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DESCRIPCION
Anticuerpos de unién a albumina y fragmentos de unién de los mismos

La presente invencion se refiere a nuevos anticuerpos de union a albumina y a fragmentos de los mismos. Dichos
anticuerpos pueden usarse, por ejemplo, para extender la vida media en suero in vivo de farmacos o proteinas
conjugados a los mismos. También se proporcionan métodos para la produccién de tales moléculas y composiciones
farmacéuticas que los comprenden.

La alta especificidad y afinidad de los anticuerpos los convierte en ideales agentes de diagndsticos y terapéuticos,
particularmente para modular las interacciones proteina:proteina. Los avances en el campo de la tecnologia de
anticuerpos recombinantes han dado como resultado la produccion de fragmentos de anticuerpos, tales como
fragmentos Fv, Fab, Fab’ y F(ab’), y otros fragmentos de anticuerpos. Estas moléculas mas pequefas retienen la
actividad de unién a antigeno de anticuerpos completos y también pueden exhibir una mejor penetracion de tejido y
propiedades farmacocinéticas en comparacion con moléculas de inmunoglobulina completas. De hecho, los
fragmentos de anticuerpos estan demostrando ser agentes terapéuticos versatiles, como lo demuestra el reciente
éxito de productos como ReoPro® y Lucentis®. Mientras que tales fragmentos parecen exhibir una serie de ventajas
sobre las inmunoglobulinas completas, también sufren una mayor tasa de eliminacion del suero ya que carecen del
dominio Fc que imparte una larga vida in vivo (Medasan et al., 1997, J. Immunol. 158: 2211 - 2217).

Se conocen medios para mejorar la vida media de los fragmentos de anticuerpos, tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’), y
otros fragmentos de anticuerpos. Un enfoque ha sido conjugar el fragmento a moléculas de polimero. Por lo tanto, la
vida media circulante corta de los fragmentos Fab’, F(ab’), en animales se ha mejorado por conjugacion con
polietilenglicol (PEG, ver, por ejemplo, WO98/25791, W099/64460 y W098/37200). Otro enfoque ha sido modificar
el fragmento de anticuerpo por conjugacién con un agente que interacciona con el receptor FcRn (véase, por
ejemplo, WO97/34631). Incluso otro enfoque mas para extender la vida media ha sido usar polipéptidos que se unen
a la albumina sérica (véase, por ejemplo, Smith et al., 2001, Bioconjugate Chem. 12: 750-756; EP0486525;
US6267964; W0O04/001064; WO02/076489; y WOO01/45746). La albumina sérica es una proteina abundante en
compartimentos tanto vasculares como extravasculares con una vida media en el hombre de aproximadamente 19
dias (Peters, 1985, Adv Protein Chem. 37: 161-245). Esto es similar a la vida media de I1gG1, que es de
aproximadamente 21 dias (Waldeman & Strober, 1969, Progr. Allergy, 13: 1-110).

Se han descrito dominios variables simples de union a albdmina sérica junto con su uso como conjugados para
aumentar la vida media de farmacos, que incluyen farmacos, proteinas y péptidos NCE (entidad quimica), véase, por
ejemplo, Holt et al. Protein Engineering, Design & Selection (Ingenieria, Disefio y Seleccion de Proteinas), vol. 21, 5,
pp 283-288, WO04003019, WO2008/096158, WO05118642, W0O2006/0591056 y WO2011/006915. Se han descrito
otros anticuerpos anti-albiumina sérica y su uso en formatos de anticuerpos multiespecificos en W02009/040562,
WO02010/035012 y WO2011/086091. En particular, ya se han descrito dos dominios variables conocidos como
645gH1 y 645gL1 que tienen las secuencias dadas en este documento en SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10. El
documento W02011/036460 describe el desarrollo de nuevos formatos de anticuerpos multivalentes; algunos de los
cuales utilizan los dominios variables anti-albumina humanizados 645gH1 y 645gL1.

La presente invenciéon proporciona anticuerpos de unién a albumina mejorados derivados de esas secuencias.
Ventajosamente, los anticuerpos de la presente invencion tienen una afinidad comparable al anticuerpo de partida y
ademas pueden tener una o mas propiedades que los hacen adecuados para uso en un producto terapéutico, por
ejemplo, inmunogenicidad reducida, estabilidad aumentada, expresiones mejoradas o similares.

Preferiblemente, los anticuerpos de la invencion se unen a la albumina de suero humano.

En una realizacion, los anticuerpos de la presente invencion se unen a albumina de suero de cynomolgus, albumina
de suero murino y/o albumina de suero de rata.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo de unién a albumina o un fragmento del mismo
que comprende una region variable de cadena pesada que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo de unién a albumina o un fragmento del mismo
que comprende una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo de unién a albumina o fragmento del mismo que
comprende una region variable de cadena pesada que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 0o SEQ ID NO: 2y
una region variable de cadena ligera que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

En una realizacion, la region variable de la cadena pesada tiene una cisteina en la posicion 44 de la cadena pesada
y tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion, la region variable de la cadena ligera tiene una cisteina en la posicién 100 de la cadena ligera y
tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 4.
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Las regiones variables de anticuerpo de la presente invencidon se pueden incorporar a cualquier formato de
anticuerpo adecuado. Dichos anticuerpos incluyen anticuerpos completos y fragmentos funcionalmente activos o
derivados de los mismos. Por consiguiente, tales anticuerpos de unién a albumina pueden comprender una molécula
de anticuerpo completa que tiene cadenas pesadas y ligeras de longitud completa o un fragmento de la misma y
pueden ser, pero sin estar limitado a, Fab, Fab modificado, Fab’, F(ab’),, Fv, anticuerpos de dominio variable unico,
scFv, anticuerpos bi, tri o tetravalentes, Bis-scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, tricuerpos, DVD-lg, DART,
BiTE y fragmentos de unién a epitope de cualquiera de los anteriores (véase, por ejemplo, Holliger y Hudson, 2005,
Nature Biotech. 23 (9): 1126-1136; Adair y Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2 (3), 209-217). Los
métodos para crear y fabricar estos fragmentos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Verma et al.,, 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181). Los anticuerpos multivalentes pueden
comprender multiples especificidades o pueden ser monoespecificos (véanse, por ejemplo, los documentos WO
92/22853, WO 99/37791 y WOO05/113605). Otros formatos multivalentes/multiespecificos incluyen los descritos en
los documentos W02009/040562, WO2010/035012 y W0O2011/086091 que incluyen Fab-Fv y Fab-dsFv ilustrados
en la presente en las Figuras 1A'y 1B, respectivamente.

Los dominios de la regién constante de la molécula de anticuerpo de la presente invencion, si estan presentes, se
pueden seleccionar teniendo en cuenta la funcién propuesta de la molécula de anticuerpo, y en particular las
funciones efectoras que pueden requerirse. Por ejemplo, los dominios de la regiéon constante pueden ser dominios
humanos IgA, IgD, IgE, IgG o IgM. En particular, pueden usarse dominios de la regiéon constante IgG humana,
especialmente de los isotipos IgG1 e IgG3 cuando se requieren las funciones efectoras del anticuerpo.
Alternativamente, los isotipos 1gG2 e IgG4 pueden usarse cuando no se requieren funciones efectoras de
anticuerpos. Se apreciara que también pueden usarse variantes de secuencia de estos dominios de region
constante. Por ejemplo, pueden usarse moléculas de IgG4 en las que la serina en la posicion 241 se ha cambiado a
prolina como se describe en Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108. Los expertos en la técnica
también entenderan que los anticuerpos pueden experimentar una variedad de modificaciones postraduccionales. El
tipo y el alcance de estas modificaciones a menudo depende de la linea celular del huésped utilizada para expresar
el anticuerpo, asi como las condiciones de cultivo. Tales modificaciones pueden incluir variaciones en la
glucosilacion, oxidacion de metionina, formacion de dicetopiperazina, isomerizacion de aspartato y desamidacion de
asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida de un residuo basico carboxi- terminal (tal como lisina o
arginina) debido a la accidn de carboxipeptidasas (como se describe en Harris, RJ, Journal of Chromatography 705:
129-134, 1995).

En una realizacion, la cadena pesada del anticuerpo comprende un dominio CH1 y la cadena ligera del anticuerpo
comprende un dominio CL, ya sea kappa o lambda.

Se apreciara que tales anticuerpos que se unen a albumina o fragmentos de los mismos, pueden conjugarse con
cualquier otro anticuerpo o fragmento del mismo, otras proteinas tales como enzimas, hormonas, citocinas, péptidos
u otras moléculas o farmacos, segun se desee. Los anticuerpos de union a albumina de la presente invencion son
particularmente Utiles para extender la vida media en suero de tales entidades conjugadas a los mismos.

En un ejemplo, el anticuerpo de unién a albumina de la presente invencion esta unido, covalentemente o no
covalentemente, a un compuesto terapéutico o de diagndstico seleccionado. Los compuestos terapéuticos
adecuados pueden incluir, por ejemplo, agonistas o antagonistas de receptores, inhibidores de enzimas, quelantes
de metales, agentes antivirales, agentes antifungicos, farmacos cardiovasculares y farmacos quimioterapéuticos.

En una realizacion, un anticuerpo de union a albdimina o fragmento del mismo de acuerdo con la presente invencion
se fusiona o conjuga con un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que se une a un antigeno de interés.

En una realizacion, un antigeno de interés unido por el segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede ser una
proteina celular asociada, por ejemplo, una proteina de superficie celular en células tales como células bacterianas,
células de levadura, células T, células endoteliales o células tumorales, o puede ser una proteina soluble. Los
antigenos de interés también pueden ser cualquier proteina médicamente relevante tal como aquellas proteinas
reguladas positivamente durante la enfermedad o infecciéon, por ejemplo, receptores y/o sus ligandos
correspondientes. Ejemplos particulares de proteinas de superficie celular incluyen moléculas de adhesion, por
ejemplo, integrinas tales como integrinas 1, VLA-4, E-selectina, P selectina o L-selectina, CD2, CD3, CD4, CD5,
CD7, CD8, CD11a, CD11b, CD18, CD19, CD20, CD23, CD25, CD33, CD38, CD40, CD45, CDW52 , CD69, CD 134
(OX40), ICOS, BCMP7, CD137, CD27L, CDCP1, DPCR1, DPCR1, dudulin2, FLJ20584, FLJ40787, HEK2,
KIAA0634, KIAA0659, KIAA1246, KIAA1455, LTBP2, LTK, MAL2, MRP2, nectin-like2 , NKCC1, PTK7, RAIG1,
TCAM1, SC6, BCMP101, BCMP84, BCMP11, DTD, antigeno carcinoembrionario (CEA), globulina de grasa de la
leche humana (HMFG1 y 2), antigenos del MHC Clase | y MHC de Clase Il, y VEGF, y cuando corresponda ,
receptores de los mismos.

Los antigenos solubles incluyen interleucinas tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-16 o IL-17,
virus antigenos, por ejemplo, virus sincitial respiratorio o antigenos de citomegalovirus, inmunoglobulinas, como IgE,
interferones como interferén a, interferén B o interferén vy, factor de necrosis tumoral a, factor de necrosis tumoral 3,
factores estimulantes de colonias como G-CSF o GM -CSF, y factores de crecimiento derivados de plaquetas tales
como PDGF-a y PDGF-B y, cuando proceda, receptores de los mismos. Otros antigenos incluyen antigenos
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bacterianos de superficie celular, toxinas bacterianas, virus tales como influenza, EBV, HepA, B y C, agentes de
bioterrorismo, radionucleidos y metales pesados, y venenos de serpiente y arafia y toxinas.

En una realizacion, el anticuerpo o fragmento del mismo puede usarse para alterar funcionalmente la actividad del
antigeno de interés. Por ejemplo, el anticuerpo puede neutralizar, antagonizar o agonizar la actividad de dicho
antigeno, directa o indirectamente.

El anticuerpo o fragmento del mismo conjugado con el anticuerpo de unién a albumina de la presente invencion
puede ser de cualquier especie, pero preferiblemente se deriva de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
completamente humano o un anticuerpo humanizado. Un fragmento de anticuerpo para su uso en la presente
invencion puede derivarse de cualquier clase (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD o IgA) o una subclase de molécula de
inmunoglobulina y puede obtenerse de cualquier especie que incluya, por ejemplo, ratén, rata, tiburén, conejo,
cerdo, hamster, camello, llama, cabra o humano.

En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento Fab o Fab’ que es un fragmento de anticuerpo monoclonal,
completamente humano, humanizado o quimérico. En una realizacion, los fragmentos Fab o Fab’ del anticuerpo son
completamente humanos o humanizados.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica, como la
técnica de hibridoma (Kohler & Milstein, Nature, 1975, 256, 495-497), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de
células B humanas (Kozbor et al., Immunology Today, 1983, 4, 72) y la técnica EBV-hibridoma (Cole et al.,
“Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy”, pags. 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985).

Los anticuerpos para uso en la invencion también se pueden generar usando métodos de anticuerpo de linfocito
Unico clonando y expresando ADNc de region variable de inmunoglobulina generados a partir de linfocitos
individuales seleccionados para la produccién de anticuerpos especificos mediante, por ejemplo, los métodos
descritos por Babcook, J. et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93 (15), 7843 - 7848, WO 92/02551,
W02004/051268 y WO2004/106377.

Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpos de especies no humanas que tienen una o mas
regiones determinantes de complementariedad (CDR) de las especies no humanas y una regién marco de una
molécula de inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, el documento US 5,585,089).

Los anticuerpos para uso en la presente invencion también se pueden generar usando diversos métodos de
expresion en fagos conocidos en la técnica e incluyen los descritos por Brinkman et al., J. Immunol. Methods, 1995,
182, 41 - 50; Ames et al., J. Immunol. Methods, 1995, 184, 177-186; Kettleborough et al. EUR. J. Immunol., 1994,
24, 952 - 958; Persic et al., Gene, 1997 187, 9-18; y Burton et al., Advances in Immunology, 1994, 57, 191-280; WO
90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; y WO 95/20401; y US
5,698,426; 5,223,409; 5,403,484; 5,580,717; 5,427,908; 5,750,753; 5,821,047; 5,571,698; 5,427,908; 5,516,637,
5,780,225; 5,658,727; 5,733,743; y 5,969,108. Ademas, los ratones transgénicos u otros organismos, incluidos otros
mamiferos, pueden usarse para generar anticuerpos humanizados.

Los anticuerpos completamente humanos son aquellos en los que las regiones variables y las regiones constantes
(donde estan presentes) tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera son todas de origen humano, o
sustancialmente idénticas a las secuencias de origen humano, no necesariamente del mismo anticuerpo. Los
ejemplos de anticuerpos completamente humanos pueden incluir anticuerpos producidos, por ejemplo, por los
métodos de expresion en fagos descritos anteriormente y anticuerpos producidos por ratones en los que los genes
de la region constante y/o variable de la inmunoglobulina murina han sido reemplazados por sus homadlogos
humanos, por ejemplo, como se describe en términos generales en los documentos EP0546073 B1, US 5,545,806,
US 5,569,825, US 5,625,126, US 5,633,425, US 5,661,016, US5,770,429, EP 0438474 B1 y EP0463151 B1.

