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DESCRIPCION
Mutagénesis por revision
Solicitudes relacionadas e informacion

La presente solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados Unidos N.°: 60/483282,
presentada el 27 de junio de 2003.

Antecedentes de la invencion

La mutagénesis es una herramienta potente en el estudio de la estructura y funcién de proteinas. Las
mutaciones se pueden realizar en la secuencia de nucleétidos de un gen clonado que codifica una proteina
de interés y el gen modificado se puede expresar para producir mutantes de la proteina. Comparando las
propiedades de una proteina de tipo silvestre y los mutantes generados, a menudo es posible identificar
aminoacidos individuales o dominios de aminoacidos que son esenciales para la integridad estructural y/o
funcién bioquimica de la proteina, tal como su unién y/o actividad catalitica. Sin embargo, el nimero de
mutantes que se puede generar a partir de la proteina individual hace dificil seleccionar los mutantes que
seran informativos o que tengan la propiedad deseada, incluso si los mutantes seleccionados que abarcan las
mutaciones estan unicamente en las regiones supuestamente importantes de una proteina (por ejemplo,
regiones que conforman un sitio activo de una proteina). Por ejemplo, la sustitucion, supresion, o insercion de
un aminoacido particular puede tener un efecto local o global sobre la proteina.

Los procedimientos anteriores para mutagenizar polipéptidos han sido bien demasiado restrictivos, bien
demasiado inclusivos, o bien limitados para inactivar la funcién de las proteinas en lugar de ganar o mejorar
la funcion. Por ejemplo, un enfoque altamente restrictivo es mutagénesis selectiva o dirigida al sitio que se
usa para identificar la presencia de un sitio funcional particular o para entender las consecuencias de
realizacion de una alteracion muy especificada dentro del sitio funcional. Una aplicacion comun de
mutagénesis dirigida al sitio es en el estudio de las fosfoproteinas donde un resto aminoacido, que
ordinariamente se fosforilaria y permitiria que el polipéptido llevara a cabo su funcién, se altera para confirmar
la union entre la fosforilacion y la actividad funcional. Este enfoque es muy especifico para el polipéptido y el
residuo que se esta estudiando. Reciprocamente, un enfoque altamente inclusivo es la saturaciéon o
mutagénesis al azar que se disefia para producir un gran nimero de mutaciones que abarcan todas las
alteraciones posibles dentro de una region definida de un gen o proteina. Esto se basa en el principio de que,
generando esencialmente todas las posibles variantes de un dominio proteico relevante, la disposicion
apropiada de aminoacidos es probable que se produzca como uno de los mutantes generados al azar. Sin
embargo, en la practica, el vasto nimero de combinaciones al azar de mutaciones generadas pueden impedir
la capacidad de seleccionar de manera significativa un candidato deseado debido a la presencia del asi
llamado “ruido” de tantos candidatos indeseados.

Otro enfoque, denominado mutagénesis “de recorrido” (véanse, v.g., las patentes numeros 5.830.650;
5.798.208) se ha usado para mutagenizar una region definida de un polipéptido sintetizando una mezcla de
oligonucledtidos degenerados que, estadisticamente, contienen un conjunto deseado de mutaciones. Sin
embargo, debido a que se emplea la sintesis de polinucleétidos degenerados, la mutagénesis de recorrido
proporciona un numero de alteraciones no deseadas ademas del conjunto deseado de mutaciones. Por
ejemplo, para introducir secuencialmente una mutacién a través de una region definida de cinco posiciones
de aminoacidos solamente, se puede preparar (y seleccionar) un conjunto de alrededor de 100
polinucledtidos (véase, por ejemplo, la figura 6). De acuerdo con ello, para preparar y seleccionar, por
ejemplo, dos o tres regiones llega a ser crecientemente compleja, es decir, que requiere la preparacion y
seleccion de 200 a 300 polinucleédtidos, respectivamente, para la presencia de 10 a 15 mutaciones
solamente.

Todavia otro enfoque que se ha usado para mutagenizar proteinas es la mutagénesis de exploracién de
alanina, donde un residuo de alanina se “explora” a través de una porcion de una proteina para identificar
posiciones donde la funcidon de proteinas esta interrumpida. Sin embargo, este enfoque solamente mira la
pérdida de la funcion de proteinas por medio de la sustituciéon de un resto alanina neutro en una posicién
dada, mas que la ganancia o mejora de una funcion. De este modo, no es un enfoque util para generar
proteinas que tengan estructura y funcién mejoradas.

De acuerdo con ello, permanece una necesidad de una forma sistematica de mutagenizar una proteina para
una funcién nueva o mejorada.

Sumario de la invenciéon

La presente divulgacion pertenece a un procedimiento de mutagénesis para la generacion de proteinas (o
polipéptidos) novedosas o mejoradas y a bibliotecas de analogos de polipéptidos y de polipéptidos
especificos generados por los procedimientos. El polipéptido dirigido para mutagénesis puede ser un
polipéptido natural, sintético o modificado por ingenieria genética, que incluye fragmentos, analogos y las
formas mutantes de los mismos.

La invencion también se refiere a los siguientes aspectos segun se definen en el siguiente parrafo numerado:

1) Una biblioteca de polipéptidos de expresion de presentacion de levaduras que comprende polinucleétidos
que codifican analogos de fragmentos variables monocatenarios (scFv) de anticuerpos de serotipo B
(BoNT/B) anti toxina nerviosa botulinica, en la que cada scFv comprende

(a) un engarce poli-Gly-Ser de SEQ ID NO: 7,
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(b) una etiqueta poli-His de SEQ ID N.°: 8,
(c) una etiqueta myc de SEQ ID N.°: 9

(d) una VH de SEQ ID N.°: 10 y VL de SEQ ID N.°> 11 en las que los residuos de regiones
determinantes de complementariedad (CDR) estan sustituidas en cada posicién de aminoacido dentro de las
seis CDR, presentando los polinucleétidos colectivamente todas las posibles combinaciones de variantes de
acuerdo con los siguientes criterios:

i) cada polinucleétido contiene en cada posicion de coddn en cada una de las CDR, bien un codén requerido
para el residuo de aminoacido de tipo silvestre del polipéptido o bien un codén para el residuo de aminoacido
predeterminado y

ii) cada polinucledtido contiene no mas de un codén para el residuo de aminoacido predeterminado en cada
CDR; en las que

el residuo de aminoacido predeterminado esta seleccionado del grupo que consiste en alanina, leucina,
serina, acido aspartico, glutamina, lisina, histidina, tirosina y prolina y en el que el scFv anti-BoNT/B se
expresa como una pareja de fusion con la proteina Aga2.

En una divulgacion, el procedimiento comprende la introduccion de un aminoacido predeterminado
esencialmente en cada posicion dentro de una region definida (o varias regiones diferentes) de la secuencia
de aminoacidos de un polipéptido. Se genera una biblioteca de polipéptidos de manera que contenga
analogos de polipéptidos que no tienen individualmente mas de un aminoacido predeterminado, pero que
colectivamente tienen el aminoacido predeterminado en cada posicion dentro de la(s) regidn/regiones
definida(s). El procedimiento se puede denominar mutagénesis “por revision” debido a que, en efecto, un
aminoacido individual, predeterminado (y solamente el aminoacido predeterminado) se sustituye posicion por
posicion a lo largo de una o mas region/regiones definida(s) de un polipéptido. De este modo, la divulgacion
permite a alguien “revisar” las consecuencias estructurales y funcionales de sustituir de manera separada un
aminoacido predeterminado en cada posicion de aminoacido dentro de una regién definida del polipéptido,
por lo tanto segregando una quimica de proteinas especifica a la region definida sin ninguna interferencia o
“ruido” de la generacién de analogos de polipéptidos no deseados (es decir, analogos que contienen
?ustituci)ones de aminoacidos distintas de las que siguen al esquema “por revisidon”) (véase por ejemplo la
igura 6).

De acuerdo con ello, la presente divulgacion permite la evaluacion altamente eficaz y sistematica precisa del
papel de un cambio de aminoacidos especifico en una o mas regiones definidas de un polipéptido. Esto llega
a ser particularmente importante cuando se evalian (mediante mutacion) dos o mas regiones definidas, de
manera que el nimero de analogos de polipéptidos requeridos se incrementa en gran medida y de este
modo, también se incrementa la presencia de analogos no deseados. La presente divulgacion obvia este
problema mediante la eliminacion completa de analogos no deseados y de este modo, obvia el potencial de
que cualesquiera cambios en la estructura o funcién de proteina observada sean el resultado de cualquier
cosa excepto la sustitucion del aminoacido predeterminado. De este modo, el efecto de la segregacion de
una quimica de proteinas especifica a incluso regiones multiples con una proteina se puede estudiar con alta
precision y eficacia. De manera importante, esto incluye el estudio de codmo la mutagénesis puede efectuar la
interaccion de tales regiones, por lo tanto mejorando la estructura y funcion globales de la proteina.

En una divulgacién particular de la invencion, la biblioteca de los analogos de polipéptidos se genera y
selecciona sintetizando primero los polinucleétidos individuales que codifican una regidon o regiones de un
polipéptido en las que, de manera colectiva, los polinucleétidos presentan todos los polinucleétidos variantes
posibles de acuerdo con el criterio de revisién descrito en la presente memoria. Los polinucleétidos variantes
se expresan, por ejemplo, usando transcripcion y traduccidon in vitro y/o usando una tecnologia de
presentacion, tal como presentacion en ribosomas, presentacion en fagos, presentacion bacteriana,
presentacién en levaduras, presentacidon en serie o cualquier otro sistema de presentacion adecuada
conocido en la técnica.

Los polipéptidos expresados se rastrean y seleccionan después usando ensayos funcionales, tales como
ensayos de union o ensayos enzimaticos/cataliticos. En una divulgacion, los polipéptidos se expresan en
asociacion con el polinucledtido que codifica el polipéptido, por lo tanto permitiendo la identificacion de la
secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido. Todavia en otra divulgacion, los polipéptidos se
sintetizan directamente usando quimica de proteinas.

De este modo, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de mutagénesis que se puede usar para
generar bibliotecas de analogos de polipéptidos que son de un tamafio practico para la seleccién, en parte,
debido a que las bibliotecas estan desprovistas de cualesquiera polipéptidos analogos no deseados o
también llamados ruido. El procedimiento se puede usar para estudiar el papel de aminoacidos especificos en
la estructura y funcion de polipéptidos y para desarrollar polipéptidos nuevos o mejorados tales como
anticuerpos, fragmentos de unidon o andlogos de los mismos, anticuerpos de cadenas individuales,
anticuerpos cataliticos, enzimas y ligandos. Ademas, el procedimiento se puede realizar con el beneficio de
una informacioén a priori., v.g., mediante modelado por ordenador, que se puede usar para seleccionar un
subconjunto inicial de analogos de polipéptidos a producir y estudiar usando mutagénesis “por revision”.

Otras ventajas y aspectos de la presente invencién seran facilmente evidentes a partir de la descripcion y
ejemplos siguientes.
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra las regiones definidas de manera ejemplar (o regiones D) que se pueden examinar usando
mutagénesis por revision (LTM) y los ensayos funcionales para identificar analogos de polipéptidos deseados
a partir de tales regiones D.

La figura 2 ilustra el uso de LTM en tres regiones definidas en una region variable de anticuerpo (es decir,
CDR1, CDR2 y CDR3 de una region variable de cadena pesada de anticuerpo). La regién variable de la
cadena ligera se puede explorar de manera similar, bien sola o bien en combinacion con la regién variable de
la cadena pesada. Por conveniencia en los ensayos de seleccion posteriores, la region variable de la cadena
pesada se puede explorar en el contexto de un anticuerpo monocatenario (sFv) como se muestra.

La figura 3 ilustra el uso de LTM en una regioén definida (es decir, posiciones 31-25 de CDR1) de una region
variable de la cadena pesada.

La figura 4 ilustra el uso de LTM en una region definida (es decir, posiciones 55-68 de CDR2) de una region
variable de la cadena pesada.

La figura 5 ilustra el uso de LTM en una region definida (es decir, posiciones 101-111 de CDR3) de una
region variable de la cadena pesada.

La figura 6 ilustra las ventajas de LTM comparada con la mutagénesis de recorrido. La LTM de una region
representativa definida, es decir la CDR1 de una region variable de cadena pesada de anticuerpo, da como
resultado la alteracion secuencial de cada posicion de aminoacido mediante la region definida, sin la
introduccion de ningun residuo de aminoacido no deseado o asi llamado ruido.

