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DESCRIPCION
Ligandos de cromatografia estables en medio caustico
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a ligandos de cromatografia que tienen estabilidad caustica mejorada, por ejemplo,
ligandos basados en proteinas de unién a inmunoglobulina tales como, proteina A Estafilocécica, asi como a
matrices de cromatografia que comprenden dichos ligandos.

Antecedentes

Los ligandos utilizados en cromatografia de afinidad normalmente confieren una alta selectividad por la molécula
diana, dando por lo tanto como resultando una purificacién econémica, rapida y a alto rendimiento de las moléculas
diana. Los reactivos y las matrices de cromatografia basados en proteina A estafilocécica (SpA) han encontrado un
amplio uso en el campo de la cromatografia de afinidad para la captura y purificacion de anticuerpos asi como en los
procedimientos de deteccion de anticuerpos debido a su capacidad para unirse a IgG sin afectar significativamente a
la afinidad de la inmunoglobulina por el antigeno.

Por consiguiente, se han desarrollado diversos reactivos y medios que comprenden ligandos basados en proteina A
y se encuentran disponibles en el comercio, que incluyen, por ejemplo, ProSep®-vA High Capacity, ProSep® vA Ultra
y ProSep® UltraPlus (Millipore) y Proteina A Sepharose™, MabSelect™, MabSelect Xtra™ y MabSelect SuRe® (GE
Healthcare) y Poros Mab-Capture A™ (Applied Biosystems).

Para conservar la selectividad y la capacidad de unién de los ligandos de cromatografia incluyendo, por ejemplo,
resinas que incluyen ligandos de cromatografia basados en SpA, las resinas unidas al ligando, denominadas
matrices de cromatografia, deben limpiarse y normalmente se limpian en condiciones alcalinas, por ejemplo, sin
hidréxido de sodio. Por ejemplo, un procedimiento convencional que se usa para la limpieza y renovacién de la
matriz es un protocolo alcalino de limpieza en el sitio (CIP, por las siglas Cleaning-In-Place), que normalmente
implica el tratamiento de la matriz con NaOH 1 M, pH 14. Sin embargo, frecuentemente dicho tratamiento riguroso
no es deseable, especialmente, cuando el ligando es una proteina o una molécula basada en proteinas.

El documento US 20060134805 A1 se refiere a la purificacion de inmunoglobulinas. Hober Sophia, et al "Protein A
chromatography for antibody purification", Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences & Applications, vol.
848, no. 1, 15 de marzo de 2007, paginas 40 - 47. El documento WO 03/080655 se refiere a una proteina de union a
inmunoglobulina mutada. El documento EP 0550771 A1 se refiere a una proteina artificial que se combina con
inmunoglobulina. Nilsson B, et al: "A synthetic IgG-binding domain based on staphylococcal protein A", Protein
Engineering, vol. 1, no. 2, 1 de enero de 1987, paginas 107 — 113. Jansson et al "All individual domains of
staphylococcal protein A show Fab binding", FEMS Immunology and Medical Microbiology, vol. 20, no. 1, 1 de enero
de 1998, paginas 69 — 78. El documento EP 0230869 A2 se refiere a la construccion de una proteina de union a IgG
para facilitar el procesamiento aguas abajo usando modificacion de proteinas por ingenieria genética. El documento
JP 2006304633 se refiere al aumento de estabilidad quimica en condiciones alcalinas de proteinas de unién a
inmunoglobulina.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona ligandos de cromatografia basados en SpA estables en medio alcalino de
acuerdo con la reivindicacién 1 de la presente invencion y a matrices de cromatografia y métodos de tal uso de
acuerdo con las reivindicaciones 5 y 6, respectivamente. Mas especificamente, los ligandos de acuerdo con la
invenciéon pueden soportar la limpieza en medio alcalino convencional durante un periodo de tiempo prolongado, lo
que hace que los ligandos sean candidatos atractivos, especialmente para la purificacion de inmunoglobulinas a
gran escala y rentable.

En un aspecto de la presente invencién, un ligando de cromatografia estable en medio alcalino comprende dos o
mas dominios de SpA. Por ejemplo, se describe un ligando de cromatografia estable en medio alcalino que
comprende dos o mas dominios B o dos o mas dominios Z de la proteina A de Staphyloccocus (SpA), o un
fragmento funcional o una variante del mismo, en el que los dos 0 mas dominios B o los dos 0 mas dominios Z estan
unidos a una resina de cromatografia en mas de un sitio sobre la resina.

También se describe, en el que el ligando comprende tres 0 mas dominios B o tres 0 mas dominios Z de SpA, o un
fragmento funcional o una variante del mismo, en el que los tres o mas dominios B o los tres 0 mas dominios Z estan
unidos a una resina de cromatografia en mas de un sitio sobre la resina. En algunas otras realizaciones, el ligando
comprende cuatro o mas dominios B o cuatro o mas dominios Z de SpA, en el que los cuatro o mas dominios B o los
cuatro o mas dominios Z estan unidos a una resina de cromatografia en mas de un sitio sobre la resina. En otras
realizaciones mas, el ligando comprende cinco o0 mas dominios B o cinco o0 mas dominios Z de SpA; o seis 0 mas
dominios B o seis 0 mas dominios Z de SpA; o siete 0 mas dominios B o siete 0 mas dominios Z de SpA, en el que
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los cinco 0 mas dominios B o los cinco o mas dominios Z, o los seis 0 mas dominios B, o los seis 0 mas dominios Z,
o los siete 0 mas dominios B o los siete 0 mas dominios Z estan unidos a una resina de cromatografia en mas de un

sitio sobre la resina.

En otro aspecto, un ligando de cromatografia estable en medio alcalino comprende uno o mas dominios aislados E,
D, A, B, C 0 Z de la proteina A de Staphyloccocus, en el que el uno o0 mas dominios aislados comprenden uno o mas
restos de aminoacidos mutados en la posicion n+1 por cualquier aminoacido de origen natural excepto cisteina (C),
serina (S), alanina (A), glicina (G), asparagina (N) o glutamina (Q). En algunas realizaciones, n representa el resto
de asparagina en la posicién 23 de un dominio de SpA aislado. En la Tabla | se muestran ligandos a modo de
ejemplo que tienen una mutacién en la posicion 24 de un dominio de SpA aislado en el que n representa una

asparagina.

Tablal

Dominios SpA que incluyen modificaciones

Denominacién

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por metionina

E-D24M
D-E24M
A-E24M
B-E24M
C-E24M
Z-E24M

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por isoleucina

E-D24I
D-E24I
A-E24|
B-E24|
C-E24I
Z-E24|

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por fenilalanina

E-D24F
D-E24F
A-E24F
B-E24F
C-E24F
Z-E24F

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutdmico en la posicién 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por treonina

E-D24T
D-E24T
A-E24T
B-E24T
C-E24T
Z-E24T

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutdmico en la posicién 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por prolina

E-D24P
D-E24P
A-E24P
B-E24P
C-E24P
Z-E24P

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por triptéfano

E-D24W
D-E24W
A-E24W
B-E24W
C-E24W
Z-E24W

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por arginina

E-D24R
D-E24R
A-E24R
B -E24R
C-E24R
Z-E24R

Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24
sustituidos por valina

E-D24V
D-E24V
A-E24V
B-E24V
C-E24V

Z-E24V
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Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24 |(E-D24L
sustituidos por leucina D-E24L
A-E24L
B-E24L
C-E24L
Z-E24L
Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24 (E-D24Y
sustituidos por tirosina D-E24Y
A-E24Y
B-E24Y
C-E24Y
Z-E24Y
Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posicion 24 o acido aspartico en la posicion 24 (E-D24H
sustituidos por histidina D-E24H
A-E24H
B-E24H
C-E24H
Z-E24H
Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posiciéon 24 o acido aspartico en la posicion 24 |E-D24K
sustituidos por lisina D-E24K
A-E24K
B-E24K
C-E24K
Z-E24K
Dominio E, D, A, B, C o Z-acido glutamico en la posiciéon 24 o acido aspartico en la posicion 24|D-E24D
sustituidos por acido glutdmico A-E24D
B-E24D
C-E24D
Z-E24D

En la Tabla Il se representan los cédigos de una sola letra de los aminoacidos de origen natural asi como los
correspondientes codones de tres letras que codifican cada aminoacido. En general, debido a la degeneracion de
codones, mas de un codén de tres letras puede codificar al mismo aminoacido.

Tabla ll

T Cc A G
TTT Phe (F) |TCT Ser (S) |TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC* TCC* TAC TGC
TTALeu(L) |[TCA* TAA Terminacion |TGA Terminacidn
TTG* TCG* TAG Terminaciéon |TGG Trp (W)
CTT Leu (L) [CCT Pro (P) |CAT His (H) CGT Arg (R)
CTC* ccc* CAC* CGC*
CTA* CCA* CAA GIn (Q) CGA*“
CTG* CCG* CAG* CGG*
ATT lle (1) ACT Thr (T) |TAT Asn (N) AGT Ser (S)
ATC " ACC " AAC " AGC*“
ATA ACA * AAA Lys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) |ACG* AAG * AGG*
GTT Val (V) |GCT Ala (A) |GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC* GCC * GAC * GGC*“
GTA* GCA* GAA Glu (E) GGA*“
GTIG* GCG* GAG " GGG *“
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La presente invencion también incluye una matriz de cromatografia que comprende un ligando de acuerdo con uno o
mas aspectos de la invencion acoplado a un soporte soélido tal como, por ejemplo, al menos un transportador
insoluble.

Adicionalmente, en el presente documento se proporcionan procedimientos de uso de los ligandos descritos en el
presente documento. Por consiguiente, se proporciona un procedimiento de purificacion por afinidad de una o mas
moléculas diana (por ejemplo, inmunoglobulinas) a partir de una muestra, en el que el procedimiento comprende las
etapas de: (a) proporcionar una muestra que comprenda una o mas moléculas diana (por ejemplo,
inmunoglobulinas); (b) poner en contacto la muestra con una matriz de acuerdo con la invencién en condiciones
tales que una o mas moléculas diana (por ejemplo, inmunoglobulinas) se unan a la matriz y (c) recuperar la una o
mas moléculas diana unidas (por ejemplo inmunoglobulinas) mediante elucién en condiciones adecuadas, tales
como, por ejemplo, un pH adecuado.

En algunas realizaciones, un ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con la presente
invencion conserva al menos un 95 % de su capacidad de uniéon después de 5 horas, o después de 10 horas,
después de 15 horas, o después de 20 horas o después de 25 horas, o después de 30 horas de incubacién en
NaOH O0m5 M.

Las inmunoglobulinas que pueden unirse mediante los diversos ligandos descritos en el presente documento,
incluyen, por ejemplo, IgG, IgA e IgM o cualquier proteina de fusion que comprenda un anticuerpo y cualquier
fragmento de anticuerpo.

En el presente documento también se proporcionan moléculas de acido nucleico que codifican los diversos ligandos
descritos en el presente documento, asi como células huésped que incluyen dichas moléculas de acido nucleico. En
algunas realizaciones, una célula huésped es una célula procariota. En otras realizaciones, una célula huésped es
una célula eucariota.

Adicionalmente, en el presente documento se describe una biblioteca de polipéptidos que comprende uno o mas
ligandos y fragmentos funcionales y variantes de los mismos. En otra realizacion mas, se describe una biblioteca de
moléculas de acido nucleico que codifican uno o mas ligandos incluidos en la presente invenciéon o que codifican
fragmentos funcionales y variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona ligandos basados en SpA que presentan unién alterada
(aumentada o disminuida) a una parte Fab de una inmunoglobulina en comparaciéon con los ligandos basados en
SpA previamente conocidos, conservando al mismo tiempo la capacidad de unirse a la parte Fc de la
inmunoglobulina. En una realizacién, un ligando basado en SpA de acuerdo con la presente invencion presenta una
unién disminuida a una parte Fab de una inmunoglobulina en comparacién con una SpA natural. En una realizacion
a modo de ejemplo, un ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con la presente invencién
incluye adicionalmente el aminoacido glicina en la posicién 29 sustituido por una alanina. En otra realizacién, un
ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con la presente invencion incluye adicionalmente la
glicina en la posicion 29 sustituida por un aminoacido distinto de alanina o triptéfano.

Breve descripcion de las figuras

La FIGURA 1 representa las secuencias de acido nucleico de los dominios de unién a IgG naturales (wt, wild
type) de SpA, representadas por las SEQ ID Nos: 1-5. La SEQ ID N° 1 representa la secuencia de acido
nucleico del domino E natural, la SEQ ID N°: 2 representa la secuencia de acido nucleico del dominio D natural;
la SEQ ID N°: 3 representa la secuencia de acido nucleico del dominio A natural; la SEQ ID N°: 4 representa la
secuencia de acido nucleico del dominio B natural; y la SEQ ID N°: 5 representa la secuencia de acido nucleico
del dominio C natural.

La FIGURA 2 representa la secuencia de acido nucleico del dominio Z de SpA, representada por la SEQ ID N°:
6.

La FIGURA 3 representa los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de los dominios de unién a IgG
naturales de SpA (E, D, A, By C). La SEQ ID N° 7 representa la secuencia de aminoacidos del domino E
natural; la SEQ ID N° 8 representa la secuencia de aminoacidos del dominio D natural; la SEQ ID N° 9
representa la secuencia de aminoacidos del dominio A natural; la SEQ ID N°: 10 representa la secuencia de
aminoacidos del dominio B natural; y la SEQ ID N°: 11 representa la secuencia de aminoacidos del dominio C
natural.

La FIGURA 4 representa la secuencia de aminoacidos del dominio Z, representada por la SEQ ID N°: 12.

La FIGURA 5 representa un esquema del plasmido pJ56:8620.

La FIGURA 6 representa las secuencias de aminoacidos del dominio B natural de SpA marcado con his asi como
los diversos mutantes n+1 marcados con his. La SEQ ID N°: 13 representa la secuencia de aminoacidos del
dominio B natural de SpA marcado con his y las SEQ ID Nos: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25y 26
representan las secuencias de aminoacidos de los mutantes n+1 del dominio B, E24M, E241, E24F, E24T, E24P,
E24W, E24R, E24V, E24L, E24Y, E24H, E24K y E24D, respectivamente.

