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DESCRIPCION
Métodos para seleccionar polipéptidos resistentes a proteasa
Antecedentes de la invencion

Los polipéptidos y péptidos se han convertido en agentes cada vez mas importantes en una variedad de
aplicaciones, incluyendo aplicaciones industriales y uso como agentes medicinales, terapéuticos y de diagndstico.
Sin embargo, muchos péptidos, polipéptidos y proteinas terapéuticos son particularmente susceptibles a
degradacién in vivo por proteasas naturales. Mas aun, en ciertos estados fisioldgicos, tales como estados
inflamatorios (p.ej. EPOC) y cancer, la cantidad de proteasas presentes en un tejido, 6rgano o animal (p.ej. en el
pulmon, en o adyacente a un tumor) puede incrementar. Este incremento en proteasas puede dar como resultado
degradacioén acelerada e inactivacion de proteinas enddgenas y de péptidos, polipéptidos y proteinas terapéuticos
que se administran para tratar enfermedad. Por consiguiente, algunos agentes que tienen potencial para uso in vivo
(p-€j. uso en el tratamiento, diagnodstico o prevencion de enfermedad en mamiferos tales como seres humanos) sélo
tienen eficacia limitada debido a que son rapidamente degradados e inactivados por proteasas.

Los polipéptidos resistentes a proteasa proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, los polipéptidos resistentes a
proteasa permanecen activos in vivo mas tiempo que los agentes sensibles a proteasa y, por consiguiente, siguen
siendo funcionales durante un periodo que es suficiente para producir efectos bioldgicos. Existe la necesidad de
métodos mejorados para seleccionar polipéptidos que sean resistentes a degradacion por proteasa y también que
tengan actividad biolégica deseable.

El péptido similar a glucagén (GLP)-1 es una hormona incretina con potentes acciones insulinotropica y
glucagonostatica dependientes de glucosa, efectos tréficos sobre las células B pancreaticas, y efectos inhibidores
sobre secrecion y motilidad gastrointestinal, que se combinan para reducir los niveles de glucosa en el plasma y
reducir el nimero de excursiones glucémicas. GLP-1 es un agonista del receptor de GLP-1. Ademas, mediante su
capacidad para incrementar saciedad, GLP-1 reduce la ingesta de alimentos, limitando asi la ganancia de peso, e
incluso puede causar pérdida de peso. Tomadas juntas, estas acciones dan a GLP-1 un perfil unico, considerado
altamente deseable para un agente antidiabético, particularmente debido que la dependencia de la glucosa de sus
efectos antihiperglucémicos va a reducir al minimo cualquier riesgo de hipoglucemia severa. Sin embargo, su perfil
farmacocinético/farmacodinamico es tal que GLP-1 nativo no es terapéuticamente util. Asi, aunque GLP-1 es muy
eficaz cuando se administra continuamente, las inyecciones subcutaneas esporadicas tienen efectos de corta
duracién. GLP-1 es altamente susceptible a degradacion enzimatica in vivo, y la digestion por dipeptidil peptidasa IV
(DPP-1V) es probablemente la mas relevante, ya que ocurre rapidamente y genera un metabolito no insulinotrépico.
Por tanto, las estrategias para aprovechar el potencial terapéutico de GLP-1, con base en un entendimiento de
factores que influyen en su estabilidad metabdlica y perfil farmacocinético/farmacodinamico, ha sido foco de
investigacion intensa.

Se ha hecho trabajo exhaustivo para intentar inhibir la peptidasa o para modificar GLP-1 de tal manera que su
degradacion se desacelere mientras aun mantenga la actividad biolégica. El documento WO05/027978 describe
derivados de GLP-1 que tienen un perfil de accién protractado . El documento WO 02/46227 describe proteinas de
fusion heterélogas que comprenden un polipéptido (por ejemplo, albumina) fusionado a GLP-1 o analogos. Los
documentos WO005/003296, WO03/060071, WO03/059934 describen proteinas de fusién en el extremo amino
terminal, en donde GLP-1 ha sido fusionado con albimina para intentar incrementar la semi-vida de la hormona.

Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, no se ha producido un GLP-1 activo de larga duracion.
Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona un dominio variable unico de inmunoglobulina aislado que tiene la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 22. En una realizacién, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es
para uso en medicina.

Se proporciona una molécula de acido nucleico aislada o recombinante que codifica un dominio variable Unico de
inmunoglobulina de la presente invencién. En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada o recombinante
comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 23.

También se proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico aislada o recombinante de la
presente invencion; una célula anfitriona que comprende una molécula de acido nucleico aislada o recombinante, o
un vector de la presente invencion. En una realizacion, la célula anfitriona es una especie de Pichia.

La descripcion se refiere a métodos para seleccionar péptidos o polipéptidos resistentes a proteasas y métodos para
seleccionar péptidos o polipéptidos que se unen a un ligando diana con alta afinidad. La descripcion se refiere
ademas a un método de produccion de un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasas.

En un aspecto, la descripcion es un método para seleccionar un péptido o polipéptido resistente a proteasas. El
método comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos, incubar el repertorio y una proteasa en
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condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteasa, y recuperar un péptido o polipéptido que tiene
una actividad biolégica deseada, por lo que se selecciona un péptido o polipéptido resistente a proteasa.