La figura 7 ilustra la integracion de tres regiones definidas de una proteina de nuevo en un contexto de
proteinas general siguiendo la mutagénesis por revision, en particular, la integracién de las tres CDR de una
region variable de la cadena pesada de anticuerpo en un formato de anticuerpo monocatenario siguiendo la
mutagénesis por revision.

La figura 8 ilustra el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para construir regiones definidas
de una cadena pesada y ligera de anticuerpo sometida a LTM en un contexto de gen mayor.

La figura 9 ilustra de manera ejemplar la diversidad de formatos de cada una de las CDR en una region
variable de anticuerpo para obtener un sitio catalitico que comprende, por ejemplo, una serina, histidina, y/o
acido aspartico y como se pueden disponer.

La figura 10 ilustra la integracion de todas las seis CDR de una region de unidon de un anticuerpo que se ha
sometido a LTM y la diversidad resultante si se usa un residuo de aminoacido predeterminado o veinte
residuos de aminoacidos predeterminados diferentes.

La figura 11 ilustra la integracion de todas las seis CDR de un anticuerpo monocatenario anti-TNF (sFv) que
se ha sometido a LTM vy la diversidad resultante si se usa un residuo de aminoacido predeterminado o tres
residuos de aminoacidos predeterminados diferentes.

La figura 12 ilustra una biblioteca ordenada que presenta alguno de los posibles analogos de polipéptidos de
las seis CDR de una regién de unién de anticuerpos que se puede lograr usando LTM.

La figura 13 ilustra la seleccion de una biblioteca de expresion ordenada usando presentacion de ribosomas
libres.

La figura 14 ilustra la quimica combinatoria explorada cuando la regién de unién de una region variable de
anticuerpo (es decir, todas las seis CDR) se somete a LTM.

La figura 15 muestra la secuencia de la regién variable (en formato monocatenario) de varias moléculas de
union anti-TNF representativas que estan sometidas a LTM.

La figura 16 muestra un esquema para llevar a cabo el ensayo de seleccion de proteasa para candidatos
cataliticos de seleccion de LTM.

La figura 17 muestra un esquema que detalla el mecanismo (y ventajas) del ensayo de seleccion de proteasa
cuando se lleva a cabo en células bacterianas.

La figura 18 muestra un diagrama de flujo que detalla la mecanica de bibliotecas génicas de seleccion para
actividad catalitica, por ejemplo, actividad de anticuerpo catalitica, que usa presentacion bien en ribosomas o
bien en levaduras.

La figura 19 muestra un esquema para llevar a cabo LTM donde se pueden coordinar una informacion a priori
(por ejemplo, informacion de modelado por ordenador) y empirica (resultados de ensayos) para disefio y
desarrollo de moléculas mas eficaz. Este enfoque guiado de LTM se denomina mutagenesis “a través de
guia”.

La figura 20 muestra una secuencia de tipo silvestre de Vi CDR3 hipotética (6valos sombreados en la parte
superior) y las secuencias resultantes en los miembros de las bibliotecas de la sustitucion His por LTM (en
6valos en blanco). Las sustituciones His por LTM individuales estan codificadas por oligonucleétidos
individuales, por ejemplo, oligonucledtidos sintetizados de una manera de alto rendimiento. Las bibliotecas de
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subconjuntos de LTM para las otras sustituciones de aminoacidos (LTM) en este dominio de CDR se
construyen de una manera similar.

La figura 21 ilustra la generacién de bibliotecas scFv. En la linea de la parte superior del eje x y la columna
alejada de la parte izquierda del eje y los tres digitos representan las 3 CDR sobre cada una de las cadenas
ligeras y pesadas. Un “0” indica una secuencia de CDR de tipo silvestre, mientras que un “1” indica una CDR
mutada por LTM. El nimero sobre la cuadricula indica la complejidad de la biblioteca subconjunto. Por
ejemplo en el extremo superior izquierdo de la matriz esta un “0” cuando los ejes x e y correspondientes son
“000” y "000” indicando que ninguna de las CDR tanto en Vy como en V| estan respectivamente mutadas por
LTM. Al mover una fila desde el extremo “0” a la posicion de la cuadricula vecina “1” estaria designada por
“100” en el eje x y “000” en el eje indicando que Vy CDR1 esta mutada mientras que V. CDR permanece de
tipo silvestre. De este modo, de manera similar, una numeracion de cuadricula de “4” significaria que existen
cuatro CDR mutadas simultaneamente. Inicialmente las siete cadenas V4 y las siete cadenas V. (indicadas
por las flechas) se preparan usando SOE-PCR. Las cadenas V4 y V. se amplifican después y se mezclan y
se emparejan mediante cebador mega para generar todas las combinaciones Vy-V| restantes en una etapa.

Descripcion detallada de la invencién

Con el fin de proporcionar un entendimiento claro de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, se
proporcionan a continuacion las siguientes definiciones.

Definiciones

Como se usa en la presente memoria el término “analogo” se refiere a un polipéptido variante o mutante (o a
un acido nucleico que codifica tal polipéptido) que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos.

El término “molécula de unién” se refiere a cualquier molécula de unién, incluyendo proteinas, polipéptidos,
péptidos y pequefias moléculas, que se unen a un sustrato o diana. En una realizacién de la invencion, la
molécula de unién es un anticuerpo o fragmento de unién del mismo (por ejemplo, un fragmento Fab),
anticuerpo de dominio individual, anticuerpo monocatenario (por ejemplo, sFv), o peptido capaz de unirse a
un ligando.

El término “region definida” se refiere a una region seleccionada de un polipéptido. Tipicamente, la region
definida incluye todo o una porcién de un sitio funcional, por ejemplo, el sitio de unién de un ligando, el sitio
de union de una molécula de unién o receptor, o un sitio catalitico. La region definida también puede incluir
porciones multiples de un sitio funcional. Por ejemplo, la regién definida puede incluir todas las porciones, una
porcién, o porciones multiples de una region determinante de complementariedad (CDR) o una region
variable (VR) de cadena pesada o ligera completa de un anticuerpo. De este modo, el sitio funcional puede
incluir una regioén definida individual o regiones definidas multiples que contribuye(n) a la actividad funcional
de la molécula.

El término “biblioteca” se refiere a dos 0 mas moléculas mutagenizadas de acuerdo con el procedimiento de
la divulgacion. Las moléculas de la biblioteca pueden estar en forma de polinucleétidos, polipéptidos,
polinucledtidos y polipéptidos, polinucledtidos y polipéptidos en un extracto libre de células, o como
polinucledtidos y/o polipéptidos en el contexto de un fago, células procariotas, o en células eucariotas.

El término “mutagenizacion” se refiere a la alteracion de una secuencia de aminoacidos. Esto se puede lograr
alterando o produciendo un acido nucleico (polinucleétido) capaz de codificar la secuencia de aminoacidos
alterados, o mediante la sintesis directa de un polipéptido alterado usando quimica de proteinas.

El término “polinucledtido(s)” se refiere a acidos nucleicos tales como moléculas de ADN y moléculas de ARN
y analogos de los mismos (v.g., ADN o ARN generado usando analogos de nucleétidos o usando quimica de
acidos nucleicos). Segun se desee, los polinucledtidos se pueden preparar de manera sintética, v.g., usando
quimica de acidos nucleicos reconocidos en la técnica o enzimaticamente usando, por ejemplo, una
polimerasa. Las modificaciones tipicas incluyen mutilacion, biotinilacion y otras modificaciones conocidas en
la técnica. Ademas, la molécula de acido nucleico puede ser de cadena sencilla o de cadena doble y donde
se desea, estar unida o asociada (por ejemplo, de manera covalente o no covalente) a un resto detectable.

El término “polinucledtido variante” se refiere a un polinucleétido que codifica un analogo de polipéptido
correspondiente (o porcion del mismo) de la divulgacién. De este modo, los polinucledtidos variantes
contienen uno o mas codones que se han cambiado para dar como resultado la expresién de un aminoacido
diferente. El término “polipéptido(s)” se refiere a dos o mas aminoacidos unidos mediante un enlace peptidico,
v.g., péptidos (por ejemplo, desde 2 hasta 50 residuos de aminoacidos), asi como secuencias de péptidos
mas largos v.g., secuencias de proteinas que comprenden tipicamente secuencias de aminoacidos desde tan
pocos como 50 residuos de aminoacidos hasta mas de 1000 residuos de aminoacidos.

El término “agrupacioén” se refiere a la combinacion de variantes de polinucleétidos o analogos de polipéptidos
para formar bibliotecas que presentan la mutagénesis por revision de una regiéon polipeptidica entera. Las
moléculas pueden estar en la forma de un polinucleétido y/o polipéptido y puede coexistir en la forma de una
sub-biblioteca, como moléculas en un soporte solido, como moléculas en solucién, y/o como moléculas en
uno o mas organismos (por ejemplo, fago, células procariotas, o células eucariotas). El término “aminoacido
predeterminado” se refiere a un residuo de aminoacido seleccionado para sustitucion en cada posicién dentro
de una regién definida o polipéptido a mutagenizar. Esto no incluye posiciéon/posiciones dentro de la region
que ya (por ejemplo, naturalmente) contiene el aminoacido predeterminado y de este modo, que necesita no
estar sustituida con el aminoacido predeterminado. De acuerdo con ello, cada analogo de polipéptido
generado de acuerdo con la presente divulgacion contiene no mas de un residuo “de aminoacido
predeterminado” en una regiéon determinada dada. Sin embargo, de manera colectiva, la biblioteca de
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analogos de polipéptidos generados contiene el aminoacido predeterminado en cada posicion dentro de la
region que se esta mutagenizando. Tipicamente, un aminoacido predeterminado se selecciona para un
tamafio particular o quimica particular usualmente asociados con el grupo lateral del aminoacido. Los
aminoacidos predeterminados adecuados incluyen, por ejemplo, glicina y alanina (estéricamente pequefios);
serina, treonina y cisteina (nucledfilos); valina, leucina, isoleucina, metionina y prolina (hidréfobos);
fenilalanina, tirosina y triptéfano (aromaticos); aspartato y glutamato (acidos); asparagina, glutamina, e
histidina (amidas); y lisina y arginina (basicos).

Descripcion detallada

El estudio de proteinas ha revelado que ciertos aminoacidos juegan un papel crucial en su estructura y
funcién. Por ejemplo, parece que solamente un nimero de aminoacidos participan en la unién de un
anticuerpo a un antigeno o estan implicados en el evento catalitico de una enzima.

Aunque esta claro que ciertos aminoacidos son criticos para la actividad o funciéon de proteinas, es dificil
identificar qué aminoacidos estan implicados, cédmo estan implicados y qué sustituciones pueden mejorar la
estructura o funcion de la proteina. En parte, esto se debe a la complejidad de la configuracion espacial de
cadenas laterales de aminoacidos en polipéptidos y la interrelacion de porciones diferentes del polipéptido
que contribuye a formar un sitio funcional. Por ejemplo, la interrelacion entre las seis CDR de las regiones
variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo contribuyen al bolsillo de unién a antigeno o
ligando.

Los procedimientos de mutagénesis anteriores, tales como mutagénesis selectiva (dirigida al sitio) y
mutagénesis por saturacion, son de utilidad limitada para el estudio de estructura de proteinas y funcion en
vista del nimero enorme de posibles variantes en polipéptidos complejos. Esto es especialmente cierto dado
que combinaciones deseables estan a menudo acompafiadas por la presencia de vastas cantidades de
combinaciones no deseables o asi llamadas ruido.

El procedimiento de esta divulgacion proporciona un enfoque sistematico, practico y altamente exacto para
evaluar el papel de los aminoacidos particulares y su posicion, dentro de una region definida de un
polipéptido, en la estructura o funcion del polipéptido y de este modo, para producir polipéptidos mejorados.

1. Seleccionar una reqién definida

De acuerdo con la presente invencion, una region o regiones definidas dentro de una proteina se seleccionan
por mutagénesis. Tipicamente, las regiones se cree que son importantes para la estructura o funcién de las
proteinas (véase, por ejemplo, la figura 1). Esto se puede deducir, por ejemplo, a partir de qué aspectos
estructurales y funcionales se conocen o se pueden deducir de la comparacion de la(s) region(es) definidas
con lo que se conoce a partir del estudio de otras proteinas y se pueden ayudar mediante modelado de la
informacion. Por ejemplo, la region definida puede ser una que tenga un papel en un sitio funcional, por
ejemplo, en unioén, catalisis u otra funcién. En una divulgacion, la region definida es una region hipervariable o
region determinante de complementariedad (CDR) de una molécula de unién a antigenos. En ofra
divulgacion, la region definida es una porciéon de una region determinante de complementariedad (CDR). En
otras divulgaciones, dos o mas regiones definidas, por ejemplo, CDR o porciones de las mismas, se
seleccionan para mutagénesis.