La FIGURA 7 representa las secuencias de acido nucleico del dominio B natural de Spa marcado con his asi
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como las secuencias de acido nucleico que codifican los diversos mutantes n+1 marcados con his. La SEQ ID
N°: 27 representa la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio B natural de SpA marcado con his y las
SEQ ID Nos: 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 y 40 representan las secuencias de acido nucleico que
codifican los mutantes n+1 del dominio B, E24M, E241, E24F, E24T, E24P, E24W, E24R, E24V, E24L, E24Y,
E24H, E24K 'y E24D, respectivamente.

La FIGURA 8 representa un grafico de barras que resume los resultados de un experimento a modo de ejemplo
que ensaya la unién a IgG residual en los diversos mutantes n+1 del domino B marcados con his, en el que n
representa la asparagina en la posicién 23, usando el ensayo de alto rendimiento basado en ELISA descrito en el
presente documento. El eje X representa los diversos mutantes n+1 del dominio B que tienen una mutacién en la
posicion 24 y el eje Y representa el porcentaje de union a IgG restante después de una exposicion de seis horas
a NaOH 1 M. Como se muestra en el grafico, los mutantes n+1 del dominio B que tienen aminoacidos que
contienen cadenas laterales voluminosas en la posicién 24 presentan una estabilidad caustica aumentada con
respecto al dominio B natural.

La FIGURA 9 representa los resultados de un experimento a modo de ejemplo que ensaya el porcentaje de
capacidad de union a IgG conservado de los diversos trimeros de los dominios de SpA (es decir, EEE, DDD,
AAA, BBB, CCC y ZZZ) después de su unién multipunto a una resina de agarosa. nPrA se refiere a la SpA
natural. El eje X representa el nimero de ciclos de exposicion caustica, en el que cada ciclo consiste en una
exposicion de 15 minutos a NaOH 0,5 M. El eje Y representa la capacidad de unién a IgG conservada de los
ligandos de SpA unidos. Como se muestra en el grafico de la FIGURA 9, los ligandos que incluyen los trimeros
del dominio C o Z son generalmente equivalentes en cuanto a su estabilidad caustica y son mas estables en
medio caustico que los ligandos que incluyen trimeros del dominio B, que son mas estables en medio caustico
que los ligandos que incluyen los trimeros del dominio A, que son mas estables en medio caustico que los
ligandos que incluyen trimeros de los dominios E o D.

La FIGURA 10 representa los resultados de un experimento a modo de ejemplo que ensaya el porcentaje de
capacidad de unién a IgG conservado de los ligandos unidos, de acuerdo con la presente invencién, que
contienen tres (B3) o cuatro (B4) o cinco (B5) dominios B, unidos mediante unién multipunto a una resina de
agarosa. Ademas, para reducir la union a Fab (G29A), se usan ligandos unidos que contienen cinco dominios B o
siete dominios B y que adicionalmente incluyen una mutacién, denominados B5-NF y B7-NF, respectivamente.
nPrA se refiere a la SpA natural. El eje X representa el nimero de ciclos de exposicion caustica, en el que cada
ciclo consiste en una exposicion de 15 minutos a NaOH 0,5 N. El eje Y representa la capacidad de unién a IgG
conservada de los ligandos de SpA unidos. Como se muestra en el grafico de la FIGURA 10, el nivel o grado de
estabilidad caustica es directamente proporcional al nimero de dominios B en los ligandos y no esta alterado por
la mutacion G29A para disminuir la union a Fab.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona ligandos de cromatografia estables en medio alcalino basados en SpA y en
particular ligandos basados en uno o mas dominios de SpA. Los ligandos de cromatografia estables en medio
alcalino basados en SpA descritos anteriormente incluyen, por ejemplo, los descritos en la solicitud de patente
Internacional PCT n°® WO02008/039141, que trata sobre ligandos de cromatografia estables en medio alcalino
basados en el dominio C de SpA que pueden unirse a las partes Fab de los anticuerpos y que estan acoplados a un
transportador insoluble en un solo sitio usando un grupo de acoplamiento terminal; y los descritos en la Patente de
Estados Unidos N° 6.831.161, que trata sobre ligandos de cromatografia estables en medio alcalino basados en SpA
en el que se ha modificado un resto, o mas de un resto, de aminoacido de asparagina.

Para que la presente divulgacion pueda entenderse mejor, primero se definen determinados términos. A lo largo de
la descripcion detallada se exponen otras definiciones.

|. Definiciones

Como se usa en el presente documento, la expresion “SpA” o “proteina A de Staphylococcus aureus’, se refiere a
una proteina multi-dominio de 42 kDa aislada de la bacteria Staphylococcus aureus. La proteina SpA esta unida a la
pared celular bacteriana mediante su region de unién a la pared celular carboxi-terminal, denominada dominio X. En
la region amino-terminal, esta incluye cinco dominios de unién a inmunoglobulina, denominados E, D, A, By C
(Sjodhal, Eur J Biochem. Sep 78(2): 471-90 (1977); Uhlen y col., J Biol Chem. Feb 259(3): 1695-702 (1984). Cada
uno de estos dominios contiene aproximadamente 58 restos de aminoacidos y comparten una identidad de
secuencia de aminoacidos de 65-90 %. El dominio Z de la SpA es un analogo modificado por ingenieria genética del
dominio B de la SpA e incluye un resto de alanina en lugar de un resto de glicina en la posicion 29 (Nilsson, y col.,
Protein engineering, Vol. 1, No. 2, 107-113, 1987). Cada uno de los dominios E, D, A, B y C de la SpA posee
distintos sitios de unién a Ig. Un sitio es para Fcy (la regién constante de la clase IgG o de Ig) y el otro es para la
parte Fab de determinadas moléculas de Ig (la parte de la Ig que es responsable del reconocimiento del antigeno).
Se ha descrito que cada uno de los dominios contiene un sitio de unioén a Fab. La parte de unién no-lg de la SpA se
localiza en el extremo C y se denomina region X o dominio X.

En la Patente de Estados Unidos N° 5.151.350 se describe la clonacién del gen que codifica a la SpA.
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La presente invencion proporciona ligandos de cromatografia estables en medio alcalino basados en SpA. En
algunos aspectos, un ligando de cromatografia estable en medio alcalino comprende dos o mas, o tres o mas, o
cuatro 0 mas, o cinco o mas, o seis 0 mas, o siete 0 mas dominios B o Z naturales aislados de SpA. En otros
aspectos, un ligando de cromatografia estable medio alcalino comprende uno o mas dominios E, D, A, B, C 0 Z de
SpA, en el que el uno o mas dominios aislados comprenden uno o mas restos de aminoacidos en la posicién mutada
n+1 de un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en triptéfano, arginina, treonina, isoleucina, valina y
metionina, en el que n representa una asparagina.

Se describe un ligando de cromatografia que comprende dos o mas dominios B de SpA, unidos a una resina de
cromatografia en mas de un sitio sobre la resina. En otra realizacion, un ligando de cromatografia comprende dos o
mas dominios Z de SpA, unidos a una resina de cromatografia en mas de un sitio sobre la resina. En la presente
invencion, un ligando de cromatografia comprende dos o mas dominios C de SpA, unidos a una resina de
cromatografia en mas de un sitio sobre la resina.

La presente invencion también incluye variantes de aminoacidos de SpA, que pueden diferenciarse de la secuencia
de aminoacidos parental de la cual derivan, en la sustitucion, delecidon y/o inserciéon de uno o mas aminoacidos en
cualquier lugar dentro de la secuencia de aminoacidos parental y son estables en medio alcalino. El algunas
realizaciones, las variantes de la secuencia de aminoacidos poseera una identidad de al menos aproximadamente
70 %, o al menos aproximadamente 80 %, o al menos aproximadamente 85 %, o al menos aproximadamente 90 %,
o al menos aproximadamente 95 %, o al menos aproximadamente 96 %, o al menos aproximadamente 97 %, o al
menos aproximadamente 98 % con la secuencia parental (es decir, los dominios SpA o dominio Z naturales), en el
que dichas variantes son estables en medio alcalino. En una realizacién particular, las variantes de SpA incluyen
adicionalmente el resto de aminoacido glicina en la posicién 29 sustituido por un resto de aminoacido distinto de
alanina o triptéfano, conservando al mismo tiempo su estabilidad alcalina.

En el presente documento, la expresion “variante funcional” de una proteina significa una variante de una proteina,
en el que la funcién, en relacion con la invencion, definida como estabilidad alcalina, se conserva esencialmente. Las
variantes funcionales incluyen, sin limitacién, variantes de SpA que incluyen mas que dominios de SpA, por ejemplo,
dimeros, trimeros, multimeros de diversos dominios de SpA y variantes de SpA que tienen una delecion, sustitucién
y/o adicion de uno o mas aminoacidos en uno o mas dominios naturales de SpA, conservando al mismo tiempo la
estabilidad alcalina, como se define en el presente documento.

En el presente documento, la expresion “molécula parental” se usa para la correspondiente proteina en la forma
antes de modificarse de acuerdo con la invencién o en la que se ha introducido una mutacién de acuerdo con la
invencion.

La expresion “identidad de secuencia” significa que, cuando dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos estan
alineadas éptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT usando pesos de hueco por defecto,
comparten una identidad de secuencia de al menos el 70 %, o al menos una identidad de secuencia del 80 %, o al
menos una identidad de secuencia del 85 %, o al menos una identidad de secuencial del 90 %, o al menos una
identidad de secuencia del 95 % o mas. Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actua
como una secuencia de referencia (por ejemplo, secuencia parental) con la que se comparan las secuencias de
ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, se introducen secuencias de referencia y de
ensayo en un ordenador, posteriormente se disefian las coordenadas, y si fuera necesario, se disefian los
parametros del programa del algoritmo de secuencias. Después, basandose en los parametros del programa
disefiados, el algoritmo de comparacién de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia de la
secuencia (o secuencias) de ensayo con respecto a la secuencia de referencia.

El alineamiento 6ptimo de secuencias para la comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981), mediante el algoritmo de alineamiento de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), mediante la busqueda por el procedimiento de
similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988), mediante implementaciones
computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, PASTA y TFASTA en el paquete de Programas Informaticos
de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccién visual
(véase en lineas generales Ausubel y col., Current Protocols in Molecular Biology). Un ejemplo de algoritmo que es
adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y de similitud de secuencia es el algoritmo
BLAST, que se describe en Altschul y col., J. Mol. Biol. 215: 403 (1990). El programa informatico para realizar
analisis BLAST se encuentra disponible al publico en el National Center for Biotechnology Information (accesible al
publico a través del servidor de Internet de National Institutes of Health NCBI). Normalmente, para realizar la
comparacién de secuencias, pueden usarse parametros del programa por defecto, aunque también pueden usarse
parametros personalizados. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza, por defecto, una
longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (véase Henikoff y
Henikoff, Prec. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915 (1989)).

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino E”, “domino E de SpA”, y “dominio
E de la proteina A de Staphylococcus” se refiere al polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en la SEQ
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ID N°: 7 o que esta codificado, por ejemplo, por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID N°: 1. El “domino
E” es un polipéptido de 51 aminoacidos que se pliega en una estructura en haz de tres hélices. Este dominio puede
unirse a Fc mediante restos sobre la superficie de las hélices 1y 2, o a Fab mediante restos sobre la superficie de
las hélices 2 y 3. En algunas realizaciones, un dominio E tiene una identidad de secuencia de al menos 70 %, o de al
menos 80 %, o de al menos 90 %, o de al menos 95 % o mas, con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID Ne°: 7.

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino D”, “domino D de SpA”, y “dominio
D de la proteina A de Staphylococcus’, se refiere al polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en la
SEQ ID N°: 8 o que esta codificado, por ejemplo, por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID N°: 2. El
“domino D” es un polipéptido de 61 aminoacidos que se pliega en una estructura en haz de tres hélices. Este
dominio puede unirse a Fc mediante restos sobre la superficie de las hélices 1y 2, o a Fab mediante restos sobre la
superficie de las hélices 2 y 3. En algunas realizaciones, un dominio D tiene una identidad de secuencia de al menos
70 %, o de al menos 80 %, o de al menos 90 %, o de al menos 95 % o mas, con la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID N°: 8.

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino A”, “domino A de SpA”, y “dominio
A de la proteina A de Staphylococcus”, se refiere al polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en la
SEQ ID N°: 3 o que esta codificado, por ejemplo, por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID N°: 9. El
“domino A” es un polipéptido de 58 aminoacidos que se pliega en una estructura en haz de tres hélices. Puede
unirse a Fc mediante restos sobre la superficie de las hélices 1y 2, o a Fab mediante restos en la superficie de las
hélices 2 y 3. En algunas realizaciones, un dominio A tiene una identidad de secuencia de al menos 70 %, o de al
menos 80 %, o de al menos 90 %, o de al menos 95 % o mas, con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID Ne: 3.

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino B”, “domino B de SpA”, y “dominio
B de la proteina A de Staphylococcus”, se refiere al polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en la
SEQ ID N°: 10 o que esta codificado, por ejemplo, por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID N°: 4. El
“domino B” es un polipéptido de 58 aminoacidos que se pliega en una estructura en haz de tres hélices. Puede
unirse a Fc mediante restos sobre la superficie de las hélices 1y 2, o a Fab mediante restos sobre la superficie de
las hélices 2 y 3. En algunas realizaciones, un dominio B tiene una identidad de secuencia de al menos 70 %, o de al
menos 80 %, o de al menos 90 %, o de al menos 95 % o mas, con la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID Ne: 10.

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino C”, “domino C de SpA”, y “dominio
C de la proteina A de Staphylococcus”, se refiere al polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se expone en la
SEQ ID N°: 11 o que esta codificado, por ejemplo, por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID N°: 5. El
“domino C” es un polipéptido de 58 aminoacidos que se pliega en una estructura en haz de tres hélices. Puede
unirse a Fc mediante los restos sobre la superficie de las hélices 1y 2, o0 a Fab mediante restos sobre la superficie
de las hélices 2 y 3. En algunas realizaciones, un dominio C de acuerdo con la invencion tiene una identidad de
secuencia de al menos 70 %, o de al menos 80 %, o de al menos 90 %, o de al menos 95 % o mas, con la
secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID N°: 11.

Como se usa indistintamente en el presente documento, las expresiones “domino Z”, “domino Z de SpA”, y “dominio
Z de la proteina A”, se refiere al polipéptido de 59 aminoacidos, con tres hélices, que es una variante del domino B
de la proteina A. La secuencia de aminoacidos del dominio Z se expone en la SEQ ID N°: 12. Un dominio Z a modo
de ejemplo se describe en Nilsson y col., Protein Engng., 1: 107-113 (1997).