En una realizacion, el repertorio de péptidos o polipéptidos se expresa en un sistema de presentacion y la proteasa
es una proteasa que se expresa en el sistema de presentacion o anfitrion de expresién. Por ejemplo, en una
realizacion, el repertorio de péptidos o polipéptidos se expresa en células bacterianas y la proteasa es una proteasa
enddgena a una bacteria. Adecuadamente, las condiciones para expresion de repertorios aumentan al maximo la
expresion y actividad de la proteasa enddgena, tal como una proteasa bacteriana. La expresion y la actividad de la
proteasa aumenta al maximo, por ejemplo, al incrementar el tiempo y/o la temperatura para la expresion de las
proteinas del repertorio en bacterias. Por ejemplo, el tiempo de incubacion puede ser de 1 hora a una noche (p.ej. de
12 hasta 24 horas) o mas (p.€j. de 24 hasta 48 horas, o mas). En una realizacion, la temperatura puede ser de 30 a
37 grados C o mas. Ademas, la expresion de la proteasa puede ser incrementada usando diferentes cepas
bacterianas y/o modificando los ingredientes del medio. La densidad del cultivo de bacterias también se puede
variar. En otra realizacion, el sistema de presentacién puede ser modificado p.ej. por modificacion genética para
incrementar la expresion de proteasa.

En una realizacion, el repertorio se proporciona como un sistema de presentacion sobre bacteriéfagos en donde el
repertorio de bacteridfagos se expresa y/o amplifica en células bacterianas de E. Coli, tal como células TBI de E.
Coli, células TCl o células de la cepa HB2151 de E. Coli. Por consiguiente, en esta realizacion, la proteasa
bacteriana es una proteasa expresada enddégenamente en células de E. coli. En una realizacion, la proteasa
bacteriana puede ser una proteasa que se expresa en el periplasma bacteriano. En una realizacion, la expresion de
la proteasa puede suceder durante la produccion de fagos, la secrecion o en el sobrenadante bacteriano.

Asi, en una realizacién, se describe un método que comprende las etapas de de tomar una coleccion de
bacteriofagos; expresar dicha coleccion en bacterias en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad
proteolitica bacteriana; incubar dicha colecciéon expresada con un ligando diana por lo que se selecciona un péptido
de union a diana resistente a proteasa. Opcionalmente, dicha incubacion con un ligando diana incluye la presencia
de una proteasa adicional.

En otra realizacion, el sistema de presentacion es un sistema de presentacion sobre levadura tal como Pichia y la
proteasa es una proteasa endogena que se expresa en células de levadura.

En una realizacion, el método de acuerdo con la descripciéon comprende ademas combinar el repertorio y una
proteasa adicional en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica adicional, y recuperar
un péptido o polipéptido que tiene una actividad bioldégica deseada, por lo que se selecciona un péptido o polipéptido
resistente a proteasas. En una realizacion, la proteasa se combina con el repertorio en solucion (es decir, la
proteasa no se inmoviliza sobre un soporte). Adecuadamente la proteasa adicional se encuentra en uno o mas de
suero, esputo, moco (p.ej. moco gastrico, moco nasal, moco bronquial), lavado broncoalveolar, homogeneizado de
pulmén, extracto de pulmon, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva o lagrimas.

En otro aspecto, se describe un método para seleccionar un péptido o polipéptido resistente a proteasa. El método
comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos, incubar el repertorio y una primera proteasa en
condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica y que comprende ademas combinar el
repertorio con una segunda proteasa en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteoliticay
recuperar un péptido o polipéptido que tiene una actividad bioldgica deseada, por lo que se selecciona un péptido o
polipéptido resistente a proteasa. En una realizacion de este aspecto, la primera proteasa es una proteasa endégena
al sistema de presentacion del repertorio y la segunda proteasa se selecciona de una proteasa encontrada en suero,
esputo, moco (p.ej. moco gastrico, moco nasal, moco bronquial), lavado broncoalveolar, homogenado de pulmon,
extracto de pulmén, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva o lagrimas. Se apreciara, sin embargo, que la
"primera" y "segunda" etapas de proteasa se pueden llevar a cabo en cualquier orden. Ademas, se apreciara que
multiples repeticiones de cualesquiera de esas etapas pueden estar abarcadas dentro del método de la invencion.

En una realizacion de cualquier aspecto de la descripcion, dichas condiciones para la adicional o segunda actividad
proteasa son (i) aproximadamente 10 ug/ml a aproximadamente 3 mg/ml de proteasa, (ii) aproximadamente 20°C a
aproximadamente 40°C vy (iii) al menos durante aproximadamente 30 minutos. En una realizacién, estas condiciones
astringentes permiten la seleccion de péptidos o polipéptidos con alta afinidad y/o Tm mejorada. En tal caso, los
péptidos y polipéptidos pueden presentar alta afinidad en forma monomeérica.

En una realizacion, en los métodos de la descripcion de acuerdo con cualquier aspecto, para dichas condiciones
adecuadas para que se manifieste la actividad proteoliticase usa de aproximadamente 10 a aproximadamente 100
pg/ml proteasa. Para dichas condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteoliticase puede usar
una temperatura de aproximadamente 30 a aproximadamente 37°C (p.ej. aproximadamente 37°C o
aproximadamente temperatura ambiente). En una realizacion, el repertorio y la proteasa se pueden combinar al
menos durante aproximadamente una hora (p.ej. aproximadamente 1 hora, aproximadamente dos horas, durante la
noche p.ej. 18 a 24 horas). En los métodos de la descripcion, el repertorio y la proteasa en una realizacion se
incuban durante un periodo de al menos aproximadamente 30 minutos. En una realizacién, la proteasa se usa a
aproximadamente 100 pg/ml, y el repertorio y proteasa combinados se incuban a aproximadamente 37°C al menos
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durante aproximadamente hora.