2. Seleccionar un residuo de aminoacido predeterminado

El residuo de aminoacido elegido para sustitucion dentro de la(s) region/regiones definida(s) generalmente se
selecciona entre los conocidos que estan implicados en la estructura o funcién de interés. Los veinte
aminoacidos de origen natural difieren con respecto a su cadena secundaria. Cada cadena secundaria es
responsable de propiedades quimicas que hacen cada aminoacido Unico. Para el propdsito de alteracion de
la unién o de creacién de nuevas afinidades de unién, se puede seleccionar en general cualquiera de los
veinte aminoacidos de origen natural. De este modo, los procedimientos anteriores de mutagénesis, que
crean vastos numeros de analogos para cada sustitucion, no eran practicos para evaluar el efecto sobre la
unién de proteina de sustitucion de cada uno de los veinte aminoacidos. Por el contrario, los procedimientos
de la presente divulgacion crean un numero practico de analogos para cada una de las sustituciones de los
aminoacidos y de este modo, permiten la evaluacion de una diversidad de quimicas de proteinas dentro de
una region o regiones de una proteina.

En contraste con la unién de proteinas, solamente un subconjunto de restos de aminoacidos participan
tipicamente en episodios enzimaticos no cataliticos. Por ejemplo, a partir de las propiedades quimicas de las
cadenas secundarias, solamente un numero seleccionado de aminoacidos naturales participan
preferentemente en eventos cataliticos. Estos aminoacidos pertenecen al grupo de aminoacidos polares y
neutros tales como Ser, Thr, GIn, Tyr y Cys, el grupo de aminoacidos cargados, Asp y Glu, Lys y Arg y
especialmente el aminoacido His. Otras cadenas secundarias polares y neutras son las de Cys, Ser, Thr,
Asn, GIn y Tyr. Gly se considera también que es un miembro limite de este grupo. Ser y Thr juegan un papel
importante en la formacion de enlaces hidrogeno. Thr tiene una asimetria adicional en el carbono beta, por lo
tanto solamente se usa uno de los estereoisémeros. El aminoacido GIn y Asn también pueden formar enlaces
de hidrogeno, los grupos amido que funcionan como dadores de hidrégeno y los grupos carbonilo que
funcionan como aceptores. GIn tiene un grupo CH> mas que Asn lo que hace que el grupo polar sea mas
flexible y reduce su interaccion con la cadena principal. Tyr tiene un grupo hidroxilo muy polar (OH fendlico)
que se puede disociar a valores de pH altos. Tyr se comporta de alguna manera como una cadena
secundaria cargada; sus enlaces hidrogeno son bastante fuertes.

Los acidos polares neutros se encuentran en la superficie asi como en el interior de las moléculas de las
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proteinas. Como residuos internos, usualmente forman enlaces de hidrogeno entre si o con la estructura
principal del polipéptido. Cys puede formar puentes disulfuro. Histidina (His) tiene una cadena lateral
aromatica heterociclica con un valor de pK de 6,0. En el intervalo de pH fisiolégico, su anillo imidazol puede
estar bien no cargado o bien cargado, después de recoger un ion hidrégeno de la solucion. Dado que estos
dos estados estan facilmente disponibles, His es bastante adecuado para catalizar reacciones quimicas. Se
encuentra en la mayoria de los centros activos de las enzimas, por ejemplo, serina proteasas.

Asp y Glu estan cargados negativamente a pH fisiolégico. Debido a su corta cadena secundaria, el grupo
carboxilo de Asp en bastante rigido con respecto a la cadena principal. Esta puede ser la razén por la que el
grupo carbonilo en muchos sitios cataliticos se proporciona mediante Asp y no mediante Glu. Los acidos
cargados se encuentran generalmente en la superficie de un polipéptido.

Ademas, Lys y Arg se encuentran en la superficie. Tienen cadenas secundarias largas y flexibles que
presentan multiples rotameros de energias similares. En varios casos, Lys y Arg toman parte en la formacion
de puentes de sal interna o ayudan en catalisis. Debido a su exposicion a la superficie del polipéptido, Lys es
un residuo reconocido mas frecuentemente por enzimas que bien modifican la cadena secundaria o bien
escinden la cadena peptidica en el extremo carbonilo de los restos de Lys.

Mientras que la quimica de grupo secundario de un aminoacido puede guiar la seleccién de un residuo de
aminoacido predeterminado, la carencia de una quimica de grupo secundario deseado puede ser un criterio
para excluir un residuo de aminoacido para uso como el aminoacido predeterminado. Por ejemplo, los
aminoacidos estéricamente pequefios y quimicamente neutros, tales como alanina, se pueden excluir de la
mutagénesis por revision por carecer de una quimica deseada.

3. Sintetizar bibliotecas de anéalogos de polipéptidos

En una realizacion, una biblioteca de analogos de polipéptidos se genera para seleccionar mediante sintesis
de oligonucleétidos individuales que codifican la regién definida del polipéptido y no tienen mas de un codon
para el aminoacido predeterminado. Esto se lleva a cabo incorporando en cada posicién de codén dentro del
oligonucledtido bien el codén requerido para la sintesis de polipéptido de tipo silvestre o bien un codén para
el aminoacido predeterminado. Esto se diferencia de los oligonucleétidos producidos en mutagénesis por
saturacion, mutagénesis al azar, o mutagénesis por revision porque, para cada oligonucleétido, solamente se
realiza una mutacién, como opuesto a mutaciones multiples.

Los oligonucledtidos se pueden producir de manera individual y después se pueden mezclar o combinar
como se desee. Cuando el codon de la secuencia de tipo silvestre y el codén predeterminado para el
aminoacido predeterminado son el mismo, no se realiza ninguna sustitucion.

De acuerdo con ello, el numero de posiciones de aminoacidos dentro de la region definida determinara el
numero maximo de oligonucleétidos preparados. Por ejemplo, si cinco posiciones de coddn estan alteradas
con el aminoacido predeterminado, después se sintetizan cinco oligonucleétidos mas un polinucleétido que
presenta la secuencia de aminoacidos de tipo silvestre. Pueden estar alteradas simultaneamente dos o mas
regiones.

La mezcla de oligonucledtidos para la generacion de la biblioteca se puede sintetizar faciimente mediante
procedimientos conocidos para la sintesis de ADN. El procedimiento preferido implica el uso de quimica de
beta-cianoetil fosforamidita de fase sélida. Véase la patente de Estados Unidos N.°: 4.725.677. Por
conveniencia, se puede usar un instrumento para la sintesis de ADN automatizada que contenga recipientes
de reactivos especificos de nucledtidos. Los polinucledtidos también se pueden sintetizar para que contengan
sitios de restriccion o sitios de hibridacion de cebadores para facilitar la introduccién o ensamblaje de los
polinucleétidos que presentan, v.g., una region definida en un contexto de genes mayor.

Los polinucleétidos sintetizados se pueden insertar en un contexto de genes mas grande del polipéptido que
se esta mutagenizando usando técnicas de ingenieria genética convencional. Por ejemplo, los polinucleétidos
se pueden preparar para que contengan sitios de reconocimiento flanqueantes para las enzimas de
restriccion. Véase, Crea, R., patente de estados Unidos N.°: 4.888.286. Los sitios de reconocimiento se
disefian para que correspondan a sitios de reconocimiento que bien existen de manera natural o bien se
introducen en el gen préximo al ADN que codifica la region. Después de la conversion en la forma de cadena
doble, los polinucleétidos se ligan en el gen mediante técnicas convencionales. Mediante un vector apropiado
(que incluye, por ejemplo, vectores de fagos, plasmidos) los genes se pueden introducir en un extracto sin
celulas, fagos, células procariotas, o células eucariotas adecuadas para la expresion de los polipéptidos
mutantes.

En los casos donde se conoce la secuencia de aminoacidos del polipéptido a mutagenizar o donde se conoce
la secuencia de ADN, la sintesis de genes es un posible enfoque. Por ejemplo, polinucleétidos solapados
parcialmente, tipicamente se pueden disefiar aproximadamente 20-60 nucledtidos de longitud. Los
polinucledtidos internos se fosforilan después hibridados a su pareja complementaria para proporcionar una
molécula de ADN bicatenaria con extensiones monocatenarias Utiles para hibridacion adicional. Los pares
hibridados se pueden después mezclar juntos y ligarse para formar una molécula bicatenaria de longitud
completa (véase, por ejemplo, la figura 8). Los sitios de restriccion convenientes se pueden disefiar cerca de
los extremos del gen sintético para la clonacion en un vector adecuado. Las moléculas de longitud completa
se pueden escindir con las enzimas de restriccion y ligarse en un vector adecuado. Los sitios de restriccion
convenientes también se pueden incorporar en la secuencia del gen sintético para facilitar la introduccién de
moddulos mutagénicos.
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Como una alternativa para sintetizar polinucledtidos que presentan el gen bicatenario de longitud completa,
los polinucleétidos que se superponen parcialmente en sus extremos 3’ (es decir, con extremos 3’
complementarios) se pueden ensamblar en una estructura abierta y después se pueden cargar con una
polimerasa adecuada para preparar un gen bicatenario de longitud completa. Tipicamente, los polinucleétidos
de superposicién son entre 40-90 nucledtidos de longitud. Los polinucledtidos extendidos se ligan después.
Los sitios de restriccion convenientes se pueden introducir en los extremos y/o internamente para propositos
de clonacion. Después de la digestion con una enzima o enzimas de restriccion apropiada(s), el fragmento de
gen se liga en un vector adecuado. Como alternativa, el fragmento de gen puede estar ligado en el extremo
romo en un vector apropiado.

En estos enfoques, si estan disponibles sitios de restriccion convenientes (de manera natural o modificados
por ingenieria genética) después del ensamblaje de genes, los polinucledtidos degenerados se pueden
introducir posteriormente mediante clonaciéon del médulo en un vector apropiado. Como alternativa, los
polinucledtidos degenerados se pueden incorporar en la fase de ensamblaje de genes. Por ejemplo, cuando
ambas cadenas del gen se sintetizan completamente quimicamente, se pueden producir polinucleétidos
degenerados solapantes y complementarios. Los pares complementarios se hibridaran entre si.

Cuando se usan polinucleétidos parcialmente solapantes en el ensamblaje de genes, un conjunto de
nucledtidos degenerados también se puede incorporar directamente en lugar de uno de los polinucleétidos.
La cadena complementaria apropiada se sintetiza durante la reaccion de extension a partir de un
polinucleétido complementario parcialmente de la otra cadena mediante extensién enzimatica con una
polimerasa. La incorporacion de los polinucledtidos degenerados en la fase de sintesis también simplifica la
clonacién cuando se mutageniza mas de un dominio o region definida de un gen.

En otro enfoque, el gen de interés esta presente en un plasmido de cadena sencilla. Por ejemplo, el gen se
puede clonar en un vector de fago o en un vector con un origen de fago filamentoso de replicacion que
permite la propagacion de moléculas de cadena sencilla con el uso de un fago auxiliar. EI molde de cadena
sencilla se puede hibridar con un conjunto de polinucledtidos degenerados que presentan las mutaciones
deseadas y alargarse y ligarse, incorporando de esta manera cada cadena analoga en una poblacién de
moléculas que se pueden introducir en un huésped apropiado (Sayers, J. R. y col., Nucleic Acids Res. 16:
791-802 (1988). Este enfoque puede evitar muchas etapas de clonacion donde los dominios multiples se
seleccionan para mutagénesis.

La metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) también se puede usar para incorporar
polinucledtidos en un gen. Por ejemplo, los propios polinucleétidos se pueden usar como cebadores para
extension. En este enfoque, los polinucleétidos que codifican los médulos mutagénicos que corresponden a la
region definida (o porcién de la misma) son complementarios entre si, al menos en parte y se pueden
extender para formar un modulo de genes grande que usa una polimerasa, por ejemplo, usando amplificacion
de PCR.

El tamafio de la biblioteca variara dependiendo de la longitud y nimero de regiones y aminoacidos dentro d5e
una, regign que seﬁnuta%enizga. Pgeferj/blemente, la biblioteca se giseﬁa para que contenga menos de 10>,
107,107, 1 1 10, 10%, 10%, 10" y mas preferiblemente, 10° analogos de polipéptidos o0 menos.