Las expresiones “estable en medio alcalino”, “estabilidad alcalina”, “estable en medio caustico” o “estabilidad
caustica”, como se usan en el presente documento, se refieren generalmente a la capacidad de un ligando de
cromatografia, de acuerdo con la presente invencion, solo o cuando se moviliza sobre una resina de cromatografia,
para soportar ciclos repetidos de limpieza en el sitio (CIP) usando lavado alcalino sin perder su capacidad de unién.
En general, se supone que una resina, por si misma, sobre la cual se moviliza un ligando de acuerdo con la
invencion, contribuye a un cambio en la estabilidad menor de un 5 % después de haberse sumergido en NaOH 0,5
M durante hasta 30 horas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los ligandos de cromatografia de acuerdo con la
invenciéon pueden soportar una limpieza alcalina convencional durante un periodo de tiempo prolongado, lo que hace
que los ligandos sean candidatos atractivos, especialmente para la purificacion rentable, a gran escala, de
inmunoglobulinas. En algunas realizaciones, un ligando de acuerdo con la presente invencién presenta una
estabilidad quimica mejorada en un medio alcalino, que puede definirse, por ejemplo, por tener un valor de pH
aumentado tal como por encima de aproximadamente 10, o hasta aproximadamente 13 o 14. Como alternativa, el
medio alcalino puede definirse por la concentracion de una base, por ejemplo, NaOH a una concentracion de
aproximadamente 1,0 M, o NaOH a una concentracion de aproximadamente 0,7 M, o NaOH a una concentracion de
aproximadamente 0,5 M. En una realizacion, estabilidad alcalina se refiere a la capacidad de un ligando de
cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con la invencién de conservar al menos el 80 %, o al menos el
85 %, o al menos el 90 %, o al menos el 95 % de su capacidad de unién después de 5 horas, o después de 10
horas, o después de 15 horas, o después de 20 horas, o después de 25 horas, o después de 30 horas de incubacion
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en NaOH a una concentraciéon 0,5 M. En otra realizacion, estabilidad alcalina se refiere a una disminucion en la
capacidad de unién del ligando menor del 70 %, o menor del 60 %, o menor del 50 %, o menor del 30 % incluso
después del tratamiento con NaOH a una concentracion 0,5 M durante 5 horas o 7,5 horas o 10 horas o 15 horas o
20 horas 0 25 horas o 30 horas.

En algunas realizaciones, los ligandos de cromatografia basados en SpA de acuerdo con la presente invencion
presentan una estabilidad alcalina aumentada o mejorada en comparacién con la SpA natural.

Un experto habitual en la técnica puede medir facilmente la estabilidad alcalina usando experimentacion rutinaria y/o
como se describe en el presente documento.

El término “cromatografia”’, como se usa en el presente documento, se refiere a una técnica de separacion dinamica
que separa el analito de interés (por ejemplo, una inmunoglobulina) de otras moléculas en la mezcla y que permite
su aislamiento. Normalmente, en un procedimiento de cromatografia, una fase movil (liquida o gaseosa) transporta
una muestra que contiene el analito de interés a través o a lo largo de un medio (normalmente sélido) en fase
estacionaria. Las diferencias en la particiéon o afinidad en la fase estacionaria separan diferentes analitos mientras
que la fase movil lleva al exterior los diferentes analitos a tiempos diferentes.

La expresion “cromatografia de afinidad”, como se usa en el presente documento, se refiere a un modo de
cromatografia en el que el analito a separar se aisla mediante su interaccién con una molécula (por ejemplo, un
ligando de cromatografia estable en medio alcalino) que interacciona especificamente con el analito. En una
realizacién, la cromatografia de afinidad implica la adicion de una muestra que contiene un analito diana (por
ejemplo, una inmunoglobulina) a un soporte so6lido que transporta sobre el mismo un ligando de cromatografia
estable en medio alcalino como se describe en el presente documento.

La expresion “cromatografia de afinidad basada en proteina A”, como se usa en el presente documento se refiere a
la separacion o aislamiento de sustancias usando ligandos de SpA o proteina A, tales como los descritos en el
presente documento, en el que los ligandos de SpA o proteina A se inmovilizan, por ejemplo, sobre un soporte
solido. Los ejemplos de medios/resinas de cromatografia de afinidad basados en proteina A conocidos en la técnica
incluyen los que tienen la proteina A inmovilizada sobre una estructura de vidrio de poros controlados, por ejemplo,
medios/resinas PROSEP A™ y PROSE vA™ (Millipore); los que tienen la proteina A inmovilizada sobre una fase
solida de poliestireno, por ejemplo, medios/resinas POROS 50A™ y Poros MabCapture A™ (Applied Biosystems,
Inc.); y los que tienen la proteina A inmovilizada sobre un soporte solido de agarosa, por ejemplo, columnas de
rPROTEIN A SEPHAROSE FAST FLOW™ o MABSELECT™ (Amersham Biosciences).

Los términos “inmunoglobulina”, “Ig” o “anticuerpo” (usados indistintamente en el presente documento) se refieren a
una proteina que tiene una estructura basica de cuatro cadenas polipeptidicas que constan de dos cadenas pesadas
y dos cadenas ligeras, estabilizandose dichas cadenas, por ejemplo, por enlaces disulfuro intercatenarios, que
puede unirse especificamente al antigeno. La expresion “inmunoglobulina monocatenaria” o “anticuerpo
monocatenario” (usada indistintamente en el presente documento) se refiere a una proteina que tiene una estructura
de dos cadenas polipeptidicas que constan de una cadena pesada y una cadena ligera, estabilizandose dichas
cadenas, por ejemplo, mediante engarces peptidicos intercatenarios, que puede unirse especificamente al antigeno.
El término “dominio” se refiere a una region globular de un polipéptido de cadena pesada o ligera que comprende
bucles peptidicos (por ejemplo, que comprende de 3 a 4 bucles peptidicos) estabilizados, por ejemplo, por laminas 3
plegadas y/o enlaces disulfuro intracatenarios. Adicionalmente, en el presente documento, a los dominios se les
denomina “constantes” o “variables”, basandose en la ausencia relativa de variacion de secuencia dentro de los
dominios de los diversos miembros de las clases en el caso de un dominio "constante”, o en la variacién significativa
dentro de los dominios de los diversos miembros de clases en el caso de un dominio "variable". A los “dominios” de
anticuerpos o polipéptidos se les denomina frecuentemente de manera indistinta en la técnica “regiones” de
anticuerpo o polipéptido. Los dominios “constantes” de las cadenas ligeras de un anticuerpo se denominan
indistintamente “regiones constantes de cadena ligera”, “dominios constantes de cadena ligera”, regiones “CL” o
dominios “CL". Los dominios “constantes” de las cadenas pesadas de un anticuerpo se denominan indistintamente
“regiones constantes de cadena pesada”, “dominios constantes de cadena pesada”, regiones “CH” o dominios “CH”.
Los dominios “variables” de las cadenas ligeras de un anticuerpo se denominan indistintamente “regiones variables
de cadena ligera”, “dominios variables de cadena ligera”, regiones “VL” o dominios “VL". Los dominios “variables” de
las cadenas pesadas de un anticuerpo se denominan indistintamente “regiones variables de cadena pesada’,
“dominios variables de cadena pesada”, regiones “VH” o dominios “VH”.

Las inmunoglobulinas o anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales y pueden existir en forma monomérica
o polimérica, por ejemplo, anticuerpos IgM que existen en forma pentamérica y/o anticuerpos IgA que existen en
forma monomeérica, dimérica o multimérica. El término “fragmento” se refiere a una parte o porcién de un anticuerpo
0 cadena de anticuerpo que comprende menos restos de aminoacidos que un anticuerpo completo o intacto o
cadena de anticuerpo. Los fragmentos pueden obtenerse mediante tratamiento quimico o enzimatico de un
anticuerpo intacto o completo o cadena de anticuerpo. Los fragmentos también pueden obtenerse por medios
recombinantes. Los fragmentos a modo de ejemplo incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fc y/o Fv.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2623 889 T3

La expresion “fragmento de uniéon a antigeno” se refiere a una parte polipeptidica de una inmunoglobulina o
anticuerpo que se une a un antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es decir, con el anticuerpo intacto del que
deriva) por la unién al antigeno (es decir, union especifica). Los fragmentos de uniéon pueden producirse mediante
técnicas de ADN recombinante o por escisién enzimatica o quimica de inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de
unién incluyen Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, cadenas sencillas y anticuerpos monocatenarios.

También se incluyen proteinas de fusién que incluyen un anticuerpo o un fragmento del mismo como una parte de la
proteina de fusion.

Las expresiones “polinucleétido” y “molécula de acido nucleico”, se usan indistintamente en el presente documento,
para referirse a formas poliméricas de nucledtidos de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como
desoxirribonucleétidos. Estas expresiones incluyen un ADN monocatenario, bicatenario o tricatenario, ADN
gendmico, ADNc, ARN, hibrido de ADN-ARN, o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina, u otras
bases de nucleédtidos derivatizadas o no naturales, modificadas quimica o bioquimicamente. La estructura basica del
polinucleétido puede comprender grupos glucidicos y fosfato (como puede encontrarse normalmente en el ARN o
ADN) o grupos glucidicos o fosfato modificados o sustituidos. Ademas, puede obtenerse un polinucleétido
bicatenario a partir del polinucleétido monocatenario producto de la sintesis quimica bien sintetizando la cadena
complementaria e hibridando las cadenas en condiciones apropiadas, o bien sintetizando la cadena complementaria
de novo usando una ADN polimerasa con un cebador apropiado. Una molécula de acido nucleico puede tener
muchas formas diferentes, por ejemplo, un gen o fragmento génico, uno o mas exones, uno o mas intrones, ARNm,
ADNCc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas y cebadores de acido nucleico. Un polinucleé6tido puede
comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos y analogos de nucleétidos metilados, uracilo, otros
grupos glucidicos y de unién tales como fluororribosa y tioato y ramificaciones de nucleétidos. Como se usa en el
presente documento, “ADN” o “secuencia de nucleétidos” incluye no solo las bases A, T, C y G, sino que también
incluye cualquiera de sus analogos o formas modificadas de estas bases, tales como nucleétidos metilados,
modificaciones internucleétido tales como engarces sin carga y tioatos, el uso de analogos glucidicos y estructuras
basicas modificadas y/o alternativas, tales como poliamidas. En una realizacion particular, una molécula de acido
nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que decodifica una variante de SpA.

La expresion “unién a Fc”, “se une a una parte Fc” o “unioén a una parte Fc” se refiere a la capacidad de un ligando
de cromatografia estable en medio alcalino descrito en el presente documento, de unirse a la parte cristalizable (Fc)
de un anticuerpo. En algunas realizaciones, el ligando de acuerdo con la presente invenciéon se une a una parte Fc
de un anticuerpo (por ejemplo IgG1, 1IgG2 o IgG4 humana) con una afinidad de al menos 107 M, o al menos 108 M,
o al menos 10° M.

Como se usa en el presente documento, la expresién “unién a Fab” o “uniéon a una parte Fab” se refiere a la
capacidad de un ligando de cromatografia estable en medio alcalino descrito en el presente documento, de unirse a
una region Fab de un anticuerpo o una molécula de inmunoglobulina. La expresién “union reducida a una parte Fab”
se refiere a cualquier disminucion en la unién a una parte Fab (o F(ab)z2) de una molécula de inmunoglobulina por un
ligando basado en SpA de la presente invencién con respecto a la SpA natural, en el que el ligando incluye
adicionalmente una mutaciéon en uno o0 mas aminoacidos. En una realizacion a modo de ejemplo, un ligando de
acuerdo con la presente invencion incluye adicionalmente el resto de glicina en la posicion 29 sustituido por una
alanina. En otra realizacién, un ligando de acuerdo con la presente invencién incluye adicionalmente la glicina en la
posicion 29 sustituida por un resto de aminoacido distinto de alanina o triptéfano. En una realizacion, la unién a una
parte Fab de una molécula de inmunoglobulina no puede detectarse usando técnicas convencionales en la materia y
las descritas en el presente documento. La unién a una molécula de inmunoglobulina puede detectarse usando
técnicas bien conocidas incluyendo las descritas en el presente documento e incluyendo, pero sin limitacién, por
ejemplo, cromatografia de afinidad y analisis de resonancia de plasmén superficial. En algunas realizaciones, una
proteina de unién a inmunoglobulina incluida en la presente invencién se une a una molécula de inmunoglobulina
con una afinidad de al menos 10'°M.

Il. Generacién de moléculas basadas en SpA para su uso como ligandos de cromatografia

Los ligandos de cromatografia basados en SpA incluidos en la presente invencion pueden fabricarse usando
cualquiera de los procedimientos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, como una etapa inicial, para la generacion de acidos nucleicos que expresen las moléculas ligando de
SpA descritas en el presente documento, pueden usarse técnicas convencionales de modificacion por ingenieria
genética, por ejemplo, las descritas en el manual de laboratorio titulado Molecular Cloning de Sambrook, Fritsch y
Maniatis.

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico que codifica uno o mas dominios de SpA o partes de los
mismos pueden clonarse en un vector adecuado para la expresion en una célula huésped apropiada. Los vectores
de expresion adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen normalmente los elementos necesarios para la
transcripcion y traduccion de la secuencia codificante de la SpA variante.
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Las moléculas de SpA descritas en el presente documento también pueden seleccionarse quimicamente a partir de
precursores de fragmentos de aminoacidos usando métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo métodos de
sintesis con péptidos en fase solida tales como las estrategias Boc (terc-butiloxi-carbonilo) o Fmoc (9-
fluoroenilmetiloxi carbonilo) (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.060.596; 4.879.378;
5.198.531; 5.240.680).

La expresién de moléculas SpA descritas en el presente documento puede realizarse en células huésped eucariotas
tales como células de levadura, insecto o mamifero, o en células huésped procariotas, por ejemplo, bacterias tales
como E. coli.