En una realizacion de cualquier aspecto de la descripcion, la relacion (sobre una base de mol/mol) de proteasa, p.ej.
tripsina, a polipéptido o dominio variable es 8.000 a 80.000 proteasa:dominio variable. En una realizacion, la relacién
(sobre una base de peso/peso, p.ej. microgramo/microgramo) de proteasa (p.gj. tripsina) a polipéptido o dominio
variable es 16.000 a 160.000 proteasa:dominio variable. En una realizacién, la proteasa se usa a una concentracion
de al menos 100 6 1000 microgramos/ml de proteasa.

Cualquier proteasa deseada se puede usar en un método de acuerdo con cualquier aspecto de la descripcion, tal
como uno o mas de los siguientes, serina proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasas, tiol proteasas,
metaloproteasa de matriz, carboxipeptidasa (p.ej. carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina,
pepsina, papaina, elastasa, leucozima, pancreatina, trombina, plasmina, catepsinas (p.ej. catepsina G), proteinasa
(p.€j. proteinasa 1, proteinasa 2, proteinasa 3), termolisina, quimosina, enteropeptidasa, caspasa (p.ej. caspasa 1,
caspasa 2, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina,
bromelina, separasa y dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV). En realizaciones particulares, la proteasa es ftripsina,
elastasa o leucozima. La proteasa también puede ser proporcionada por un extracto biolégico, homogeneizado
biolégico o preparacion bioldgica, p.ej. células enteras in vitro. Si se desea, el método comprende ademas afadir un
inhibidor de proteasa a la combinacion del repertorio y la proteasa después de que se complete la incubacion.

En una realizacion de cualquiera de los métodos de la descripcion, la(s) proteasa(s) esta(n) en solucién cuando se
combina(n) con el repertorio.

En una realizacion de cualquier aspecto de la descripcion, la actividad biolégica deseada es actividad de union, p.gj.
a un ligando, p.ej. un ligando diana o un ligando genérico.

En algunas realizaciones, un péptido o polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada es recuperado en
funciéon de una actividad de unién. Por ejemplo, el péptido o polipéptido puede ser recuperado en funciéon de su
union a un ligando genérico, tal como proteina A, proteina G o proteina L. La actividad de unién también puede ser
union especifica a un ligando diana. Ligandos diana ilustrativos incluyen ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1,
CEA, CDA40, Ligando de CD40, CD56, CD38, CD138, EGF, receptor de EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2,
Exodus-2, FAPa, FGF-acido, FGF-basico, factor de crecimiento de fibroblastos-10, ligando de FLT3, Fractalkine
(CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-1, albimina de suero humana, insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-II, IL- la, IL-1 3,
receptor de IL-1, receptor de IL-1 tipo 1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 a.a.), IL-8 (77 a.a.), IL-9, IL-10, IL-11
, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina a, Inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de queratinocitos-2
(KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, sustancia inhibidora Mulleriana, factor inhibidor de colonias de monocitos,
proteina atrayente de monocitos, M-CSF, MDC (67 a.a.), MDC (69 a.a.), MCP-1 (MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4,
MDC (67 a.a.), MDC (69 a.a.), MIG, MIP-1a, MIP-183, MIP-3a, MIP-3[3, MIP-4, factor inhibidor de progenitor mieloide-
1 (MPIF-1), NAP-2, Neurturin, factor de crecimiento de nervio, B-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatin M, PDGF-AA, PDGF-
AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDF1 a, SDF1 8, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TGF-B,
TGF-B2, TGF-B3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-(3, receptor de TNF |, receptor de TNF Il, TNIL-1,
TPO, VEGF, VEGF A, VEGF B, VEGF C, VEGF D, receptor 1de VEGF, receptor 2de VEGF, receptor 3 de VEGF,
GCP-2, GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCCI, 1-309, HER 1, HER 2, HER 3, HER 4, albumina de suero, VWF,
proteinas amiloides (p.ej. amiloide alfa), MMP12, PDK1, IgE, IL-13Ra1, IL-13Ra2, IL-15, IL-15R, IL-16, IL-17R, IL-17,
IL-18, IL-18R, IL-23 IL-23R, IL-25, CD2, CD4, CD11a, CD23, CD25, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40L, CD56,
CD138, ALK5, EGFR, FcER1, TGFb, CCL2, CCL18, CEA, CR8, CTGF, CXCL12 (SDF-1), quimasa, FGF, Furin,
Endotelina-1, Eotaxinas (p.ej. Eotaxina, Eotaxina-2, Eotaxina-3), GM-CSF, ICAM-1, ICOS, IgE, IFNa, 1-309,
integrinas, L-selectina, MIF, MIP4, MDC, MCP-1, MMPs, elastasa de neutrofilos, osteopontin, OX-40, PARC, PD-1,
RANTES, SCF, SDF-1, siglec8, TARC, TGFb, Trombin1, Tim-1, TNF, TRANCE, Triptasa, VEGF, VLA-4, VCAM,
a4f7, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCRY7, CCRS, alfabeta6, alfabeta8, cMET, CD8, vVWF, proteinas amiloides (p.e;j.
amiloide alfa), MMP12, PDK1, y IgE. En otra realizacion, el ligando diana es receptor de GLP-1, o porciones del
mismo. Por ejemplo, en el método de acuerdo con cualquier aspecto de la descripcion, el ligando puede ser dominio
extracelular de receptor de GLP-1.

