cys
20

<210> 155

97



10

15

20

ES 2 540 807 T3

<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 155
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Ser Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Val Thr Ilé Asn Cys
20
<210> 156
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 156
Glu Leu Asp Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr val Thr 1Ile A.sn Cys
20
<210> 157
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 157
Glu Leu Asp Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Val Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Val Thr Ile Asn Cys
20
<210> 158
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 158
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Glu Leu Asp Met Thr Gln Thr Pro Ser Ser Val Ser Ala Ala Val Gly
1 ‘ ] 10 15

Gly Thr Val Thr Ile Asn Cys
20
<210> 159
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 159
Glu Leu Val Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr val Thr Ile Asn Cys
20
<210> 160
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 160
Glu Leu Val Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Vval Glu Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Asp Ser Val Thr Ile Asn Cys
20
<210> 161
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 161
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Ser Glu Pro Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr 'Val 'i‘hr Ile Lys Cys
20
<210> 162

<211> 23
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 162
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Pro Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Val Thr Ile Ser Cys
20
<210> 163
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 163
Glu Leu Val Met Thr Gln Thr Glu Ser Pro Val Ser Ala Pxo Val Gly
1 5 10 15
Gly Thr Val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 164
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 164
Glu Leu Val Leu Thxr Gln Thr Pro Ser Ser Lys Ser Val Pro val Gly
1 5 10 15
Glu Thr Val Thr Ile Asn Cys
20
<210> 165
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 165
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Glu Leu Asp Met Thr Gln Thr Pro Ser Ser Lys Ser Val Pro Val Arg
1 : 5 10 ' 15

Gly Thr Val Setr Ilé Ser Cys
20
<210> 166
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 166
Glu Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Seér Ser Lys Ser Val Pro Val Gly
1 5 10 15
Asp Thr Val Thr Ile Asn ACys
20 -
<210> 167
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 167
Glu Leu Asp Leu Thr Gln Thr Pro Pro Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Glu Thr Val Arg Ile Arg Cys
20
<210> 168
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 168
Glu Leu Asp Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gls; T-h.r Val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 169

<211> 23
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<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 169
Glu Leu Val Met Thr Gln Thr Pro Ser Pro Val Ser Ala Ala Val Gly
1 5 10 15
Gl.y Thr Val Thr Ile Ser Cys
20
<210> 170
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus
<400> 170
Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Ser Lys Ser Val Pro Val Gly
1 : 5 10 15
Asp Thr Vval Ile Ile'Asn Cys
20
<210> 171
<211> 22
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 171

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

Thr Val Ile Ile Asn Cys
20

<210> 172

<211> 23

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 172
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Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Ser Val Glu Ala Ala Val Gly

1 5 10 15
Gly Thr val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 173
<211> 23
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 173

Glu Leu Val Leu Thr Gln Thr Pro Ala Ser Val Glu Ala Ala Val Gly

1 5 10 15
Gly Thr val Thr Ile Lys Cys
20
<210> 174
<211> 15
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 174

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Pro Pro Thr Leu Leu Ile Ser
1 .' 5 10 15

<210> 175

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 175

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 176

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 176
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Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Arg Leu Ile Tyr
1 5 10 <15

<210> 177

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 177

Trp Tyr Gln Leu Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 178

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 178

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Pro Leu Ile Tyr
1 3 10 15

<210> 179

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 179

Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 180

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 180

Trp Tyt Gln Gln Lys Pro Gly Lys Pro Pro Thr Leu Leu Ile Ser
1 5 10 15

<210> 181
<211> 15

<212> PRT
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<213> Oryctolagus
<400> 181

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Arg Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 182

<211> 15

<212> PRT

<213> Oryctolagus
<400> 182

Trp Tyr Gln Gln Lys Ala Gly Lys Pro Pro Thr Leu Leu Ile Tyr
1 ] 10 15

<210> 183

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 183

Gly-Val Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
1 5 : 10 15

Leu Thr Ile Gly Gly Val Gln Ala Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 184

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 184

Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Cys Aép Asp Ala Aia Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 185

<211> 32

<212> PRT
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<213> Oryctolagus
<400> 185

Gly val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Arg Ser Gly Thr Glu Tyr Thr

1 5 10 - 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 .30

<210> 186

<211>32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 186

Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Val Gln Cys Asp Asp Alé Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 187

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 187

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 ’ - 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 188

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 188

Gly Val Pro Ser Arg Phe Arg Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Met Lys Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 ' 25 30
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<210> 189

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 189

Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu bys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 ' 30

<210> 190

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 190

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 191

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 191

Gly Val Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 , 15

Leu Thr Ile Sex.' Asp Leu Glu Cys Asp Asp Ala Ala fhr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 192