En algunas realizaciones, las moléculas de SpA o fragmentos y variantes de las mismas pueden expresarse sobre la
superficie de un bacteriéfago de tal manera que cada fago contenga una secuencia de ADN que codifique una
molécula de SpA individual presentada sobre la superficie del fago. La afinidad de la molécula de SpA por una
inmunoglobulina puede ensayarse facilmente usando técnicas convencionales en la materia y las descritas en el
presente documento, por ejemplo, mediante ELISA y Biacore™ 2000 convencional (Biacore AB, Uppsala Suecia).
Es deseable que la afinidad de unién de una molécula de SpA de la presente invencién con una inmunoglobulina
sea al menos comparable con la de la molécula parental. Adicionalmente, es deseable que la estabilidad alcalina de
la molécula de SpA esté generalmente sobre-mejorada con respecto a la molécula parental.

lll. Ensayo de estabilidad alcalina de las moléculas de SpA

Después de la generacién y la purificacion de una molécula ligando de SpA adecuada, como se describe en el
presente documento, la estabilidad alcalina de la molécula puede ensayarse usando técnicas convencionales en la
materia y las descritas en el presente documento. Por ejemplo, la estabilidad alcalina de una molécula Spa de
acuerdo con la invencion puede ensayarse usando tratamiento rutinario con NaOH a una concentracion de
aproximadamente 0,5 M, por ejemplo, como se describe en la parte experimental mas adelante.

En algunas realizaciones, las moléculas de SpA estables en medio alcalino presentan una estabilidad alcalina
“aumentada” o “mejorada”, lo que significa que las moléculas son estables en condiciones alcalinas durante un
periodo de tiempo prolongado con respecto a la SpA natural. Anteriormente, se ha descrito que las moléculas de
SpA basadas en el dominio C natural de SpA, o que tienen una mutacién de uno o mas restos de asparagina,
proporcionan una estabilidad quimica mejorada y por lo tanto una menor tasa de degradacion en medios en los que
el pH esta por encima de aproximadamente 10, tal como aproximadamente 13 o 14.

La presente invencion se basa en el sorprendente e inesperado descubrimiento de nuevas moléculas de SpA que
presentan una estabilidad alcalina aumentada incluso cuando estan basadas en dominios distintos del dominio C o
que tienen mutaciones en aminoacidos distintos de asparagina. Por ejemplo, se describen moléculas de SpA y
moléculas de SpA estables en medio alcalino basadas en el dominio B o Z que tienen una mutacién en un
aminoacido en la posicién n+1, en la que n representa una asparagina (por ejemplo, asparagina en la posicion 23).

En algunas realizaciones, después de la generacion de los ligandos SpA de acuerdo con la presente invencion, la
estabilidad alcalina de los ligandos se evalia usando un nuevo ensayo inmunolégico de alto rendimiento, descrito
con mas detalle en los Ejemplos indicados mas adelante. El ensayo se basa en la suposicion de que la degradacion
de SpA, en respuesta a exposicion caustica prolongada, se refleja como una pérdida o reducciéon en cuanto a la
unién de IgG. Resumiendo, los ligandos solubles basados en SpA se tratan durante aproximadamente 6 horas con
agua o NaOH 1.0 M. Para unir cantidades de microgramos de ligandos candidatos neutralizados a un soporte sélido
en forma de una placa ELISA, por ejemplo, una placa de 96 pocillos, se usan interacciones hidréfobas. Después,
para cada ligando candidato, la unién de IgG se somete a ensayo, antes y después de la exposicion a NaOH 1,0 M.
Se indica estabilidad caustica potenciada cuando la cantidad de unién IgG residual con un ligando después de la
exposicion caustica supera la de la SpA natural o SpA parental de la cual deriva.

IV. Soportes usados para la preparacion de matrices de cromatografia

En algunas realizaciones, los ligandos SpA estables en medio alcalino incluidos en la presente invencién estan
unidos a un soporte, por ejemplo, un soporte solido o un soporte soluble, para generar una matriz de cromatografia
adecuada para la separacion de biomoléculas tales como, por ejemplo, inmunoglobulinas.

En algunas realizaciones, un ligando de acuerdo con la presente invenciéon esta unido a un soporte soélido. Sin
desear quedar ligado a ninguna teoria, se considera que puede usarse cualquier soporte solido adecuado para la
unién de un ligando de acuerdo con la invencion. Por ejemplo, las matrices de soporte sélido incluyen, pero sin
limitacion, vidrio de poros controlados, silice, éxido de circonio, agarosa, polimetacrilato, poliacrilato, poliacrilamida y
poliestireno.

Se considera que, como soporte sélido, puede usarse cualquier material poroso que contribuya a un cambio menor

del 5 % en cuanto a la estabilidad alcalina del ligando unido después de inmersion durante aproximadamente 30
horas en NaOH 0,5 M.
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Un material poroso usado como un soporte solido puede comprender un compuesto hidrofilo, un compuesto
hidréfobo, un compuesto oledfobo, un compuesto oledéfilo o cualquier combinacién de los mismos. El material poroso
puede comprender un polimero o un copolimero. Como ejemplos de materiales porosos adecuados se incluyen,
pero sin limitacion, poli(éter sulfonas), poliamida, por ejemplo, nylon, polisacaridos tales como, por ejemplo, agarosa
y celulosa, poliacrilato, polimetacrilato, poliacrilamida, polimetacrilamida, politetrafluoroetileno, polisulfona, poliéster,
fluoruro de polivinilideno, polipropileno, polietileno, policarbonato, un fluorocarbono, por ejemplo poli(tetrafluoroetilen-
co-perfluoro(alquil vinil éter)), vidrio, silice, circonio, titanio, ceramica y metal.

El material poroso puede comprender moléculas organicas o inorganicas o una combinaciéon de moléculas organicas
e inorganicas y puede comprender uno o mas grupos funcionales, por ejemplo, un grupo hidroxilo, un grupo tiol, un
grupo amino, un grupo carbonilo, o un grupo de acido carboxilico adecuado para relacionar, por ejemplo, formando
enlaces covalentes para modificacion quimica adicional para unirse covalentemente a una proteina. En otra
realizacién, el material poroso puede no poseer un grupo funcional pero puede revestirse con una capa de material
que lleve grupos funcionales tales como, un grupo hidroxilo, un grupo tiol, un grupo aminoacido, un grupo carbonilo o
un grupo de &cido carboxilico.

En algunas realizaciones, se usa una matriz de separacion por afinidad convencional, por ejemplo, de naturaleza
organica y basada en polimeros que exponen una superficie hidréfila al medio acuoso usado, es decir, expone
grupos hidroxi (--OH), carboxi (--COOH), carbonilo (--CHO, o RCO-R’), carboxamido (--CONH2, posiblemente en
formas sustituidas en N), amino (--NH2, posiblemente en forma sustituida), oligo- o polietilenoxi en sus superficies
externas vy, si estan presentes, también en sus superficies internas. En una realizacién, los polimeros pueden estar
basados, por ejemplo, en polisacaridos, tales como dextrano, almidén, celulosa, pululano, agarosa efc. que han sido
ventajosamente reticulados, por ejemplo con bis-epéxidos, epihalohidrinas, hidrocarburos inferiores 1,2,3 trihalo
sustituidos, para proporcionar una porosidad y rigidez adecuadas. En otra realizacion, el soporte soélido comprende
perlas de agarosa porosas. Los diversos soportes usados en la presente invencion pueden prepararse facilmente de
acuerdo con procedimientos convencionales conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, gelatinizacion de
suspension inversa descritos, por ejemplo, en Hjerten, Biochim Biophys Acta 79(2), 393-398 (1964). Como
alternativa, las matrices base pueden ser productos disponibles en el mercado, tales como Sepharose™ FastFlow
(GE Healthcare, Uppsala, Suecia). En algunas realizaciones, especialmente ventajosas para separaciones a gran
escala, el soporte se adapta para aumentar su rigidez, y por tanto hace que la matriz sea mas adecuada para
caudales altos.

Como alternativa, el soporte solido puede basarse en polimeros sintéticos, tales como poli(alcohol vinilico),
poli(acrilatos de hidroxialquilo), poli(metacrilatos de hidroxialquilo), poliacrilamidas, polimetacrilamidas etc. En el
caso de polimeros hidrofobos, tales como matrices basadas en bencenos sustituidos con divinilo y monovinilo, la
superficie de la matriz a menudo se hidrofiliza para exponer grupos hidréfilos como se los definidos anteriormente a
un liquido acuoso circundante. Dichos polimeros pueden producirse facilimente de acuerdo con procedimientos
convencionales, véase por ejemplo Arshady, Chimica e L'Industria 70(9), 70-75 (1988). Como alternativa, puede
usarse un producto disponible en el comercio, tal como Source™ (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y Poros (Applied
BioSystems, Foster City, CA).

Auln en otras realizaciones, el soporte sélido comprende un soporte de naturaleza inorganica, por ejemplo, silice,
oxido de circonio etc. Con frecuencia, la superficie de las matrices inorganicas se modifica para incluir grupos
reactivos adecuados para reaccionar después con SpA y sus variantes. Los ejemplos incluyen CM Circonia
(Ciphergen-BioSepra (CergyPontoise, Francia) y CPG® (Millipore).

En algunas realizaciones, los polimeros pueden estar basados, por ejemplo, en circona o silice o vidrio de poros
controlados que pueden modificarse para contener grupos reactivos y/o sustentar la inmersion caustica, para
acoplarse a ligandos.

Los formatos de soporte soélido a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, una perla, un gel, una membrana, un
casete, una columna, una microplaca, un portaobjetos, una placa o un monolito.

Con respecto al formato de una matriz, en una realizacion, este tiene forma de monolito poroso. En una realizacién
alternativa, la matriz tiene forma de perla o particula que puede ser porosa o no porosa. Las matrices en forma de
perla o particula pueden usarse como un lecho empaquetado o en una forma suspendida. Las formas suspendidas
incluyen las conocidas como lechos expandidos y suspensiones puras, en las que las particulas o las perlas se
desplazan libremente. En el caso de monolitos, lecho empaquetado y lechos expandidos, el procedimiento de
separacion normalmente se realiza después de cromatografia convencional con un gradiente de concentraciéon. En
caso de suspensién pura, se usara el modo discontinuo. Ademas, pueden usarse soporte solidos en formas tales
como una superficie, una microplaca, un capilar o un filtro.

La matriz también podria estar en forma de membrana en un cartucho. La membrana estaria en un formato de
lamina plana, espiral o fibra hueca.

En otra realizacion, un ligando de acuerdo con la presente invencion se une a un soporte soluble, por ejemplo, un
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polimero soluble. Los soportes solubles a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, un biopolimero tal como,
por ejemplo, una proteina o un &cido nucleico. En algunas realizaciones, como polimero soluble puede usarse
biotina, como se describe, por ejemplo, en la publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20080108053. Por
ejemplo, la biotina puede unirse a un ligando, por gjemplo, un ligando estable en medio caustico basado en SpA de
acuerdo con la presente invencién, que posteriormente pueda usarse para unirse al ligando para aislar una proteina
de interés, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo, por ejemplo, presente en una mezcla en bruto y la
proteina de interés puede aislarse o separarse mediante precipitacién del complejo polimérico proteina-ligando-
biotina de una manera reversible o irreversible. El polimero también puede ser un polimero soluble sintético, tal
como, por ejemplo, incluyendo pero sin limitacién, un polimero que contenga grupos cargados negativamente
(carboxilicos o sulfonicos), grupos cargados positivamente (grupos de amina cuaternaria, amina terciaria, secundaria
o primaria), grupos hidréfobos (grupos fenilo o butilo), grupos hidréfilos (grupos hidroxilo o amino) o una combinacién
de los anteriores. Pueden encontrarse polimeros solubles sintéticos a modo de ejemplo en la Publicacion PCT
Internacional N° W02008091740 y en la Publicacién de Estados Unidos N° US20080255027.

Estos polimeros, después de cambios fisicos especificos en una o mas condiciones, tales como pH, conductividad o
temperatura, pueden usarse para purificar la proteina de interés mediante precipitacién de una manera reversible o
irreversible. Pueden usarse polimeros sintéticos adecuados solos o pueden acoplarse con un ligando estable en
medio caustico de acuerdo con la presente invencidén y usarse para la captura/purificacion de una proteina de
interés, tal como, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento del mismo, mediante precipitacion de una manera
reversible o irreversible.

V. Métodos de unién de un ligando a un soporte

Para unir un ligando a un soporte puede usarse cualquier técnica adecuada, por ejemplo, un soporte solido que
incluya los bien conocidos en la técnica y descritos en el presente documento. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el ligando puede unirse a un soporte mediante técnicas de acoplamiento convencionales utilizando,
por ejemplo, grupos amino y/o carboxi presentes en el ligando. Por ejemplo, bis-epoxidos, epiclorohidrina, CNBr, N-
hidroxisuccinimida (NHS) etc. son reactivos de acoplamiento bien conocidos. En algunas realizaciones, entre el
soporte y el ligando se introduce un espaciador, mejorando de este modo la disponibilidad del ligando y facilitando el
acoplamiento quimico del ligando al soporte. Como alternativa, el ligando puede unirse al soporte mediante unién no
covalente, tal como adsorcién fisica o adsorcion bioespecifica.

En diversas realizaciones incluidas en la presente invencién, el ligando esta unido a un soporte sélido tal como, por
ejemplo, una resina de cromatografia en mas de un sitio, dando por lo tanto como resultado una matriz de
cromatografia.

La unién de un ligando de cromatografia basado en SpA estable en medio alcalino a un soporte soélido puede
conseguirse mediante muchas formas conocidas, la mayoria de ellas bien conocidas en la técnica, asi como las
descritas en el presente documento. Véase, por ejemplo, Hermanson y col., Immobilized Affinity Ligand Techniques,
Academic Press, paginas 51-136 (1992).

Por ejemplo, a un soporte solido pueden acoplarse ligandos de proteina mediante grupos activos sobre la superficie
del soporte sélido o del ligando de proteina tales como, por ejemplo, un grupo hidroxilo, tiol, epdxido, amino,
carbonilo, ep6xido o acido carboxilico. La unién puede conseguirse usando quimicas conocidas que incluyen, pero
sin limitacion, el uso de activacién con bromuro de cianégeno (CNBr), éster de N-hidroxil succinimida, epoxi (bis-
oxirano) y amidacioén reductora.