En realizaciones particulares de cualquier aspecto de la descripcion, el péptido o polipéptido es recuperado por
reconocimiento y seleccion.

En una realizacion de cualquiera de los métodos de la descripcion, el repertorio es expuesto a un ligando (ligando
diana; ligando genérico) cuando esta en presencia de la proteasa y uno o mas miembros del repertorio se
seleccionan en funcién de la unién al ligando.

En algunas realizaciones de cualesquiera métodos de la descripcion, el repertorio comprende un sistema de
presentacion. Por ejemplo, el sistema de presentacion puede ser presentacion sobre bacteriéfagos, presentacion
sobre ribosomas, compartimentalizacion y presentacion en emulsion, presentacion sobre levaduras, presentacion
sobre puromicina, presentacion sobre bacterias, presentaciéon sobre plasmidos, o presentacién covalente. Los
sistemas de presentacion preferidos enlazan la funcion codificante de un acido nucleico y caracteristicas funcionales
del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico. En realizaciones particulares, el sistema de presentacion
comprende paquetes genéticos replicables.
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En algunas realizaciones de cualesquiera métodos de la descripcion, el sistema de presentacion comprende
presentacion de bacteriéfagos. Por ejemplo, el bacteriéfago puede ser fd, M13, lambda, MS2 o T7. En realizaciones
particulares, el sistema de presentacion de bacteriéfagos es multivalente. En algunas realizaciones, el péptido o
polipéptido es presentado como una proteina de fusion de plll.

En una realizacién de cualesquiera métodos de la descripcion, el repertorio de péptidos o polipéptidos (p.ej.
dominios variables) es presentado sobre bacteriéfagos, por ejemplo a un tamario de coleccion de fagos de 106 a
103, p.ej. 108 a 10'2 unidades replicativas (viriones infectivos). En una realizacion, el repertorio es presentado sobre
bacteriéfagos cuando se incuba con la segunda o adicional proteasa.

En otras realizaciones de cualquier aspecto de la descripcion, el método comprende ademas amplificar el acido
nucleico que codifica un péptido o polipéptido que tiene una actividad biolégica deseada. En realizaciones
particulares, el acido nucleico es amplificado por amplificacién de fagos, crecimiento celular o reaccién en cadena de
polimerasa.

En una realizaciéon de cualquier aspecto de la descripcion, el repertorio de péptidos o polipéptidos es presentado
sobre bacteri6fagos que son amplificados y expresados en células bacterianas tales como E. Coli. En esta
realizacion, el repertorio de péptidos o polipéptidos son expuestos a proteasa bacteriana cuando son expresados en
células bacterianas.

En algunas realizaciones, el repertorio es un repertorio de dominio variable Unico de inmunoglobulina. En
realizaciones particulares, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena pesada.
En realizaciones muy particulares, el dominio variable de cadena pesada es un dominio variable de cadena pesada
humana. En otras realizaciones, el dominio variable Unico de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena
ligera. En realizaciones particulares, el dominio variable de cadena ligera es un dominio variable de cadena ligera
humano.

En otro aspecto, la descripion es un método para seleccionar un péptido o polipéptido que se une a un ligando diana
con alta afinidad a partir de un repertorio de péptidos o polipéptidos. El método comprende proporcionar un
repertorio de péptidos o polipéptidos, combinar el repertorio y una proteasa en condiciones adecuadas para que se
manifieste la actividad proteolitica, y recuperar un péptido o polipéptido que se une al ligando diana.

En cuanto a los métodos anteriores de la invencion, en donde la actividad biolégica deseada es actividad de union,
el ligando que se une (ligando diana; ligando genérico) no es el mismo que la proteasa(s).

En otro aspecto, la invenciéon es un método de produccion de un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a
proteasa. El método comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos, combinar el repertorio de
péptidos o polipéptidos y una proteasa en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica, y
recuperar una pluralidad de péptidos o polipéptidos que tienen una actividad biolégica deseada, por lo que se
produce un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa.

En algunas realizaciones, una pluralidad de péptidos o polipéptidos que tienen una actividad bioldgica deseada es
recuperada en funcion de una actividad de unién. Por ejemplo, una pluralidad de péptidos o polipéptidos puede ser
recuperada en funcién de la unién a un ligando genérico, tal como proteina A, proteina G o proteina L.

En otro aspecto, la descripcidon es un método para seleccionar un polipéptido resistente a proteasa que comprende
un dominio variable Unico de inmunoglobulina (dAb) que se une a un ligando diana a partir de un repertorio. En una
realizacion, el método comprende proporcionar un sistema de presentacion sobre fagos que comprende un
repertorio de polipéptidos que comprenden un dominio variable Unico de inmunoglobulina, combinar el sistema de
presentacion sobre fagos y una proteasa seleccionada del grupo que consiste en elastasa, leucozima vy tripsina, en
condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica, y recuperar un fago que presenta un
polipéptido que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina que se une al ligando diana.
Adecuadamente, en una realizacion de este aspecto, el método comprende ademas incubar en condiciones para la
expresion de una proteasa enddgena. Una proteasa enddgena es, por ejemplo, una proteasa que es expresada por
el sistema de presentacion.

En algunas realizaciones, la proteasa se usa a 100 ug/ml, y la combinacion del sistema de presentacion sobre fagos
y la proteasa se incuba a aproximadamente 37°C durante la noche.