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 192
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Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Ala Gln Phe Thr
1 S 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 193

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 193

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 . 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Asp Asp Ala Ala fhr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 194

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 194

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Cys Asp Asp Ala Ala Thx Tyr Phe Cys
20 25 30

<210> 195

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 195

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thy

1 5 10 15

Leu Thr Ile Sef Asp Vél Val Cys Aép Aép Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 196

<211> 32
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<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 196

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thf Ile Ser Ser Val Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 197

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 197

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser ‘Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Asp Asp Ala Ala Thr 'I‘S(r Tyr Cys
20 25 30

<210> 198

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 198

Gly Val Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Thr

1 5 io 15

Leu Thr Ile Gly Gly Val Gln Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 199

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 199
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Gly Vval Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Asp Val Gln Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 . 25 30

<210> 200

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 200

Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Asn Asﬁ Leu Glu (fys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 201

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 201

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ilé Ser Asp Val Val Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Gly ACys
20 25 30

<210> 202

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 202

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30
<210> 203

<211> 32
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<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 203

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

1 5 10 15

Leu Thr Ile Asn Asp Leu Asp Cys Asp Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 204

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 204

Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 : 10 . 15

Leu Thr Ile Ser Asp Leu Glu Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 205

<211> 32

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 205

Gly Val Ser Ser Arg Phe Lys Gly Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr

1 5 10 : 15

Leu Thr Ile Ser Gly Val Gln Cys Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 206

<211>10

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 206

Phe Gly Ala Gly Thr Asn Val Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 207
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<211>10
<212> PRT
<213> Oryctolagus

<400> 207

Phe Gly Gly Gly

1 .
<210> 208
<211>10

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 208

ES 2 540 807 T3

Thr Glu Val val Val Lys

5

10

Phe Gly Gly Gly Thr Gli Lét Glu Ile Leu

1

<210> 209
<211>11

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 209

5

10

Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Thr Val Thr Gly

1

<210> 210

<211> 12

<212> PRT

<213> Oryctolagus

<400> 210

Phe Ala Phe Gly Gly Gly Thr Glu Leu Glu Ile Len

1

5

S

10

10~
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir un dominio V. o Vy de conejo que se une inmunoespecificamente a un antigeno, en el que
dicho método es un primer método que comprende:

a) seleccionar de una biblioteca de expresion en fago un conjunto de secuencias de ADN que codifican para
dominios Vy 0 V. que se unen inmunoespecificamente a dicho antigeno, preparandose dicha biblioteca de expresién
en fago a partir de secuencias de ADN o ADNc que codifican para dominios V4 0 Vi y que se obtuvieron a partir de
una muestra biolégica de un conejo que contenia células que expresan inmunoglobulinas; y

b) expresar dicho conjunto de secuencias, o un subconjunto del mismo, en bacterias como una proteina de fusion
con CAT, seleccionar bacterias que tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresién de CAT y obtener
secuencias que codifican para dominios V4 0 V. de conejo a partir de las bacterias seleccionadas, mediante lo cual
dicha resistencia bacteriana a cloranfenicol conferida por dicha fusién con CAT se correlaciona con la solubilidad,
estabilidad y/o falta de agregacion de dicha secuencia fusionada con CAT,;

0 un segundo método que comprende:

a) expresar secuencias de ADN o ADNc que codifican para dominios Vy 0 V. en bacterias como una proteina de
fusién con CAT, en el que dichas secuencias de ADN o ADNc se obtuvieron a partir de una muestra biolégica de un
conejo que contenia células que expresan inmunoglobulinas;

b) seleccionar bacterias que tienen resistencia a cloranfenicol en virtud de la expresion de CAT y obtener el conjunto
de secuencias que codifican para dominios V4 0 V. de conejo a partir de las bacterias seleccionadas, mediante lo
cual dicha resistencia bacteriana a cloranfenicol conferida por dicha fusion con CAT se correlaciona con la
solubilidad, estabilidad y/o falta de agregacion de dicha secuencia fusionada con CAT; y

c) seleccionar de una biblioteca de expresion en fago secuencias de ADN que codifican para dominios V4 0 V| que
se unen inmunoespecificamente a dicho antigeno, mediante lo cual se prepara dicha biblioteca a partir de dicho
conjunto de secuencias, 0 subconjunto del mismo.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra biol6gica de conejo es de un conejo que se ha
inmunizado con dicho antigeno.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que, en dicho primer método, la etapa a) se repite una 0 mas veces 0 en
el que, en dicho segundo método, la etapa c) se repite una 0 mas veces.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha muestra biolégica comprende células plasmaticas, tejido
linfoide, médula ésea o tejido de apéndice.