Por ejemplo, en la bibliografia se ha descrito el acoplamiento de proteinas dirigido con tiol. Véase, por ejemplo,
Ljungquist, y col. Eur. J. Biochem. Vol 186, paginas 558-561 (1989). Previamente esta técnica se ha aplicado para
acoplar la SpA a un soporte sélido. Dado que la SpA natural no contiene grupos tiol, la unién se consigue insertando
de manera recombinante una cisteina que contiene tiol en el extremo C de la SpA. Véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 6.399.750. Diversos productos comerciales tal como MabSelect™, MabSelect™ Xtra y
MabSelect™ SuRe se producen mediante este mecanismo. Se ha descrito esta cisteina terminal solo reacciona con
el grupo epoxido sobre la superficie solida, dando por tanto como resultado un solo punto de unién de la SpA con el
soporte sélido. Véase, por ejemplo, Process Scale Bioseparations for the Biopharmaceutical Industry, CRC Press,
2006, pagina 473.

En el caso de la presente invencion, en determinadas realizaciones, los ligandos de cromatografia basados en SpA
que comprenden dos o mas dominios de SpA se unen a un soporte sélido en mas de un sitio mediante unién
multipunto no discriminativa. En general, en cada dominio, la SpA contiene abundantes grupos amino libres de
numerosas lisinas. La unién de un domino de SpA con mas de un sitio sobre un soporte sélido, por ejemplo, una
resina de cromatografia con grupo epéxido o aldehido puede conseguirse haciendo reaccionar el grupo amino de la
lisina sobre la SpA, mediante una apertura de anillo ep6éxido o aminacién reductora, respectivamente. En
determinadas realizaciones, la uniébn multipunto puede conseguirse por reaccion de uno o mas aminoacidos
naturales sobre la SpA que tienen grupos hidroxilo libres, tales como, por ejemplo, serina y tirosina, con un soporte
que contenga un grupo epéxido mediante una reaccion de apertura de anillo. Como alternativa, la union multipunto
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puede conseguirse, por ejemplo, por la reaccion de aminoacidos naturales sobre la SpA que tienen grupos de acido
carboxilicos libres, tales como, por ejemplo, acido aspartico y acido glutamico, con un soporte que contenga grupos
amino mediante, por ejemplo, N,N'-carbonildiimidazol. La unién multipunto del ligando al soporte también puede
conseguirse mediante una combinacién de todos los mecanismos anteriores.

Para conseguir la estabilidad caustica usando los multimeros de los dominios de B y Z, la presente invencion
excluye la mutacién de una sola cisteina que conduce a la unién en un solo punto.

Los ligandos de cromatografia basados en SpA también pueden unirse a un soporte so6lido mediante un mecanismo
asociativo. Por ejemplo, un grupo asociativo puede interaccionar con un ligando de interés de manera no covalente
mediante interaccion iénica, hidréfoba o una combinaciéon de interacciones, uniendo de esta manera el ligando de
interés sobre la superficie solida. Esto facilita el acoplamiento, a una alta eficacia, del ligando con la matriz sélida,
como se describe, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 20070207500A1, dando por lo
tanto como resultado una densidad de ligando mayor que la de sin grupos asociativos. Los grupos asociativos
adecuados para su uso en la invencion incluyen especies cargadas tales como especies ionicas, y especies no
cargadas tales como especies hidréfobas. El grupo asociativo puede modificar el soporte solido, por ejemplo,
uniéndose directamente con el soporte sélido de manera covalente. Los ejemplos adecuados de especies idnicas
pueden incluir aminas cuaternarias, aminas terciarias, aminas secundarias, aminas primarias, un grupo sulfénico,
acido carboxilico o una combinacion de los mismos. Los ejemplos adecuados de especies hidrofobas pueden incluir
un grupo fenilo, un grupo butilo, un grupo propilo o cualquier combinacién de los mismos. También se contempla que
puedan usarse especies de modo mixto. El grupo asociativo también puede interaccionar con el ligando de proteina.
Por tanto la interaccién entre el grupo asociativo y el ligando de proteina puede comprender una mezcla de
interacciones, por gjemplo, de especies idnicas e hidréfobas.

El grupo asociativo puede acoplarse covalentemente con el soporte sélido haciendo reaccionar un grupo funcional
sobre el soporte solido con un grupo funcional sobre el grupo asociativo. Los grupos funcionales adecuados
incluyen, pero sin limitacion, grupos amina, hidroxilo, sulfhidrilo, carboxilo, imina, aldehido, cetona, alqueno, alquino,
azo, nitrilo, epdxido, cianégenos y acido carboxilico activado. Como un ejemplo, también pueden reaccionar perlas
de agarosa que contienen grupos hidroxilo con la funcionalidad epéxido de un grupo asociativo cargado
positivamente, tal como cloruro de glicidil trimetilamonio. Un experto en la materia apreciara que puede acoplarse
una pluralidad de grupos asociativos con el soporte sélido siempre que se use al menos un grupo asociativo
bifuncional. Por tanto, con el soporte sélido pueden acoplarse grupos asociativos en tandem o estos pueden
acoplarse de manera individual directamente con el soporte sélido.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona grupos asociativos y/o ligandos de proteina que pueden
acoplarse a un soporte sélido mediante un engarce de intervencién. El engarce puede comprender al menos un
grupo funcional acoplado a un resto engarzador. El resto engarzador puede comprender cualquier molécula capaz
de acoplarse con un grupo funcional. Por ejemplo, el resto engarzador puede incluir cualquiera de un grupo alquilo,
un alquenilo o un alquinilo. El resto engarzador puede comprender una cadena de carbono que varie de 1 a 30
atomos de carbono. En algunas realizaciones, el engarce puede comprender mas de 30 atomos de carbono. El resto
engarzador puede comprender al menos un heteroatomo tal como nitrégeno, oxigeno y azufre. El resto engarzador
puede comprender una cadena ramificada, una cadena no ramificada o una cadena ciclica. El resto engarzador
puede estar sustituido por dos 0 mas grupos funcionales.

La eleccién de las condiciones tampdn apropiadas para el acoplamiento de un ligando de proteina con un soporte
sélido se encuentra bien dentro de la habilidad del experto en la materia. Los tampones adecuados incluyen
cualquier tampdn que no contenga amina, tal como, tampones carbonato, bicarbonato, fosfato y acetato. Cuando se
usa quimica asociativa, la concentracion salina del tampén dependera del grupo asociativo usado. Por ejemplo, la
concentracion salina puede estar en el intervalo de 5 nM — 100 mM. Cuando se usan especies cargadas, la
concentracion salina puede ser al menos de 5 nM pero menor de 0,1 M, al menos de 5 nM pero menor de 0,01 M, al
menos de 5 nM pero menor de 0,001 M. En determinadas realizaciones, la concentraciéon salina puede ser de 0,01
M. Cuando se usa una especie hidroéfoba normalmente es deseable una concentracién salina elevada. Por tanto la
concentracién salina puede ser mayor de 0,001 M, mayor de 0,01 M, o mayor de 0,1 M.

En algunas realizaciones, cuando se usa quimica asociativa, la reaccion se realiza a una temperatura que varia de 0
°C a 99 °C. En determinadas realizaciones el procedimiento de reaccién se realiza a una temperatura menor de 60
°C, menor de 40 °C, menor de 20 °C o menor de 10 °C. En algunas realizaciones el procedimiento de la invencion se
realiza a una temperatura de aproximadamente 4 °C. En otras realizaciones, el procedimiento de la invencion se
realiza a una temperatura de 20 °C.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2623 889 T3

VI. Métodos para ensayar la estabilidad alcalina de los ligandos unidos

El aumento de la estabilidad alcalina de los ligandos después de su unién a un soporte puede someterse a ensayo
usando técnicas bien conocidas en la materia y las descritas en el presente documento. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la estabilidad alcalina de los multimeros de los dominios de SpA unidos una resina, por ejemplo, los
dominios B y Z de SpA unidos a una resina de cromatografia, como se describe en el presente documento, puede
confirmarse por tratamiento de la resina con NaOH 0,5 M. Debe entenderse que un aumento de la estabilidad
significa que la capacidad de unién a IgG inicial se conserva durante un periodo de tiempo prolongado en
comparacién con el que puede conseguirse con la molécula de SpA natural. Por ejemplo, en el caso de la presente
invencion, después de 100 ciclos, cada uno incluyendo un tratamiento de 15 minutos con NaOH 0,5 N, el porcentaje
de capacidad conservada de los ligandos de SpA, por ejemplo, los que comprenden dominios B o Z muiltiples, es al
menos 1,5 veces mas, 2,0 veces mas, 2,5 veces mas o 3 veces mas que el de la SpA natural. En una realizacion, la
estabilidad alcalina del ligando unido, segun se ensaya mediante la conservacion de la capacidad de unién a IgG a
lo largo del tiempo, se mide de la siguiente manera. La capacidad de unién, denominada Qd 50 %, se mide
obteniendo el volumen de IgG cargada a una UV2sonm del 50 % de la concentracion de IgG inicial. Primero se mide la
Qd 50 % de la resina virgen inicial cargada en una columna. Después la resina se expone a aproximadamente 10
ciclos de 15 minutos de exposicién a NaOH 0,5 N a 0,8 ml/min. De nuevo se mide la Qd 50 %. Este proceso se
repite hasta que la resina se exponga a un total de aproximadamente 100 ciclos de NaOH 0,5 N, La Qd 50 % se
mide una ultima vez y los resultados de las resinas fabricadas a partir de diferentes ligandos se comparan con la
SpA natural.

En otro ensayo, la estabilidad caustica o alcalina de las resinas se mide por inmersion estatica de las resinas de
interés. Sumergiendo una cantidad media de resina en NaOH 0,5 N durante 25 h con una suave rotacion y midiendo
la capacidad de unién a IgG antes y después de la inmersién en NaOH, puede determinarse la estabilidad alcalina
mediante la conservacion de la capacidad de unién de la resina.

VII. Métodos de purificacion de una molécula diana usando un ligando de cromatografia de la invencidén

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un procedimiento de purificacién de una molécula diana
a partir de una mezcla usando los ligandos de cromatografia estables en medio alcalino descritos en el presente
documento. La molécula diana puede ser cualquier molécula que reconozca un ligando de cromatografia estable en
medio alcalino proporcionado en el presente documento, en el que el ligando esté acoplado a un soporte soélido. Los
ejemplos de moléculas diana incluyen inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas pueden ser anticuerpos policlonales
0 un anticuerpo monoclonal o un fragmento funcional de los mismos. Los fragmentos funcionales incluyen cualquier
fragmento de una inmunoglobulina que comprenda una region variable que aun se una especificamente a su
antigeno conservando al mismo tiempo su capacidad de unirse especificamente a un ligando de proteina acoplado a
un soporte sélido.

En algunas realizaciones, un procedimiento de aislamiento de una molécula diana de interés usando un ligando de
cromatografia estable en medio alcalino descrito en el presente documento incluyen las etapas de: (a) poner en
contacto un soporte sélido que incluya un ligando de cromatografia estable en medio alcalino basado en SpA unido
con una mezcla que comprenda una molécula de interés en condiciones tales que la molécula diana se una
especificamente al ligando; y (b) modificar las condiciones de tal manera que la molécula diana ya no se una al
ligando, aislando de esta manera la molécula diana.

En algunas realizaciones, la etapa de modificacién incluye modificar el pH, de tal manera que la molécula diana ya
no se una al ligando. En una realizacion particular, el pH se modifica de tal manera que sea un pH mas acido que el
de las condiciones de pH en la etapa (a). Por ejemplo, en una realizaciéon, la etapa (a) puede realizarse a un pH
neutro, o a un pH que varie de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 y la etapa (b) puede realizarse a un pH
acido, por ejemplo, un pH que varie de aproximadamente 1 a aproximadamente 5.

En otra realizacion, la etapa (b) comprende modificar la concentracion salina del tampén en uso, de tal manera que
la molécula diana ya no se una al ligando. Por ejemplo, en una realizacién, en la etapa (a) puede usarse una
concentracion salina elevada, por ejemplo, >0,1 M y en la etapa (b) puede usarse una concentracion salina inferior,
por ejemplo, <0,1 M. A la inversa, en algunas realizaciones, en la etapa (a) puede usarse una concentracion salina
baja, por ejemplo, <0,1 M y en la etapa (b) puede usarse una concentracion salina elevada. En otras realizaciones
mas tanto el pH como la concentracién salina del tampén pueden modificarse entre la etapa (a) y etapa (b).

Un experto en la materia puede determinar facilmente las condiciones adecuadas para la unién de una molécula
diana a un ligando y por lo tanto modificar las condiciones que alteren la unién de la molécula al ligando.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Generacidon de una variante de dominio B de SpA que tiene una mutacién n+1, en la que n
representa una asparagina

En un experimento a modo de ejemplo, un gen sintético que codifica el “dominio B” de la proteina A se obtiene a
partir de ADN 2.0 (Menlo Park, CA). El extremo 5’ del gen incluye un codén para una metionina iniciadora asi como
seis codones de histidina en el extremo 3’ del gen. El gen se proporciona en el vector pJ56:8620 del ADN 2.0. El
vector parental pJ56 confiere resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol y gentamicina. Los sitios de las
enzimas de restriccion apropiados para la posterior clonacion del gen en los vectores de expresion se introducen en
el gen en ambos extremos 5"y 3'. En la Figura 5 se muestra un mapa plasmidico del vector.

Posteriormente se usa mutagénesis de saturacién para mutar el acido glutamico en la posicién 24 por cualquier otro
aminoacido natural excepto cisteina (C), serina (S), alanina (A), glicina (G), asparagina (N) y glutamina (Q) mediante
procedimientos basados en PCR usando la ADN polimerasa Phusién de alta fidelidad (New England Biolabs,
Ipswich, MA). Los cebadores se adquieren de DNA IDT (Coralville, 1A), como una solucién 100 uM en tamp6n Tris
EDTA. Los cebadores mutagénicos tienen la secuencia CTGCCGAACCTGAACNN SGAACAACGCAACGG (SEQ ID
N°: 41) en la que NNS representa las tres bases que codifican el aminoacido en la posicién 24. La PCR se realiza en
reacciones de 50 pl que contienen los dNTP (cada uno 0,2 mM), 125 ng de cada cebador, 50 ng de pladsmido molde
y 1 U de enzima Phusién. La PCR se realiza de acuerdo con el esquema indicado en la Tabla lll.

Tabla lll
Descripcion del ciclo |Temperatura|Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial |95 °C 30 segundos|1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Hibridacién 55°C 60 segundos|{g ciclos
Extension 68 °C 6 minutos

Las reacciones PCR se tratan con la enzima de restriccion Dpnl (New England Biolabs, Ipswich, MA) para reducir el
fondo natural. A cada reaccion PCR de 50 ul, se afiaden aproximadamente 1 ul de enzima Dpnl y las muestras se
incuban durante aproximadamente una hora a 37 °C.