El fragmento de anticuerpo, por ejemplo, Fab o Fab’, material de partida para uso en la presente invencién puede
obtenerse a partir de cualquier anticuerpo completo, especialmente un anticuerpo monoclonal completo, usando
cualquier técnica de escision y/o digestion enzimatica adecuada, por ejemplo, mediante tratamiento con pepsina.
Alternativamente, ademas, el material de partida del anticuerpo puede repararse mediante el uso de técnicas de
ADN recombinante que implican la manipulacion y la re-expresion del ADN que codifica regiones variables y/o
constantes de anticuerpos. Las técnicas estandar de biologia molecular se pueden usar para modificar, agregar o
eliminar aminoacidos o dominios segun se desee. Cualquier alteracion de las regiones variables o constantes
todavia estan abarcadas por los términos regiones “variable” y “constante” como se usan en este documento.

El material de partida del fragmento de anticuerpo se puede obtener a partir de cualquier especie que incluye, por
ejemplo, raton, rata, conejo, hamster, camello, llama, cabra o ser humano. Las partes del fragmento de anticuerpo se
pueden obtener de mas de una especie, por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden ser quiméricos. En un
ejemplo, las regiones constantes son de una especie y las regiones variables de otra. El material de partida del
fragmento de anticuerpo también puede modificarse. En otro ejemplo, la region variable del fragmento de anticuerpo
se ha creado usando técnicas de ingenieria de ADN recombinante. Dichas versiones modificadas incluyen las
creadas, por ejemplo, a partir de regiones variables de anticuerpos naturales mediante inserciones, deleciones o
cambios en las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos naturales. Los ejemplos particulares de este tipo
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incluyen aquellos dominios de regién variable disefiados que contienen al menos una CDR vy, opcionalmente, uno o
mas aminoacidos estructurales de un anticuerpo y el resto del dominio de la regidon variable de un segundo
anticuerpo. Los métodos para crear y fabricar estos fragmentos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica
(véanse, por ejemplo, Boss et al., US 4,816,397; Cabilly et al., US 6,331,415, Shrader et al., WO 92/02551; Ward et
al., 1989, Nature, 341, 544; Orlandi et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86,3833; Riechmann et al., 1988,
Nature, 322, 323; Bird et al, 1988, Science, 242, 423; Queen et al., US 5,585,089, Adair, WO91/09967; Mountain y
Adair, 1992, Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10, 1-142; Verma et al., 1998, Journal of Immunological Methods, 216,
165-181).

En un ejemplo, un dominio variable de union a albumina de la presente invencion se fusiona con un anticuerpo de
dominio Unico o dAb. Los dominios variables Unicos también conocidos como anticuerpos de dominio Unico o dAbs
para uso en la presente invenciéon se pueden generar usando métodos conocidos en la técnica e incluyen los
descritos en WO2005118642, Ward et al., 1989, Nature, 341, 544-546 y Holt et al., 2003, Trends in Biotechnology,
21, 484-490. En una realizacién, un anticuerpo de dominio Unico para uso en la presente invenciéon es un dominio
variable de cadena pesada (VH) o un dominio de cadena ligera (VL). Cada dominio de cadena ligera puede ser del
subgrupo kappa o lambda. Los métodos para aislar dominios VH y VL se han descrito en la técnica, ver por ejemplo
EP0368684 y Ward et al., supra. Dichos dominios pueden derivarse de cualquier especie adecuada o material de
partida del anticuerpo. En una realizacion, el anticuerpo de dominio Unico puede derivar de un roedor, un ser
humano u otra especie. En una realizacion, el anticuerpo de dominio Unico se humaniza.

En una realizacion, el anticuerpo de dominio Unico se deriva de una biblioteca de expresiéon en fago, usando los
métodos descritos en, por ejemplo, WO2005/118642, Jespers et al., 2004, Nature Biotechnology, 22, 1161-1165 y
Holt et al., 2003, Trends in Biotechnology, 21, 484-490. Preferiblemente, dichos anticuerpos de dominio Unico son
completamente humanos, pero también pueden derivarse de otras especies. En una realizacién, el dominio variable
Unico es quimérico porque el marco es de origen humano o sustancialmente humano y la(s) CDR(s) es(son) de
origen no humano. Se apreciara que la secuencia del anticuerpo de dominio Unico una vez aislado puede
modificarse para mejorar las caracteristicas del anticuerpo de dominio Unico, por ejemplo, la solubilidad, como se
describe en Holt et al., supra.

Sustancialmente humano, tal como se emplea en la presente, pretende referirse a que se conserva el caracter
humano del material original, que puede ser relevante para la inmunogenicidad. Material sustancialmente humano
incluiria en el que un aminoacido en la secuencia marco se agrega elimina o reemplaza por otro aminoacido.

En una realizacion, el dAb es una secuencia humana obtenida a partir de expresion en fagos scFv o de un
Humouse™ transgénico o Velocimouse™ o un roedor humanizado.

En una realizacién, el dAb se obtiene de un roedor humano o humanizado, un camélido o un tiburén. Tal dAb
preferiblemente se humanizara. En un ejemplo, el anticuerpo de dominio Unico es un dominio VHH basado en
inmunoglobulinas de camélido como se describe en el documento EP0656946. En un ejemplo, un camello o una
llama se inmuniza con un antigeno de interés y se recoge sangre cuando el titulo es apropiado. El gen que codifica
el dAb se puede clonar mediante PCR de célula uUnica, o la(s) célula(s) B que codifica el dAb se puede inmortalizar
mediante transformacion con VEB, o mediante fusién a una linea celular inmortal.

En un ejemplo, uno o mas de los dominios variables de anticuerpo de la presente invencion se incorporan en un
formato de anticuerpo multivalente como se describe en los documentos W02009/040562, W02010/035012 o
W02011/086091. Dichos formatos pueden ser monoespecificos, biespecificos o triespecificos. Por tanto, en una
realizacion preferida, las proteinas de fusion de anticuerpo de la invencioén son proteinas de fusién de traslacion, es
decir, fusiones genéticas, cuya secuencia esta codificada por un vector de expresion. Alternativamente, los
componentes de la proteina de fusién del anticuerpo se pueden fusionar usando medios quimicos, es decir,
mediante conjugacion quimica o reticulacion quimica. Dichos medios quimicos son conocidos en la técnica.

Ejemplos de tales proteinas de fusion de traduccion, con y sin enlaces disulfuro se ilustran en la Figura 1A'y 1B.

Por consiguiente, en una realizacién se proporciona una proteina de fusion de anticuerpos multiespecifica que
comprende un fragmento de Fab o Fab’ de anticuerpo con especificidad para un antigeno de interés, fusionandose
dicho fragmento con al menos una Unica secuencia de dominio variable que tiene especificidad por albumina sérica
humana que tiene la SEQ dada en la SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4.

En un ejemplo, los dominios variables de anticuerpos que se unen a albumina de la presente invencion se fusionan a
fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab’ que poseen una region bisagra nativa o modificada. Cuando
el fragmento de anticuerpo para uso en la preparacion de dicha proteina de fusidon de la invencion es un fragmento
Fab’, dicho fragmento generalmente se extiende en el extremo C de la cadena pesada por uno o mas aminoacidos.
De este modo, una fusion de anticuerpos de la invencion puede comprender una traduccion del fragmento Fab’
fusionada (o fusionada quimicamente) a una region variable de union a la albumina, directamente o a través de un
enlazador. Ademas, los ejemplos de fragmentos de Fab’ de anticuerpo adecuados incluyen los descritos en los
documentos WO2005003170 y WO2005003171.

En otro ejemplo, los fragmentos de anticuerpo son fragmentos Fab. Por lo tanto, una fusion de anticuerpo de la
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invencion puede comprender una traduccion de fragmento Fab fusionada (o fusionada quimicamente) a una
secuencia enlazadora que a su vez esta fusionada por traduccion (o fusionada quimicamente) a una o mas regiones
variables de union a albumina. Preferiblemente, el fragmento Fab es un fragmento Fab que termina en las cisteinas
intercadenas, como se describe en el documento W02005/003169.

En la presente invencion, cada dominio variable anti-albumina fusionado a un fragmento Fab o Fab’ puede enlazarse
directamente o a través de un enlazador.

Ligado directamente como se emplea en este documento, pretende hacer referencia al hecho que el “Gltimo”
aminoacido del Fab o Fab’ esta unido por un enlace peptidico al “primer” aminoacido del dominio variable Unico de
un anticuerpo de unién a albumina de la presente invencion (o viceversa).

Los ejemplos de regiones enlazadoras adecuadas para unir un dominio variable a un Fab o Fab’ incluyen, pero no
se limitan a, secuencias enlazadoras flexibles y secuencias enlazadoras rigidas. Las secuencias enlazadoras
flexibles incluyen las descritas en Huston et al., 1988, PNAS 85: 5879-5883; Wright y Deonarain, Mol. Immunol.,
2007, 44 (11): 2860 - 2869; Alfthan et al. Prot. Eng., 1995, 8 (7): 725 - 731; Luo et al., J. Biochem., 1995, 118 (4):
825 - 831; Tang et al., 1996, J. Biol. Chem. 271 (26): 15682 - 15686; y Turner et al., 1997, JIMM 205, 42-54 (ver
Tabla 1 para ejemplos representativos).

Tabla 1. Secuencias de enlazador flexible

SEQ. ID N°: SECUENCIA
21 SGGGGSE
22 DKTHTS
23 (S)GGGGS
24 (S)GGGGSGGGGS
25 (S)GGGGSGGGGSGGGGS
26 (S)GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
27 (S)GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
28 AAAGSG-GASAS
29 AAAGSG-XGGGS-GASAS
30 AAAGSG-XGGGSXGGGS -GASAS
31 AAAGSG- XGGGSXGGGSXGGGS -GASAS
32 AAAGSG- XGGGSXGGGSXGGGSXGGGS-GASAS
33 AAAGSG-XS-GASAS
34 PGGNRGTTTTRRPATTTGSSPGPTQSHY
35 ATTTGSSPGPT
36 ATTTGS
- GS
37 EPSGPISTINSPPSKESHKSP
38 GTVAAPSVFIFPPSD
39 GGGGIAPSMVGGGGS
40 GGGGKVEGAGGGGGS
41 GGGGSMKSHDGGGGS
42 GGGGNLITIVGGGGS
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43 GGGGVVPSLPGGGGS
44 GGEKSIPGGGGS

45 RPLSYRPPFPFGFPSVRP
46 YPRSIYIRRRHPSPSLTT
47 TPSHLSHILPSFGLPTFN
48 RPVSPFTFPRLSNSWLPA
49 SPAAHFPRSIPRPGPIRT
50 APGPSAPSHRSLPSRAFG
51 PRNSIHFLHPLLVAPLGA
52 MPSLSGVLQVRYLSPPDL
53 SPQYPSPLTLTLPPHPSL
54 NPSLNPPSYLHRAPSRIS
55 LPWRTSLLPSLPLRRRP
56 PPLFAKGPVGLLSRSFPP
57 VPPAPVVSLRSAHARPPY
58 LRPTPPRVRSYTCCPTP-
59 PNVAHVLPLLTVPWDNLR
60 CNPLLPLCARSPAVRTFP

(S) es opcional en las secuencias 23 a 27

Los ejemplos de enlazadores rigidos incluyen las secuencias peptidicas GAPAPAAPAPA (SEQ ID NO: 61), PPPP
(SEQ ID NO: 62) y PPP.

En una realizaciéon, se usa una secuencia de la regidon bisagra de anticuerpo o parte de la misma como un
enlazador, por ejemplo, la secuencia bisagra superior. Tipicamente, los fragmentos Fab’ de anticuerpo para uso en
la presente invencién poseen una region bisagra nativa o modificada. Dichas regiones bisagra se usan como un
enlazador natural para el resto del dominio variable de unidn a albumina. La regién bisagra nativa es la region
bisagra normalmente asociada con el dominio Cx1 de la molécula de anticuerpo. Una regién bisagra modificada es
cualquier bisagra que difiere en longitud y/o composicion de la regién bisagra nativa. Dichas bisagras pueden incluir
regiones articuladas de cualquier otra especie, tales como regiones bisagra humanas, de raton, de rata, de conejo,
de hamster, de camello, de llama o de cabra. Otras regiones bisagra modificadas pueden comprender una region
bisagra completa derivada de un anticuerpo de una clase o subclase diferente de la del dominio Cy1. Por lo tanto,
por ejemplo, un dominio de Cy1 de clase y1 se puede unir a una region bisagra de clase y4. Alternativamente, la
region bisagra modificada puede comprender parte de una bisagra natural o una unidad repetitiva en la que cada
unidad en la repeticion se deriva de una region bisagra natural. En una alternativa adicional, la region bisagra natural
se puede alterar convirtiendo uno o mas residuos de cisteina u otros en residuos neutros, tales como alanina, o
convirtiendo restos colocados adecuadamente en residuos de cisteina. De este modo, el nimero de residuos de
cisteina en la regién bisagra puede aumentarse o reducirse. Ademas, se pueden controlar otras caracteristicas de la
bisagra, como la distancia de la(s) cisteina(s) de bisagra de la cadena ligera a la cisteina intercadena, la distancia
entre las cisteinas de la bisagra y la composicion de otros aminoacidos en la bisagra que pueden afectar
propiedades de la bisagra como la flexibilidad, por ejemplo, las glicinas pueden incorporarse en la bisagra para
aumentar la flexibilidad de rotacidon o pueden incorporarse prolinas para reducir la flexibilidad. Alternativamente, se
pueden incorporar combinaciones de residuos cargados o hidréfobos en la bisagra para conferir propiedades de
multimerizacion, véase, por ejemplo, Richter et al., 2001, Prot. Eng. 14 (10): 775-783 para el uso de colas cargadas
0 idnicas, por ejemplo, colas acidas como enlazadores y Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 5 (1): 1547-1553 para
secuencias de cremallera de leucina. Otras regiones bisagra modificadas pueden ser completamente sintéticas y
pueden disefarse para que posean propiedades deseadas tales como longitud, composicion y flexibilidad.

Se han descrito ya varias regiones de bisagra modificadas, por ejemplo, en los documentos US 5,677,425, US
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6,642,356, W09915549, WO02005003170, W0O2005003169, WO2005003170, W09825971 y WO2005003171.
Dichas bisagras generalmente siguen desde la region CH1, pero también pueden incorporarse en el extremo de la
region constante de un fragmento kappa o lambda de cadena ligera; ver la Tabla 3 para ejemplos.

Tabla 3. Secuencias de enlazador de bisagra

SEQID NO: SECUENCIA
63 DKTHTCAA
64 DKTHTCPPCPA
65 DKTHTCPPCPATCPPCPA
66 DKTHTCPPCPATCPPCPATCPPCPA
67 DKTHTCPPCPAGKPTLYNSLVMSDTAGTCY
68 DKTHTCPPCPAGKPTHVNVSVVMAEVDGTCY
69 DKTHTCCVECPPCPA
70 DKTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPA
71 DKTHTCPSCPA

Los dominios variables de anticuerpos de la presente invencién son un par complementario VH/VL que se unen al
antigeno cooperativamente, es decir, son un par complementario VH/VL que tienen la misma especificidad de union.
De hecho, son un par VH/VL derivado del mismo anticuerpo.