La descripcion anterior se ha centrado en la mutagénesis de polipéptidos y bibliotecas de polipéptidos
alterando el polinucledtido que codifica el polipéptido correspondiente. Sin embargo, se entiende que el
alcance de la divulgacion también abarca procedimientos de mutagenizacion de polipéptidos mediante la
sintesis directa de los analogos de polipéptidos deseados usando quimica de proteinas. Cuando se lleva a
cabo este enfoque, los polipéptidos resultantes todavia incorporan las caracteristicas de la divulgacion
excepto que se elimina el uso de un polinucleétido.

Para las bibliotecas descritas anteriormente, bien en la forma de polinucledtidos y/o de polipéptidos
correspondientes, se entiende que las bibliotecas también pueden estar unidas a un soporte sélido, tal como
un microchip y preferiblemente ordenadas, usando técnicas reconocidas en la técnica.

4. Sistemas de expresion y seleccion

Las bibliotecas de polinucleétidos generadas mediante cualquiera de las técnicas anteriores u otras técnicas
adecuadas se pueden expresar y seleccionar para identificar analogos de polipéptidos que tienen la
estructura y/o la actividad deseada. La expresion de los andlogos de polipéptidos se puede llevar a cabo
usando cualquier sistema de presentacion de expresion adecuado conocido en la técnica incluyendo, pero no
limitado a, sistemas de presentacion en extractos sin células (por ejemplo, presentacion en ribosomas y
sistemas de presentacion ordenados (por ejemplo, microordenados o macroordenados), sistemas de
presentacion bacteriana, sistemas de presentacion en fagos, células procariotas, y/o células eucariotas (por
ejemplo, sistemas de presentacion en levaduras).

En una divulgacion, los polinucledtidos se modifican por ingenieria genética para que sirvan como moldes
que se pueden expresar en un extracto sin células. Los vectores y extractos como se describen, por ejemplo,
en las patentes de Estados Unidos N.°°: 5.324.637; 5.492.817; 5.665.563, se pueden usar y muchos estan
comercialmente disponibles. Se puede usar la presentacion en ribosomas y otras técnicas sin células para la
union a un polinucledtido (es decir, un genotipo) a un polipéptido (es decir, un fenotipo) por ejemplo,
Profusion™ (véanse, v.g., las patentes de Estados Unidos numeros 6.348.315; 621.804; 6.258.558; y
6.214.553).

Como alternativa, los polinucleétidos de la invencién se pueden expresar en un sistema de expresion
conveniente de E. coli, tal como el descrito por Pluckthum y Skerra. (Pluckthum, A. y Skerra, A., Meth.
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Enzymol. 178: 476-515 (1989); Skerra, A. y col., Biotechnology 9: 273-178 (1991)). Las proteinas mutantes se
pueden expresar para la secrecion en el medio y/o en el citoplasma de la bacteria, como describen M. Better
y A. Horwitz, Meth. Enzymol. 178: 476 (1989). En una realizacion, los dominios individuales que codifican VH
y VL estan cada uno unidos al extremo 3’ de una secuencia que codifica una secuencia sefial, tal como la
secuencia sefial ompA, phoA o pelB (Lei, S. P. y col., J. Bacterial. 169: 4379 (1987)). Estas fusiones de genes
se ensamblan en una construccién dicistronica, de manera que se pueden expresar a partir de un vector
individual y secretarse en el espacio periplasmico de E. coli donde se replegaran y se pueden recuperar en
una forma activa. (Skerra, A. y col., Biotechnology 9: 273-278 (1991)). Por ejemplo, los genes de cadena
pesada de anticuerpos se pueden expresar simultdneamente con los genes de las cadenas ligeras de
anticuerpos que producen anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

Todavia en otra realizacién de la invencion, los polinucleétidos se pueden expresar en células eucariotas
tales como levaduras, usando, por ejemplo, presentacion en levaduras como se describe, v.g., en las
patentes de Estados Unidos niumeros 6.423.538; 6.331.391; y 6.300.065: En este enfoque, los analogos de
polipéptidos de la biblioteca se fusionan a un polipéptido que se expresa y se presenta sobre la superficie de
la levadura. También se pueden usar otras células eucariotas para la expresion de los polipéptidos de la
divulgacion tales como células de mamiferos, por ejemplo células de mieloma, células de hibridoma, o células
de ovarios de hamster chino (CHO). Tipicamente, los analogos de polipéptidos cuando se expresan en
células de mamiferos se disefian para que se expresen en el medio de cultivo, o para que se expresen sobre
la superficie de tal célula. El anticuerpo o fragmento de anticuerpos se puede producir, por ejemplo, como
moléculas de anticuerpo enteras o como fragmentos VH y VL individuales, fragmentos Fab, dominios simples,
o como cadenas simples (sFv) (véase, Huston, J. S. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883 (1988)).

La selecciéon de los analogos de polipéptidos expresados (o polipéptidos producidos mediante sintesis
directa) se pueden hacer mediante cualquier medio apropiado. Por ejemplo, la actividad de unién se puede
evaluar mediante inmunoensayo convencional y/o cromatografia de afinidad y la actividad catalitica se puede
determinar mediante ensayos adecuados para la conversion de sustratos. La seleccion de los analogos de
polipéptidos de la divulgacion para la funcién proteolitica se puede llevar a cabo usando un ensayo en placa
de hemoglobina convencional como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N.°:
5.798.208.

5. Mutagénesis por revision asistida por modelado por ordenacion

La mutagénesis por revision de la divulgacion también se puede llevar a cabo con el beneficio de informacion
estructural o de modelado concerniente a los analogos de polipéptidos a generarse, de manera que el
potencial para generar analogos que tienen la funcion deseada mejorada se incrementa. La informacion
estructural o de modelado se pueda también usar para guiar la seleccion de aminoacido predeterminado para
introducir en las regiones definidas. Todavia adicionalmente, los resultados reales obtenidos con los analogos
polipeptidicos de la invenciéon pueden guiar la seleccién (o exclusion) de polipéptidos posteriores a prepararse
y seleccionarse de una manera iterativa. De acuerdo con ello, la informacién estructural o de modelado se
puede usar para generar subconjuntos iniciales de analogos de polipéptidos para uso en la divulgacion, por lo
tanto incrementando adicionalmente la eficacia de generacion de polipéptidos mejorados.

En una divulgacion particular, el modelado por ordenador se usa eliminar la produccién de cualquier analogo
de polipéptido que se predice que tiene una estructura y/o funcidon pobre o indeseada. De esta forma, el
numero de analogos de polipéptidos a producirse se puede reducir notablemente incrementando por lo tanto
la relacion sefal-ruido en ensayos de seleccion posteriores. En otra divulgacion particular, el modelado por
ordenador se actualiza continuamente con informacion modelado adicional, a partir de cualquier fuente
relevante, por ejemplo, a partir de una secuencia de genes y de proteinas y de bases de datos de tres
dimensiones y/o de resultados de los analogos ensayados previamente, de manera que la base de datos por
ordenador se hace mas precisa en su capacidad predictiva (figura 19).

Todavia en otra divulgacion la base de datos por ordenador se proporciona con los resultados de ensayo de
los analogos de polipéptidos previamente ensayados y clasifica los analogos, basandose en el criterio o
criterios de ensayo, como efectores o no efectores, por ejemplo, como analogos de polipéptidos que se unen
bien o no tan bien o que son enzimaticos/cataliticos o no tan enzimaticos/cataliticos. De esta forma la
mutagénesis mediante guia de la divulgacion puede igualar un intervalo de respuesta funcional con
informacion estructural particular y usar tal informacion para guiar la produccién de analogos de polipéptidos
futuros a ensayarse. De acuerdo con ello, el procedimiento es especialmente adecuado para seleccionar
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos para una funcion particular, tal como afinidad de unién (por ejemplo,
especificidad), estabilidad (por ejemplo, vida media) y/o funcion efectora (por ejemplo, activacion de
complementos y ADCC). De acuerdo con ello, la mutagénesis de residuos no contiguos dentro de una region
puede ser deseable si se conoce, por ejemplo, por un modelado por ordenador que ciertos residuos en la
region no participaran en la funcion deseada. La estructura coordinada y la interrelacion espacial entre las
regiones deseadas, v.g., los residuos de aminoacidos funcionales en las regiones definidas del polipéptido,
por ejemplo, el/los aminoacido(s) predeterminado(s) que se han introducido, se pueden considerar y modelar.
Tales criterios de modelado incluyen, por ejemplo, quimica de grupos secundarios de aminoacidos, distancias
atomicas, datos de cristalografia, etc. De acuerdo con ello, el nimero de analogos polipeptidicos a producir
se puede minimizar de manera inteligente.

En una divulgacion preferida una o mas de las etapas anteriores estan asistidas por ordenador. El
procedimiento también es capaz de llevarse a cabo, en parte o en conjunto, mediante un dispositivo, v.g., un
dispositivo dirigido por ordenador. De acuerdo con ello, las instrucciones para llevar a cabo el procedimiento,
en parte o en conjunto, se pueden conferir a un medio adecuado para uso en un dispositivo electronico para
llevar a cabo las instrucciones. En total, los procedimientos de la divulgacion son capaces de un enfoque de
alto rendimiento que comprende software (por ejemplo, instrucciones legibles de ordenador) y hardware (por
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ejemplo, los ordenadores, robots y chips).

6. Explorar la quimica combinatoria de regiones multiples definidas

La presente divulgacion proporciona la importante ventaja de permitir la evaluacion por mutagénesis de varias
regiones o dominios diferentes de un polipéptido simultaneamente. Esto se puede hacer usando el mismo
aminoacido o un aminoacido diferente predeterminado dentro de cada region, permitiendo la evaluacion de
sustituciones de aminoacidos en regiones relacionadas de manera conformacional, de forma que las regiones
tras el plegamiento del polipéptido, estan asociadas para preparar un sitio funcional (por ejemplo, el sitio de
union de un anticuerpo o el sitio catalitico de una enzima). Esto, a su vez, proporciona una forma eficaz de
crear sitios funcionales nuevos o mejorados.

Por ejemplo, como se muestra en la figura 14, las seis CDR de un anticuerpo que preparan los aspectos
Unicos del sitio de unién de antigeno (regién Fv), se puede mutagenizar simultaneamente, o separadamente
en las cadenas VH o VL, para estudiar las interrelaciones tridimensionales de aminoacidos seleccionados en
este sitio. En una divulgacion, la quimica combinatoria de las tres o mas regiones definidas se explora de
manera sistematica usando mutagéenesis por revision y preferiblemente seis regiones definidas, por ejemplo
las seis CDR de una region variable de la cadena pesada y la cadena ligera de anticuerpo. Para realizar
mutagénesis por revision sobre una CDR, tipicamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, o mas posiciones de aminoacidos se alteran.

De acuerdo con ello, la presente divulgacién abre nuevas posibilidades para el disefio de tipos muy diferentes
de polipéptidos nuevos y mejorados. El procedimiento se puede usar para mejorar una estructura o funcion
existente de una proteina. Por ejemplo, se puede introducir un sitio de unién para un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo o afinidad para un antigeno preexistente, funcion efectora y/o estabilidad mejorada. Como
alternativa, la introduccién de aminoacidos “cataliticamente importantes” adicionales en un dominio catalitico
de una enzima se puede realizar dando como resultado una actividad modificada o potenciada hacia un
sustrato. Como alternativa, las estructuras, las especificidades o actividades enteramente nuevas se pueden
introducir en un polipéptido. La sintesis de novo de actividad enzimatica se puede lograr también. Las nuevas
estructuras se pueden edificar sobre el “armazon” natural o de consenso de una proteina existente mediante
mutacion de regiones relevantes solamente mediante el procedimiento de la invencion.

7. Mutagénesis por revision para preparar anticuerpos nuevos o mejorados

El procedimiento de esta divulgacion se usa especificamente para modificar moléculas de anticuerpos. Como
se usa en la presente memoria, las moléculas de anticuerpos o anticuerpos se refieren a anticuerpos o
porciones de los mismos, tales como anticuerpos de longitud completa, moléculas Fv, u otros fragmentos de
anticuerpos, cadenas individuales o fragmentos de los mismos (por ejemplo, una cadena individual de Fv),
anticuerpos monocatenarios y anticuerpos quiméricos. Se pueden introducir alteraciones en la region variable
y/o en la regién marco conservada (constante) de un anticuerpo. La modificacién de la regién variable puede
producir anticuerpos con mejores propiedades de union de antigeno y si se desea, con propiedades
cataliticas. La modificacion de la region marco también puede conducir a la mejora de las propiedades fisico-
quimicas, tales como solubilidad o estabilidad (por ejemplo, vida media), que son especialmente utiles, por
ejemplo, en produccidon comercial, biodisponibilidad, funcién efectora (por ejemplo, activacion de
complementos y/o ADCC) y afinidad de unién (por ejemplo, especificidad) para el antigeno. Tipicamente, la
mutagénesis se dirigira a la region Fv de la molécula de anticuerpo, es decir, la estructura responsable de la
actividad de union a antigeno que se compone de regiones variables de dos cadenas, una de la cadena
pesada (VH) y una de la cadena ligera (VL). Una vez que las caracteristicas de unién de antigeno se
identifican, la(s) region/regiones variable(s) se pueden modificar por ingeniaria genética en una clase de
anticuerpo apropiada tal como IgG, IgM, IgA, IgD, o IgE.