En algunas realizaciones, el fago que presenta un polipéptido que comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina que se une al ligando diana es recuperado mediante unién a dicha diana. En otras realizaciones, el
fago que presenta un polipéptido que comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina que se une al
ligando diana es recuperado por reconocimiento y seleccion.

La descripcién también se refiere un péptido o polipéptido resistente a proteasa aislado seleccionable o
seleccionado por los métodos descritos aqui. En una realizacion particular, la descripcion se refiere a agonistas de
receptor de GLP-1 tales como péptidos de GLP-1 como se describe aqui. Los péptidos de GLP-1 y derivados de
péptidos de GLP-1 adecuados se exponen en los ejemplos y en la figura 1. Otros péptidos adecuados incluyen
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homologos o derivados de GLP-1 tales como exendina y sus homologos y derivados. Derivados adecuados
adicionales incluyen derivados de GLP-1 resistentes a dipeptidilo peptidasa IV. Un péptido preferido es identificado
por la secuencia de aminoacidos DMS7148 (secuencia 6 en la figura 1). Otro péptido preferido es identificado por la
secuencia de aminoacidos DMS7161 (secuencia 11 en la figura 1). Adecuadamente, estos péptidos de GLP-1 se
fusionan a una secuencia de AlbudAb™. En otra realizacién, la descripcién se refiere a un dominio variable Unico de
inmunoglobulina (p.ej. dominio variable de cadena pesada de anticuerpo humano, dominio variable de cadena ligera
de anticuerpo humano) seleccionable o seleccionado por los métodos descritos aqui aislado resistente a una
proteasa (p.€j. tripsina, elastasa, leucozima).

Ventajosamente, péptidos o polipéptidos de acuerdo con la descripcion pueden presentar propiedades mejoradas en
términos de expresion en anfitriones de bajo coste sin protedlisis durante la expresion, haciéndolos asi mas
adecuados para produccion a escala industrial.

La descripciéon también se refiere a un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un péptido o polipéptido
resistente a proteasa (p.ej. un dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa o leucozima)
seleccionable o seleccionado por los métodos descritos aqui, y a vectores (p.ej. vectores de expresion) y células
anfitrionas que comprenden los acidos nucleicos.

La descripcion también se refiere a un método para hacer un péptido o polipéptido resistente a proteasa (p.ej. un
dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa o leucozima) seleccionable o seleccionado
por los métodos descritos aqui, que comprende mantener una célula anfitriona que contiene un acido nucleico
recombinante que codifica el péptido o polipéptido resistente a proteasa en condiciones adecuadas para expresion,
por lo que se produce un péptido o polipéptido resistente a proteasa.

Por lo tanto, en el contexto de cualquier aspecto de la presente descripcién, la proteasa puede ser una proteasa
enddgena a un sistema de presentacion tal como una proteasa bacteriana o se encuentra en uno o mas de suero,
esputo, moco (p.ej. moco gastrico, moco nasal, moco bronquial), lavado broncoalveolar, homogeneizado de pulmon,
extracto de pulmon, extracto pancreatico, fluido gastrico, saliva o lagrimas. En una realizacion, la proteasa es una
encontrada en los ojos y/o lagrimas. Como se describe aqui, los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa
seleccionados tienen utilidad en terapia, profilaxis y diagnéstico de enfermedades o condiciones en mamiferos, p.eg;.
seres humanos. En particular, los péptidos y polipéptidos tienen utilidad como la base de farmacos que
probablemente van a encontrar proteasas cuando se administren a un paciente, tal como un ser humano.

Por ejemplo, cuando se administran al tracto Gl (p.ej. administrado por via oral, sublingual, rectal), en cuyo caso el
péptido o polipéptido puede ser expuesto a proteasas en uno o mas del tracto Gl superior, tracto Gl inferior, boca,
estomago, intestino delgado e intestino grueso. Una realizacién, por lo tanto, proporciona un péptido o polipéptido
resistente a proteasa que va a ser administrado por via oral, sublingual o rectal al tracto Gl de un paciente para tratar
y/o prevenir una enfermedad o condicién en el paciente.

Por ejemplo, en una realizacion la descripcion se refiere a la administracion oral de un péptido o polipéptido
antagonista de TNF alfa, seleccionado o seleccionable por el método de la descripcion, para el tratamiento y/o
prevencion de una condicion o enfermedad mediada por TNF alfa tal como artritis (p.ej. artritis reumatoide), IBD,
psoriasis o enfermedad de Crohn. En esta realizacion, el antagonista puede ser un dominio variable Unico de
inmunoglobulina (dAb) anti-TNFR1. En otro ejemplo, el péptido o polipéptido es probable que encuentre proteasa
cuando se administre (p.ej. por inhalacién o por via intranasal) a tejido pulmonar (p.gj. el pulmén o vias aéreas). Una
realizaciéon, por lo tanto, proporciona un péptido o polipéptido resistente a proteasa para ser administrado por
inhalacion o por via intranasal a tejido pulmonar de un paciente para tratar y/o prevenir una enfermedad o condicion
en el paciente. Dicha condicion puede ser asma (p.ej. asma alérgica), EPOC, gripe o cualquier otra enfermedad o
condicion pulmonar descrita en el documento W02006038027 (US2006002935).