En una realizacion, el dominio VH se fusiona con el extremo C de la region constante de la cadena pesada (CH1) y
el dominio VL se fusiona con el extremo C de la region constante de la cadena ligera (C kappa o C lambda).

En una realizacién, VH y VL estan unidos por un enlace disulfuro que se cree que proporciona estabilizacion
adicional a la construccion, lo que puede ser ventajoso.

En una o mas realizaciones, el enlace disulfuro entre las regiones constantes de la cadena pesada y ligera, por
ejemplo, en un Fab, tal como entre el dominio CH y el dominio CL o CK no esta presente, por ejemplo, porque una o
mas cisteinas que forman el enlace se reemplazan. Dicha una o mas cisteinas pueden reemplazarse, por ejemplo,
con serina.

En una o mas realizaciones, esta presente un enlace disulfuro intercadena entre las cadenas pesada y ligera entre el
dominio CH y el dominio CL o CK.

En un ejemplo, la presente invencién proporciona una proteina de fusion de anticuerpo biespecifica que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia del N-terminal, un primer dominio variable de cadena pesada
(VH1), un dominio Cx1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (V12),

una cadena ligera que comprende, en secuencia del N-terminal, un primer dominio variable de cadena ligera (V.1),
un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (V2),

donde dichas cadenas pesada y ligera estan alineadas de modo que VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a
antigeno y Vx2 y V| 2 forman un segundo sitio de unién a antigeno,

donde el antigeno unido por el segundo sitio de unién a antigeno es albumina de suero humano y en el segundo
dominio variable de cadena pesada (Vx2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO:1 y el segundo dominio variable de
cadena ligera (V. 2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 3.

En una realizacion, las regiones variables de cadena pesada y ligera de unién a albumina estan unidas mediante un
enlace disulfuro. Por consiguiente, en un ejemplo, la presente invencion proporciona una proteina de fusion de
anticuerpo biespecifica que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia del N-terminal, un primer dominio variable de cadena pesada
(VH1), un dominio Cx1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (Vu2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia del N-terminal, un primer dominio variable de cadena ligera (V.1),
un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (V2),
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donde dichas cadenas pesada y ligera estan alineadas de manera que VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a
antigeno y VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno,

donde el antigeno unido por el segundo sitio de unién a antigeno es albdimina de suero humano,

donde el segundo dominio variable de cadena pesada (Vn2) tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 y el
segundo dominio variable de cadena ligera (V. 2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 4 y

el segundo dominio variable de cadena pesada (Vu2) y el segundo dominio variable de cadena ligera (V.2) estan
unidos por un enlace disulfuro.

En un ejemplo, la presente invenciéon proporciona una proteina de fusion de anticuerpos multiespecifica que
comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el N-terminal, un primer dominio variable de cadena
pesada (Vu1), un dominio CH1, un segundo dominio variable de cadena pesada (V12) y un tercer dominio variable
de cadena pesada (Vu3),

una cadena ligera que comprende, en secuencia del N-terminal, un primer dominio variable de cadena ligera (V.1),
un dominio CL, un segundo dominio variable de cadena ligera (V.2 ) y un tercer dominio variable de cadena ligera
(VL3),

donde dichas cadenas pesada y ligera estan alineadas de manera que VH1 y VL1 forman un primer sitio de unién a
antigeno y VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno y VH3 y VL3 forman un tercer sitio de unién a
antigeno,

donde el antigeno unido por el segundo o tercer sitio de unién a antigeno es albimina de suero humano y donde el
segundo o tercer dominio variable de cadena pesada tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 y el
segundo o tercer dominio variable de cadena ligera tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

Se apreciara que puede haber enlazadores entre uno o mas de los dominios enumerados anteriormente. En
particular, puede haber un enlazador entre CL y VL2 y CH1 y VH2 y, cuando esta presente, un enlazador entre VL2
y VL3 y VH2 y VH3. Los enlazadores adecuados ya se han descrito anteriormente en la presente. En la figura 2 (e) y
(f), SEQ ID NOs 5y 6, se proporcionan enlazadores adicionales.

En una realizacion, el anticuerpo es un scFv. En una realizacion, el anticuerpo es un scFv en el que los dominios
variables (VH y VL) estan unidos por el enlazador proporcionado en SEQ ID NO: 17.

Los dominios variables de anticuerpos de la presente invenciéon se unen a albumina con una afinidad de union
suficiente para extender la vida media del conjugado, tal como Fab o Fab’ in vivo. Se ha informado que una afinidad
para la albumina menor o igual a afinidad de 2.5 yM extendera la vida media in vivo (Nguyen, A. et al (2006) Protein
Engineering, Design & Selection, 19 (7), 291-297). En un ejemplo, el par de anticuerpos de dominio variable de la
presente invencion tiene una alta afinidad de union, por ejemplo, 3 nM nanomolar. En un ejemplo, los anticuerpos de
dominio Unico tienen una afinidad de unién por antigeno que es nanomolar o micromolar. La afinidad puede medirse
usando cualquier método adecuado conocido en la técnica, que incluye resonancia plasménica de superficie usando
albumina de suero natural o recombinante.

Preferiblemente, el anticuerpo de uniéon a albumina de la presente invencion tiene una afinidad de unién por
albumina de suero humano de aproximadamente 1 yM o mejor. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad
de unién de aproximadamente 500 M o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 200 nM o menos. En una realizaciéon, el anticuerpo tiene una afinidad de uniéon de
aproximadamente 100 nM o menos. En una realizaciéon, el anticuerpo tiene una afinidad de uniéon de
aproximadamente 50 nM o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 20 nM o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 10 nM o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de
aproximadamente 5 nM o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de aproximadamente
2 nM o menos. En una realizacion, el anticuerpo tiene una afinidad de unién de aproximadamente 1 nM o menos. Se
apreciara que la afinidad de los anticuerpos proporcionados por la presente invencién se puede alterar usando
cualquier método adecuado conocido en la técnica. La presente invencion, por lo tanto, también se refiere a
variantes de las moléculas de anticuerpo de la presente invencion, que tienen una afinidad mejorada por la
albumina. Dichas variantes se pueden obtener mediante varios protocolos de maduracién de afinidad que incluyen
mutar las CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), intercambio de cadenas (Marks et al., Bio/Technology,
10, 779-783, 1992), uso de cepas mutantes de E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), mezcla de ADN
(Patten et al., Curr. Opin Biotechnol., 8, 724 - 733, 1997), expresion en fagos (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77
- 88, 1996) y PCR sexual (Crameri et al., Nature, 391, 288 - 291, 1998). Vaughan et al. (supra) discute estos
métodos de maduracion de afinidad.

La presente invencién también proporciona una secuencia de ADN aislada que codifica un anticuerpo de unién a
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albumina o proteina de fusion de la presente invencién. Las secuencias de ADN de la presente invencion pueden
comprender ADN sintético, por ejemplo, producido por procesamiento quimico, ADNc, ADN gendémico o cualquier
combinacién de los mismos.

Las secuencias de ADN que codifican las proteinas de fusién de anticuerpo de doble especificidad de la presente
invencion se pueden obtener por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las secuencias
de ADN que codifican parte o la totalidad de los fragmentos de anticuerpo, enlazadores y/o dAbs pueden sintetizarse
segun se desee a partir de las secuencias de ADN determinadas o sobre la base de las secuencias de aminoacidos
correspondientes.

Se pueden usar técnicas estandar de biologia molecular para preparar secuencias de ADN que codifican la proteina
de fusién de anticuerpo de doble especificidad de la presente invencion. Las secuencias de ADN deseadas se
pueden sintetizar completamente o en parte usando técnicas de sintesis de oligonucledtidos. La mutagénesis
dirigida al sitio y las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden usar segun corresponda.

La presente invencion se refiere ademas a un vector de clonacién o expresidon que comprende una o mas
secuencias de ADN de la presente invencion. Por consiguiente, se proporciona un vector de clonaciéon o expresion
que comprende una o mas secuencias de ADN que codifican una proteina de fusién de anticuerpo de doble
especificidad de la presente invencion. En una realizacion preferida, el vector de clonacion o expresiéon comprende
una unica secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién de anticuerpo de doble especificidad completa. Por lo
tanto, el vector de clonacién o expresién comprende unidades de transcripcion codificadas por ADN en secuencia de
manera que se produce una proteina de fusion de traduccion.

De hecho, los expertos en la técnica entenderan que una proteina de fusion de la invencion puede tener el dominio
variable de unién a la albumina en el extremo N o el extremo C y, por lo tanto, la unidad de transcripcion codificada
de ADN de unién a la albumina sera el primero o el ultimo, respectivamente, dentro de la secuencia de ADN que
codifica la fusiéon de traduccién. Por lo tanto, una fusién de traduccion puede comprender un dominio variable N-
terminal y un Fab o Fab’ C-terminal. Ademas, una fusion de traduccion puede comprender un Fab o Fab’ N-terminal
y un dominio variable de union a albumina C-terminal.

Se apreciara que la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo o fragmento de la misma se pueden incorporar
en el mismo vector o vectores diferentes. En una realizacion, un vector puede comprender una fusion de traduccién
que comprende una cadena pesada y otro vector puede comprender una fusion de traduccién que comprende una
cadena ligera.

El codigo de ADN para un fragmento de anticuerpo comprendido dentro de una fusion de traduccion de la invencion
puede incorporarse en un vector como unidad de transcripcion en configuraciones conocidas por los expertos en la
técnica, por ejemplo, una unidad de transcripcién puede comprender un cddigo para la cadena ligera seguida por el
coédigo de cadena pesada, o viceversa; ver, en particular, Humphreys et al., 2002, Protein Expression and
Purification, 26: 309-320.

Preferiblemente, un vector de acuerdo con la presente invencion comprende una secuencia lider apropiada, tal como
una secuencia lider de anticuerpo. Dichas secuencias lider son bien conocidas en la técnica.

Los métodos generales por los que pueden construirse los vectores, los métodos de transfeccion y transformacion y
los métodos de cultivo son bien conocidos por los expertos en la técnica. A este respecto, se hace referencia a
“Current Protocols in Molecular Biology”, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley Interscience, Nueva York y Maniatis
Manual producido por Cold Spring Harbor Publishing.

También se proporciona una célula hospedadora que comprende uno o mas vectores de clonacién o expresion que
comprenden una o mas secuencias de ADN que codifican una proteina de fusion de anticuerpo de doble
especificidad de la presente invencién. Se puede usar cualquier sistema de célula huésped/vector adecuado para la
expresion de las secuencias de ADN que codifican la proteina de fusién de anticuerpo de doble especificidad. Se
pueden usar sistemas bacterianos, por ejemplo E. coli, y otros sistemas microbianos o eucariotas, por ejemplo,
mamiferos, también pueden usarse sistemas de expresion de células del huésped. Las células huésped adecuadas
de mamifero incluyen células NSO, CHO, mieloma o hibridoma. Por consiguiente, en una realizacion, la proteina de
fusion de la presente invenciéon se expresa en E. coli. En otra realizacién, la proteina de fusion de la presente
invencion se expresa en células de mamifero.

La presente invencion también proporciona un proceso para la produccién de un anticuerpo de unién a albimina o
proteina de fusién que comprende cultivar una célula huésped que comprende un vector de la presente invencion en
condiciones adecuadas para la expresion de proteina a partir de la secuencia de ADN que codifica dicho anticuerpo
de union a albumina. La invencién proporciona ademas métodos para aislar el anticuerpo de unién a albumina.

En la produccién, un anticuerpo de unién a albumina de la presente invencion se puede purificar, cuando sea
necesario, usando cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, pero sin limitacion, se pueden
usar técnicas cromatograficas tales como intercambio i6nico, exclusion de tamafio, proteina G o cromatografia de
interaccion hidrofébica.
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El tamafo del anticuerpo o la proteina de fusion del anticuerpo pueden confirmarse por métodos convencionales
conocidos en la técnica, tales como cromatografia de exclusion por tamafio y SDS-PAGE no reductora. Tales
técnicas pueden usarse, por ejemplo, para confirmar que la proteina no se ha dimerizado y/o no tiene una parte
faltante. Si se detectan dimeros y se requiere un producto monomérico homogéneo, entonces la proteina de fusion
del anticuerpo monomeérico puede purificarse alejandose de la especie dimérica usando técnicas de cromatografia
convencionales como se describid anteriormente. En la presente invencion, las regiones variables mejoradas
proporcionadas en las SEQ ID NOs 1 a 4 dan como resultado que se produzca mas monomero.

Los anticuerpos, conjugados y proteinas de fusién de la invencion son utiles en el tratamiento de enfermedades o
trastornos que incluyen enfermedades y trastornos inflamatorios, enfermedades y trastornos inmunitarios, trastornos
fibréticos y canceres.

El término “enfermedad inflamatoria” o “trastorno” y “enfermedad o trastorno inmune” incluye artritis reumatoide,
artritis psoriasica, enfermedad de Still, enfermedad de Muckle Wells, psoriasis, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, SLE (lupus eritematoso sistémico), asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, esclerosis multiple, vasculitis,
diabetes mellitus tipo |, trasplante y enfermedad de injerto contra huésped.

El término “trastorno fibrético” incluye fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), esclerosis sistémica (o esclerodermia),
fibrosis renal, nefropatia diabética, nefropatia IgA, hipertension, enfermedad renal terminal, fibrosis peritoneal
(dialisis peritoneal ambulatoria continua), cirrosis hepatica, degeneracion macular relacionada con la edad (ARMD),
retinopatia, fibrosis cardiaca reactiva, cicatrizacion, queloides, quemaduras, Ulceras en la piel, angioplastia, cirugia
de derivacion coronaria, artroplastia y cirugia de cataratas.

El término “cancer” incluye un nuevo crecimiento maligno que surge del epitelio, que se encuentra en la piel o, mas
comunmente, en el revestimiento de 6rganos del cuerpo, por ejemplo: mama, ovario, prostata, pulmon, rifidn,
pancreas, estdmago, vejiga o intestino. Los canceres tienden a infilirarse en el tejido adyacente y diseminarse
(metastasis) a 6rganos distantes, por ejemplo: al hueso, higado, pulmén o cerebro.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende un anticuerpo, fusion de anticuerpo o conjugado de la invencion en asociacion con uno o mas vehiculos,
excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables. También se proporciona el uso de una proteina de fusién de
anticuerpos de la invencién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o
trastorno. Mas preferiblemente, la enfermedad o trastorno es una enfermedad o trastorno inflamatorio.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencidon pueden tomar una forma adecuada para
administraciéon oral, bucal, parenteral, subcutanea, nasal, topica, oftalmica o rectal, o una forma adecuada para
administracion por inhalacién o insuflacion.

Cuando sea apropiado, por ejemplo, si el anticuerpo o anticuerpos de dominio Unico de la proteina de fusién del
anticuerpo se unen a la albumina, puede ser deseable formular previamente la proteina de fusién de doble
especificidad con albumina sérica humana o recombinante, usando cualquier método adecuado conocido en la
técnica.