8. Mutagénesis por revision para preparar/mejorar polipéptidos cataliticos/enzimaticos

El procedimiento de la invencion también es particularmente adecuado para el disefio de proteinas cataliticas,
particularmente anticuerpos cataliticos. Actualmente, los anticuerpos cataliticos se pueden preparar mediante
una adaptacién de técnicas de fusion de células somaticas convencionales. En este procedimiento, un animal
se inmuniza con un antigeno que se parece al estado de transicion del sustrato deseado para inducir la
produccion de un anticuerpo que une el estado de transicion y cataliza la reaccién. Las células que producen
anticuerpos se recogen a partir del animal y se fusionan con una célula de inmortalizacion para producir
células hibridas. Después las células se seleccionan para la secrecién de un anticuerpo que cataliza la
reaccion. Este procedimiento depende de la disponibilidad de analogos del estado de transicién de un
sustrato. El procedimiento puede estar limitado debido a que tales analogos es probable que sean dificiles de
identificar o de sintetizar en la mayoria de los casos.

El procedimiento de la invencion proporciona un enfoque diferente que elimina la necesidad de un analogo de
estado de transicion. Mediante el procedimiento de la divulgacion, un anticuerpo se puede hacer catalitico
mediante la introduccion de aminoacidos adecuados en el sitio de uniéon de una inmunoglobulina (region Fv).
La region del sitio de union de antigeno (Fv) se compone de seis bucles hipervariables (CDR), tres derivados
de la cadena pesada de inmunoglobulina (H) y tres de la cadena ligera (L), que conecta cadenas beta con
cada subunidad. Los residuos de aminoacidos de los bucles CDR contribuyen casi enteramente a las
caracteristicas de cada anticuerpo monoclonal especifico. Por ejemplo, las triadas cataliticas (constituidas por
residuos de aminoacidos serina, histidina y acido aspartico) modeladas después de serina proteasas se
pueden crear en los segmentos hipervariables de la region Fv de un anticuerpo con afinidad conocida para la
molécula de sustrato y se pueden seleccionar para actividad proteolitica del sustrato.

En particular, el procedimiento de la divulgacion se puede usar para producir muchas enzimas diferentes o
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anticuerpos cataliticos, incluyendo oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas.
Entre estas clases, de particular importancia sera la produccién de proteasas, carbohidrasas, lipasas,
dioxigenasas y peroxidasas mejoradas. Estas y otras enzimas que se pueden preparar mediante el
procedimiento de la divulgacion tienen aplicaciones comerciales importantes para las conversiones
enzimaticas en asistencia sanitaria, cosméticos, alimentos, elaboracion de cerveza, detergentes, medio
ambiente (por ejemplo, tratamiento de aguas residuales), agricultura, curtido, textiles y otros procedimientos
quimicos. Estos incluyen, pero no se limitan a, aplicaciones diagnosticas y terapéuticas, conversiones de
grasas, carbohidratos y proteina, degradacion de contaminantes organicos y sintesis de productos quimicos.
Por ejemplo, las proteasas terapéuticamente eficaces con actividad fibrinolitica, o actividad contra estructuras
virales necesarias para infectividad, tales como proteinas de revestimiento viral, se pueden modificar por
ingenieria genética. Tales proteasas podrian ser agentes anti-tromboticos Utiles o agentes anti-virales utiles
contra virus tales como, por ejemplo, VIH, rinovirus, influenza, o hepatitis. En el caso de oxigenasas (por
ejemplo, dioxigenasas), una clase de enzimas que requieren un co-factor para oxidacion de anillos
aromaticos y otros dobles enlaces, aplicaciones industriales en procesos de formacion de biopulpa,
conversion de biomasas en combustibles u otros agentes quimicos, conversion de contaminantes de aguas
residuales, bioprocesamiento de carbdn y detoxificacion de compuestos organicos peligrosos son posibles
aplicaciones de proteinas novedosas.

La presente invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no se deben interpretar como
limitantes.

Ejempilificacion

Alo largo de los ejemplos, se usaron los siguientes materiales y procedimientos salvo que se especifique otra
cosa.

Materiales y procedimientos

En general, la practica de la invencion emplea, salvo que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
quimica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, tecnologia de PCR, inmunologia
(especialmente, por ejemplo, tecnologia de anticuerpos), sistemas de expresion (por ejemplo, expresion sin
células, presentacion en fagos, presentacion en ribosomas y Profusion™) y cualquier cultivo de células
necesario que estan dentro de la habilidad en la técnica y se explican en la bibliografia. Véanse, por ejemplo,
Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989): DNA Cloning,
Volumenes 1y 2, (D. N. Glover, Ed. 1985); Oligonucleotides Synthesis (M. J. Gait, Ed. 1984); PCR Handbook
Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Beaucage, Ed. John Wiley y Sons (1999) (Editor); Oxford
Handbook of Nucleic Acid Structure, Neidle, Ed., Oxford Univ. Press (1999); PCR Protocols: A Guide to
Methods and Applications, Innis y col., Academic Press (1990); PCR Essential Techniques: Essential
Techniques, Burke, Ed., John Wiley y Sons Ltd (1996); The PCR Technique: RT-PCR, Siebert, Ed, Eaton
Pub. Co. (1998); Antibody Engineering Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr.
(1996); Antibody Engineering: A Practical Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr
(1996); Antibodies; A Laboratory Manual, Harlow y col., C. S. H. L. Press, Pub. (1999): Current Protocols in
Molecular Biology, eds., Ausubel y col., John Wiley y Sons (1992); Large-Scale Mammalian Cell Culture
Technology, Lubieniecki, A., Ed., Marcel Dekker, Pub., (1990). Phage Display: A Laboratory Manual, C.
Barbas (Ed.), CSHL Press, (2001); Antibody Phage Display, P. O’Brien (Ed.), Humana Press (2001); Border y
col., Yeast surface display for screening combinatorial polypeptide libraries, Nature Biotechnology, 15 (6):
553-7 (1997; Border y col.; Yeast surface display for directed evolution of protein expression, affinity, and
stability, Methods Enzymol., 328: 430-44 (2000); presentacion en ribosomas como describen Pluchthum y
col., en la Patente de Estados Unidos N.°: 6.348.315 y Profusion™ como describen Szostak y col., Patente de
Estados Unidos Numeros 6.258.558; 6.261.804; y 6.214.553.

Ejemplo 1

MUTAGENESIS POR REVISION DE LAS TRES REGIONES DEFINIDAS EN UNA MOLECULA DE UNION
A ANTIGENO

En este ejemplo, se describe la mutagénesis por revision de tres CDR de un anticuerpo para mejorar la union
y proteolisis de un sustrato.

En particular, se realiza la mutagénesis “por revision” de tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR) de un anticuerpo monoclonal. CDR1, CDR2 y CDR3 de la region variable de la cadena pesada (VH)
son regiones definidas seleccionadas para la mutagénesis por revision, Para esta divulgacion, los
aminoacidos predeterminados seleccionados son los tres restos de la triada catalitica de las serina proteasas,
Asp, His y Ser. Asp se selecciona para VH CDR1, His se selecciona para VL CDR2 y Ser se selecciona para
VH CDRS. La seleccion de estos tres aminoacidos predeterminados permite el uso de un ensayo de proteasa
conveniente con el fin de detectar cuando los tres residuos estan posicionados correctamente para mostrar
una actividad funcional, es decir, proteolisis de un sustrato de ensayo.

Un anticuerpo ejemplar, MCPC 603, se reconoce como un buen modelo para investigar la unién y catalisis
debido a que la regién de unién de anticuerpo se ha caracterizado bien. La secuencia de aminoacidos y la
secuencia de ADN del MCPC 603 VH y las regiones VL estan publicamente disponibles (véanse, por ejemplo,
Rudikoff, S. y Potter, M., Biochemistry 13: 4033 (1974); Plukthun, A. y col., Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol., Vol. LII: 105-112 (1987)). Las CDR para el anticuerpo MCPC 603 se han identificado como se muestra
en la figura 2. En la cadena pesada, CDR1 abarca las posiciones de los residuos de aminoacidos 31-35,
CDR2 abarca las posiciones 50-69 y CDR3 abarca las posiciones 101-111. En la cadena ligera, los residuos
de aminoacidos de CDR1 son 24-40, CDR2 abarca los aminoacidos 55-62 y CDR3 abarca los aminoacidos

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2609 102 T3

95-103.

El disefio de los oligonucledtidos para la mutagénesis por revision en las CDR de MCPC 603 es tal que los
analogos de polipéptidos resultan tener la secuencia de aminoacidos para CDR1, CDR2 y CDR3 como se
muestra en las figuras 3-5. Se entiende que los oligonucledtidos sintetizados pueden ser mayores que las
regiones CDR para alterar para facilitar la insercion en la construccion diana como se muestra en la figura 7.
Un formato de anticuerpo monocatenario se elige por conveniencia en la expresion posterior y etapas de
seleccion. Los oligonucledtidos se pueden convertir en cadenas bicatenarias mediante técnicas enzimaticas
(véase, por ejemplo, Oliphant, A. R. y col., 1986, al principio) y después se ligan dentro de un plasmido
restringido como se muestra en la figura 8. Los sitios de restriccion pueden ser sitios de origen natural o sitios
de restriccion modificados por ingenieria genética.

Los polinucledtidos que codifican los analogos de polipéptidos se pueden expresar en cualesquiera de
sistemas de expresion convenientes descritos en la presente memoria y se pueden seleccionar usando el
ensayo de la serina proteasa descrito, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N.%: 5.798.208 (véanse
también, las figuras 16-17). En resumen, los analogos de polipéptidos expresados se exponen a un sustrato
de ensayo y se examinan para proteolisis del sustrato de ensayo. La cantidad de proteolisis, revelada por una
zona de eliminacioén del sustrato, indica un analogo de polipéptido que tiene la actividad funcional deseada.

Ejemplo 2

MUTAGENESIS POR REVISION DE SEIS REGIONES DEFINIDAS EN UNA MOLECULA DE UNION A
ANTIGENOS

En este ejemplo, se describe la mutagénesis por revision de los seis CDR de un anticuerpo para mejorar la
union y proteolisis de un sustrato. En particular, se realiza una mutagénesis “por revision” de todas las seis
regiones hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo de modelo
mencionado anteriormente (MCPC 603), en este ejemplo, la mutagénesis por “revisiéon” se lleva a cabo a
partir de dos a tres veces con un aminoacido diferente en una regiéon o dominio dado. Por ejemplo, Asp, Ser e
His se recorren secuencialmente en las cadenas pesadas y ligeras como se muestra en la figura 10.

La mutagénesis de los residuos continuos dentro de una region puede ser deseable si se conoce, o si se
puede deducir, que ciertos residuos en la region no participaran en la funcion deseada. Ademas, el nimero
de analogos se puede minimizar. Otras consideraciones en la seleccion del aminoacido predeterminado y las
posiciones particulares a alterar son que los residuos pueden ser capaces de hidrogenar enlaces entre si.
Esta consideracion puede imponer una restriccion de proximidad sobre las variantes deseadas. De este
modo, solamente ciertas posiciones dentro de las CDR pueden permitir que los aminoacidos de la triada
catalitica interaccionen de manera apropiada. De este modo, el modelo molecular u otra informacion
estructural se puede usar para enriquecer variantes funcionales.

En este caso, la informacién estructural conocida se us6 para identificar restos en las regiones que pueden
estar suficientemente cerca para permitir la formacién de enlaces de hidrogeno entre Asp, His y Ser, asi
como el intervalo de residuos a mutagenizar. Roberts y col., han identificado regiones de estrecho contacto
entre porciones de las CDR (Roberts, V. A. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6654-6658 (1990)). Esta
informacion junto con los datos de la estructura de rayos x de MCPC 603 se usa para seleccionar areas
prometedoras de estrecho contacto entre las CDR dirigidas para mutagénesis. Este tipo de mutagénesis por
revision guiada por informacion estructural/de modelo se puede denominar como mutagénesis “a través de
guia”.