5. Método segun la reivindicacion 4, en el que dicha muestra comprende tejido linfoide y dicho tejido linfoide es
tejido de bazo o tejido de ganglios linfaticos.

6. Polipéptido que se une inmunoespecificamente a un antigeno, en el que dicho polipéptido comprende uno o
ambos de un dominio V4 0 V. de conejo, y al menos uno de

(a) un dominio FR1 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos QEQLMETESGGGAEGGLVKPGASLTLTCTAS
(SEQ ID NO: 57);

(b) un dominio FR3 de VH que tiene la secuencia de aminoacidos
YATWVNGRFTLSRDIDQSTGCLQLNSLTAADTATYYCAR (SEQ ID NO: 95);

(c) un dominio FR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos ELVLTQTPPSLSASVGETVRIRC (SEQ ID NO:
150);

(d) un dominio FR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos GVSSRFKGSGSGTQFTLTISGVQCADAATYYC;
(SEQ ID NO: 205); o

(e) un dominio FR4 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos FAFGGGTELEIL (SEQ ID NO: 210).
7. Polipéptido segun la reivindicacién 6, que comprende ademas al menos uno de
(f) un dominio FR2 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos WVRQAPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 69);
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(g) un dominio FR4 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 139);

(h) un dominio FR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos ELVLTQTPSSVSAAVGGTVTINC (SEQ ID NO:
155);

(i) dominio FR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos WYQQKPEKPPTLLIS (SEQ ID NO: 174) o
WYQQKPGQRPKLLIY (SEQ ID NO: 181);

() un dominio FR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos GVPPRFSGSGSGTDYTLTIGGVQAEDVATYYC
(SEQ ID NO: 183); o

(k) un dominio FR4 de V| que tiene la secuencia de aminoacidos FGAGTNVEIK (SEQ ID NO: 206).
8. Polipéptido segln la reivindicacién 6 6 7, en el que dicho polipéptido comprende ademas al menos uno de
(a) en el dominio FR2 de Vy, una fenilalanina en la posicién 46;

(b) en el dominio FR2 de V4, un acido glutamico en la posicion 53;

(c) en el dominio FR2 de Vu, una arginina en la posicion 54;

(d) en el dominio FR2 de V4, una glicina en la posicion 56;

(e) en el dominio FR2 de V4, una alanina en la posicion 58;

(f) en el dominio CDR1 de Vy, una cisteina en la posicién 44;

(9) en el dominio CDR2 de Vy, una cisteina en la posicién 59;

(h) en el dominio FR4 de V4, una arginina en la posicion 126;

(i) en el dominio FR2 de V|, una fenilalanina o una tirosina en la posicién 39;

() en el dominio FR2 de V|, una lisina en la posicion 45; o

(k) en el dominio FR3 de V| ; una cisteina en la posicion 91,

en el que dichas posiciones son segun las posiciones de las alineaciones de secuencias del dominio Vy 0 V. en las
figuras 3y 4, respectivamente.

9. Polipéptido que se une inmunoespecificamente a un antigeno, en el que dicho polipéptido comprende uno o
ambos de un dominio V4 0 V. de conejo, y al menos uno de

(f) un dominio FR2 de Vy que tiene la secuencia de aminoacidos WVRQAPGKGLEWIG (SEQ ID NO: 69);
(g) un dominio FR4 de V4 que tiene la secuencia de aminoacidos WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 139);

(h) un dominio FR1 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos ELVLTQTPSSVSAAVGGTVTINC (SEQ ID NO:
155);

(i) dominio FR2 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos WYQQKPEKPPTLLIS (SEQ ID NO: 174) o
WYQQKPGQRPKLLIY (SEQ ID NO: 181);

() un dominio FR3 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos GVPPRFSGSGSGTDYTLTIGGVQAEDVATYYC
(SEQ ID NO: 183); o

(k) un dominio FR4 de V. que tiene la secuencia de aminoacidos FGAGTNVEIK (SEQ ID NO: 206); y
en el que dicho polipéptido comprende ademas al menos uno de

(a) en el dominio FR2 de Vy, una fenilalanina en la posicién 46;
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(b) en el dominio FR2 de Vy, un acido glutamico en la posicion 53;

(c) en el dominio FR2 de V4, una arginina en la posicién 54;

(d) en el dominio FR2 de V4, una glicina en la posicion 56;

(e) en el dominio FR2 de V4, una alanina en la posicion 58;

(f) en el dominio CDR1 de Vy, una cisteina en la posicién 44;

(9) en el dominio CDR2 de Vy, una cisteina en la posicion 59;

(h) en el dominio FR4 de V4, una arginina en la posicion 126;

(i) en el dominio FR2 de V|, una fenilalanina o una tirosina en la posicién 39;
() en el dominio FR2 de V|, una lisina en la posicion 45; o

(k) en el dominio FR3 de V|; una cisteina en la posicion 91

en el que dichas posiciones son segun las posiciones de las alineaciones de secuencias del dominio Vy 0 V. en las
figuras 3y 4, respectivamente.