En otro ejemplo, es probable que el péptido o polipéptido encuentre proteasas en el suero cuando se administre por
via parenteral, por ejemplo a través de inyeccion, p.ej. por via subcutanea. Una realizacion, por lo tanto, proporciona
un péptido o polipéptido resistente a proteasa para ser administrado por inyeccion y para tratar y/o prevenir una
enfermedad o condicién en el paciente. Dicha condicién puede ser diabetes. En una realizacion, la descripcion
proporciona la administracion parenteral de un agonista del receptor del péptido 1 similar a glucagén tal como GLP-1
o sus homologos y derivados, tal como exendina o derivados de la misma, seleccionados o seleccionables por el
método de la descripcion para el tratamiento y/o prevencion de la diabetes o de trastornos relacionados con la
diabetes.

Los péptidos y polipéptidos de acuerdo con la descripcion pueden presentar temperaturas de fusion (Tf) mejoradas o
relativamente altas, proporcionando estabilidad incrementada. La unién a la diana de alta afinidad también puede ser
una caracteristica de los péptidos y polipéptidos. Estas caracteristicas, combinadas con la resistencia a la proteasa,
hacen a los péptidos y polipéptidos adecuados para uso como farmacos en mamiferos, tales como seres humanos,
en donde es probable que haya proteasas, p.ej. para administracion en el tracto Gl, tejido pulmonar o parenteral.

En otro ejemplo, es probable que el péptido o polipéptido (p.ej. dominio variable o antagonista) encuentre proteasa
cuando se administre (p.ej. por inyeccion intraocular o como gotas para los ojos) a un ojo de un paciente. Una
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realizacién, por lo tanto, proporciona la administraciéon ocular del péptido, polipéptido, dominio variable Unico de
inmunoglobulina, agonista o antagonista resistente a proteasa a un paciente (p.ej. a un ser humano) para tratar y/o
prevenir una enfermedad o condicién (p.ej. una enfermedad o condicion de los ojos) en el paciente. La
administracion podria ser administracion topica a los ojos, en forma de gotas para los ojos o por inyeccién en los
0jos, p.€j. en el humor vitreo.

En una realizacioén, la descripcién proporciona una formulacién pulmonar para suministrarse a los pulmones, en
donde la formulacion comprende un agonista, antagonista, péptido, polipéptido o dominio variable de la descripcion
con un intervalo de tamafo de particula de menos de 5 micras, por ejemplo menos de 4,5, 4, 3,5 6 3 micras (p.ej.
cuando esta en regulador de pH Britton-Robinson, p.ej. a un pH de 6,5 a 8,0, p.ej. aunpH de 7 a 7,5, p.ej. a un pH
de 7 o0aunpHde?7,5).

En una realizacion, las formulaciones y composiciones de la descripcion se proporcionan a un pH de 6,5 a 8,0, por
ejemplo 7 a 7,5, por ejemplo 7, por ejemplo 7,5.

Los péptidos o polipéptidos (p.ej. dominios variables) de acuerdo con cualquier aspecto de la invencion pueden tener
una T; de al menos 50°C, o al menos 55°C, o al menos 60°C, o al menos 65°C, o al menos 70°C. Un agonista,
antagonista, uso, método, composicion, dispositivo o formulacion de la descripcion puede comprender dicho péptido
o polipéptido.

En un aspecto de la descripcion, los péptidos, polipéptidos, dominios variables, agonistas, antagonistas,
composiciones o formulaciones de la invencion son sustancialmente estables después de la incubacion (a una
concentracion de polipéptido o dominio variable de 1 mg/ml) a 37 a 50°C durante 14 dias en tampdn Britton-
Robinson. En una realizaciéon, al menos 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del
péptido, polipéptido, agonista, antagonista o dominio variable permanece en forma no agregada después de dicha
incubacion a 37 grados C. En una realizacion, al menos 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99% del péptido, polipéptido o dominio variable sigue siendo monomérico después de dicha incubacion a 37
grados C. En una realizacion, al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del péptido, polipéptido, agonista, antagonista o dominio variable permanece en
forma no agregada después de dicha incubacion a 50 grados C. En una realizacién, al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% del péptido, polipéptido o
dominio variable sigue siendo monomeérico después de dicha incubacién a 50 grados C. En una realizacion, la no
agregacion del péptido, polipéptidos, dominios variables, agonistas, antagonistas se ve después de cualquiera de
dichas incubaciones. En una realizacion, el pH del péptido, polipéptido o dominio variable permanece invariable o
sustancialmente invariable después de incubacién a 37 grados C a una concentracion de polipéptido o dominio
variable de 1 mg/ml en regulador de pH Britton-Robinson.

En un aspecto de la descripcion, los péptidos, polipéptidos, dominios variables, agonistas, antagonistas,
composiciones o formulaciones de la descripcion son sustancialmente estables después de la incubacion (a una
concentracion de polipéptido o dominio variable de 100 mg/ml) a 4°C durante 7 dias en tampdn Britton-Robinson a
unpHde 7 a7,5 (p.ej. un pH de 7 o pH de 7,5). En una realizacioén, al menos 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 9,57,5, 98, 98,5,
99 6 99,5% del péptido, polipéptido, agonista, antagonista o dominio variable permanece en forma no agregada
después de dicha incubacion. En una realizacién, al menos 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 9,57,5, 98, 98,5, 99 6 99,5% del
péptido, polipéptido o dominio variable sigue siendo monomérico después de dicha incubacion. En una realizacion,
la no agregacion del péptido, polipéptido, dominio variable, agonista, antagonista se ve después de cualquiera de
dichas incubaciones. En un aspecto de la descripcion, los péptidos, polipéptidos, dominios variables, agonistas,
antagonistas, composiciones o formulaciones de la invencion son sustancialmente estables después de la
nebulizaciéon (a una concentracion de polipéptido o dominio variable de 40 mg/ml) p.ej. a temperatura ambiente, 20
grados C o 37°C, durante 1 hora, p.ej. en un nebulizador de chorro, p.ej. una copa de Pari LC+. En una realizacion,
al menos 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97, 9,57,5, 98, 98,5, 99 6 99,5% del
péptido, polipéptido, agonista, antagonista o dominio variable permanece en forma no agregada después de dicha
nebulizacion. En una realizacién, al menos 65, 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 95,5, 96, 96,5, 97,
9,57,5, 98, 98,5, 99 6 99,5% del péptido, polipéptido o dominio variable sigue siendo monomérico después de dicha
nebulizacion. En una realizacion, no agregacion del péptido, polipéptidos, dominio variables, agonistas, antagonistas
se ve después de cualquiera de dicha nebulizacién.