Cuando la formulacién farmacéutica es un liquido, por ejemplo, una solucién o suspension, entonces la formulacion
puede comprender ademas albumina, por ejemplo, albimina de suero humano, en particular albimina recombinante
tal como albumina sérica humana recombinante. Las cantidades adecuadas pueden estar en el intervalo de menos
del 2% p/p de la formulacion total, en particular de menos de 1, 0.5, 0 0.1% p/p. Esto puede ayudar a estabilizar €l
componente de anticuerpo en la formulacién. La composicién farmacéutica se puede liofilizar para su posterior
reconstitucion, con un solvente acuoso.

En una realizacién, se proporciona un recipiente de dosis unitaria, tal como un vial, que comprende un “anticuerpo”
liofilizado de acuerdo con la invencion.

Para la administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar la forma de, por ejemplo, tabletas,
pastillas o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales
como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); rellenos (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrogenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o
glicolato de sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Las tabletas pueden ser recubiertas
mediante métodos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tomar
la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para su
constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse
por medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension, agentes
emulsionantes, vehiculos no acuosos o conservantes. Las preparaciones también pueden contener sales tampoén,
agentes aromatizantes, agentes colorantes o agentes edulcorantes, segun sea apropiado.

Las preparaciones para administracion oral pueden formularse de forma adecuada para proporcionar una liberacion
controlada del compuesto activo.
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Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de tabletas o pastillas formuladas de manera
convencional.

Los anticuerpos, fusion y/o conjugados de la invencion se pueden formular para administracion parenteral mediante
inyeccion, por ejemplo, por inyeccion en bolo o infusion. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en
forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas de vidrio o recipientes multidosis, por ejemplo, viales de
vidrio. Las composiciones para inyeccion pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones
en vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
estabilizantes, conservantes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo
para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril libre de pirégenos, antes del uso.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los anticuerpos de la invenciéon también se pueden formular
como una preparacion de liberacion lenta (depot formulations). Dichas formulaciones de accion prolongada pueden
administrarse por implantacién o por inyeccion intramuscular.

Para la administracion nasal o la administracién por inhalacién, los compuestos de acuerdo con la presente
invencion pueden administrarse convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion en aerosol para
envases presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
fluorotriclorometano, diclorotetrafluoroetano, didxido de carbono u otro gas o mezcla de gases adecuados.

Las composiciones pueden, si se desea, presentarse en un paquete o dispositivo dispensador que puede contener
una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. El paquete o dispositivo dispensador
puede ir acompafiado de instrucciones para la administracion.

Para la administracion tépica, los compuestos de acuerdo con la presente invencion se pueden formular
convenientemente en una pomada adecuada que contenga el componente activo suspendido o disuelto en uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos particulares incluyen, por ejemplo, aceite mineral,
petréleo liquido, propilenglicol, polioxietileno, polioxipropileno, cera emulsionante y agua. Alternativamente, los
compuestos de acuerdo con la presente invencién se pueden formular en una locién adecuada que contiene el
componente activo suspendido o disuelto en uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos
particulares incluyen, por ejemplo, aceite mineral, monoestearato de sorbitan, polisorbato 60, cera de ésteres de
cetilo, alcohol cetearilico, alcohol bencilico, 2-octildodecanol y agua.

En una realizacion, la formulacion se proporciona como una formulacion para administraciones tépicas que incluye la
inhalacion.

Las preparaciones inhalables adecuadas incluyen polvos inhalables, aerosoles dosificadores que contienen gases
propelentes o soluciones inhalables libres de gases propelentes. Los polvos inhalables segun la descripcion que
contienen la sustancia activa pueden consistir Gnicamente de las sustancias activas mencionadas anteriormente o
en una mezcla de las sustancias activas mencionadas anteriormente con un excipiente fisiol6gicamente aceptable.

Estos polvos inhalables pueden incluir monosacaridos (por ejemplo, glucosa o arabinosa), disacaridos (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, maltosa), oligo y polisacaridos (por ejemplo, dextranos), polialcoholes (por ejemplo, sorbitol,
manitol, xilitol), sales (por ejemplo, cloruro de sodio), carbonato de calcio) o mezclas de estos entre si. Se usan de
manera adecuada mono- o disacaridos, el uso de lactosa o glucosa, particularmente, pero no exclusivamente, en
forma de sus hidratos.

Las particulas para la deposicién en el pulmén requieren un tamano de particula inferior a 10 micras, tal como 1-9
micras, por ejemplo, de 0.1 a 5 ym, en particular de 1 a 5 ym. El tamafio de particula del ingrediente activo (tal como
el anticuerpo o fragmento) es de importancia primaria.

Los gases propelentes que pueden usarse para preparar los aerosoles inhalables son conocidos en la técnica. Los
gases propulsores adecuados se seleccionan entre hidrocarburos tales como n-propano, n-butano o isobutano y
halohidrocarburos tales como derivados clorados y/o fluorados de metano, etano, propano, butano, ciclopropano o
ciclobutano. Los gases propelentes mencionados anteriormente pueden usarse solos o en mezclas de los mismos.

Los gases propelentes particularmente adecuados son derivados de alcano halogenados seleccionados entre TG
11, TG 12, TG 134a y TG227. De los hidrocarburos halogenados antes mencionados, son particularmente
adecuados TG134a (1,1,1,2-tetrafluoroetano) y TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano) y mezclas de los mismos.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propelente también pueden contener otros ingredientes tales como co-
solventes, estabilizantes, agentes tensioactivos (tensioactivos), antioxidantes, lubricantes y medios para ajustar el
pH. Todos estos ingredientes son conocidos en la técnica.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propelente segun la invencion pueden contener hasta 5% en peso de
sustancia activa. Los aerosoles segun la invencion contienen, por ejemplo, 0.002 a 5% en peso, 0.01 a 3% en peso,
0.015 a 2% en peso, 0.1 a 2% en peso, 0.5 a 2% en peso 0 0.5 a 1% en peso del ingrediente activo.
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Alternativamente, las administraciones topicas al pulmén también pueden ser mediante administracion de una
solucion liquida o formulacion de suspension, por ejemplo, empleando un dispositivo tal como un nebulizador, por
ejemplo, un nebulizador conectado a un compresor (por ejemplo, el nebulizador Pari LC-Jet Plus (R) conectado a un
compresor Pari Master (R) fabricado por Pari Respiratory Equipment, Inc., Richmond, Va.).

Los formatos de anticuerpos de la invencion se pueden administrar dispersados en un solvente, por ejemplo, en
forma de una solucién o una suspension. Se puede suspender en una solucion fisioldégica apropiada, por ejemplo,
solucion salina u ofro solvente farmacolégicamente aceptable o una solucion tamponada. Las soluciones
tamponadas conocidas en la técnica pueden contener 0.05 mg a 0.15 mg de edetato disddico, 8.0 mg a 9.0 mg de
NaCl, 0.15 mg a 0.25 mg de polisorbato, 0.25 mg a 0.30 mg de acido citrico anhidro y 0.45 mg a 0.55 mg de citrato
sodico por 1 ml de agua para alcanzar un pH de aproximadamente 4.0 a 5.0. Una suspension puede emplear, por
ejemplo, anticuerpo liofilizado.

Las suspensiones terapéuticas o formulaciones en solucién también pueden contener uno o mas excipientes. Los
excipientes son bien conocidos en la técnica e incluyen tampones (por ejemplo, tampén citrato, tampdn fosfato,
tampon acetato y tampoén bicarbonato), aminoacidos, urea, alcoholes, acido ascorbico, fosfolipidos, proteinas (p. Ej.,
albumina sérica), EDTA, cloruro sédico, liposomas, manitol, sorbitol y glicerol. Las soluciones o suspensiones se
pueden encapsular en liposomas o microesferas biodegradables. La formulacidon generalmente se proporcionara en
una forma sustancialmente estéril empleando procesos de fabricacion estériles.

Esto puede incluir la produccion y la esterilizacion por filtracion del solvente/solucion tamponada utilizada para la
formulacion, la suspension aséptica del anticuerpo en la solucion de solvente tamponado estéril y la dispensacion de
la formulacién en receptaculos estériles por métodos familiares a los de habilidad ordinaria en la técnica.

La formulacion nebulizable de acuerdo con la presente descripcion se puede proporcionar, por ejemplo, como
unidades de dosis Unicas (por ejemplo, recipientes de plastico sellados o viales) empaquetados en sobres de papel
de aluminio. Cada vial contiene una dosis unitaria en un volumen, por ejemplo, 2 ml, de solvente/solucién tampodn.

Se cree que los formatos de anticuerpos de la presente descripcidon son adecuados para la administracién por
nebulizacion.

Para la administracion oftalmica, los compuestos de acuerdo con la presente invenciéon se pueden formular
convenientemente como suspensiones micronizadas en solucion salina estéril isotonica ajustada al pH, con o sin un
conservante tal como un agente bactericida o fungicida, por ejemplo, nitrato fenilmercurico, cloruro de bencilalconio
o acetato de clorhexidina. Alternativamente, para administracién oftalmica, los compuestos pueden formularse en
una pomada tal como vaselina.

Para la administracion rectal, los compuestos de acuerdo con la presente invencién se pueden formular
convenientemente como supositorios. Estos se pueden preparar mezclando el componente activo con un excipiente
no irritante adecuado que es solido a temperatura ambiente pero liquido a temperatura rectal y se fundira en el recto
para liberar el componente activo. Dichos materiales incluyen, por ejemplo, manteca de cacao, cera de abejas y
polietilenglicoles.

La cantidad de un compuesto de la invencion requerida para la profilaxis o el tratamiento de una afeccion particular
variaran dependiendo del compuesto elegido y del estado del paciente a tratar. En general, sin embargo, las
dosificaciones diarias pueden variar de alrededor de 10 ng/kg a 1000 mg/kg, tipicamente de 100 ng/kg a 100 mg/kg,
por ejemplo alrededor de 0.01 mg/kg a 40 mg/kg de peso corporal para administracion oral o bucal, de alrededor de
10 ng/kg a 50 mg/kg de peso corporal para administracion parenteral, y de alrededor de 0.05 mg a alrededor de
1000 mg, por ejemplo, de alrededor de 0.5 mg a alrededor de 1000 mg, para administracion nasal o administracion
por inhalacién o insuflacion.

Las caracteristicas preferidas de cada realizacion de la invencion son como para cada una de las otras realizaciones
mutatis mutandis.

Que comprende en el contexto de la presente memoria descriptiva debe significar que incluye.
Cuando se pueden combinar realizaciones técnicamente apropiadas de la invencion.

Las realizaciones que se describen en el presente documento comprenden ciertas caracteristicas/elementos. La
descripcion también se extiende a realizaciones separadas que consisten o consisten esencialmente en dichas
caracteristicas/elementos.

La invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que son meramente ilustrativos y no se
deben interpretar de ninguna manera como limitativos del alcance de la presente invencion.
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Lista de Figuras:
Figura 1A: Representacion diagramatica de un Fab-Fv
Figura 1B: Representacion diagramatica de un Fab-dsFv

Figuras 2a5:  Secuencias de la presente invencion

Figura 6: Muestra el enlace de AlexaFluor 488 marcado A26 Fab-dsFv con células T CD4'0OX40" humanas
activadas

Figura 7: Muestra pg/ml de constructos de anticuerpos producidos por expresion transitoria en células

HEK293

Figura 8: Muestra SDS-PAGE de Fab disulfuro estabilizado scFv.

Figura 9: Muestra datos tabulados relacionados con la afinidad de unién a la albumina sérica humana de
diversos constructos

Figura 10: Muestra datos tabulados del antigeno Fab de unién de afinidad de diversos constructos

Figura 11: Muestra pg/ml de constructos de anticuerpos producidos por expresion transitoria en células CHO

Figura 12: Muestra el analisis SDS-PAGE de diversos constructos

Figura 13: Muestra datos de termoestabilidad para diversos constructos expresados en células CHO.

Manipulacion de ADN y métodos generales

Se usaron cepas de E. coli competentes para transformacion y cultivo de crecimiento de rutina. Las enzimas de
restriccion y modificacion de ADN se obtuvieron de Roche Diagnostics Ltd. y New England Biolabs. Las
preparaciones de plasmido se realizaron usando kits de purificacion Maxi Plasmid (QIAGEN, catalogo N° 12165).
Las reacciones de secuenciacion de ADN se realizaron usando el kit de secuenciacion terminador ABI Prism Big Dye
(catalogo N° 4304149) y se procesaron en un secuenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems). Los datos
fueron analizados utilizando el programa Sequencher (Genecodes). Los oligonucleétidos se obtuvieron de Sigma o
Invitrogen. Los genes que codifican las secuencias de la region V inicial se construyeron mediante un enfoque de
sintesis automatizado por DNA2.0, y se modificaron para generar las versiones injertadas mediante mutagénesis
dirigida a oligonucleétidos. La concentracion de Fab-Fv se determind mediante un método de HPLC basado en
Proteina-G.

Ejemplo 1
Generacion y analisis de diferentes injertos de humanizacion de 645 en A26 Fab-645dsFv

Hemos descrito previamente el formato del anticuerpo Fab-dsFv (Figura 1B) y un anticuerpo anti-albumina
humanizado conocido como “645gH1gL1” en W0O2010/035012. También hemos descrito previamente la generacion
de un anticuerpo anti-OX40 antagonista humanizado conocido como “A26” en WO2010096418. Aqui describimos la
generacion de un nuevo injerto humanizado mejorado de anticuerpo ‘645 conocido como 645dsgH5gL4 y la
generacion de una molécula de anticuerpo Fab-dsFv que incorpora ese injerto en el componente Fv y las regiones
variables ‘A26’ en el componente Fab.

Las secuencias de 645gH1 y gL 1 se dan en la Figura 3 (a) y (b), SEQ ID NOs 9y 10.
Construccion de plasmidos A26 Fab-645dsFv (gH1gL1) y A26 Fab-645dsFv (gH5gL4).

La region codificante total de la cadena ligera A26 Fab-645dsFv (gL1) (SEQ ID NO: 12) se clon6 en un vector de
expresion de mamifero UCB bajo el control del promotor HCMV-MIE y la secuencia SV40E poliA. La regién variable
de la cadena ligera de 645dsFv (gL1) (SEQ ID NO: 10) se mut6é a 645dsFv (gL4) (SEQ ID NO: 4) mediante un
método de PCR solapante. La region codificante total de la cadena pesada A26 Fab-645dsFv (gH1) (SEQ ID NO:
11) se clond en un vector de expresion de mamifero UCB bajo el control del promotor HCMV-MIE vy la secuencia
SVA40E poliA. La region variable de la cadena pesada de 645dsFv (gH1) (SEQ ID NO: 9) se mut6 a 645dsFv (gH5)
(SEQ ID NO: 2) mediante un método de PCR solapante. Los constructos se verificaron por secuenciacion.