10. Anticuerpo que comprende el polipéptido segun la reivindicacion 6, 7, 8 6 9 o un fragmento de unién a antigeno
del mismo; en el que un dominio V4 o V. de dicho polipéptido se pliega para formar un polipéptido soluble, no
agregado que permite la seleccién a una concentracion de cloranfenicol de al menos 1,8 mM cuando se fusiona con
CAT; y en el que el dominio V4 0 V| tiene una Tm de al menos 54°C.

11. Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacién 10, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo de cadena
sencilla, un anticuerpo de un solo dominio, un minicuerpo, un diacuerpo, un anticuerpo biespecifico o un
nanocuerpo; o en el que dicho anticuerpo es un fragmento de anticuerpo que es un fragmento Fab, Fab’, F(ab’), o
Fv.

12. Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacion 10, en el que dicho anticuerpo o dicho fragmento no comprende
un dominio CH1.

13. Versién quimérica o humanizada del anticuerpo o fragmento segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-12.

14. Anticuerpo o fragmento segin una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que dicho antigeno no es
inmunogénico en ratones o ratas.

15. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicho antigeno no es inmunogénico en ratones o ratas.

16. Polipéptido segun la reivindicacion 6, 7, 8 6 9, en el que dicho polipéptido no tiene uno o mas de un dominio
CHj, dominio CH2, dominio CHz o dominio CL; o no tiene uno de un dominio Vy 0 Vi; y en el que un dominio V4 0 V|
de dicho polipéptido se pliega para formar un polipéptido soluble, no agregado que permite la seleccién a una
concentracién de cloranfenicol de al menos 1,8 mM cuando se fusiona con CAT; y en el que el dominio Vi 0 V. tiene
una Tm de al menos 54°C.

17. Polipéptido segun la reivindicacion 16, que no comprende un dominio Vy de conejo.

18. Polipéptido segun la reivindicacion 16, que no comprende un dominio Vy de una especie distinta de conejo.
19. Polipéptido segun la reivindicacion 16, que no comprende un dominio V. de conejo.

20. Polipéptido segun la reivindicacion 16, que no comprende un dominio V. de una especie distinta de conejo.
21. Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-20, que no comprende un dominio CHa.

22. Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-20, que no comprende un dominio CHs.

23. Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-20, que no comprende un dominio CH;.
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24. Polipéptido segun la reivindicacion 16, en el que dicho antigeno no es inmunogénico en ratones o ratas.

25. Polipéptido segun la reivindicacion 16, en el que dicho polipéptido se conjuga ademas con un agente
terapéutico, un péptido que interacciona con albdmina, un péptido que interacciona con fibronectina, fibronectina,
albumina, proteina A o proteina G.

26. Anticuerpo o fragmento segun la reivindicacion 10, en el que dicho anticuerpo o fragmento se conjuga ademas
con un agente terapéutico, un péptido que interacciona con albimina, un péptido que interacciona con fibronectina,
fibronectina, albumina, proteina A o proteina G.

27. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha seleccién es a una concentracion de cloranfenicol de al menos
1,8 mM; el dominio V4 0 V| recombinante tiene una Tm de al menos 54°C; y/o el dominio V4 0 V. recombinante
muestra una Kd para dicho antigeno de no mas de 20 nM.

28. Polipéptido de fusion que comprende CAT fusionada con un dominio V4 o V. de conejo, comprendiendo dicho
dominio Vy o V. el polipéptido segun la reivindicacion 6, 7, 8 6 9.

29. Polipéptido de fusién segln la reivindicacion 28, en el que dicho dominio V4 0 V. se pliega para formar un
polipéptido soluble, no agregado que permite la selecciéon a una concentracion de cloranfenicol de al menos 1,81
mM cuando se fusiona con la CAT; y en el que el dominio V4 0 V, tiene una Tm de al menos 54°C.

30. Polipéptido de fusién segun la reivindicacion 28, en el que dicho dominio carece de uno o0 mas de un dominio
CHji, dominio CHa, dominio CH3z o dominio CL; o que carece de uno de un dominio V4 0 V..