La mutagénesis por revision se lleva a cabo como se ilustra en la figura 10 en la que cada CDR se somete a
un al;ginoa:lcido predeterminado dando como resultado 8 x 10”y si se exploran todos los veinte aminoacidos, 5
x 10 analogos de polipéptidos. Los polinucledtidos se pueden expresar en cualesquiera de los sistemas de
expresion convenientes descritos en la presente memoria y se pueden seleccionar usando la serina proteasa
descrita, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N.°: 5.798.208. En resumen, los analogos de
polipéptidos expresados se exponen a un sustrato de ensayo y se examinan para evaluar proteolisis del
sustrato de ensayo. La cantidad de proteolisis, revelada mediante una zona de eliminacion del sustrato, indica
un analogo de polipéptidos que tiene la actividad funcional deseada.

Ejemplo 3

MUTAGENESIS POR REVISION DE MOLECULAS DE UNION A ANTI-TNF PARA MEJORAR LA
FUNCION

En este ejemplo, se describe la mutagénesis por revision de un anticuerpo anti-TNF para mejorar la unién.

En particular, se realiza la mutagénesis “por revisién” de todas las seis regiones hipervariables o regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de dos anticuerpos anti-TNF diferentes. Los anticuerpos anti-
TNF tienen aplicacion general en el tratamiento de enfermedad inmune en pacientes que tienen niveles
inapropiados del ligando TNF (factor de necrosis tumoral). Existen dos anticuerpos anti-TNF disponibles
comercialmente. Por conveniencia en la realizacion de mutagénesis por revision y posterior seleccion, las
regiones variables de cadena ligera y pesada (véanse las SEQ ID numeros 2-4) de estos anticuerpos se
convirtieron a un formato monocatenario usando un engarce poli Gly-Ser (véase la figura 15). Las regiones
definidas seleccionadas por mutagénesis por revision con un aminoacido predeterminado se identifican
mediante la presencia de una barra negra como se muestra en la figura 15. Estas regiones definidas
corresponden a las CDR de los anticuerpos de las cadenas individuales.

Los polinucledétidos que presentan las seis regiones CDR y regiones flanqueantes suficientes para permitir el
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ensamblaje de los polipéptidos en la secuencia monocatenaria completa mostrada en la figura 15 se
sintetizan como se describe en la presente memoria. Los residuos de aminoacidos predeterminados se
seleccionan para cada regiéon CDR y separadamente y secuencialmente se introducen en cada posicion de
aminoacido a través de las seis regiones CDR. Los polinucleétidos se modifican por ingenieria genética
adicionalmente para servir como moldes capaces de soportar la transcripcion de un transcrito de ARN
correspondiente que se puede después traducir en un polipéptido usando presentacion en ribosomas.

Los polinucledtidos que codifican los analogos de polinucleétidos correspondientes se expresan usando una
transcripcion sin células y extractos de traduccion. Las transcripciones de ARN estan unidas covalentemente
a un resto detectable tal como un resto fluorescente. Como alternativa, la secuencia de interés se puede
fusionar en marco a un resto fluorescente tal como proteina fluorescente verde (GFP) para permitir la
deteccion conveniente de expresion y normalizacion de aglutinantes frente a no aglutinantes.
Preferiblemente, los polinucledtidos que codifican los analogos de polipéptidos estan al menos parcialmente
ordenados, v.g., expresados en un pocillo que tiene multiples analogos de polipéptidos pero se pueden
facilmente des-replegar. De acuerdo con ello, cada pocillo contiene un subconjunto de analogos de
polipéptidos unidos ahora al transcrito correspondiente unido a un resto fluorescente usando presentaciéon en
ribosomas. El pocillo se sonda con ligando diana, es decir TNF y se ensaya para analogos de polipéptidos
que se unen y con los que la afinidad de unién se compara al polipéptido de tipo silvestre. Los analogos de
polipéptidos que se unen mejor que los polipéptidos de tipo silvestre se vuelven a modificar despues por
ingenieria genética en un formato de anticuerpo IgG de longitud completa para realizacion de ensayo paralelo
con los analogos de anticuerpos comerciales para unién mejorada usando técnicas convencionales.

Ejemplo 4

MUTAGENESIS POR REVISION DE ANTICUERPOS CONTRA EL SEROTIPO B DE TOXINA NERVIOSA
BOTULINICA (BoNT/B) Y EL SEROTIPO A DE TOXINA NERVIOSA BOTULINICA (BoNT/A) PARA
MEJORAR LA FUNCION

En este ejemplo, anticuerpos mejorados contra el serotipo B de toxina nerviosa botulinica (BoNT/B) y el
serotipo A de toxina nerviosa botulinica (BoNT/A) se generan usando mutagénesis por revision (LTM) para
mejorar la funcion. El enfoque LTM se basa en la creacion de mutaciones sencillas por CDR a traves del
bolsillo de unién, basandose en un subconjunto (el conjunto de LTM) de los 20 aminoacidos que exploran las
caracteristicas de tamafio, carga, hidrofobicidad y unién por hidrégeno. Los criterios para seleccionar los
aminoacidos en el conjunto de LTM se describen mas adelante.

1. Purificacion de anticuerpos y secuenciacion de genes y disefio de cadenas individuales (scFv)

Los fragmentos de anticuerpos murinos (Fab) con afinidad de unién a BoNT/B se pueden obtener como se
describe en Emaneul y col., (19965) Journal of Immunological Methods 193: 189-197. Se pueden usar los
anticuerpos BotFab 5 (SEQ ID N.°: 10 y 11, polipéptidos de cadena ligera y pesada, respectivamente), el
BotFab 20 (SEQ ID ID N.°% 12 y 13, polipéptidos de cadena ligera y pesada, respectivamente) o el BotFab 22
(SEQID ID N.°%: 12y 13, polipéptidos de cadena ligera y pesada, respectivamente). Las secuencias foraneas
se describen en la patente de Estados Unidos N.°: 5.932.449. El| antigeno BoNT/B (toxina de longitud
completa, cadena ligera, y/o cadena pesada) se puede obtener a partir de Metabiologics, Inc., WI.

Los anticuerpos anti-BoNT/A descritos en Pless y col., (2001) Infect. Immun. 69: 570 se pueden usar con el
objetivo de mejorar sus afinidades mediante al menos un orden de magnitud. El antigeno de dominio de unién
de cadena pesada BoNT/A (BoNT/A He) se puede obtener a partir de Metabiologics, Inc., WI.

Los fragmentos V. y V4 del/de los anticuerpo(s) se clonan y se secuencian usando técnicas de biologia
molecular convencionales. Las regiones variables de las moléculas se amplifican mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) y se unen con un engarce poli-Gly-Ser (tipicamente
SGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID N.°: 7)) para generar anticuerpos monocatenarios (csFv). Una etiqueta
poli-His (HHHHHH (SEQ ID N.°: 8)) y una etiqueta myc (EQKLISEEDL (SEQ ID N.°: 9)) también se anexan al
extremo C de los genes para facilitar la purificacion y detecciéon. Estas moléculas se muestran en cualquiera
de las tecnologias bien conocidas (por ejemplo, tecnologias basadas en levaduras, bacterias o fagos) y se
ensayan para evaluar su capacidad de unirse a BoNT/B o BoNT/A.

La version monovalente de scFv de anticuerpos completos proporciona un buen formato para acometer
estudios de mutagénesis y se conoce para reproducir generalmente el mecanismo de unién de la molécula
completa, con la excepcion de los efectos de avidez mostrados por moléculas multivalentes.

2. Mejora de anticuerpos usando mutagénesis por revision (LTM) y disefio de genes

Para la mutagénesis por revision (LTM), se eligen los siguientes nueve aminoacidos y sus caracteristicas
funcionales representativas: alanina y leucina (alifaticos), serina (grupo hidroxilo), acido aspartico (acido) y
glutamina (amida), lisina e histidina (basicos), tirosina (aromatico), prolina (hidréfobo). Estos aminoacidos
muestran diversidad quimica adecuada en tamafo, carga, hidrofobicidad y unién por hidrogeno para
proporcionar informacion inicial significativa sobre la funcionalidad quimica necesaria para mejorar las
propiedades de anticuerpos. Las elecciones también se basan en la frecuencia de aparicion de estos
aminoacidos en las CDR de los anticuerpos. Por ejemplo, la dada entre tirosina y fenilalanina para
representar aminoacidos con cadenas secundarias aromaticas, la primera se elige debido a su
preponderancia significativamente mas alta en las CDR de anticuerpos y a su capacidad para enlace de
hidrégeno. LTM se emplea inicialmente para identificar aminoacidos especificos y propiedades quimicas que
son beneficiosas para union, neutralizacion y/o cualesquiera propiedades adicionales deseadas en el
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anticuerpo final. Sin embargo, LTM no se limita a estos nueve aminoacidos o a nueve aminoacidos totales. El
analisis de LTM se puede realizar con cualquier combinacién de aminoacidos y el subconjunto de LTM puede
ser tan alto como 18 aminoacidos (1 corto de mutagénesis por saturacion).

2.1 Sintesis de oligonucledtidos de LTM

En el analisis primario de LTM, el objetivo es explorar cada contribucién de la cadena de aminoacidos a la
afinidad de unién global dentro de cada CDR. Para generar eficazmente diversidad significativa, cada uno de
los aminoacidos del subconjunto de LTM se dirige en cada posicion individual dentro de la secuencia de CDR
con una sustitucion solamente por CDR. De este modo, cada oligonucleétido individual codifica solamente
una mutacién de CDR individual. Por ejemplo, con el fin de realizar la mutagénesis de histidina de LTM sobre
un dominio V4 CDR3 de once aminoacidos hipotético, se sintetizan 11 oligonucledtidos que codifican para
todas las 11 mutaciones de histidina individuales posibles (véase la figura 20). Un analisis tal ensaya los
efectos de tener una amida voluminosa en cada posicion en la CDR. Por lo tanto para generar una biblioteca
de V4 CDR3 LTM, solamente se sintetizan 99 oligonucledtidos para el analisis de LTM (9 aminoacidos de
LTM x 11 posiciones de V4 CDR3). Las secuencias de oligonucledtidos se ensayan para codones de parada
accidentales, duplicacion de tipo silvestre, uso de codon ineficaz, horquillas, bucles y otras estructuras
secundarias que usan software disponible publicamente.

2.2 Sintesis de oligonucleétidos degenerados para las combinaciones de mutaciones de LTM beneficiosas

Al emplear el reemplazo de LTM sistematico de aminoacidos individuales dentro de un CDR, la preferencia
de las funcionalidades quimicas en cada posicién esta sin cubrir. Con el fin de combinar todas las mutaciones
de las selecciones de LTM y explorar la posible aditividad y sinergia energética entre estas, se sintetizan los
oligonucledtidos degenerados que codifican estas mlitaciones y la secuencia de tipo silvestre. La
combinacién degenerada de oligonucledtidos con 1,6 x 10” variantes se usa posteriormente para generar una
biblioteca de segunda generacion que explora la naturaleza aditiva de estas sustituciones.

2.3 Disefio de oligonucledtidos asistido por ordenador, biblioteca y base de datos de los resultados.

El software acoplado con sintetizadores de ADN realizados a medida automatizados permite la sintesis rapida
de oligonucledtidos. La primera etapa implica decidir qué aminoacidos diana se incorporaran en las CDR. El
software determina la preferencia de coddn (por ejemplo, preferencia de codon de levadura, bacteriano o de
fago, dependiendo del sistema elegido) necesario para introducir los aminoacidos diana y también elimina
cualquier duplicacion de la secuencia de tipo silvestre que se puede generar mediante este procedimiento de
diseno. Después analiza para evaluar las estructuras de los codones de parada potenciales, horquillas y otros
bucles o para secuencias problematicas que se corrigen posteriormente antes de la sintesis. El plan de
disefio de LTM completado se envia después al sintetizador de ADN, que realiza una sintesis automatica de
los oligonucledtidos. De esta manera, los oligonucledtidos necesarios para crear las bibliotecas se pueden
generar rapidamente.

Una base de datos electronica puede almacenar informacion de todas las secuencias de oligonucleétidos de
LTM, detalles de las sustituciones de las CDR de las bibliotecas de scFv y resultados de los ensayos de
unién para un antigeno diana. El archivo de los datos de los oligonucledtidos permite las iteraciones
racionales de las estrategias del disefio y la reutilizacion de los oligonucledtidos de reactivos.