Células competentes NEB5a de E. coli (New England Biolabs, Ipswich, MA) se transforman con 2 pl de la reaccién
PCR tratada con Dpnl. Las células se descongelan en hielo, y se afiaden 2 pul de la reaccion PCR a 25 pl de células.
Después de aproximadamente 30 minutos de incubacion en hielo, las células se someten a choque término durante
30 segundos a aproximadamente 42 °C. Se deja que las células se recuperen durante aproximadamente 5 minutos
en hielo y después se afiaden 125 pul de medio SOC (New England BiolLabs). Las células se incuban durante
aproximadamente una hora a 37 °C, y después 100 ul se siembran en placas sobre placas LB (Northeast Laboratory
Services, Winslow, ME) que contienen ampicilina 100 pg/ml y se cultivan durante una noche a aproximadamente 37
°C. Los clones positivos se identifican ensayando la expresion de las proteinas en los lisados celulares totales
usando SDS PAGE.

Para obtener ADN purificado, se recogen colonias individuales para cultivar durante una noche en LB que contiene
ampicilina 100 pg/ml. EI ADN se purifica usando kits de centrifugacion mini-prep de Qiagen (Valencia, CA).

El ADN purificado con mini-prep se secuencia para confirmar la identidad de cada clon (MWG Biotech, Huntsville
AL). El plasmido resultante se usa para transformar células competentes NEB5a de E. coli como se ha descrito
anteriormente.

Después de la identificacion de los clones positivos, 35 ml de los cultivos de una noche se cultivan en caldo Terrific
con ampicilina 100 pg/ml y las células se sedimentan por centrifugacion a 13.500 g durante 10 minutos. Los
sedimentos se resuspenden en 10 ml de imidazol 20 mM en PBS (solucion salina tamponada con fosfato), se lisan
por ultrasonido y se centrifugan a 13.500 g durante 30 minutos para sedimentar los residuos insolubles.
Posteriormente los lisados se aplican a 750 ul de una resina Ni-NTA que esta pre-equilibrada con 10 volumenes de
columna de imidazol 20 mM en PBS. Después de lavar con 20 voliumenes de columna de imidazol 20 mM en PBS,
las muestras se eluyen de la resina con imidazol 200 mM en PBS. La proteina purificada se dializa durante una
noche contra PBS usando casetes de didlisis Pierce Slide-A-Lyzer con un limite de peso molecular (MWCO) de 3,5.
Después de la didlisis, la cuantificacion de la proteina total se consigue usando el ensayo de Pierce MicroBCA y las
muestras se conservan a -30 °C.

En las Figuras 6 y 7 se representan las secuencias de aminoacidos y de &cidos nucleicos del dominio B natural
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marcado con his y los diversos mutantes n+1.

Ejemplo 2: Ensayo de las proteinas expresadas con respecto a la estabilidad alcalina

Las construcciones marcadas con his de la SpA mutante y natural purificadas por afinidad descritas en el Ejemplo 1
se diluyen con agua MilliQ o con NaOH a una concentracién final de 1 N y se incuban durante seis horas a
temperatura ambiente. Se usan 6 columnas de filtracion en gel de Biorad Micro Biospin para neutralizar y cambiar el
tampodn 50 pl de cada muestra en PBS. La cuantificacion de proteina total se consigue usando el ensayo MicroBCA
de Pierce y las muestras se diluyen a 10 ug/ml en PBS para cargar sobre la placa ELISA. Aproximadamente 200 pl
(2 pg) de PrA tratada se absorben a los pocillos de una placa ELISA durante 2-24 horas a 37 °C. Las placas se
bloquean en Tampén de Bloqueo Superblock de Pierce en PBS (Superblock-PBS) durante aproximadamente 2
horas a temperatura ambiente. A cada pocillo de la placa se le afiade aproximadamente 200 ul de gamma globulina
humana de Sigma diluida a 0,05 mg/ml en Superblock-PBS (10 ng) y se deja que proceda la unién durante
aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS que contiene
aproximadamente Tween20 al 0,05 % (PBS-T), las placas se incuban con 200 ul de una dilucién 1:10.000 de IgY de
pollo conjugado con HRP suscitado contra IgG humana durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente.
Después de tres lavados finales con PBS-T, las placas se revelan con 100 ul de ELISA TMB Pierce 1-Step Slow
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detiene afiadiendo 100 ul de HCL 1 N y la unién a IgG
primaria se cuantifica como la lectura de absorbancia a 450 nm. Todas las muestras se ensayan por triplicado y los
datos se analizan como el cambio en la unién a IgG primaria antes y después del tratamiento caustico.

El resultado de un ensayo de experimento a modo de ejemplo con respecto a la estabilidad alcalina de los diversos
mutantes del dominio B n+1 se resume en el grafico de barras de la Figura 8. Las diversas construcciones se
representan en el eje X y el porcentaje correspondiente de unién a IgG que se conserva después de seis horas de
exposicion a NaOH 1M se representa en el eje Y. Como se representa en el grafico de barras de la Figura 8,
diversos de los mutantes n+1 que tienen un aminoacido voluminoso en la posiciéon 24 del dominio B presentan una
estabilidad caustica potenciada.

En otro experimento, los ligandos SpA que tienen dos 0 mas dominios B o dos 0 mas dominios Z de SpA se ensayan
con respecto a la estabilidad alcalina usando el ensayo descrito anteriormente. En otro experimento mas, los
ligandos SpA que tienen tres dominios B (B3), cuatro dominios B (B4), cinco dominios B (B5), seis dominios B (B6) o
siete dominios B (B7) se ensayan con respecto a la estabilidad alcalina usando el ensayo descrito anteriormente.

En un experimento a modo de ejemplo, el porcentaje de capacidad de unién a IgG residual de los ligandos B3, B4 y
B5, ensayado usando el procedimiento basado en ELISA descrito en el presente documento es el siguiente. El
ligando B3 conserva aproximadamente el 79 % de su capacidad de unién a IgG residual después de una exposicion
de seis horas a NaOH 1 M; el ligando B4 conserva aproximadamente el 86 % de su capacidad de union a IgG
residual después de una exposicion de seis horas a NaOH 1 M; y el ligando B5 conserva aproximadamente el 83 %
de su capacidad de unién a IgG residual después de una exposicion de seis horas a NaOH 1 M. El ligando SpA
natural (nPrA) solo conserva aproximadamente el 49 % de su capacidad de unién a IgG residual después de una
exposicion de seis horas a NaOH 1 M.

Ejemplo 3: Unidn de SpA natural y variantes de SpA a un soporte sélido

Después de la generacion de las diversas variantes de SpA e identificacion de las que son estables en medio
caustico usando uno o mas ensayos conocidos en la técnica y como se describe en el Ejemplo 2, las variantes de
SpA se unen a un soporte, por ejemplo, a un soporte solido. En un experimento a modo de ejemplo, usando
epiclorohidrina se reticulan perlas de agarosa (Sepharose 4B) (GE Healthcare, Piscataway NJ) de acuerdo con un
procedimiento previamente descrito (Porath y Fornstedt, J. Chromatography, 51: 479 (1979)). Las perlas de agarosa
reaccionan con grupos asociativos cargados positivamente, por ejemplo, cationes, de acuerdo con el siguiente
procedimiento: se afiaden 50 ml de perlas a 40 g de cloruro de glicidil trimetilamonio (GTMAC) al 75 % en peso, 10
ml de agua Milli-Q® (Millipore Corp., Billerica, MA) y 1,67 g de hidroxido de sodio al 50 % en peso. La reaccion se
agita vigorosamente (> 100 rpm) en un agitador rotatorio durante una noche a temperatura ambiente. Después, las
perlas se filtran y se lavan con tres voliumenes de 100 ml de agua Milli-Q® (Millipore Corp, Billerica, MA).

Las perlas (50 ml, de torta filtrada) se afiaden a agar que contiene 15 ml de NaOH 4,6 M. Se forma una suspension
con la mezcla y después se afiaden 19,5 ml de diglicidil éter butanodiol (BUDGE). Esta mezcla se agita a 35 °C
durante aproximadamente 2 horas. Después, las perlas se lavan con 750 ml de agua Milli-Q® (Millipore Corp,
Billerica, MA) y se equilibran con 250 ml de NaHCO3 10 mM.

Inmediatamente después de la etapa de activacion con BUDGE, se afiaden 10 ml de la torta de perlas filtrada a 10
ml de una solucion de NaHCOs 10 mM que contiene una concentracion de 15 g/l de ligando SpA natural o ligando
SpA de acuerdo con la presente invencion. La mezcla se protege en un vial de vidrio y el vial gira en un hibridizador
a 37 °C durante aproximadamente 2 horas. Después de dos horas, las perlas se lavan con 30 ml de agua Milli-Q®
(Millipore Corp, Billerica, MA). La torta de perlas filtrada (10 ml) se afiade a agar que contiene una solucion de 10 ml
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que comprende 1 ml de tioglicerol y 9 ml de una solucién tampén con NaHCO3 0,2 M y NaCl 0,5 M. Se forma una
suspension con la mezcla y gira durante una noche a temperatura ambiente. Después las perlas se lavan con 30 ml
de los siguientes tampones: Tampén Tris 0,1 M (pH 8), Tampén Tris 0,1 M con NaCl 0,15 M (pH 8), Acido Acético 50
mM (pH 4,5), PBS (pH 7,4) con acida sédica al 0,002 %.

Las muestras de resina acopladas con diferentes variantes de SpA se marcan de la siguiente manera: nPrA para
SpA natural; Z3 para el ligando SpA que contiene tres dominios Z; E3 para el ligando SpA que contiene tres
dominios E; D3 para el ligando SpA que contiene tres dominios D; A3 para el ligando SpA que contiene tres
dominios A, C3 para el ligando SpA que contiene tres dominios C; B3 para el ligando SpA que contiene tres
dominios B; B4 para el ligando SpA que contiene cuatro dominios B; B5 para el ligando SpA que contiene 5 dominios
B; B5NF y B7NF contienen 5 y 7 dominios B, respectivamente y adicionalmente contienen una mutacion G29A en la
posicion 29. Después de la unién a una resina, las diversas variantes SpA se someten a ensayo con respecto a la
estabilidad alcalina.

Ejemplo 4: Ensayos de capacidad de unién (Qd 50 %) de IgG a resinas antes y después de ciclado caustico

En un experimento a modo de ejemplo, las diversas construcciones de SpA de acuerdo con la invencién se
sometieron a ensayo para determinar la capacidad de uniéon de IgG después de la union a un soporte. En un
experimento a modo de ejemplo, se usé un procedimiento convencional para ensayar la capacidad dinamica de
resinas/medios usando IgG policlonal comercial. Resumiendo, una resina acoplada con un ligando SpA de acuerdo
con la presente invencién se rellené en una columna Omnifit (6,6 mm x 70 mm) en PBS, pH 7,4 y el caudal se ajusto
a 300 cm/h. La columna rellenada se equilibré con 10 volimenes de columna (VC) de PBS. La IgG policlonal
(Sigma-Aldrich, 2 mg/ml en PBS, pH 7,4) se cargd sobre la columna hasta que la UV2snm alcanzé mas del 50 % de
la concentracion de IgG inicial. Después del lavado con tampén de equilibrado, la IgG se eluyé con acido citrico 0,1
M, pH 3,0. Después de cada proceso, los medios se sanearon usando clorhidrato de guanidina 6 M. La Qd 50 % se
calculé basandose en la cantidad de IgG cargada cuando la UV2sonm alcanzo el 50 % de la concentracion de IgG
inicial.

Después de medir la capacidad dinamica inicial, los medios se expusieron a 10 ciclos de 15 minutos con NaOH 0,5
N (caudal de 100 cm/h) seguido de otra medicién de capacidad dinamica de IgG. Posteriormente los medios se
pusieron en contacto con otros 10 ciclos de 15 minutos de exposicion a NaOH 0,5 N, seguido de otra medicién de la
capacidad de union dinamica. La medicion de la capacidad dinamica se realiz6 después de exponer cada muestra a
100 ciclos de 15 minutos con NaOH 0,5 N.

En un experimento a modo de ejemplo, cuyos resultados se representan en la Figura 9, los trimeros de los dominios
E, D, A, B, C y Z que contienen engarces con dominio natural B se unen a una resina de agarosa y su estabilidad
caustica se mide mediante la capacidad de unién dinamica a lo largo de 100 ciclos de exposicién caustica,
incluyendo cada ciclo una exposicion de 15 minutos a NaOH 0,5 N. Como se resumen en el grafico de la Figura 9, el
namero de ciclos se representa en el eje X y la capacidad de union de IgG se representa en el eje Y. Los trimeros
del dominio C y Z presentan aproximadamente el mismo nivel de estabilidad caustica. Los trimeros del dominio B
son mas estables n medio caustico que los trimeros del dominio A, que no son mas estables en medio caustico que
los trimeros de los dominios E y D. Por lo tanto, el orden de estabilidad caustica puede resumirse de la siguiente
manera C y Z>B>A>E y D.

En otro experimento a modo de ejemplo, resinas de agarosa acopladas con variantes del dominio B: BBB (B3),
BBBB (B4), BBBBB (B5), BBBBB-NF (B5-NF) y BBBBBBB-NF (B7-NF), se comparan con la SpA natural (nPrA)
usando el ensayo descrito anteriormente para ensayar la capacidad de unién dinamica de I1gG a lo largo de 100
ciclos de exposicion caustica, incluyendo cada ciclo una exposiciéon de 15 minutos a NaOH 0,5 N. Como se resume
en el grafico de la Figura 10, el grado de estabilidad caustica es directamente proporcional al nimero de dominios y
adicionalmente, la mutacién G29A para reducir la unién a Fab no afecta a la estabilidad caustica.

A menos que se indique de otra manera, se entiende que todos los nUmeros que expresan cantidades de principios,
cultivos celulares, condiciones de tratamiento y etcétera, usados en la memoria descriptiva, incluyendo las
reivindicaciones, se modifican en todos los casos mediante el término “aproximadamente”. Por consiguiente, a
menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos son aproximaciones y pueden variar dependiendo de
las propiedades deseadas que pretenden obtenerse en la presente invencidon. A menos que se indique de otra
manera, la expresion “al menos” delante de una serie de elementos debe entenderse que se refiere a cada elemento
en la serie.