Expresion de células de mamifero de A26 Fab-645dsFv (gH1gL1) y A26 Fab-645dsFv (gH5gL4)

Se transfectaron células HEK293 con los plasmidos de cadena pesada y ligera usando el reactivo de transfeccion
293fectina de Invitrogen de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron plasmido de
cadena pesada de 25 ug y plasmido de cadena ligera de 25 ug con 100 pl de 293fectina y 1700 ul de medio Optipro
durante 20 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se afiadié entonces a 50x10° células HEK293 en 50 ml de
suspension y se incubd durante 6 dias con agitacion a 37°C. Después de 6 dias, el sobrenadante se recogid
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mediante centrifugacion a 1500xg durante 10 minutos para eliminar las células y luego se filtré estériimente a 0.22
pm.

Purificacion con proteina G de A26 Fab-645dsFv (gH1gL1) y A26 Fab-645dsFv (gH5gL4)

Los ~50 ml de sobrenadantes filtrados de 0.22 uym se concentraron a ~2 ml usando concentradores Amicon Ultra-15
con una membrana de corte de peso molecular de 10 kDa y centrifugacion a 4000xg en un rotor oscilante. Se
aplicaron 1.8 ml de sobrenadante concentrado a 1 ml/min a una columna de 1 ml de Gammabind Plus Sepharose
(GE Healthcare) equilibrada en fosfato 20 mM, NaCl 40 mM, pH7.4. La columna se lavé con fosfato 20 mM, NaCl 40
mM pH7.4 y el material unido se eluy6 con glicina/HCI 0.1 M, pH2.7. El pico de elucién se recogio y el pH se ajusté a
~ pH7 con Tris/HCI 2M pH 8.5. La elucion ajustada al pH se concentré y se diafiltré en fosfato 20mM, NaCl 150 mM
pH7,4 usando concentradores Amicon Ultra-15 con una membrana de corte de peso molecular de 10 kDa vy
centrifugacion a 4000xg en un rotor oscilante, hasta un volumen final de ~0,3 ml.

Analisis de exclusion de tamafio A26 Fab-645dsFv (gH1gL1) y A26 Fab-645dsFv (gH5gL4)

Las muestras purificadas de proteina G se analizaron por HPLC de exclusiéon por tamafo. Las muestras se
separaron en una columna Superdex 200 10/300 GL Tricorn (GE Healthcare) desarrollada con un gradiente
isocratico de PBS pH7.4 a 1 ml/min. La deteccion del pico se realizé6 a 280 nm y se calculd el peso molecular
aparente por comparacion con una curva estandar de proteinas de peso molecular conocidas frente al volumen de
elucién. El cambio del injerto de humanizacion de 645dsFv de gH1gL1 a gH5gL4 dio como resultado un aumento en
el porcentaje de monémero del A26 Fab-645dsFv expresado de 59% a 71%, un aumento del 12%, sin ningun
cambio en la estabilidad térmica de la dsFv (datos no mostrados) o en la afinidad de unién del dsFv a HSA (datos no
mostrados).

Ejemplo 2
2.1 Cinética BlAcore para A26 Fab-dsFv (645gH5gL4) que se une a OX40

En este y en todos los ejemplos posteriores, el A26 Fab-dsFv 645gH5gL4 tenia la secuencia de cadena pesada
dada en SEC ID NO: 7 (Figura 2 (g)) y la secuencia de cadena ligera dada en SEC ID NO: 8 (Figura 2 (h)) es decir,
la cadena pesada contenia el enlazador G4S, G4T, G4S dado en la SEQ ID NO: 5, figura 2 (e).

BIA (analisis de interaccion biamolecular) se realizé con BlAcore T200 (GE Healthcare). Affinipure F(ab’), Fragmento
anti-lgG humana de cabra, fragmento F (ab’), especifico (Jackson ImmunoResearch) se inmovilizé en un chip sensor
CM5 mediante quimica de acoplamiento de amina hasta un nivel de captura de =5000 unidades de respuesta (RUs).
Se us6 tampon HBS-EP (HEPES 10 mM pH7.4, NaCl 0.15 M, EDTA 3 mM, tensoactivo P20 0.05%, GE Healthcare)
como tampon de funcionamiento con un flujo de 10 yL/min. Se usé una inyeccion de 10 pL de A26 Fab’ a 0.5ug/ml o
A26 Fab-dsFv a 1 yg/ml para la captura por la IgG-F (ab’), antihumana inmovilizada. El OX40 humano se titulé sobre
el A26 capturado a diversas concentraciones (de 25 nM a 1,5625 nM) a un caudal de 30 pl/min. La superficie se
regenerd mediante una inyeccion de 2 x 10 yL de HCI 50 mM, seguido de una inyeccion de 5 yL de NaOH 5 mM a
un caudal de 10 pL/min. Las curvas de uniéon de sustraccion de fondo se analizaron usando el software
T200evaluation (version 1.0) siguiendo procedimientos estandar. Los parametros cinéticos se determinaron a partir
del algoritmo de ajuste.

Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) KD (pM)
Fab’ 2.18 £ 0.38 E+05 1.00 E-05 4.68 E-11 46.8
Fab-Fv 2.55 + 0.35 E+05 1.04 E-05 412 E-11 41.2

Promedio de 4 determinaciones
2.2. Cinética BlAcore para A26 Fab-dsFv (645gH5gL4) que se une a la albumina.

Se realizo BIA (andlisis de interaccion biamolecular) usando un BlAcore T200 (GE Healthcare). Affinipure F (ab’),
Fragmento anti-IgG humana de cabra, fragmento F(ab’), especifico (Jackson ImmunoResearch) se inmovilizdé en un
chip sensor CM5 mediante quimica de acoplamiento de amina hasta un nivel de captura de 5000 unidades de
respuesta (RUs). Se usé tampon HBS-EP (HEPES 10 mM pH7.4, NaCl 0.15 M, EDTA 3 mM, tensoactivo P20
0.05%, GE Healthcare) como tampo6n de funcionamiento con un caudal de 10 pL/min. Se usé una inyeccién de 10 uL
de Fab-Fv a 0.75 ug/mL para la captura por la IgG-F (ab’); antihumana inmovilizada. La albumina sérica humana
(HSA), la albumina sérica de ratén (MSA) y la albumina sérica Cynomolgus (CSA) se titularon sobre el Fab-Fv
capturado a diversas concentraciones (50 nM a 6.25 nM) a un caudal de 30 pL/min. La superficie se regenerd
mediante una inyeccion de 2 x 10 yL de HCI 50 mM, seguido de una inyeccion de 5 yL de NaOH 5 mM a un caudal
de 10 uyL/min. Las curvas de unién de sustraccion de fondo se analizaron usando el software T200evaluation
(version 1.0) siguiendo procedimientos estandar. Los parametros cinéticos se determinaron a partir del algoritmo de
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ajuste.
Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) KD (nM)
HSA 5.84 E+04 1.63 E-04 2.93 E-09 2.93
MSA 8.86 E+04 3.68 E-04 4.1 E-09 4.16
CSA 7.1 E+04 1.89 E-04 2.66 E-09 2.66

Promedio de 3 determinaciones
2.3 Demostracion de A26 Fab-dsFv (645gH5gL4) que se une a OX40 y albumina simultaneamente

Se evalud la uniéon simultanea de OX40 humana y albumina de suero humano a A26 Fab-dsFv. El constructo A26
Fab-dsFv se capturd en la superficie del chip sensor como se establece en el método para la cinética de Biacore
para unir la albumina A26 Fab-dsFv. HAS 50nM, OX40 25nM o una solucién mixta con concentracion final de 50nM
de HSA y 25nM de OX40 se titularon por separado sobre el A26 Fab-dsFv capturado. La respuesta de union para la
solucién combinada HSA/OX40 fue equivalente a la suma de las respuestas de las inyecciones independientes. Esto
confirma que el Fab-dsFv es capaz de unirse simultaneamente a OX40 y HSA humanos.

Muestra Analito Union (RU)
hOX4 25
A26 Fab-Fv HSA 9
hOX40 + HSA 35 (34)

2.4 Afinidad basada en células de A26 Fab-dsFv (645gH5gL4)
Métodos:
A26 Fab-Fv que se une a células humanas activadas T CD4"0X40".

Se aislaron PBMC por separacion en un gradiente de Ficoll y se activaron con 4 mg/ml de PHA-L durante 3 dias a
37°C, 5% de CO,, 100% de humedad. Las células T CD4" se aislaron mediante seleccion negativa utilizando perlas
magnéticas (kit de aislamiento de células T CD4" Il para humanos, Miltenyi Biotec). Aproximadamente 1 x 10°
células se incubaron en presencia de anticuerpo en tampon Facs (PBS/0.2% BSA/0.9% NaN3) o tampdn Facs
complementado con HSA al 5% a 4°C. La concentracion final del anticuerpo varié de 48 nM a 0.0005 nM). Las
células se lavaron en PBS antes del analisis por citometria de flujo usando un FACScalibur (Becton Dickinson). Se
produjeron dos conjuntos de datos de titulacion en ambas condiciones de tampdn, uno con A26 Fab-dsFv y el
segundo con un Fab-Fv de control irrelevante para determinar vinculante no especifico. EI nimero de moles de
anticuerpo unido se calculd6 usando valores interpolados de una curva patrén generada por el uso de perlas
compuestas de cantidades diferentes pero conocidas de colorante fluorescente. Los valores de fluorescencia media
geométrica se determinaron en los analisis citométricos de flujo de células y perlas. La unién no especifica se resto
de los valores A26 Fab-dsFv y la curva de unién especifica asi generada se analizé mediante regresiéon no lineal
usando una ecuacion de unién de un sitio (Graphpad Prism®) para determinar la Kp. Para determinar la afinidad del
A26 Fab-dsFv para el antigeno expresado en la superficie celular, se realizaron experimentos de unién a saturacion
utilizando células T CD4"0X40" activadas, y A26 Fab-dsFv marcado con Alexa Fluor 488. La unién especifica del
anticuerpo al receptor en equilibrio a lo largo de un intervalo de concentraciones de anticuerpo se us6 para
determinar Kp, suponiendo que solo una fracciéon muy pequefia de anticuerpo se unié al receptor en cualquier punto
de la curva de union.

La union de equilibrio se describe usando la siguiente ecuacion:
KOI’]

Receptoripre + Anticuerpoiipre - » Receptor-Anticuerpo

<«——

Koff
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La tasa de asociacién de anticuerpo con receptor = Ko, X [Receptor jibre] X [Anticuerpo jipre]
La tasa de disociacion del complejo receptor-anticuerpo = ko x [Receptor-Anticuerpo]

En equilibrio, las velocidades de asociacion y disociacion son iguales y se puede derivar una ecuacion que describe
la isoterma de unién; en un diagrama semilogaritmico, la unién es sigmoidal. La Kp se define por koi/kon Y S€ puede
calcular a partir de la curva de unién como la concentracion a la que se produce la unién semimaxima.

La unién del A26 Fab-Fv marcado con AlexaFluor488 a las células T CD4'0OX40" humanas activadas se midi6 por
citometria de flujo en un intervalo de concentracién de 5 log.

En la Figura 4 se muestra una curva de unioén representativa para A26 Fab-Fv.

El valor medio de Kp obtenido en células activadas de 5 donantes diferentes es 145 pM.
Ejemplo 3 Expresion de 645gL4gH5 como scFv

Construccién de plasmidos

Los scFv se expresaron a partir de uno de dos plasmidos de expresién de mamifero modificados por UCB
estrechamente relacionados; pVKAPvull se us6é para clonacion y expresion de scFv en la orientacion HL, mientras
que pKHAECORYV se us6 para clonacion y expresion de scFv en la orientacion de LH. Todos los scFv se disefiaron
para contener un péptido enlazador de 20 aminoacidos, (GGGGS)s (SEQ ID NO: 17) y un marcador 10xHis C-
terminal. Los plasmidos aceptores scFv 362HL y 240LH codifican sitios de restriccion unicos en los bordes FW1-
FW4 de vH (Pvull y Xhol) y vL (EcoRV y BsiWWI) que permiten la clonacion de restriccion de las regiones variables
scFv subsiguientes en una ligacion en dos etapas. Los genes que codifican 645gH5 vH y 645gL4 vL se sintetizaron
mediante DNA2.0, con oscilaciones de cisteina en las posiciones de Kabat vH44 y vL100 para la generacion de scFv
estabilizado con disulfuro (ds). Estos genes de la region V se clonaron en plasmidos scFv aceptores usando Pvull y
Xhol (vH) o EcoRV y BsiWI (vL) y se verifico la ligacion con éxito mediante secuenciacion de ADN.

Expresion y Purificacion

Se transfectaron células HEK293F (cultivos de 50 ml a 106 células/ml) con 50 mg de ADN plasmido y se cultivaron a
37°C en medios FreeStyle™. Los sobrenadantes se recogieron 6 dias después de la transfeccion y scFv se
purificaron mediante purificaciéon discontinua de Ni® + -NTA. La proteina purificada se concentr6 y se cambio el
tampdn en PBS para la posterior caracterizacion biofisica.

Ensayo de termoestabilidad

Se realizé un ensayo de termofldor para evaluar las estabilidades térmicas de las moléculas purificadas. Las
proteinas purificadas (0.1 mg/ml) se mezclaron con colorante SYPRO® Orange (Invitrogen), y la mezcla se dispenso
por cuadruplicado en una placa de pocillos épticos de PCR 384. Las muestras se analizaron en un sistema de PCR
rapido en tiempo real 7900HT (Agilent Technologies) en un rango de temperatura de 20°C a 99°C, con una
velocidad de aumento de 1.1 °C/min. Los cambios de intensidad de fluorescencia por pocillo se representaron frente
a la temperatura y los puntos de inflexion de las pendientes resultantes se usaron para generar la Tp.

HPLC de exclusion de tamaino

Se analizaron proteinas purificadas (10 pug y 50 ug) por HPLC de exclusién por tamafio en una Columna Tricorne
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Se usé un gradiente isocratico de PBS pH7.4 a un caudal de 1 ml/min,
con deteccion UV a 214 nm y 280 nm.

Resumen de resultados

645gH5gL4 HLds dio 97% de monémero y una Tm en °C de 75.6.
645gH5gL4 HL dio 86% de mondmero y una Tm en °C de 75.6.
Ejemplo 4

Construccion de las fusiones FabA-dsscFv

Plasmidos para la expresion en células de mamiferos.

Se construyd una cadena unica de Fv (scFv) uniendo los dominios de la region variable de cadena ligera y pesada
de un anticuerpo de unién a albumina de suero humano (SEQ ID: 1y 3 0 2 y 4) a través de un enlazador flexible
(SEQ ID: 17) en la orientacion HL. Las mutaciones puntuales se introdujeron en las secuencias de ADN en residuos
seleccionados en la regiéon marco tanto de la cadena pesada como de la cadena ligera de Fv. Las mutaciones se
introdujeron para crear un enlace disulfuro intercadena entre las cadenas pesada y ligera de Fv, la cadena pesada
G44C y la cadena ligera G100C para formar un scFv unido por disulfuro (dsscFv). Las proteinas de fusién FabA-
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dsscFv se construyeron fusionando un dsscFv al término C de la region constante de la region ligera (con el alotipo
Km3 de la regién constante kappa) o cadena pesada de FabA (region constante gamma-1 CH1 humana, isotipo y1).
Se us6 un conector flexible (SEQ ID NO: 18 y 5) para unir el scFv a la region cKappa (SEQ ID NO: 19) o la regién
CHI (SEQ ID NO: 20), respectivamente. El FabA-dsscFv (CL-dsscFv), FabA-dsscFv (CH1-dsscFv), la cadena ligera
de FabA y la cadena pesada de FabA se fabricaron quimicamente y luego se clonaron en vectores de expresion de
mamifero bajo el control del promotor HCMV-MIE y la secuencia poliA de SV40E.