3. Estrategia de LTM global

LTM se emplea inicialmente para identificar aminoacidos especificos y propiedades quimicas que son
beneficiosas para propiedades de union, neutralizacion y/o cualesquiera propiedades adicionales deseadas
en el anticuerpo final. También rapidamente identifica las regiones que no toleran ninguna mutagénesis sin
pérdida significativa de afinidad (o cualquier propiedad fisica que se seleccione). Por lo tanto, no solamente
es el analisis de LTM una buena metodologia para explorar los requerimientos quimicos en cada posicion en
todas las CDR de un anticuerpo, sino que también determina rapidamente los aminoacidos absolutamente
requeridos para la unién a anticuerpo. Después de la identificacion de las mutaciones beneficiosas mediante
LTM, los esquemas de mutagénesis combinatoria se pueden emplear para que en primer lugar incorporen
todas estas mutaciones de aminoacidos dispares para generar CDR multiplemente mutadas. Adicionalmente
o como alternativa, la mutagénesis “de recorrido” (WTM) se puede usar para sondar los efectos de
mutaciones multiples del mismo aminoacido en una CDR (como se describe, por ejemplo, en las patentes de
Estados Unidos numeros 5.830.650; 5.798.208).

4. Bibliotecas LTM scFv

Las técnicas de LTM descritas anteriormente se usan para crear agrupaciones de oligonucledtidos con
mutaciones en una CDR individual de la cadena ligera o pesada. Estos oligonucledtidos se sintetizan para
que incluyan algunos de los marcos circundantes para facilitar el solapamiento y la hibridacion durante PCR.
Estas combinaciones de oligonucleoétidos se utilizan para generar todas las posibles cadenas V. y VH en las
que existen mutaciones en CDR individuales, dobles y triples (combinaciones individuales, dobles y triples de
CDRH1, 2y 3) usando PCR de extension de solapamiento individual (SOE-PCR) (como se describe en Horton
y col., (1989) Gene 77: 61-68). SOE-PCR es un procedimiento rapido y sencillo para combinar los fragmentos
de ADN que no requieren sitios de restriccion, endonucleasas de restriccion, o ligasa de ADN. En dos
regiones SOE-PCR en el gen se amplifican primero mediante PCR usando cebadores disefiados de manera
que los productos de PCR compartan una secuencia complementaria en un extremo. En las condiciones de
PCR, las secuencias complementarias se hibridan, formando un solapamiento. Las secuencias
complementarias actuan después como cebadores, permitiendo la extension mediante la ADN polimerasa
para producir una molécula recombinante.
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Por ejemplo, para crear la combinacion de las cadenas V4 en las que tanto CDR-H1 como CDR-H2 estan
mutadas y la CDR-H3 es de tipo silvestre, que se llama “110” (1 significa una CDR mutante y 0 significa una
CDR de tipo silvestre), los genes mutantes de CDR-H1 se usan como moldes y SOE-PCR se lleva a cabo
para unir los oligonucleétidos de CDR-H2 para generar la combinacién doblemente mutada (figura 21).
Considerando que cada CDR puede ser bien de tipo silvestre o bien mutante, existen siete posibles
combinaciones (mostradas mediante flechas en la figura 21) para cada una de las agrupaciones de las
cadenas V. y V4 (no incluyendo la molécula de tipo silvestre “000”). La combinacién de las siete agrupaciones
de V. y de las ocho agrupaciones de V4 crea 63 combinaciones V| -Vy de tipo no silvestre (scFv), (figura 21).
Cada una de las 64 combinaciones V-Vy (incluyendo la secuencia de tipo silvestre) se denomina un
“subconjunto” del agrupamiento de bibliotecas de LTM scFv entero. Un agrupamiento de bibliotecas de scFv
se crea para cada aminoacido seleccionado para sustitucion. EI numero de secuencias de aminoacidos
presentadas dentro de cada biblioteca de subconjunto depende de la longitud de la CDR, la secuencia de
aminoacidos dentro de la CDR y la estrategia de disefio de oligonucleétidos de LTM.

5. Revision de bibliotecas de alto rendimiento y seleccion de anticuerpos mejorados

Esta disponible una diversidad de procedimientos para la expresion y presentacion de anticuerpos. Estos
incluyen bacteriéfago, Escherichia coli y levadura. Aunque cada uno de estos procedimientos se ha usado
para mejora de anticuerpos, el sistema de presentacion en levaduras permite varias ventajas (Poder y Wittrup
(1997) Nat. Biotechnol. 15: 553-557). La levadura puede acomodar facilmente tamarios de bibliotecas de
hasta 10’, con 10°-10° copias de cada anticuerpo mostrandose en cada superficie celular. Las células de
levaduras se pueden seleccionar facilmente y separarse facilmente usando citometria de flujo y separacion
de células activadas por fluorescencia (FACS) o perlas magnéticas. Las levaduras también permiten
seleccion rapida y re-crecimiento rapido. El sistema de secrecion eucarittico y las rutas de glucosilacion de
levadura permiten un subconjunto mucho mayor de moléculas scFv para plegarse y mostrarse correctamente
sobre la superficie celular que los sistemas de presentacion procariéticos. La presentaciéon en levaduras
acoplada con la evolucién dirigida se ha usado para incrementar la Kp de un fragmento de anticuerpo scFv
para fluoresceina a 48 fM, union dos ordenes de magnitud mas fuerte que cualquier ligando monovalente
resefiado previamente (Boder y col., (2000) PNAS 97: 10701-10705). El sistema de presentacion utiliza el
receptor de adhesion de levaduras de aglutinina-a para presentar proteinas sobre la superficie celular. Las
proteinas de interés, en el caso presente, bibliotecas de anti-BoNT/B scFv LTM o bibliotecas de anti-BoNT/A
scFv LTM, se expresan como parejas de fusion con la proteina Aga2. Estas proteinas de fusion se
seleccionan a partir de la célula y llegan a unirse por puentes disulfuro a la proteina Aga1l, que se une a la
pared de las células de levaduras (véase Invitrogen, bibliografia del producto de presentacion de levaduras
pYD1). Ademas, existen marcas carboxi terminales incluidas que se pueden utilizar para controlar los niveles
de expresion y/o normalizar mediciones de afinidad de union.

Las perlas magnéticas revestidas con estreptavidina (Spherotech) se usan para rastrear y seleccionar
anticuerpos que se unen a BoNT/B o BoNT/A con alta afinidad. Esta metodologia emplea unién de
anticuerpos de alta afinidad a antigeno biotinilado que se une después a perlas revestidas con estreptavidina
con el fin de seleccionar los clones de levaduras (Yeung y Wittrup (2002) Biotechnol. Prog 18: 212-220) y
Feldhaus y col., (2003) Nature Biotech. 21: 163-170). El polipéptido BoNT/A o BoNT/A (Metabiologics) se
biotinila usando protocolos convencionales (Pierce) y la seleccion se realiza usando procedimientos bien
conocidos en la técnica. Usando seleccion basada en equilibrio y cinética, los anticuerpos con afinidades
mejoradas se seleccionan a partir de estas bibliotecas. La eficacia de cada ronda de seleccion se controla
mediante FACS analitica (FACScan). Ademas, las afinidades de union relativa de las moléculas individuales
presentadas sobre la superficie de levaduras se miden mediante valoracién del antigeno. Esto permite una
rapida identificacion de moléculas con afinidad mejorada. Los clones de scFv se secuencian después para
identificar mutaciones beneficiosas.

6. Generacion de anticuerpos solubles para mediciones de afinidad BlAcore

Los anticuerpos de interés se subclonan en sistemas de expresion solubles (Picchia pastoris ylo E. coli) y se
genera proteina soluble. Existen varios vectores comercialmente disponibles y lineas celulares para
expresion de anticuerpos solubles, que incluyen los de Invitrogen (por ejemplo, pPIC9 para P. pastoris) y
Novagen (pET20b para expresion periplasmica en E. coli). Estos sistemas se usan de manera rutinaria para
generar anticuerpos monocatenarios o de longitud completa solubles. El sistema de expresion de P. pastoris
(Invitrogen) produce de manera rutinaria 1-5 mg por litro de scFv purificado soluble. La purificacion de
proteinas esta facilitada por la presencia de cola de polihistidina en el extremo C de la molécula, en el caso
de cadenas individuales o mediante columnas de proteina A o proteina G para anticuerpos de longitud
completa. Los anticuerpos monocatenarios y de longitud completa solubles se generan para obtener
mediciones de velocidad cinética de afinidad BlAcore. Esta etapa es necesaria ya que moléculas de scFv de
alta afinidad sobre la superficie celular de clones de levaduras se debe verificar como una molécula soluble
libre de células. Los anticuerpos solubles monocatenarios y de longitud completa generados de la manera
anterior se puede usar para obtener mediciones de afinidad BlAcore, asi como en el ensayo de crecimiento
hacia fuera de neuritas o en el ensayo de letalidad de ratdn descrito mas adelante.

7. Seleccidn de anticuerpos seleccionados para neutralizacion in vivo o in vitro

Un ensayo basado en células que usa el crecimiento hacia fuera de neuritas de neuronas primaras de pollo
como un indicador de intoxicaciéon de BoNT y de esta manera, como un medio para cuantificar la
neutralizacion de toxinas se puede usar para seleccionar los anticuerpos seleccionados. Los experimentos
preliminares que usan cultivos de explantes de ganglios de la raiz dorsal de huevos de pollos fertilizados han
indicado que existia menos crecimiento hacia fuera axonal de explantes tratados con BoNT/A que de los
controles. Como alternativa, se puede usar un ensayo de unién neuromuscular de ganglio ciliar-musculo del
iris de pollo (como se describe en Lomneth y col., (1990) Neuroscience Letters 113: 211-216).
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El ensayo de letalidad de raton (MLA, tal como describen, por ejemplo, Schantz y Kautter (1978) J. Assoc.
Off. Anal. Chem. 61: 96-99) es otro procedimiento bien conocido y aceptado in vivo para ensayar la
neutralizacion de BoNT. El ensayo implica la inyeccion interperitoneal de aproximadamente 0,5 ml de
preparaciones de muestra de BoNT/B o BoNT/A con y sin el anticuerpo en 20 a 30 gramos, ratones blancos
de la cepa ICR. La mortandad debida a la insuficiencia respiratoria se observa durante 1-4 dias. La
cuantificacion de la neutralizacion requiere diluciones en serie de los MAb con niveles que varian de DLso de
BoNT/B o BoNT/A de raton. La MLA se puede usar para determinar la capacidad de neutralizacion de los
anticuerpos optimizados identificados mediante la seleccion in vitro.

La capacidad de neutralizacion de anticuerpos también se puede medir in vitro mediante el ensayo de
proteccion de raton (MPA, Goeschel y col., (1997) Exp. Neurol. 147: 96-102). En la MPA el nervio frénico
izquierdo, junto con el hemidiafragma izquierdo, se escinde del raton.

El nervio frénico se electroestimula continuamente en un bafo de tejido. Los anticuerpos purificados se
incuban con BoNT/B o BoNT/A y se afiaden al bafio de tejido. La paralisis inducida por toxina se define como
un 50 % de reduccion en la sacudida muscular inicial.