Se pretende que la memoria descriptiva y los ejemplos se consideren unicamente ilustrativos, indicandose el
verdadero alcance y esencia de la invencion mas adelante en las reivindicaciones.
LISTADO DE SECUENCIAS
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<210> 1

<211> 159

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 1

gcgcaacaaa acgctttcta
aacggcttca tccaaagcct

gctcaaaaac tgaacgacag

<210>2

<211>177

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 2

gcccaacaga acaaatttaa
cctaacctga atgaagaaca
caatccacca acgtactgog
<210> 3
<211>174

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 3

gccgacaaca acttcaacaa
aatctgaacg aagagcagcg
tccgcgaatc tgetggegga
<210> 4
<211> 174

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 4
gcagacaata agttcaataa

aacctgaacg aagaacaacd

tccgctaacc tgctggigga

tcaggtactg
gaaggacgac

ccaggcaccg

caaagaccag
gcgcaacogt

cgaagcgaag

agagcagcaa
taacggtttc

ggctaaaaag

agagcagcag
caacggttte

agcaaagaag

aacatgccta acctgaacgc cgatcagcgt

ccgagccagt ccgcaaacgt tctgggtgaa

aaagctgac

cagtcecgeot
tttattcagt

daactgaacg

aacgcttict
atccaatctc

ctgaacgaat

aacgcatttt
attcagagcc

ctgaacgatg
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tctacgagat
ctctgaagga
aatctcagge

acgaaatcect
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acgagatcct
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tctgaacatg
cgatcctict
tccgaag

gaatatgcca
tccgtcccay
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cccatctcag
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<210>5

<211>174

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

gcgogataaca aattcaacaa ggagcaacag aacgcattct atgaaattct gcacctgccg
aatctgacgg aggagcaacg taacggcttt atccagtccc tgaaggarga tccgtctgtg
tctaaagaga tcctyggcgga gucaaaaaaa ¢tgaatgatg cacaagctcc gaaa
<210>6
<211>174

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 6

gtagacaaca aattcaataa agaacagcag aacgcrttct atgaaatcct gcacctgecg
aacctgaacg aagaacagcg taacgcgttt atccagtccc tgaaagacga cccgagccag
agcgcaaatc tgctggcgga agcgaaaaag ctgaacgatg cccaggoegec gaaa
<210>7
<211> 51

<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400>7

60
120
174

60
120
174

§1a GIn Gln Asn g?a Phe Tyr GlIn val kgu Asn Met Pro Asn igu Asn

Ala Asp Gln %g Asn Gly Phe Ile g;n ser Leu Lys Asp ggp Pro Sser

GIn ser Ala'asn val Leu ély Glu Ala GIn Lys Leu Asn Asp Ser Gin
35 490 45

Ala Pro Lys
50

<210> 8

<211> 61

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 8
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Ala asp Ala GIn G1n
1 5
Tyr Glu Ile Leu Asn
20
phe Ile GIn Ser Leu
35

Gly Glu Ala Lys Lys
S0

<210>9

<211> 58

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400>9

Ala Asp Asn Asn Phe

1 S

Leu Asn Met Pro Asn
- 20

sSer Leu ggs Asp Asp

Lys Lys Leu Asn Glu
50

<210>10

<211> 58

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 10

Ala Asp Asn Lys Phe
1 S

Leu His Leu Pro Asnh
ser Leu %gs Asp Asp

Lys Lys Leu Asn Asp
50

<210> 11

<211>58

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 11
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Asn Lys Phe Asn Lys Asp GIn GIn Ser Ala Phe
10 15
Met Pro Asn Leu Asn Glu Glu Gln ggg Asn Gly

Lys Asp :gp Pro ser Gln Ser Tgr Asn val Leu
4

Leu Asn Glu Ser GIn Ala Pro Lys
55 60

Asn Lys Glu GIn GIn Asn Ala pPhe Tyr Glu Ile
_ 10 15

Leu Asn Glu ggu Gln Arg Asn Gly ;ge Ile GIn

Pro Ser ggn ser Ala Aasn Leu Leu Ala Glu Ala

Ser g;n Ala Pro Lys

Asn Lys Glu GIn Gln Asn Ala Phe Tyr Glu Ile
10 15
Leu Asn Glu Glu GIn Arg Asn Gly gge Iile Gln
Pro Ser GlIn Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala
40 45

Ala ?}n Ala Pro Lys
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?1a AsSp Asn Lys ghe Asn Lys Glu

GIn

GIn Asn Ala Phe Tyr Glu Ile
10 15

Leu His teu Pro Asn teu Thr Glu Glu GIn Arg Asn Gly Phe Ile GIn
20 25 _ 30
ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser val Ser Lys Glu Ile Leu Ala Glu Ala
35 40 45
Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys
50 35
<210> 12
<211> 58
5 <212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 12
val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Gln GIn Asn ATa Phe Tyr Glu Ile
1 5 10 15
Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Glu Glu GIn Arg Ash Ala phe Ile GiIn
20 25 30
ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala
35 40 45
Lys Lys Leu Asn Asp ala GIn Ala Pro Lys
10 S0 S5
<210> 13
<211> 65
<212> PRT
15 <213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”
20
<400> 13
Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Gln GlIn Asn Ala Phe Tyr Glu
1 5 10 15
Ile teuw His Leu Pro Asn Leu Asn Glu Glu Gln Arg Asn Gly Phe Ile
20 25 30
Gln Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser GIn Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu
35 40 45
Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His His
50 55 60
His
65
25 <210> 14

22
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<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

ES 2623 889 T3

65
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"”

14

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu GIn GIn Asn Ala phe Tyr
1 5 10 15

Ile Leu His ESU Pro Asn Leu Asn ggt Glu GTn Arg Asn ggy Phe

GIn Ser Iigu Lys Asp Asp Pro ggr GIn Ser Ala Asn Leu Leu Ala
Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His
50 55 60

His
65

15

65

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"”

15

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu GIn GIln Asn Ala phe Tyr
1 5 10 i5
Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn ITe Glu GIn Arg Asn Gly Phe
20 25 30
GIn Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser GIn Ser Ala Asn Leu Leu Ala
35 40 45
Ala Lgs Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His
S5 55 60

His
65
16
65

PRT
Secuencia artificial

fuente

23

Glu

Ile

Glu

His

Glu

Ile

Glu

His
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<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 16

Met Ala Asp Asn Eys Phe Asn Lys Glu Egn GIn Asn Ala phe Igr Glu
1

Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Phe Glu GIn Arg Asn g&y Phe Ile
GIn Ser ggu Lys ASp AsSp Pro igr GIn Ser Ala Asn hgu Ley ala Glu

Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys His His His His His

50 55 60

His
65

<210>17

<211>65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 17

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn tys Glu GIn GIn Asn Ala Phe Tyr Gilu
1 5 10 15
Ile Leu His Leu Pro Asn teu Asn Thr Glu GIn Arg Asn Gly Phe Ile
20 25 30
GIn Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu
35 40 45
Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His His
S0 55 60 '

His
65

<210> 18

<211> 65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 18

24
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Tet Ala Asp Asn %ys Phe Asn Lys Glu §An 6In Asn Ala phe Tgr Glu
1

Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Pro Glu GIn Arg Asn Gly Phe Ile
20 25 30
Gln Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gin Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu
35 40 45
Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His Mis
S0 55 60

His
65

<210> 19

<211> 65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”
<400> 19

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu GIn GIn Asn Ala Phe Tyr Glu
1 5 10 15
Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Trp Glu Gln Arg Asn Gly Phe Ile
20 25 30
GIn Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu
35 40 45
Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys His His His His His
50 55 60
His
65
<210> 20
<211>65
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 20

25
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15

20

25

ES 2

Met Ala Asp Asn Lys Phe A

1 S

ITe Leu His Leu Pro Asn L
20

GIn ser ggu Lys Asp Asp P

Ala Lys Lys Leu Asn Asp A
50 S

His

65
<210> 21
<211> 65

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

623 889 T3

sn Lys Glu Gln Gln
10
eu Asn Arg Glu Gin
25
ro ser GlIn ser Ala
40

}a Gin Ala Pro Lys

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 21

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu GIn Gln
1 5 10
Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asnh ¥g1 Glu Gln

GIn ser ggu LyS ASp Asp Pro igr Gln Ser Ala

Ala gzs LysS Led Asn Asp g;a Gln Ala Pro Lys

His
65

<210> 22

<211> 65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 22

26

Asn

Arg

Asn

His
60

AsSn

Arg

Asn

His
60

Ala

Asn

Leu

4%

His

Ala

Asn

Leu

45

His

Phe
Gly
30

Leu

His

Phe
Gly
30

Leu

His

Ala

His

Tyr

15

Phe

Ala

His

Glu

Ile

Glu

His

Glu

Ile

Glu

His
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25

Met Ala Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu GIn GIn

1 : S 10

Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Leu Glu Gla
20 25

Gln ser %gu LyS Asp Asp Pro ﬁgr GIn Ser Ala

Ala %gs Lys Leu Asn Asp gga GIln Ala Pro Lys

His
65

<210> 23

<211> 65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 23

Tet Ala Asp Asn gys Phe Asn Lys Glu ?3n Gln

Ile Leu His Leu Pro Asn Led Asn Tyr Glu Gln
20 25
Gla ser ggu Lys Asp Asp Pro igr Gln ser Ala

Ala %55 Lys Leu Asn Asp g}a GIn Ala Pro Lys

His
65

<210> 24

<211> 65

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 24

ES 2623 889 T3

27

Asn

Arg

Asn

His
60

Asn

Arg

Asn

His
60

Ala

Asn

Leu
45

His

Ala

Asn

Leu
45

His

Phe

Gly
30

Leu

His

Phe

Gly
30

Leu

His

Tyr Glu
15
Phe Ile

Ala Glu

His His

Tyr Glu
15

Phe Ile

Ala Glu

His His
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Tet Ala Asp Ash %ys Phe Asn Lys Glu g&n GIn Asn Ala Phe Tyr Glu
15

Ile Leu His Egu Pro Asn Leu Asn ggs Glu GIn Arg Asn g&y Phe Ile

GIn Ser ;gu Lys Asp Asp Pro igr GIn Ser Ala Asn heu Leu Ala Glu
5

Ala Egs Lys Leu Asn Asp gga GIn Ala Pro Lys Egs His His His His

His

65
<210> 25
<211> 65

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 25

get Ala Asp Asn %ys Phe asn Lys Glu gAn GIn Aasn Ala Phe Tyr Glu
15

Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Lgs Glu GIn Arg Asn Gly Phe Ile
20 2 30

GIn Ser sgu Lys Asp Asp Pro igr GIn Ser Ala Asn kgu teu Ala Glu

Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His His His His His
50 55 60

His

65
<210> 26
<211> 65

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 26

28
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

ES 2623 889 T3

¥et Ala Asp Asn ;ys Phe Asn Lys Glu §3n GIn Asn

Ile Leu His Leu Pro Asn Leu Asn ggp Glu G1n Arg
Gln ser Lgu LyS ASp ASp Pro igr Gin Ser Ala Asn
3

Ala Lys Lys Leu Asn Asp Ala GIn Ala Pro Lys His
50 55 60

H

His
65
27
292

ADN
Secuencia artificial

fuente
/nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

27
gaattctaat acgactcact ataacgcgtc cacaacggtt tccctctaga
tttaacttta agaaggagat atacatatgg cagacaataa gttcaataaa
acgcatttta cgagatcctyg ctctgccgaa cctgaacgaa gaacaacgca
tcagagcctg aaagacgacce catctcagtc cgctaacctyg ctggcggaag
gaacgatgca caggcgccga aacatcatca ccatcaccac taataaggat

28

292

ADN

Secuencia artificial

fuente

/nota = "Descripcidn de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<223>

<400> 28

Ala Phe Tgr Glu
1
Asn Gly Phe Ile
30
Leu Leu ATa Glu
45

His His His His

aataattttg
gagcagcaga
acggtttcat
caaagaagct

cC

gaattctaat acgactcact ataacgcgtc cacaacggtt tccctctaga aataattttg

tttaacttta agaaggagat atacatatgg cagacaataa gttcaataaa gagcagcaga

acgcatttta

cgagatcctg ctctgecgaa cctgatggaa gaacaacgca acggtttcat

tcagagccty aaagacgacc catctcagtc cgctaacctg ctggcggaag caaagaagct

gaacgatgca caggcgccga aacatcatca ccatcaccac taataaggat c¢c

<210> 29

<211> 292

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

29

60
120
180
240
292

60
120
180
240
292
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<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”
<400> 29

gaattctaat acgactcact ataacgcgtc cacaacggtt tccctctaga
tttaacttta agaaggagat atacatatgg cagacaataa gttcaataaa
acgcatttta cgagatcctg ctctgccgaa cctgatagaa gaacaacgca
tcagagcectg aaagacgace catctcagtc cgctaacctg ctggcggaag
gaacgatgca caggcgccga aacatcatca ccatcaccac taataaggat
<210> 30
<211> 292

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 30

gaattctaat
tttaacttita
acgcatttta
tcagagcctg
gaacgatgca

acgactcact ataacgcgtc cacaacggtt tccctctaga

agaaggagat
cgagatcctg
aaagacgacc

caggcgccga

atacatatgg
ctctgccgaa
catctcagtc

dacatcatca

cagacaataa gttcaataaa
cctgttcgaa gaacaacgca
cgctaacctg ctggcggaag

ccatcaccac taataaggat

<210> 31

<211> 292

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 31

gaattctaat acgactcact ataacgcgtc cacaacggtt tccctctaga
tttaacttta agaaggagat atacatatgg cagacaataa gttcaataaa
acgcatttta cgagatcctg ctctgcecgaa cctgacagaa gaacaacgca
tcagagccetg aaagacgace catctcagte cgctaacctg ctggcggaag
gaacgatgca caggcgccga aacatcatca ccatcaccat taataaggat
<210> 32