Se muestran diversos datos para estos constructos en las Figuras 7 a 13. Los datos de termoestabilidad para los
constructos dieron una Tm para cada uno de alrededor de 82 °C.

Que comprende en el contexto de la presente memoria debe significar que incluye.

Cuando sea técnicamente apropiado se pueden combinar realizaciones de la invencion. Las realizaciones se
describen en este documento como que comprenden ciertas caracteristicas/elementos. La descripcién también se
extiende a realizaciones separadas que consisten o consisten esencialmente de dichas caracteristicas/elementos.

Por supuesto, se entendera que la presente invencion se ha descrito a modo de ejemplo solamente, de ninguna
manera pretende ser limitativa, y que las modificaciones de los detalles se pueden realizar dentro del alcance de las
reivindicaciones a continuacion. Las caracteristicas preferidas de cada realizacién de la invencién son como para
cada una de las otras realizaciones mutatis mutandis.

Listado de secuencias

<110> UCB Pharma S.A

<120> Anticuerpos de Unién a Albumina y Fragmentos de Unién de los Mismos
<130> G0161-WO01

<150> US61/558,599
<151> 11-11-2011

<160> 71

<170> PatentIn version 3.5
<210>1

<211>121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Dominio variable de cadena pesada de anticuerpo anti-albumina (no ds)

<400> 1
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Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Ile Asn
35

Gly Ile Ile
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Arg Thr Vval

Gln Gly Thr
115

<210> 2
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Pro

100

Leu

Leu

Ser

val

Ala

Ile

Leu

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

val

Gly

val

Ala

40

Thr

Asp

Glu

Thr

Ser
120
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Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Phe

Ser

Thr

20

Pro

Leu

Ile

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Asp

Gly

Ala

60

Agn

val

Phe

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Thr

Tyr

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Trp

val

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Trp

<223> Dominio variable de cadena pesada de anticuerpo anti-albumina (ds)

<400> 2
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Ile Asn
35

Gly Ile Ile
50

Gly Arg Phe
65

Gln Met Asn

Arg Thr Vval

Gln Gly Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Thr

Ser

Pro

100

Leu

Leu

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

85

Gly

val

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Arg

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Ser

val

Gly

Val

Ala

40

Thr

Asp

Glu

Thr

Ser
120

Gly

Ser

25

Fro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Phe

Ser

Thr

20

Pro

Leu

Ile

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Val

Asp

Cys

Ala

60

Asn

val

Phe

19

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Thr

Tyr

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Trp

val

Tyr

Leu
110

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Trp

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

Gly

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

Gly
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<210>3

<211> 112

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio variable de cadena ligera de anticuerpo anti-albumina (no ds)

<400> 3

Asp

1

Asp

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Ser

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Asp

<210> 4

<211> 112

Gln

val

Ser

35

Glu

Gly

Asp

Thr

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio variable de cadena ligera de anticuerpo anti-albimina (ds)

<400> 4

Met

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr
100

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Phe

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Gly

Pro

Gln

Lys

40

Thr

Phe

Tyr

Gly
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Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly
30

Lys

val

Pro

Lys

val

Thr

75

Gly

Val

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Glu

20

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ser

Trp

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Val Gly
15

Ser Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

80

Ser Tle
95

Arg Thr
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Asp

hsp

Phe

Ile

Gly

65

Pro

Ser

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Asp

<210>5
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador 1

<400> 5

Gln

Val

Ser

Glu

Gly

Asp

Thr

Met

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr
100

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Phe

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Cys

Pro

Gln

Tys

40

Thr

Phe

Tyr

Gly
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Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

30

Lys

val

Pro

Lys

val

Thr

75

Gly

val

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Glu

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ser

Trp

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Arg

Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Ile

Thr

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>6
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador 2

<400> 6

5

10

15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>7

<211> 357

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> A26 Fab Pesada-(G4S,G4T,G4S)-645dsFv(gH5)

<400> 7

5

10

21

15



Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Len

Ala

Val

Ala

Leu
145

val

Leu

Ile

Ser

50

Gly

Gln

Thr

Thr

Pro

130

Val

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Ser

Asp

val

Ser

Ile

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Ser

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Tle

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe
150

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ile

Ser

Thr

135

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu
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Gly

Ser

25

Pro

Leu

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asp

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Vval

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr
155

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

22

Gln

Phe

Leu

45

Arg

Asn

val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Pro

Thr

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Pro

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser
160
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Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Leu

Ser

val

Ala

Ile

305

Leu

Gly

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

290

Ser

Arg

Tyr

Thr

<210> 8

<211> 341

Leu

Leu

Thr

195

vVal

Gly

Ser

Ala

Gln

275

Gly

Arg

Ala

Ser

val
355

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> A26 Fab Ligera-(3xG4S)-645dsFv(gL4)

<400> 8

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

vVal

260

Ala

Thr

Asp

Glu

Thr

340

Ser

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Thr

Asn

Asp

325

Ala

Ser

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Phe

Ser

310

Thr

Pro

val

Ser

Ile

Val

215

Thr

Leu

Ile

Lys

Tyr

295

Lys

Ala

Tyr

Hisg

Ser

Cys

200

Glu

Gly

val

Asp

Cys

280

Ala

Asn

val

Phe
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Thr

val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu

Thr

Thr

Tyr

Asp
345

Phe

170

val

val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Trp

Val

Tyr

330

Leu

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

315

Cys

Trp

Ala

Val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys

300

Leu

Ala

Gly

23

val

Pro

Lys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

285

Gly

Gln

Arg

Gln

Leu

Ser

190

Pro

Gly

val

Leu

Ile

270

Ile

Arg

Met

Thr

Gly
350

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Phe

Asn

val

335

Thr

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp

Thr

Ser

320

Pro

Leu



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly

225

Ser

Ile

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Ala

Gln

Val

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Azn

Gly

Ala

Gly

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

val

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ser

Gly
245

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Asp

230

Asp

Ser

Cys

Lys

His

55

Ser

Tyr

Lys

DPro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Gly

215

Ile

Arg

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

Pro

1290

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Gln

val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Len

Gly

Met

Thr
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Ser

10

Thr

Lys

val

Thr

Gln

20

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile
250

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Tyr

Lys

Glu

Fhe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Gln

235

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

220

Ser

Cys

24

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

205

Gly

Pro

Gln

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Ser

Ser

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

1ys

Gly

Ser

Ser
255

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Ser

Val

240

Pro
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Ser Val Trp Ser Asn Phe Leu Ser Trp Tyr Gln
260 265

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Glu Ala Ser Lys
275 280

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
290 295

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
305 310 315

Gly Tyr Ser Ser Ile Ser Asp Thr Thr Phe Gly
325 330

Glu Ile Lys Arg Thr
340

<210>9
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio variable de cadena pesada 645gH1

<400> 9

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Ile
20 25

Ala Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Gly Ile Ile Trp Ala Ser Gly Thr Thr Phe Tyr
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ser Thr Thr
65 70 75

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

Val Proc Gly Tyr Ser Thr Ala Pro Tyr Phe Asp
100 105

Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser
115

<210> 10
<211>110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Dominio variable de cadena ligera 645gL1

Gln

Leu

Asp

300

Tyr

Cys

Val

Asp

Cys

aAla

60

val

Tyr

Leu

25

Lys

Thr

285

Phe

Tyr

Gly

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Tyr

Cys

Trp

Pro

270

Ser

Thr

Cys

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Ala

Gly
110

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys
335

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Gln

Arg

Gln

Lys

val

Thr

Gly

320

val

Gly

Tyr

Ile

Lys

Met

80

Thr

Gly



10

15

<400> 10

Asp Ile Val
1

Asp Arg Val

Phe Leu Ser
35

Ile Tyr Glu
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Ser aAsp Thr

<210> 11
<211> 355
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Met

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr
100

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Phe

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Cys

Pro

Gln

Tys

40

Thr

Phe

Tyr

Gly

ES 2 649 098 T3

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

20

Lys

<223> A26 Fab Pesada-(3xG4S)-645dsFv(gH1)

<400> 11

val

Pro

Lys

val

Thr

75

Gly

val

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Glu

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ile

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

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20

25

Ser

Trp

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
110

Pro

Val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly
15

Gly

Asn

Leu

Lys

Gln

80

Ile

Gly

Thr asn Tyr

30

Gly Ile His Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35

40

26

45



Ala

Lys

65

Leu

Ala

val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Leu

Ser

Val

aAla

Ser

50

Gly

Gln

Thr

Thr

Prc

130

val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser
290

Ile

Arg

Met

Gly

val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

275

Gly

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Gly

Val

260

Ala

Thr

Pro

Thr

Ser

85

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Gly

245

Ser

Pro

Thr

Ser

Ile

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Gly

Gly

Gly

Phe

Gly

Ser

Ile

Ser

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

vVal

215

Ser

Leu

Ile

Lys

Tyr
295

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Gly

val

Asp

Cys

280

Ala

Leu

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Leu

265

Leu

Thr

ES 2 649 098 T3

Thr

Asp

Asp

20

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

170

val

val

Lys

Gly

Pro

250

Ser

Glu

Trp

Tyr

ala

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Gly

Asn

Trp

Ala

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

val

Ala

val

His

Cys

220

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys
300

27

Arg

Asn

Val

Gln

val

125

Ala

Ser

val

Pro

Lys

205

Ser

Glu

Ser

Ala

Gly

285

Gly

Asp

Ser

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

130

Pro

Gly

Val

Leu

Ile

270

Ile

Arg

Ser

Pro

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Gln

Arg

255

Asn

Ile

Phe

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

240

Leu

Trp

Trp

Thr
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ES 2 649 098 T3

Ile Ser Arg Asp Ser Thr Thr Val Tyr

305

310

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

325

Ser Thr Ala Pro Tyr Phe Asp Leu Trp

val Ser Ser

<210> 12

<211> 340

355

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> A26 Fab Ligera-(3xG4S)-645dsFv(gL1)

<400> 12

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Ile

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala
130

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

val

115

Ser

340

Met

Thr

20

Tyr

Asn

Gly

Ala

Gly

100

Phe

val

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

val

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ser

Cys

Lys

His

55

Ser

Tyr

Lys

Pro

Leu
135

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

345

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Leu

Ala

330

Gly

Ser

10

Thr

Lys

Val

Thr

Gln

30

Ile

Asp

Asn

Gln Met Asn Ser

315

Arg Thr Val Pro

Gln Gly Thr Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr
140

28

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu

125

Preo

350

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Leu

Gly

335

Val

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

25

Ala

Ser

Glu

Arg
320

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ile

Ala

Pro

80

Leu

Ala

Gly

Ala



10

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

225

vVal

Pro

Lys

val

Thr

305

Gly

val

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Gly

Ser

Ser

Ala

Pro

290

Ile

Gly

Glu

<210> 13

<211>789

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

Gly

Ala

val

Pro

275

Ser

Ser

Tyr

Ile

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> 645 gH5gL4

<400> 13

gaggttcage tgctggagtc tggaggeggg cttgtccage ctggagggag cctgegtcete

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Gly

Ser

Trp

260

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys
340

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gly

Val

245

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
325

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

230

Gly

Asn

Leu

Lys

Gln

310

Ile

Asp

AsSp

Lys

Gln

Ser

215

Asp

Asp

Phe

Ile

Gly

295

Pro

Ser

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Gly

Ile

Arg

Leu

Tyr

280

Ser

Glu

Asp

ES 2 649 098 T3

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Val

Val

Ser

265

Glu

Gly

Asp

Thr

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gly

Met

Thr

250

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr
330

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Thr

235

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

315

Phe

Ser

Thr

Lys

Pro

Ser

220

Gln

Thr

Gln

Lys

Thr

300

Thr

Gly

29

Gly

Tyr

His

val

205

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

285

Asp

Tyr

Cys

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Gly

Pro

Gln

Lys

270

Thr

Phe

Tyr

Gly

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Ser

Ser

255

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
335

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ser

240

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

320

Lys

60
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ES 2 649 098 T3

tcttgtgcag taagcggcat cgacctgtec aactacgcga
ccgggtaaag gtctggaatg gatcggcatc atctgggect
acttgggcca aaggtcgttt caccatctce cgtgacaact
cagatgaact ctctgcgtge ggaagacact geggtttact
ggctattcta ctgcacecgta cttegacetg tggggtcagg
agtggaggtg geggttetgg cggtggeggt tocoggtggeg
tctgatatce agatgaccca gagtccaage agtgtttceg
actattaccot gtecagtecte tecgagegtt tggtecaact
aaaccgggta aagccccgaa actgetgatce tacgaggegt
cegtcecegtt tectetggete tggetctggt acggacttea
cagccggaag actttgecaac gtactactge ggtggtggtt
acgttcggtg gaggcaccaa agttgaaatc aaacgtacgc
caccatcac
<210> 14
<211> 263
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> 645 gH5gL4
<400> 14
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Ile
20 25
Ala Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Gly Ile Ile Trp Ala Ser Gly Thr Thr Phe Tyr
50 55
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 70 75
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
85 920
Arg Thr Val Pro Gly Tyr Ser Thr Ala Pro Tyr

ttaactgggt
ctggtacgac
ctaaaaacac
attgcgecgeg
gtactctggt
gtggatcggg
ccagcgtagg
tectgagetg
ctaaactgac
ctectgaccat
actcttcecat

atcaccatca

Val Gln

Asp Leu

Gly Leu

45

Ala Thr

Asn Thr
Val

Tyr

Phe Asp

30

Pro

Ser

Glu

Trp

val

Tyr

Leu

acgtcaggca
cttctacgct
cgtgtacctg
taccgttceg
taccgtcteg
aggtggceggt
cgategtgtg
gtaccagcag
ctetggtgta
ctectctectg
ctetgacace

ccatcaccat

Gly
15

Gly

Asn Tyr

Trp Ile

Ala Lys

Tyr Leu

Cys Ala

95

Trp Gly

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

7889
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ES 2 649 098 T3

100 105
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly
115 120
Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
130 135
Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser
145 150 155
Thr Ile Thr Cys Gln Ser Ser Pro Ser Val Trp
165 170
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
180 185
Ala Ser Lys Leu Thr Ser Gly Val Pro Ser Arg
195 200
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
219 215
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gly Gly Gly Tyr Ser
225 230 235
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
245 250
His His His His His His His
260
<210> 15
<211> 789
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> 645 gH5gL4ds
<400> 15
gaggttcage tgctggagtc tggaggeggyg cttgtccage
tcttgtgcag taagcggecat cgacctgtcc aactacgcga
ccgggtaaat gectggaatg gatcggecate atetgggect
acttgggcca aaggtegttt caccatctce cgtgacaact
cagatgaact ctetgegtge ggaagacact goggtttact
ggctattcecta ctgcacegta cttegacetg tggggtcecagg