La invencion descrita en la presente memoria esta abarcada por las siguientes reivindicaciones.
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Ser
205
Cys

Val

His

Cys
110
Leu
Pro
Leu
Gly
Ser
190
Asp

Thx

Leu
Gly
30

Ala
Arg
Gly
Ala
Ser
110
Phe
Thx
Thr
Glu
His
190
Ser
Asn

Pro

His

Gln
Glu
Ser
Asn
Ser
175
Lys
Glu

Ser

Leu
15

Ala
Ser
Pro
Asn
Asp
95

Glu
Pro
Thr
Asn
Pro
178
Thr
Val

val

Arg

His
Tle
Ser
Asn
160
Glu
Asp
Tyr

Thr

Ala
Glu
Gly
Glu
Thr
80

Thr

Asp

Pro
Sex
160
Val
Phe
Thr

Ala

Asp
240



<210> 10

<211> 2386

<212 PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 10
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr
1 5
Ala Gln Pro Ala Met Ala Asp
20
Leu Ser Ala Ser Val Gly Glu
35
Gly Asn Ile His Asn Tyr Leu
50 55
Ser Pro Gln Leu Leu Val Tyr
65 70
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
85
Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu
100
Phe Trp Ser Thr Pre Trp Thr
115
Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro
130 135
Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly
145 150
Phe Tyr Pro Lys Bhep Ile Asn
165
Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn
180
Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser
195
Glu Arg His Asn Ser Tyr ‘Thr
210 215
Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe
225 230

<210> 11

<211 254

<212> PRT

<213> Secuencia arificial

<220
<223> Construccion sintética

<400> 11
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr
1 5
Ala Gln Pro Ala Met Ala Glu
20
Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser
35
Phe Asn Ile Lys Asp Thr Phe
50 55
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Ala
Ile
Thr
49

Ala
Asn
Gly
Asp
Phe
120
Thr
Ala
Val
Ser
Thr
200
Cys

Asn

Ala
Val
Val

40
Met

Ala
Gln
25

Val
Trp
Ala
Ser
Phe
105
Gly
Val
Ser
Lys
Trp
185
Leu

Glu

Arg

Ala

Glin
25
Lys

Ala
10

Met:
Thr
Tyr
Lys
Gly
90

Gly
Gly

Ser

Val

Trp
170
Thr
Thr
Ala

Asn

Val
10
Leu

Leu

Trp

21

Gly
Thr
Ile
Gln
Thr
75

Thr
Ser
Gly
Ile
Val
155
Lys
Asp
Leu

Thr

Glu
235

Gly
Gln
Ser

val

Leu
Gln
Thr
Gln
60

Leu
Gln
Tyr
Thr
Phe
140
Cys
Ile
Gln
Thr
His

220
Cys

Leu
Gln
Cys

Lys

Leu
Ser
Cys
45

Lys
Ala
TyTr
Tyxr
Lys
125
Pro
Phe
Asp
Asp
Lys

205
Lys

Leu
Ser
Thr

45
Gln

Leu
Pro
30

Arg
Gln
Asp
Ser
Cys
110
Leu
Pro
Leu
Gly
ser
190
Asp

Thr

Leu
Gly
30

Ala

Arg

Leu
15

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
95

Gln
Glu
Ser
Asn
Ser
175
Lys
Glu

Ser

Leu
15

Ala
Ser

Pro

Ala
Ser
Ser
Lys
Val
80

Lys
His
Ile
Ser
Asn
160
Glu
ASp
Tyx

Thr

Ala
Glu
Gly

Glu



Gln Gly Leu
65
Glu Tyr Asp

Ser Sexr Asn

Thr nla Val
115
Trp Gly Gln
130
Pro Ser Val
145
Met val Thr

Thr Val Thr

Pro Ala val
185
Val Pro Ser
210
His Pro Ala
225
Cys Thr Ber

<210> 12
<211> 236
<212> PRT

Glu
Pro
Thr
100
Tyr
Gly
Tyr

Leu

Trp
180
Lieu
Ser

Ser

Gly

Trp
Lys
85

val
Tyr
Thr
Pro
Gly
165
Asn
Gln
Thr

Ser

Gly
245

Tle
70

Phe
Asn
Cys
Leu
Leu
150
Cys
Ser
Ser
Trp
Thr

230
Gly

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Construccion sintética

<400> 12

Met Lys Tyr
1

Ala Glo Pro

Leu Sexr Ala
35
Gly Asn Ile
50
Ser Pro Gln
65
Pro Ser Arg

Ile Asn Ser

Phe Trp Ser
115
Lys Arg Ala
130
Glu Gln Leu
145
FPhe Tyr Pro

Arg Gln Asn

Ser Thr Tyr
195

Lenr
Ala
20

Ser
Hisg
Leu
Phe
Leu
100
Thr
Asp
Thr
Lys
Gly

180
Serxr

Leu
Met
val
Asn
Leu
Ser
85

Gln
Pro
Ala
ser
Asp
165

val

Met

Pro
Ala
Gly
Tyr
Val
70

Gly
Pro
Trp
Ala
Gly
150
Ile

Leu

Ser

Gly
Gln
Leu
Ala
val
135
Ala
Leu
Gly
Asp
Pro
215

Lys

aly

Thr
Asp
Glu
Leu
55

Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
135
Gly
Asn

Asn

Ser
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Arg
Gly
Gln
Ser
120
Thr
Pro
val
Ser
Leu
200
Ser

Val

Ser

Ala
Ile
Thr
40

Ala
Asn
Gly
Asp
Phe
120
Thr
Ala
Val

Ser

Thr

200

Ile
Lys
Leu
105
Gly
vVal
Aly
Lys
Leu
185
TYyTr
Glu

Asp

His

Ala
Gln

25
Val

Trp
Ala
Ser
Phe
105
Gly
Val
Ser
Lys
Trp

185
Leu

Asp
Ala
20

Ser
Gly
ser
Sexr
Gly
170
Ser
Thr
Thr

Lys

His
250

Ala
10

Met
Thr
Tyr
Lys
Gly
Gly
Gly
Ser
val
Trp
170

Thr

Thr

Pro
75

Thr
Ser
Glu
Ala
Ala
155
Tyr
Ser
Leu
val
Lys

235
His

Gly
Thr
Ile
Gln
Thr
75

Thr
Ser
Gly
Ile
Val
155
Lys
Asp

Leu

22

Ala
ITle
Len
Leu
Ala
140
Ala
Phe
Gly
Ser
Thr
220

Ile

His

Leu
Gln
Thr
Gln
60

Leu
Gln
TYT
Thr
Phe
140
Cys
Ile

Gln

Thr

Asn
Thr
Thr
Gly
125
Lys
Gln
Pro
Val
Ser
205
Cys

Val

His

Leu
Ser
Cys
45

Lys
Ala
Tyr
Tyr
Lys
125
Pro
Phe
Asp

Asp

Lys
205

Gly
Ala
Ser
110
Phe
Thr
Thr
Glu
His
150
Ser
Asn

Pro

His

Leu
Pro
30

Arg
Gln
Asp
Ser
Cys
110
Leu
Pro
Leu
adly
Ser

190
Asp

Asn
Asp
95

Glu
Pro
Thr
Asn
PYO
175
Thr
val

val

Arg

Leu
15

Ala
Ala
Gly
Gly
Leu
95

Gln
Glu
Ser
Asn
Ser
175
Lys

Glu

Thr
80

Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
160
Val
Phe
Thr

Ala

Asp
240

Ala
Ser
Sexr
Lys
Val
80

Lys
Hig
Ile
Ser
Asn
160
Glu

Asp

Tyx
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Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr

210

215

220

Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys

225

<210> 13
<«211> 25

<212
«213>

<400> 13

Met
1
Ala
Leu
Phe
Gln
65
Glu
Ser
Thr
Trp
Pro
145
Met
Thr
Pro
Val
His

225
Cys

Lys
Gln
Val
Asn
50

Gly
Tyr
Ser
BAla
Gly
130
Ser
val
Val
Ala
Pro
210

Pro

Thr

4

PRT
Secuencia artificial

Tyr
Pro
Liys
35

Iie
Leu
Asp
Asn
Val
115
Gln
val
Thr
Thr
val
195
Ser

Ala

Ser

230

Leu Leu Pro

Ala
20

B0
Lys
Glu
Pro
Thr
100
Tyr
Gly
Tyr

Leu

Trp
180
Leu
Ser

Ser

Gly

5
Met

Gly
Asp
TIp
Lys
a5

Val
Tyr
Thr
Pro
Gly
165
Asn
Gln
Thr

Ser

Gly
245

Ala
Ala
Thr
Ile
70

Phe
Asn
Cys
Leu
Leu
150
Cys
Ser
Ser
Trp
Thr

230
Gly

Thr
Glu
Ser
Phe
55

Gly
Gln
Leu
Ala
val
135
Ala
Leu
Gly
Asp
Pro
215

Lys

Gly

Ala
Val
Val
40

Met
Arg
Gly
Gln
Serxr
120
Thr
Pro
val
Ser
Leu
200
Sexr

val

Ser

Ala
Gln
25

Lys
His
Ile
Lys
Leu
105
Gly
val
Gly
Lys
Leu
185
Tyr
Glu

Asp

Ala
i0

Leu
Leu
Trp
AsSp
Ala
90

Ser
Gly
Ser
Ser
Gly
170
Ser
Thr
Thr

Lys

His
250

23

235

Gly
Gln
Ser
Val
Pro
75

Thr
Ser
Glu
Ala
Ala
155
Tyr
Ser
Leu
Val
Liys

235
His

Leu
Gln
Cys
Lys
60

Ala
Tle
Leu
Leu
Ala
140
Ala
Phe
Gly
Ser
Thr
220

Ile

His

Leu
Ser
Thr
45

Gln
Acn
Thr
Thx
aly
125
Lys
Gln
Pro
Val
Ser
205
Cys

Val

His

Leu
Gly
30

Ala
Arg
Gly
Ala
Ser
110
Phe
Thr
Thr
Glu
His
190
Ser
Asn

Pro

His

Leu
15

Ala
Ser
Pro
Asn
Asp
95

Glu
Pro
Thr
Asn
Pro
175
Thr
Val
Val

Axrg

Ala
Glu
Gly
Glu
Thr
80

Thr
Asp
Tyr
Pro
Ser
160
val
Phe
Thr

Ala

Asp
240
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15

20

ES 2609 102 T3

REIVINDICACIONES

1. Una biblioteca de polipéptidos de expresién de presentacion de levaduras que comprende
polinucledtidos que codifican analogos de fragmentos variables monocatenarios (scFv) de anticuerpos de
serotipo B (BoNT/B) anti toxina nerviosa botulinica, en la que cada scFv comprende

(a) un engarce poli-Gly-Ser de SEQ ID NO: 7,
(b) una etiqueta poli-His de SEQ ID N.°: 8,
(c) una etiqueta myc de SEQ ID N.°: 9

(d) una VH de SEQ ID N.°: 10 y VL de SEQ ID N.°: 11 en la que los residuos de regiones determinantes
de complementariedad (CDR) estan sustituidas en cada posicion de aminoacido dentro de las seis CDR,
presentando los polinucleétidos colectivamente todas las posibles combinaciones de variantes de
acuerdo con los siguientes criterios:

i) cada polinucledtido contiene en cada posicion de codén en cada una de las CDR, bien un codon
requerido para el residuo de aminoacido de tipo silvestre del polipéptido o bien un codén para el
residuo de aminoacido predeterminado y

ii) cada polinucleétido contiene no mas de un codén para el residuo de aminoacido predeterminado
en cada CDR; en la que

el residuo de aminoacido predeterminado esta seleccionado del grupo que consiste en alanina,

leucina, serina, acido aspartico, glutamina, lisina, histidina, tirosina y prolina y en el que el scFv
anti-BoNT/B se expresa como una pareja de fusidon con la proteina AgaZ2.

24
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LTM secuencial de una segunda region definida (D2)

(posiciones de aminoacidos 55-68 de V,; CDR2)

55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 6
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Alineacion de o~-TNF scFvs comerciales
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————

| BASE DE DATOS BIOINFORMATICA

| (conteniendoa moléculas que se conocen, medeladas, y actualizadas
iterativamente con informacian de ensayos sobre efectores y no
efectores)

A A A4

4
DISEFIO DE OLIGO INTELIGENTE |

usando WTM / LTI guiado por base i
de dates bioinfermatica

P

[ SINTESIS DE OLIGOJ

.

CONSTRUCCION DE SUB-BIBLIOTECAS
v. g, CDR1, CDRZ, CPR3, |
VH, VL, AAD

CONSTRUGCCION DE  BIBLIOTECAS
v. g., Integracién de sub-hiblioteca en estructura
scFy, IgG, sintético, ADD

S T

EXPRESIONY PRESENTACION |
expresa sub-biblioteca/biblioteca en el sistema sin —I

células, v. g., presentacidn en ribosomas

ENSAYO !

FUNCIONAL |

si candidato (s) en "

sub-biblioteca/biblioteca s

—-<\ retine(n) los criterics de >—J
r

ho efscto ensayo especificados _“p oy
¥ 9~ se ne(n) o catalza(n) -
e

\_\ P

S

mejor efector

'

IDENTIFICAR
estructura I funcién correlacionada
[ensayo para comportamiento terapéutico in vivo|

J PRODUCIR Y FORMULAR PARA ADMINISTRACION |

efector
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region variable de la cadena ligera (V)

regién variable de la cadena pesada(Vy)

CDR1 CDR2 CDR3

engarce

CDR1 CDRZ CDRS3

DU

secuencias
HIS LTM CDR3

>

secuencia CDR3
de tipo salvaje

P

)
566908069098
080969050606
089909000608
080869060096
080868050008
086660900608
008905900600
86989560505

008606000060

:(9580069080
SIELIVRERL

m
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Cadena ligera

oo
100
Q10
004
110
101
o1
111
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Cadena pesada

000 100 010 001 110 101 011 114
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