<211> 292

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 32

30

aataatttrg
gagcagcaga
acggtttcat
caaagaagct

cC

aataattttg
gagcagcaga
acggtttcat
caaagaagct

cC

aataattttg
gagcagcaga
acggtrtcat
caaagaagct

CcC

60
120
180
240
292

60
120
180
240
292

60
120
130
240
292



10

15

20

25

30

35

gaattctaat
tttaacttta
acgcatttta
tcagagcctg
gaacgatgca
<210> 33

<211> 292
<212> ADN

acgactcact
agaaggagat
cgagatecctg
aaagacgacc

caggcgecga

<213> Secuencia artificial

<220> <221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 33

gaattctaat
tttaacttta
acgcatttta
tcagagcctg
gaacgatgca
<210> 34

<211> 292
<212> ADN

acgactcact
agaaggagat
cgagatcctg
aaagacgacc

caggcgecga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ES 2623 889 T3

ataacgcgtc
atacatatggd
ctctgecgaa
catctcagtc

aacatcatca

ataacgcgtc
atacatatgg
ctctgccgaa
catctcagtrc

aacatcatca

cacaacggtt tccctctaga
cagacaataa gttcaataaa
cctgccagaa gaacaacgea
cgctaacctg ctggcggaag

ccatcaccac taataaggat

cacaacggtt tccctctaga
cagacaataa gttcaataaa
cctgtgggaa gaacaacgca
cgctaacctg ctggcggaag

ccatcaccac taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 34

gaattctaat acgactcact ataacygcgtc cacaacggtt tccctctaga aataattttg

tttaacttta agaaggagat atacatatgg cagacaataa gttcaataaa gagcagcaga
acgcatttta cgagatcctg ctctgccgaa cctgcgcgaa gaacaacgca acggtttcat

tcagagcctg aaagacgacc catctcagtc cgctaacctg ctggcggaag caaagaaget

aataattttg
gagcagcaga
acggtttcat
caaagaagct

CcC

aataattttg
gagcagcaga
acggtttcat
caaagaagct

cC

gaacgatgca caggcgccga aacatcatca ccatcaccac taataaggat cc

<210> 35
<211> 292
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 35

31

60
120
180
240
292

60

120

180
240
292

60

120
180
240
292
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gaattctaat
tttaacttta
acgcatttta
tcagagcctg
gaacgatgca
<210> 36

<211> 292
<212> ADN

ES 2623 889 T3

acgactcact ataacgcgtc

agaaggagat atacatatgg

cgagatcctg ctctgccgaa

aaagacgacc catctcagtc

caggcgecga aacatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cacaacggtt
cagacaataa
cctggtggaa
cgctaacctg

ccatcaccac

tccctctaga
gttcaataaa
gaacaacgca
ctggcggaag
taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 36

gaattctaat
tttaacttra
acgcatrtta
tcagagcctg
gaacgatgca

<210> 37
<211> 292
<212> ADN

acgactcact
agaaggagat
cgagatcctg
aaagacgacc

caggcgccga

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

ataacgcgtce
atacatatgyg
ctctgccgaa
catctcagtc

aacatcatca

cacaacggtt tccctctaga
cagacaataa gttcaataaa
cctgttggaa gaacaacgca
cgctaacctg ctggcggaag

ccatcaccac taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 37

gaattctaat acgactcact ataacgcgtc

tttaacttta agaaggagat atacatatgg

acgcatttta cgagatcctg ctctgccgaa
tcagagcctg aaagacgacc catctcagtce

gaacgatgca caggcgccga aacatcatca

<210> 38
<211> 292
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cacaacggtt tceccrctaga

cagacaataa gttcaataaa

cctgtacgaa gaacaacgea
cgctaacctg ctggcggaag
ccatcaccac taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 38

32

aataattttg
gagcagcaga
acggtticat
caaagaagct

cc

aataattttog
gagcagcaga
acggtttcar
caaagaagct

cc

aataattttg

gagcagcaga

acggtttcat
caaagaagct

cC

60
120
180
240
292

60
120
180
240
292

60
120

180
240
292
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gaattctaat
tttaacttta
acgcatteta
tcagagecctg
gaacgatgca
<210> 39

<211> 292
<212> ADN

ES 2623 889 T3

acgactcact ataacgcgtc
agaaggagat atacatatgg
cgagatcctyg ctetgccgaa
aaagacgacc catctcagtce

caggcgccga aacatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cacaacggtt tccctctaga aataattttg

cagacaataa gttcaataaa gagcagcaga

cctgcacgaa gaacaacgca acggtttcat

cgctaaccty ctggcggaag caaagaager

ccatcaccac taataaggat cc

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 39

gaattctaat
tttaacttta
acgcatttta
tcagagectg

gaacgatgca caggcgccga

<210> 40
<211> 292
<212> ADN

acgactcact
agaaggagat
cgagatcctyg

aaagacgacc

ataacgcgtc
atacatatgqg
ctctgecgaa
catctcagec

aacatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cacaacgygtt tccctctaga
cagacaataa gttcaataaa
¢ctgaaagaa gaacaacgca
cgctaacctg ctggeggaag
ccatcaccac taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Polinucleétido sintético”

<400> 40

gaattctaat
tttaacttta
acgcatttta
tcagagcctg

gaacgatgca

<210> 41
<211> 32
<212> ADN

acgactcact ataacgcgtc
agaaggagat atacatatgg
cgagatcctg ctctgccgaa
aaagacgacc catctcagte

caggcgccga aacatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

cacaacggtt tccctctaga
cagacaataa gttcaataaa
cctggacgaa gaacaacgca

cgctaacctq ctggcggaag

ccatcaccac taataaggat

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Cebador sintético”

<220>

<221> Base modificada

<222> (16)..(17)

<223> a, ¢, t, g, desconocido u otro

33

aataatttitg
gagcagcaga
acggttrtcat
caaagaagct

cC

aataattttg
gagcagcaga
acggtttcat

caaagaagct

60
120
180
240
292

60
120
180
240
292

60
120
180
240

292
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<400> 41
ctgccgaacc tgaacnnsga acaacgcaac gg = 32

<210> 42
<211>6

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: Etiqueta sintética de 6xHis"
<400> 42

iilis His His His gl'is His

34
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando de cromatografia de afinidad estable en medio alcalino, que comprende dos o mas dominios C de la
proteina A de Staphylococcus (SpA) unidos a un soporte sélido mediante una unién multipunto, en el que al menos
un dominio comprende:

a) una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 5; o

b) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95 % con la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia
de al menos el 95 % con la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEQ ID NO: 5;

y en el que cada dominio C comprende una sustituciéon de glicina en la posicién 29 con un aminoacido distinto de
alanina o triptéfano y en el que adicionalmente el ligando conserva al menos el 95 % de su capacidad de unién
después de 5 horas de incubacion en NaOH 0,5 M.

2. El ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde el ligando puede unir al menos 1,5 veces o 2 veces o 3 veces, o mas IgG en comparacién con
la SpA natural.

3. El ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en donde el dominio C comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11 o esta codificado por
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5, ademas de la sustitucion de la glicina en la posicién 29.

4.- El ligando de cromatografia estable en medio alcalino de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, en el que el soporte solido se selecciona del grupo que consiste en vidrio de poros controlados,
poli(alcohol vinilico), 6xido de circonio, agarosa, polimetacrilato, poliacrilato, poliacrilamida y poliestireno.

5. Una matriz de cromatografia que comprende un ligando de cromatografia de afinidad estable en medio alcalino de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un procedimiento de purificaciéon por afinidad de una o mas inmunoglobulinas procedentes de una muestra,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) proporcionar una muestra que comprenda una o mas inmunoglobulinas;

(b) poner en contacto la muestra con la matriz de la reivindicacién 5, en condiciones tales que la una o mas
inmunoglobulinas se unan a la matriz; y

(c) recuperar la una o0 mas inmunoglobulinas unidas eluyendo en condiciones adecuadas.
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Figura 1
Secuencias de ADN de los dominios de union a IgG naturales de la proteina A

SEQ ID N°: I- Secuencia de ADN del dominio E
GCGCRACAARACGCTTTCTATCAGGTACTGAACATGCCTAACCTGAACGCCGATCAG
CGTAACGGCTTCATCCAARGCCTGAAGGACGACCCGAGCCAGTCCGCAAACGTTCTG
GGTGAAGCTCAARAAACTGAACGACAGCCAGGCACCGAMAGCTGAC

SEQ ID N°: 2- Secuencia de ADN del dominio D
GCCCAACAGAACAAATTTAACAAAGACCAGCAGTCCGCCTTCTACGAGATTCTGAAC
ATGCCTAACCTGAATGAAGAACAGUCGCAACGETTTTATTCAGTCTCTGARGGACGAT
COTTCTCAATCCACCAACGTACTGGGCGAAGCGAACARACTGAACGAATCTCAGGCT
CCGARG

SEQ ID N°: 3- Secuencia de ADN del dominio A
GCCGACAACAACTTCAACARAGAGCAGCAAANCGCTTTCTACGAARTCCTGAATATG
CCAAATCTGAACGAAGAGCAGCGTAACGETTTCATCCAATCTCTEGAARGACGATCCG
TCCCAGTCCGCGAATCTGCTGGCGGAGGCTAARAAGCTGAACCGAATCCCAGGCTCCG
AAR

SEQ ID N°: 4 Secuencia de ADN del dominio B
GCAGACAATAAGTTCALTAMAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCCTGCATCTG -
CCGAACCTGAACGARAGAACARACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAMAGACGACCCA
TCTCAGT CCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCG
ARB

SEQ ID N°: 5- Secuencia de ADN del dominio C
GCGGATAACAAATTCAACARGGAGCAACAGAACCCATTCTATGRAATTCTGCACCTG

CCGAATCTGACGGAGGAGCARLCGTARCGGCTTITATCCAGTCCCTCGAAGGATGATCCG
TCTGTGTCTAAAGAGATCCTGGCCGGAGGCAAANAAACTGAATGATCCACAAGOTCCG
ARRD
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Figura 2

SEQ ID N°: 6- Secuencia de ADN del dominio Z
GTAGACAACAAATTCAATAAAGAACAGCAGAACGCTTTCTATGAARTCCTGCACCTG
CCGAACCTGAACCGAAGRACAGCGTAACGCGETTTATCCAGTCCCTGAARGACGALCCCG
AGCCAGAGCGCAAATCTGCTGGCGCARGCGARAAAGCTGAACGATCCCCAGGCGCCT

ARD
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Figura 4
SEQ_ ID N°: 12- Secuencia de aminoécidps del dominio Z

VDNKFNKEQQ NAFYEILHLP NLNEEQRNAF IQSLKDDPSQO SANLLAEAKKL
NDAQAPK ' '
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FIG. 6

Dominio B natural marcado con 6 histidinas (SEQ ID N°: 13)

MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24M (SEQ ID N°: 14)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNMEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24| (SEQ ID N°: 15)
MADNKFNKEQQONAFYEILHLPNLNIEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24F (SEQ ID N°: 16)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNFEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH '

E24T (SEQ ID N°: 17)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNTEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24P (SEQ ID N°: 18)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNPEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24W (SEQ ID N°: 19)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNWEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24R (SEQ ID N°: 20)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNREQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24V (SEQ ID N°: 21)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNVEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24L (SEQ ID N°: 22)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNI NLEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL

NDAQAPKHHHHHH
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FIG. 6 Continuacion

E24Y (SEQ ID N°: 23)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNYEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24H (SEQ ID N°: 24)
MADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNHEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH

E24K (SEQ ID N°: 25)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNKEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH '

E24D (SEQ ID N°: 26)
MADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNDEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKL
NDAQAPKHHHHHH
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FIG.7

Dominio B natural marcado con 6 histidinas (SEQ ID N°: 27)
GRATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT

AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAARCGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTCGARCGAAGARCAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAARGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACRGGCGCCGARAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24M (SEQ ID N°: 28)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT

AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGATEGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCCCCCAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24| (SEQ ID N°: 29)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGRAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGATAGARGAACARCGCAACCGTTTCATTCRAGAGCCTCGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCARAGARAGCTGAACGATGCACACGCGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24F (SEQ ID N°: 30)
GAATTCTAATACGACTCACTATAARCGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGACGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGTTCGRAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTCAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAARAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATARGGATCC

E24T (SEQ ID N°: 31)
GAATTCTAARTACGACTCACTATAACGCGTCCACARCGGTTTCCCTCTAGARAATAATTTTGTTTAACTTY

AAGRAGGAGATATACATATGGCARGACAATAAGTTCAATAARGACCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TCGCTCTGCCCAACCTGACAGAAGAACAACGCAACGCGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTRAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24P (SEQ ID N°: 32)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATARGTTCAATAAAGAGCAGCAGARCGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGTCAGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAARCCTGCTGGCGGAAGCAAAGAACCTGAACGATGCACAGGCGCCGARACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24W (SEQ ID N°: 33)
CAATTCTAATACGACTCACTATAACGCCTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGTGCGARACAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGARAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTARCCTGCTGCCGGAAGCAAAGAAGCTGAARCGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24R (SEQ ID N°: 34)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCACGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGUCCGARGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAARGACGACCCATCTCA
GTCCGC
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FIG. 7 Continuacion

TAACCTGCTGGCGGRAGCARAGRAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCACCACTA
ATAAGGATCC

E24V (SEQ ID N°: 35)
GAATTCTAATACGACTCACTATAARCGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT

AAGRAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGI T3 GAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTCGAACGATCGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC '

E24L (SEQ ID N°; 36)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGT TGGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAACCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24Y (SEQ ID N°: 37)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTITGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATARACAGCAGCAGARCGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGTACGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGAAAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24H (SEQ ID N°: 38)
GAATTCTAATACGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
AAGARAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCRAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGCAIGAAGAACAACGCARCGGTTTCATTCAGACCCTCAARGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC

E24K (SEQ ID N°: 39)
GRATTCTAATACGRCTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT

AAGAAGGAGATATACATATGGCAGACAATAAGTTCAATAAAGAGCAGCAGRACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGAACCTGAARGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGARAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGAAACATCATCACCATCA
CCACTARTAAGGATCC

E24D (SEQ ID N°: 40)
GAATTCTAATACCGACTCACTATAACGCGTCCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTT
ARGAAGGAGATATACATATCGGCAGACAATAAGTTCAATAARGAGCAGCAGAACGCATTTTACGAGATCC
TGCTCTGCCGARCCTGLAUGAAGAACAACGCAACGGTTTCATTCAGAGCCTGARAGACGACCCATCTCA
GTCCGCTAACCTGCTGGCGGAAGCAAAGAAGCTGAACGATGCACAGGCGCCGARACATCATCACCATCA
CCACTAATAAGGATCC
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Fiqura 8
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capacidad (% del original)
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