110

Gly Gly

125

Ser

Gly Ser

140

Asp

Val Gly Asp

Ser Asn Phe

Ile
190

Leu Leu

Phe Ser

205

Gly

Leu Gln Pro

220

Ser Ile Ser

Arg Thr His

ctggagggayg
ttaactgggt
ctggtacgac
ctaaaaacac
attgcgogeg

gtactectggt

31

Gly Gly

Ile

Gln

val
160

Arg

Leu Ser

175

Tyr Glu

Ser Gly
Glu

Asp

Thr
240

Asp

His His

255

cctgecgtetce
acgtcaggca
cttetacget
cgtgtacctyg
tacegtteog

taccgteteg

60

120

180

240

300

360
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agtggaggtg
tetgatatce
actattacct
aaaccgggta
cocgtecegtt
cagccggaag
acgtteoggtt
caccatcac
<210> 16

<211> 263
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

gcggttotgg
agatgaccca
gtcagtcctce
aagccccgaa
tctetggetce

actttgcaac

gtggcaccaa

<223> 645 gH5gL4ds

<400> 16

Glu val
1

Ser Leu

Ala Tle

35

Ile
50

Gly

Gly Arg

Gln Met

Arg Thr

Gln Gly

Gly Gly

130

Gln

Arg

Asn

Ile

Phe

Asn

Val

Thr

115

Ser

Leu Leu Gl

Leu Ser

20

Trp Val

Ala Se

Trp

Thr Ile Se

70

Leu
85

Ser

Pro
100

Gly

Leu Val

Gly Gly Gl

Cys

Arg

Arg

Tyr

Thr

cggtggceggt
gagtccaage
tccgagegtt
actgctgatc
tggectctggt
gtactactgc

agttgaaatce

u Ser Gly

Ala val

Gln Ala

40

r Gly Thr

55

r Arg Asp

Ala Glu

Ser Thr

val Ser

120

y Gly Ser

135

ES 2 649 098 T3

tccggtggeg
agtgtttecg
tggtccaact
tacgaggcgt
acggacttca

ggtggtggtt

aaacgtacge

Gly Gly Leu

10

Ser Ile

25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Phe Tyr

Asn Ser Lys

75

Thr
30

Asp Ala

Ala
105

Pro Tyr

Ser Gly Gly

Gly Gly Gly

gtggatcggg
ccagcegtagg
tcctgagetg
ctaaactgac
ctetgacecat
actcttccat

atcaccatca

Val Gln

Asp Leu

30

Cys Leu

Ala
60

Thr

Asn Thr

Val Tyr

Phe Asp

Gly Gly

125

Gly Ser

140

32

Pro

Ser

Glu

Trp

val

Tyr

Leu

110

Ser

Asp

aggtggceggt
cgategtgtyg
gtaccagcag
ctctggtgta
ctecctotectg
ctctgacacc

ccatcaccat

Gly
15

Gly

Asn Tyr

Trp Ile

Ala Lys

Tyr Leu

Cys Ala

25

Trp Gly

Gly

Gly

Ile Gln

420

480

540

600

660

720

780

789



10

15

20

25

30

Met

145

Thr

Trp

Ala

Ser

Phe

225

Thr

His

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

210

Ala

Phe

His

<210> 17
<211> 20
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 17

1

Gln

Thr

Gln

Lys

195

Thr

Thr

Gly

His

Ser

Cys

Gln

180

Leu

Agp

Tyr

Cys

His
260

Gly Gly Gly Ser

<210> 18
<211> 16
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 18

20

Pro

Gln

165

Lys

Thr

Phe

Tyr

Gly

245

His

Ser

150

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

230

Thr

His

Ser Val

Ser Pro

Gly Lys

Gly val

200

Leu Thr

215

Gly Gly

Lys Val

His

ES 2 649 098 T3

Ser Ala

Ser Val

170

Ala Pro

185

Pro Ser

Ile Ser

Gly Tyr

Glu Ile
250

10

Ser Vval
155

Trp Ser

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu
220

Ser Ser
235

Lys Arg

Gly

Asn

Leu

Ser

205

Gln

Ile

Thr

Asp

Phe

Ile

190

Gly

Pro

Ser

His

Arg

Leu

175

Tyr

Ser

Glu

Asp

His
255

15

val

160

Ser

Glu

Gly

Asp

Thr

240

His

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
5

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 19

<211> 105

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> cKappa

5

10

33

15



10

15

20

<400> 19
Val Ala Ala Pro Ser Val Phe

1 5

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val
20

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp
35

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
65 70

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val
85

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
100

<210> 20

<211>103

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CH1

<400> 20
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser

1 5

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
20

Phe Pr¢ Glu Pro Val Thr Val
35
Gly Val His Thr Phe Pro Ala
50 55

Leu Ser Ser Val val Thr Vval
65 70

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
85

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
100

<210> 21
<211>7
<212> PRT

Ile

Val

Tys

40

Glu

Leu

Thr

Glu

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

ES 2 649 098 T3

Phe

Cys

25

val

Gln

Ser

His

Cys
105

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

10

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
90

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

75

Gly

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Asn

Ser

Asn

Ala

Lys

60

Asp

Leu

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

34

Asp

Asn

Leu

45

Asp

Tyr

Ser

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Gln

15

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
95

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

80

val

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
80

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 21

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu

1

<210> 22
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 22

Asp Lys Thr His Thr Ser

1

<210> 23
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 23

Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 24
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 24

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 25
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 25

5

5

5

ES 2 649 098 T3

10

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 26
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

5

10

35

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 649 098 T3

<220>
<223> Enlazador

<400> 26

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser
20

<210> 27
<211>25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 27

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 28
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 28

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gly Ala Ser Ala Ser
1 5 10

<210> 29
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 29

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser
1 5 10 15

<210> 30
<211>21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

36
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<223> Enlazador

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 30

Ala Rla Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Ala Ser Ala Ser
20

<210> 31
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 31

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser
20 25

<210> 32
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>
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<221> caracteristica_misc
<222> (12)..(12)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 32

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser
20 25 30

<210> 33
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce de forma natural

<400> 33

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Ser Gly Ala Ser Ala Ser
1 5 10

<210> 34
<211> 56
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 34
Pro Gly Gly Asn Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr

1 5 10 15

Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr Pro Gly Gly Asn
20 25 30

Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser
35 40 45

Pr¢o Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr
50 55

<210> 35
<211>11
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 35

Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr
1 5 10

<210> 36
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 36

Ala Thr Thr Thr Gly Ser
1 5

<210> 37
<211> 21
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 37
Glu Pro Ser Gly Pro Ile Ser Thr Ile Asn Ser Pro Prc Ser Lys Glu
1 5 10 15
Ser His Lys Ser Pro
20
<210> 38
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 38

Gly Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
1 5 10 15

<210> 39
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 39

Gly Gly Gly Gly Ile Ala Pro Ser Met Val Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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<210> 40
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 40

Gly Gly Gly Gly Lys Val Glu Gly Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 41
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 41

Gly Gly Gly Gly Ser Met Lys Ser His Asp Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 42
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 42

Gly Gly Gly Gly Asn Leu Ile Thr Ile Val Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 43
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 43

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

<210> 44
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 44

Gly Gly Glu Lys Ser Ile Pro Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 45
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<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 45

Arg Pro Leu Ser Tyr Arg Pro Pro Phe Pro Phe Gly Phe Pro Ser Val
1 5 10 15

Arg Pro

<210> 46
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 46

Tyr Pro Arg Ser Ile Tyr Ile Arg Arg Arg His Pro Ser Pro Ser Leu
1 5 10 15

Thr Thr

<210> 47
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 47
Thr Pro Ser His Leu Ser His Ile Leu Pro Ser Phe Gly Leu Pro Thr
1 5 10 15

Phe Asn

<210> 48
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 48

Arg Pro Val Ser Pro Phe Thr Phe Pro Arg Leu Ser Asn Ser Trp Leu
1 5 10 15

Pro Ala

<210> 49

<211> 18

<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Enlazador

<400> 49
Ser Pro Ala Ala His Phe Pro Arg Ser Ile Pro Arg Pro Gly Pro Ile

1 5 10 15

Arg Thr

<210> 50
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 50
Ala Pro Gly Pro Ser Ala Pro Ser His Arg Ser Leu Pro Ser Arg Ala

1 5 10 15

Phe Gly

<210> 51
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 51
Pro Arg Asn Ser Ile His Phe lLeu His Pro Leu Leu Val Ala Pro Leu

1 5 10 15

Gly Ala
<210> 52
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 52

Met Pro Ser Leu Ser Gly Val Leu Gln Val Arg Tyr Leu Ser Pro Pro
1 5 10 15

Asp Leu

<210> 53

<211>18

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 53
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Ser Pro Gln Tyr Pro Ser Pro Leu Thr Leu Thr Leu Pro Pro His Pro
1 5 10 15

Ser Leu

<210> 54
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 54

Asn Pro Ser Leu Asn Pro Pro Ser Tyr Leu His Arg Ala Pro Ser Arg
1 5 10 15

Ile Ser

<210> 55
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 55

Leu Pro Trp Arg Thr Ser Leu Leu Pro Ser Leu Pro Leu Arg Arg Arg
1 5 10 15

Pro

<210> 56
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 56

Pro Pro Leu Phe Ala Lys Gly Pro Val Gly Leu Leu Ser Arg Ser Phe
1 5 10 15

Pro Pro

<210> 57

<211>18

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 57
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Val Prc Pro Ala Pro Val Val Ser Leu Arg Ser Ala His Ala Arg Pro
1 5 10 15

Pro Tyr

<210> 58
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 58

Leu Arg Pro Thr Pro Pro Arg Val Arg Ser Tyr Thr Cys Cys Pro Thr
1 5 10 15

Pro

<210> 59
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 59
Pro Asn Val Ala His Val Leu Pro Leu Leu Thr Val Prc Trp Asp Asn

1 5 10 15

Leu Arg

<210> 60
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 60

Cys Asn Pro Leu Leu Prco Leu Cys Ala Arg Ser Pro Ala Val Arg Thr
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 61

Gly Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala
1 5 10
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<210> 62
<211>4
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 62

Pro Pro Pro Pro
1

<210> 63
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 63

Asp Lys Thr His Thr Cys Ala Ala
1 5

<210> 64
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 64

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10

<210> 65
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 65

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Thr Cys Pro Pro Cys

1 5 10

Pro Ala

<210> 66
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 66
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Thr Cys Pro Pro Cys
1 5 10 15

Pro Ala Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
20 25

<210> 67
<211> 30
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 67

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Gly Lys Pro Thr Leu
1 5 10 15

Tyr Asn Ser Leu Val Met Ser Asp Thr Ala Gly Thr Cys Tyr
20 25 30

<210> 68
<211> 31
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 68

Agp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Gly Lys Pro Thr His
1 5 10 15

Val Asn Val Ser Val Val Met Ala Glu Val Asp Gly Thr Cys Tyr

20 25 30

<210> 69
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 69

Asp Lys Thr His Thr Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 15

<210> 70
<211> 26
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 70
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp
1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Ala
20 25

<210> 71

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 71

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Ser Cys Pro Ala
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo de unién a albumina sérica o fragmento del mismo que comprende un dominio variable de
cadena pesada que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la
secuencia dada en SEQ ID NO: 3.

2. Un anticuerpo de unién a albumina sérica o fragmento del mismo que comprende un dominio variable de
cadena pesada que tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena ligera que tiene la
secuencia dada SEQ ID NO: 4.

3. Un anticuerpo o fragmento de unién a albumina sérica de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion
2, donde el anticuerpo o fragmento se selecciona del grupo que consiste en un Fab, Fab modificado, Fab’, F(ab’)2,
Fv, anticuerpo de dominio variable Unico, scFv, anticuerpo bi, tri o tetravalente, Bis-scFv, diacuerpo, triacuerpo,
tricuerpo, DVD-Ig y BIiTE.

4, Una proteina de fusion de anticuerpo biespecifica que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el N-terminal, un primer dominio variable de
cadena pesada (VH1), un dominio CH1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (VH2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia desde el N-terminal, un primer dominio variable de cadena
ligera (VL1), un dominio CL

y un segundo dominio variable de cadena ligera (VL2),

en donde dichas cadenas pesada y ligera estan alineadas de manera que VH1 y VL1 forman un primer sitio
de unidn a antigeno y VH2 y VL2 forman un segundo sitio de unién a antigeno,

donde el antigeno unido por el segundo sitio de unién a antigeno es albumina de suero humano y en donde
el segundo dominio variable de la cadena pesada (VH2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 1 y el
segundo dominio variable de cadena ligera (VL2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 3,y

el segundo dominio variable de cadena pesada (VH2) y el segundo dominio variable de la cadena ligera
(VL2) estan opcionalmente unidos por un enlace disulfuro.

5. Una proteina de fusién de anticuerpo biespecifica que comprende:

una cadena pesada que comprende, en secuencia desde el N-terminal, un primer dominio variable de
cadena pesada (VH1), un dominio CH1 y un segundo dominio variable de cadena pesada (VH2),

una cadena ligera que comprende, en secuencia desde el N-terminal, un primer dominio variable de cadena
ligera (VL1), un dominio CL y un segundo dominio variable de cadena ligera (VL2),

donde dichas cadenas pesada y ligera estan alineadas de manera que VH1 y VL1 forman un primer sitio de
unién a antigeno y VH2 y VL2 forman un segundo sitio de union al antigeno,

donde el antigeno unido por el segundo sitio de unién a antigeno es albdimina de suero humano,

donde el segundo dominio variable de cadena pesada (VH2) tiene la secuencia dada en SEQ ID N°: 2 y el
segundo dominio variable de cadena ligera (VL2) tiene la secuencia dada en SEQ ID NO: 4 y

el segundo dominio variable de cadena pesada (VH2) y el segundo dominio de cadena ligera (VL2) estan
opcionalmente unidos mediante un puente disulfuro.

6. Un polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmento como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.

7. Un vector que comprende un polinucleétido como se define en la reivindicacion 6.

8. Una célula huésped que comprende un polinucleétido de la reivindicaciéon 6 o un vector de acuerdo con la
reivindicacion 7.

9. Un proceso de produccion de un anticuerpo o fragmento definido en una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 5 que comprende expresarlo a partir de una célula huésped como se define en la reivindicacion 8.

10. Una formulacion farmacéutica que comprende un anticuerpo o fragmento como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5.

11. Uso de un anticuerpo o fragmento como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la
fabricacion de un medicamento.
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12. Un anticuerpo o fragmento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso en el
tratamiento.
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Figura 1B
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Primera Region variable de cadena ligera VL1
Primera Region Variable de cadena pesada VHI
Regiones Constante cKappaD v CHI1
Segunda Region Variable de cadena ligera VL2
Segunda Region variable de cadena pesada VH?