El péptido o polipéptido puede ser aislado y/o recombinante. Adecuadamente en una realizacién de cualquier
aspecto de la descripcion, el péptido o polipéptido resistente a proteasa se selecciona de un repertorio de péptidos o
polipéptidos.

La descripcion también se refiere a un péptido o polipéptido resistente a proteasa (p.ej. dominio variable Gnico de
inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa o leucozima) seleccionable o seleccionado por los métodos descritos
aqui para usarse en medicina (p.ej. para terapia o diagnostico). La descripcion también se refiere al uso de un
péptido o polipéptido resistente a proteasa (p.ej. dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina,
elastasa o leucozima) seleccionable o seleccionado por los métodos descritos aqui para la fabricacion de un
medicamento para tratar enfermedad. La descripcion también se refiere a un método de tratamiento de una
enfermedad, que comprende administrar a un sujeto que necesita el mismo, una cantidad efectiva de un péptido o
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polipéptido resistente a proteasa (p.ej. dominio variable Unico de inmunoglobulina resistente a tripsina, elastasa o
leucozima) seleccionable o seleccionado por los métodos descritos aqui.

En una realizaciéon de cualquier aspecto de la descripcion, el método comprende ademas combinar una segunda
proteasa con el repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa, en condiciones adecuadas para que se
manifieste la actividad de la segunda proteasa; y recuperar al menos un péptido o polipéptido que tiene una
actividad biolégica deseada, por lo que se selecciona al menos un péptido o polipéptido que es resistente a la
segunda proteasa. La primera y segunda proteasas son diferentes. La segunda proteasa puede ser como se definid
antes. En una realizacion, la primera o segunda proteasa es endégena al repertorio sistema de presentacion.

La descripcién proporciona ademas un agonista de receptor de GLP-1 aislado que comprende un péptido o
polipéptido, que es resistente a una o mas proteasas mencionada antes, cuando se incuba con la proteasa bajo las
condiciones adecuadas para un método de la invencion, p.ej. una condicion de (i) aproximadamente 10 ug/ml a
aproximadamente 3 mg/ml proteasa, (ii) aproximadamente 20°C a aproximadamente 40°C y (iii) al menos
aproximadamente durante 30 minutos (p.ej. bajo la condiciéon de 100 pug/ml o proteasa a 37°C al menos durante una
hora), para administracion a un paciente para tratar y/o prevenir diabetes. El agonista puede ser usado para
administracion por inyeccion.

En una realizacion de los métodos de la descripcion, el péptido o polipéptido seleccionado se evalia ademas para
determinar la resistencia a una segunda proteasa o a la primera proteasa pero bajo un conjunto de condiciones que
difieren de las usadas en el método de seleccion. La segunda proteasa es diferente de la primera proteasa, pero por
lo demas puede ser cualquier proteasa descrita anteriormente. En una realizacién, mas de un péptido o polipéptido
resistente a proteasa es seleccionado en los métodos de la descripcion, seguido por un paso adicional de determinar
cual de estos péptido(s) o polipéptido(s) muestra resistencia a una segunda proteasa o a la primera proteasa pero
bajo un conjunto de condiciones que difieren de aquellos usados en el método de seleccion. La segunda proteasa es
diferente de la primera proteasa, pero de otra manera puede ser cualquier proteasa descrita anteriormente. De esta
forma, se obtiene uno o mas péptidos o polipéptidos que son resistentes a mas de una proteasa. En una realizacion,
la primera o segunda proteasa es una proteasa que es endégenamente expresada en el repertorio sistema de
presentacion.

En una realizacién de los métodos de la invencién, se selecciona un péptido o polipéptido monomérico resistente a
proteasa (p.ej. un monémero de dominio variable Unico de inmunoglobulina).

Los medicamentos, agonistas y antagonistas de la descripcion pueden comprender una region constante de
anticuerpo (p.gj. un Fc) fusionada al péptido o polipéptido.

En una realizacion, la descripcidon proporciona el uso de péptido o polipéptido resistente a proteasa en la fabricacion
de un medicamento para administracion a un mamifero para proporcionar un medicamento con una PK mejorada. La
PK mejorada puede ser una AUC (area bajo la curva) mejorada y/o una vida media mejorada. En una realizacion, el
péptido o polipéptido resistente a proteasa es seleccionado o seleccionable por un método de la descripcion. En una
realizacion, el péptido o polipéptido es un dominio variable Unico de inmunoglobulina. EI medicamento puede
comprender una region constante de anticuerpo fusionada al péptido o polipéptido, p.ej. un Fc de anticuerpo.