31. Polipéptido de fusion que comprende CAT fusionada con el anticuerpo o fragmento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 10-14 y 26.

32. Polipéptido de fusiébn que comprende CAT fusionada con el polipéptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 16-25.

33. Polinucledtido que codifica para un polipéptido de fusidn segin una cualquiera de las reivindicaciones 28-32.
34. Vector de expresion que comprende el polinucleétido segun la reivindicacién 33.
35. Célula huésped que comprende el polinucledétido segin la reivindicacién 34.

36. Célula huésped segun la reivindicacion 35, en la que dicha célula es una célula bacteriana.
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VHPCR

SDVH1-F
SDVH2-F
SDVH3-F

\ SDVH4-F
Cebadores sentido

VH

Cebador antisentido

FIG. 1
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FIG. 2A FIG. 2B

118



ES 2540 807 T3

SEAMNLENGDN "HINI 00D

SSALATLIDI0N THILSHIsAO LN
SEALATILNGM AHALSAAL-~--~ 2
SUALATLODON THINSHOSHA
SEALNTLGION "EHAd SOL-LEDV LY

£ el
HA 2P FEd

HA R EHOD

-

T

£ "DId

‘AL LTS LR T LALLSSWE - SEEAEDIYREYA ADIOSEOWAIO DIMITEHOIW g AN

AV ALY LIV L=~ TELRTFIAATHOVROTE T LIEDNAMNYA (LISA0-SA18 WANTTOMESINIE AN
ALV IAL - TERITF LSO IO S TSN ALY A ALES00 -1 XD DTARTSHS WA
AV L - =35 L L HT0ALLEGLY - FTLIBSANMENA SWEITL--A11 SIATTOHOIHOEAN
AY2EAINLAALE - dEATHIOALL =515 -5 ) LISGTAVAEYA ALS90L - 511 OIMTTIIOAW AN
or 04 a4 B% L1 ]
HABR EH HA R EHQD HA B0 THd

JLGWRASHELLAD RULILTLYTENE GOAT- === 2008 3 - 3150 - -
==BLMN-34013 SWNILTLIS03aHA- -~ - 1000s - =4l
- IMAR TSI 3D SV D FT a1 90 AV oS AL THI0SED
-LLIHATDEHTSID BULILILTAADd AT - - - OGS E-3A50- =
-<HHHES-TOTD SALILTLEIS08H A - = == HOSE T = = 471000
1k 1

HA B R HOD HA B0 bdd

(Siom ar fEgl
(p:08 gL D35}
lEion a1 sl
ITicH 0T Oagl
[Ticw a1 &asi

119



ES 2540 807 T3

¥ "DId

DLAVIOLEO- -4 V--HHIND-GARED DAKLYWOOSOADS TATLA0L030E0MANSIAT SYIHEYD AITTHAA00HE0 LM Wl-N--HETETELD DNITALOOANOSA-EA500TATH
“TIFTALICO= =4 W-=-lAHS -~ - A00 JAALYWO0D3TOS LD DSTE0MAEEdAT SYIHEWT ATTTHAIONINONM 5T DAURNAASIEED 33 [1ALSOAYYSAdSAI0I1ATS
SLALIOLOST--4 YW-S00WSS00A050 ALLYWO035T0S 1811300959803 EIAY SYINSY ATTTHAS0CAUO0AR S TEN-OSYASTEYD HELALIONA NEAREISOLTATE
=ALEANLDYD--d --—-— QYIDEAFTT DARLNANIUDIALD I LIIAOLOE0EDGIH4AND YETHEYD STUTLIdNTARO0AM 51-=-981 L0TEYT J¥TdALTOASYETEAA100TATE
Bl Q01 IE 18 ] L5 26 £ Lo T

1A 89 FHd A 05 EHOD 1A 9p g4 T4 B8 ZHOD A 0 Zu4 1A 9P (403 T 09 bHd

[b3tN a1 BIEN
Ll o1 Dash
(Ligh aI Gds
(9300 01 CdE)

120



ES 2 540 807 T3

Gen de interés }

VH o VL

121



ES 2 540 807 T3

360.00
. | " ]
i E‘. ...-55.1'.)!'.:' ’
- o .
. 8 32000
=
@
. O 330.00 ]
E

320,00 y

200 40.0 600
Termp.(C)
FIG. 6A

2500.00
® 2000.00
2
“ 1E00.00
z
& 100000
-]
T 50,00 ]
I
- ¢.00

o 1 2 e < 5
[GAnHCE (M)

FIG. 6B

122



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