Union disulfuro
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Figura 2

(@)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(9

(h)

Dominio variable de cadena pesada de anticuerpo anti-albumina (no ds) (SEQ ID NO:1)

EVvOLLESGGGLVOPGGELELSCAVSGI DL AINWVRDAPGEGLEWIGI IWASGTTEYATWAKGRETI
SRONSKNTVY LOMNSLEAEDTAVYYCARTVEGY STAFYFDLWGOGTLVTVSS

Dominio variable de cadena pesada de anticuerpo anti-albumina (ds) (SEQ ID NO:2)

EVOLLESGGGLVO PG LELSCAVSGIDLAN Y A INWVROAPGECLERIGI IRASGTTEYATWAKGRETT
SRONSENTVY LOMN S LEAEDTAVY YCARTVEPGY STAPYFPDLWGOGTLYVTVSS

Dominio variable de cadena ligera de anticuerpo anti-albumina (no ds) (SEQ ID NO:3)

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCOSSESVHSNELSWY Q0K PGKAPKLLIYEASKLTSGVESRFIGIGSG
TOFTLTISSLQPEDFATYYCGGGEY SSISDTTRGGGTEVEIRRT

Dominio variable de cadena ligera de anticuerpo anti-albumina (ds) (SEQ ID NO:4)

DIOMTOSPEEVEASVGDRVT ITCOSSPSVHW SN LSWYQOKPGEAPKLLIYEASKLTSGVEPSRFSGEGEG
TDFTLTISSLOPEDFATYYCGGGY SSISDTTRGCGTEVEIKRT

Enlazador 1 (SEQ ID NO: 5)
SGEGGEGEGEGETGEEGES

Enlazador 2 (SEQ ID NO: 6)
GEGEGEGEGEEEGEGEES

A26 Fab Pesada-(G4S, G4T, G4S)-645dsFv(gH5) (SEQ ID NO: 7)

EVOLVE GGG LV PGS LREL S AL SGR TR TH Y GIHW IRAPGEGLEWVAS ISPSGLGLTYYRDSVEGRET
ISRDDAENSPY LOMNSLERAEDTAVYYCATGGEGIFDYWGOGTLVIVSSASTEGPSVFPLAPSSKSTSGGE
TAALGCLYVEDY FPEPVTYVSWNSGALTSGVHT FPAVLOSSGLY SLESVVTVESSSLGTOTY ICNVNHERS
HNTEYVDKEVEPKSCSGEGGEGGGGTGGEGSEVOLLESGGELVOPGGSLRLSCAVSGIDLSN Y AINWVEROA
PCKCLEWIGI IWASGTTFYATWAKGRFT I SRDNSKNTVY LOMNS LRAEDTAVY YCARTVEPGY STAPYFD
LWGOETLVTIVSES

A26 Fab Ligera-(3xG4S)-645dsFv(gL4) (SEQ ID NO: 8)

DIOMTOSPSSLEASVGDREVT ITCRAT S TYNALAWY QO PGERAPKELLIYNANTLHTGVESRFSASGSGT
DETLTI S PEDFATY Y Y Y DY PLT GG TEVE IKRTVARFSVEIFFFSDEQLESGTASVVCLLNN
FYPREARVOWEVDNALQSGHSOESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSFADYERHEVYACEVTHOGLSSEVTE
SFHRGECGGGEEGGGGEGEEEGEDIOMTOSPESVEASVEDEVT ITCOSSESVRSNELIWY QOKEPGHAPEL
LI¥YEASKELT SGVP SR SGEGEGTDF LT ISSLO PEDFATY Y CGEEYSSISDTTPGCGTEVEIERT

51



ES 2 649 098 T3

Figura 3
Dominio variable de cadena pesada 645gH1 (SEQ ID NO: 9)

EVQiLESGGGﬁ?ﬂPGGSLRLSCHVSGIDLSNYHI&WVRQAFGKCLEWIGIIWAEGTTFYHTWAKGRFTI
SEDSTTVYLOMNSLEAEDTAVY YCARTVEGY STAPYFDLWGRGTLVIVSS

Dominio variable de cadena ligera 645gL1 (SEQ ID NO: 10)

DIVHMTOSPS5VEASYVGDRV T ITCOSSESVHSHE LSW Y QK PGEAFKLLIYEASKLTSGWVESREFEGSG3G
TLFTLTISSLO)PEDFATYYCGGGYSSISDTTRGCGTEVEIR

A26 Fab Pesada-(3xG4S)-645dsFv(gH1) (SEQ ID NO: 11)

EVQL?ESGGGL?QPGGSLRLSCEASGFTFTNYGIHWIRQhPGKGLEW?ASISPSGGLTYYRDSVKGRFT
ISELDARNSPYLOMNSLEARDTAVY Y CATGGEGIFDYRGRGTLVTVISASTEGPSVEFPLAPSIESTSGG
TAALGCLVEDYFPERVTVSHNSGALT SGVHTFRAVLOSSGLY SLESVYVTVESSSLETOTY ICHVHHEPRPS
NTEVDEEVEPESCSGEEGSGEGEGSGEGESEVOLLESGGGLYVOPGGSLRLESCAVSGIDLENY ATNWVROA

POKCLEWIGI IWASGTTFYATWAKGRFTISRDSTTVY LOMNSLEAEDTAVY YCARTVEGY STAPYFDLW
GOGTLVTVSS

A26 Fab Ligera-(3xG4S)-645dsFv(gL1) (SEQ ID NO: 12)

DIQHTOSPSSL3ASVGDRVT ITCRATOS IYNALAWY OO PGRAPKLLIYNANTLHTGVPSRFSASGEGT
DETLT IS S PED AT Y YOO Y Y DY PLTP GGG TEVE IKRTVAAPSVE IFFPFSDEQLESGTASVVCLLNN
FY PREARNV O WEVDNALSGN S ESVTEQDSKEDSTY SLSSTLTLSKADY EKHEVY ACEVTHOGLESPVTE
SFHRGECSGEEEEGEEEEGEEESDIVMTOSESSVSASVGDEVTITCOSSESVHSNELESWYQDEPGEAPE
LLIYEASKLTSGVPSEFEGSGSGTDETLT ISSLOPEDFPATY YCGGEYSSISDTTFGCGTEVEIE
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Figura 4
645 gH5gL4 (SEQ ID NO: 13)

GAGGTTCAGCTGC TGEASTC TGEAGGCGGGC TTGTCCAGCCTGEAGGGAGCCTGCGTCTCTCTTGTGCA
GTARGCGGECATCGACCTGTCCARC TACGCGATTARC TGEETACGTCAGGCACCGGETARAGGTCTGGAR
TGGATCGCCATCATCTGGGCCTCTGETACGACCTTCTACGCTACT TGGGCCARRGGTCGTTTCACCATC
TCCCETGACAACTCTAARRMCARCCETGTACC TGCAGATGARCTCTCTGCGTGCGGARAGRCACTGCGETT
TACTATTGCGCGCETACCGT TCCGGECTATTC TAC TGCACCGTACT TCGACCTGTGGGGTCAGGGTACT
CTGETTACCGTCTOGAGTGEAGETGECGETTC TEECGETGECGETTCCGETGECGETGGATCGEEAGET
GECGETTCTGATATCCAGATGACCCAGAGTCCRAAGCAGTGTTTCCGCCAGCGTAGGCGATCGTGTGALCT
ATTACCTETCAGTCCTC TCCGAGCGTTTGETCCAACTTCOTGAGC TGETACCAGCAGRAARCCGGGETARR
GCCCCGRAAC TGO TGATCTACGAGECGTCTARRCTGACCTCTGGTGTACCGTCCCGTTTCTCTGECTCT
GGCTCTGETACGGACTTCACTCTGACCATCTCCTCTCTGCAGCCGEARGACTT TGCARCGTACTACTGC
GETGETEET TACTCTTCCATCTCTGACACCACGTTCGETGEAGGCACCAARGTTGARRTCARACGTACG
CATCACCATCACCATCACCATCACCATCAC

645 gH5gL4 (SEQ ID NO: 14)

EVILLESGGLLVO PGS LRLSCAVSGIDLEN Y AT MW VREOAFGEGLEWIGI IWASGTTFYATWAKGRETI
SRDOHSENTVY LOMN 2 LEAEDTAVY YCARTVEGY 3TAPYFDLWGOGT LVTVESGGGEGEGGGEEGGGEGESGGE
GESDIOMTOSPSSVEASVGDRVTITCOS SPSVWINFLSWY QO PGRAPELLIYEASKLTSGVEPSRFSGS
GSGTDFTLTISELOPEDFATYYCGEEY SEISDTTRGGGTEVEIKRTHHHHHHHHHH

645 gH5gL4ds (SEQ ID NO: 15)

GAGGTTCAGCTGC TGGAGTCTGRAGGCGGGC I TGTCCAGCCTGGAGGGAGCCTGCGTCTCTCTTGTGCA
GTAAGCGECATCGACCTGTCCARC TACGCGAT TAAC TGEETACGTCAGGCACCGGETARATGCC TGEAR
TEEATCGGECATCATCTEEGECCTCTGETACGACCTTC TACGC TACT TGGECCAARGGTOGTTTCACCATC
TCCCETGACARCTCTAARAACACCGTGTACC TGCAGATGRACTCTC TGCGTGCGGARGACACTGLGETT
TACTATTGCGCGCGTACCET TCCGGGC TATTC TACTGCACCGTACT TCGACCTGTGEGETCAGGETACT
CIGGTTACCGTCTCGAGTGGAGGTGGCGETTCTGGCGGTIGECGET TCCGGTGGLGGTGEATCGGGAGGT
GECGETTCTGATATCCAGATGACCCAGAGTCCARGCAGTGTTTCCGECAGCGTAGGCGATCGTGTGACT
ATTACCTGTCAGTCCTCTCCGAGCGTT TGGTCCAACTTCCTGAGC TGGTACCAGCAGAARCCGEGTAAR
GCCCCGARRCTGC TEGATC TACGAGGCGTC TARARCTGACCTCTGETGTACCGTCCCGT TTCTCTGGCTCT
GGUTCTGGTACGGACTTCAC TCTGACCATCTCCTCTCTGCAGCCGEARGACTTTGCARCGTACTACTGE
GETGETGETTACTCTTCCATCTCTGRACACCACGTTCGGT TGTGECACCAARGT TGARATCARKCGTACS
CATCACCATCACCATCACCATCARCCATCAC

645 gH5gL4ds (SEQ ID NO: 16)

EVOLLESGEELYVOPGGSLELSCAVEGIDLEN Y ATHWVROAPGECLEWIGI IWASSTTFYATWAKGRETI
SRDNSENTVY LOMNS LRAEDTAVY YCARTVPGY STAPYFDLWGOGTLVTVISGEGGIGGEGEGGEG5G6
GEEDIOMTOSPSSVEASVGDEVT ITCOSSESVWSHELIW Y QOOEPGEAPELLIYEASKLTIGVESRFIGSE
GSGTDFTLTISSLOPEDFATY YCGEGY SSISDTTRGOGTEVE IKRTHHHEHHHEHA

Figura 5

ENLAZADOR (SEQ ID NO: 17)
GGGGSGGEGEGEGEEGEEES
ENLAZADOR (SEQ ID NO: 18)

SGGEGESEGEEHEGEEES

cKappa (SEQ ID NO: 19)

VAAPQ?FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN&LQSGHSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLEKADYERKHEVYACEVTHOGLSSPVTESEFNRGEC

CH1 (SEQ ID NO: 20)

ASTEGPSVFPLAPSSESTSGGTAALGCLVEDYFPEFVTVSWN SGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESVV
TYPSSSLETOTY ICHVHNHEESNTEVDEEVEEPESC
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Figura 6

Union especifica de A26Fab-Fv en HSA 5%
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Figura7
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Expresion transitoria de A26-645gH5gL4 FabA-dsscFv en linea celular HEK293

Titulo de anticuerpo (ug/ml)

Titulos de anticuerpo FabA dsscFv de expresion transitoria en células
HEK 293

® FabA-dsFv

= FabA-dsscFv (CL-dsscFv)

2 FabA-dsscFv (CH1-dsscFy)
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Figura 8

SDS-PAGE de FabA-dsscFv purificada (HECK293)

3
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M Marcador Estandar

1 FabA-dsFv

FabA-dsscFv

2 FabA-dsscPy (CL-dsscFv)
3 FabA-dsscFv {CH1-dsscFy)

Mr Esperada kDa

FabA-dsFv
CL-vL
CH1-vH
FabA-dsscFv (CL-dsscFv)
ClL-dssFy
HC
FabA-dsscFv (CH1-dsscFv)
CHI-dsscFv
LC

36.3
37.3

50.5
23.1

50.2
25.6



Figura 9

Afinidad a Union de HSA y Antigeno A (HEK293)
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Analito Concentracion Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (M) KD
(nM)
usada
FabA-dsscFv Titulacion 50 nM, 25nM, 1.83E+05 2.40E-04 1.31E-09 1.31
(CL-dsscFv) 12.5nM, 6.25Nm
HSA
Concentracion 50 nM 1.65E+05 2.11E-04 1.28E-09 1.28
Unica
FabA-dsscFv Titulacion 50 nM, 25nM, 1.72E+05 2.22E-04 1.29E-09 1.29
(CH1-dsscFv) 12.5nM, 6.25Nm
HSA
Concentracion 50 nM 1.60E+05 1.99E-04 1.25E-09 1.25
Unica
Titulacion 50 nM, 25nM, 7.51E+04 1.51E-04 2.01E-09 2.01
12.5nM, 6.25nM
FabA-dsFv HSA
Concentracion 50 nM 6.06E+04 1.19E-09 1.96E-09 1.96
Unica
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FIGURA 10
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KD
. . (pM)
Analito Concentracion | Ka (1/Ms) | Kd (1/s) KD (M)
FabA-dsscFv Concentracién 25Nm 1.66E+05 | 2.34E-05 | 1.41E-10 141
(CH1-dsscFv) Unica
Antigeno A
FabA-dsscFv | Antigeno A | Concentracion 25Nm 1.78E+05 | 1.82E-05 | 1.02E-10 102
(CL-dsscFv) unica
FabA-dsFv Antigeno A | Concentracion 25Nm 1.70E+05 | 1.53E-05 | 9.00E-11 90
unica
Figura 11

FabA-dsscFv (CHO)

Expresion transitoria en 14 dias de FabA-dsscFv en linea celular CHO
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Figura 12

kba 1 2 3 M
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1 FabA-dsscFv [CL-dsscFv)

10 2 FabA-dsscFv (CH1-dsscFv)
3 FabA-dsFv
7 R - .
— Mr Esperada kDa
SBS-| - HO) FabA-dsscFv (CL-dsscFv)
BE - — CL-dssFv 50.5
4 HC 23.1
- FabA-dsscFv (CH1-dsscFv)
3 CHI-dsscFv 50.2
o LC 25.6
FabA-dsFv
i CL-vL 36.3
4 CH1-vH 37.3
1
7 Non- & Reduce
Figura 13
Termoestabilidad de FabA-dsscFv (CHO)
Tm Tm 1 Tm 2 Tm 2 Tm 3 Tm 3 Desv.
1 Desv. Est. Desv. Est. Est.
FabA-dsscFv (CL- 83.8 0.2 73.6 0.5 52.4 0.7
dsscFv)
FabA-dsscFv (CH1- 84.6 0.3 75.5 0.5 57.8 0.6
dsscFv)
FabA-dsFv 84 0.2 73.9 0.3 ND ND
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