La descripcién proporciona un medicamento que comprende un péptido o polipéptido resistente a proteasa para
administracion a un mamifero (p.ej. un humano) para proporcionar un medicamento con una PK mejorada en el
mamifero. En una realizacion, el péptido o polipéptido resistente a proteasa es seleccionado o seleccionable por un
método de la presente descripcién. En una realizacion, el péptido o polipéptido es un dominio variable Unico de
inmunoglobulina. El medicamento puede comprender una regidon constante de anticuerpo (p.ej. una Fc) fusionada al
péptido o polipéptido.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra secuencias de variantes de fusion 1-10 de GLP-1-AlbudAb.

La figura 2 muestra un gel de variantes de fusion 6-10 de GLP-1-AlbudAb.

La figura 3 muestra un gel de variantes de fusién 6-10 de GLP-1-AlbudAb (concentradas).

La figura 4 muestra un gel de variantes de fusiéon 11 de GLP-1-AlbudAb.

Las figuras 5A-5F muestran resultados de EM de variantes de fusion 6-11 de GLP-1-AlbudAb.

La figura 5A muestra DMS7148 (Variante 6); (Notas del analisis: La masa medida concuerda con la masa esperada
con un disulfuro sencillo (15245.88)); la figura 5B muestra DMS7149 (Variante 7) (Notas del analisis: La masa
medida concuerda con los residuos 24-142 (12860.56), 26-142 (12603.26) y 28-142 (12390.97), todos con disulfuros
sencillos. Cada pico tiene un pico asociado que es +42 Da - muy probablemente acetilado); la figura 5C muestra
DMS7150 (Variante 8) (Notas del analisis: La masa medida concuerda con los residuos 26-142 con un disulfuro
sencillo (12603.26)); la figura 5D muestra DMS7151 (Variante 9) (Notas del analisis: Incapaz de explicar 12960.
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12890.5, 12603 y 12391.50 son concordancias cercanas a los residuos 24-142, 26-142 y 28-142 respectivamente,
cada uno con un disulfuro sencillo (12862.53, 12605.24 y 12392.94). Sin embargo, el valor es una discrepancia de
masa de 2 Da entre las masas medida y calculada; la figura 5E muestra DMS7152 (Variante 10) (Notas del analisis:
12790.5 y 12320.5 concuerdan con los residuos 24-142 y 28-142 respectivamente con disulfuros sencillos (12790.42
y 12320.84)); la figura 5F muestra DMS7161 (Variante 11).

La figura 6 muestra los resultados de una prueba de variante de fusion 6 de GLP-1-AlbudAb.
La figura 7 muestra los resultados de una prueba de variante de fusion 11 de GLP-1-AlbudAb.
Descripcion detallada de la invencién

Dentro de esta memoria descriptiva, la invenciéon se ha descrito, con referencia a realizaciones, de una manera que
permite redactar una memoria descriptiva clara y concisa. Se pretende y se debe apreciar que las realizaciones
pueden combinarse de diversas formas o estar separadas sin separarse de la invencion.

Como se usa aqui, "péptido" se refiere a aproximadamente dos a aproximadamente 50 aminoacidos que estan
unidos entre si mediante enlaces peptidicos.

Como se usa aqui, "polipéptido" se refiere a al menos aproximadamente 50 aminoacidos que estan unidos entre si
mediante enlaces peptidicos. Los polipéptidos generalmente comprenden una estructura terciaria y se pliegan en
dominios funcionales.

Como se usa aqui, un péptido o polipéptido (p.ej. un anticuerpo de dominio (dAb)) que es "resistente a la
degradacioén por proteasas" no es sustancialmente degradado por una proteasa cuando se incuba con la proteasa
en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica. Un polipéptido (p.ej. un dAb) no es
sustancialmente degradado cuando no mas de aproximadamente 25%, no mas de aproximadamente 20%, no mas
de aproximadamente 15%, no mas de aproximadamente 14%, no mas de aproximadamente 13%, no mas de
aproximadamente 12%, no mas de aproximadamente 11%, no mas de aproximadamente 10%, no mas de
aproximadamente 9%, no mas de aproximadamente 8%, no mas de aproximadamente 7%, no mas de
aproximadamente 6%, no mas de aproximadamente 5%, no mas de aproximadamente 4%, no mas de
aproximadamente 3%, no mas de aproximadamente 2%, no mas de aproximadamente 1%, o sustancialmente nada
de proteina es degradada por la proteasa al incubarse con la proteasa durante aproximadamente una hora a una
temperatura adecuada para que se manifieste la actividadpara que se manifieste la actividad proteolitica. Por
ejemplo, a 37 6 50 grados C. La degradacion de proteina puede ser evaluada usando cualquier método adecuado,
por ejemplo, por SDS-PAGE o por un ensayo funcional (p.ej. union a ligando) como se describe aqui.

Como se usa aqui, "sistema de presentacion" se refiere a un sistema en el cual una colecciéon de polipéptidos o
péptidos estan accesibles para su seleccién en funcién de una caracteristica deseada, tal como una caracteristica
fisica, quimica o funcional. El sistema de presentacion puede ser un repertorio de polipéptidos o péptidos adecuados
(p-€j. en una solucion, inmovilizados sobre un soporte adecuado). El sistema de presentacion también puede ser un
sistema bioquimico que emplea un sistema de expresion celular (p.ej. expresion de una coleccion de acidos
nucleicos en, p.ej. células transformadas, infectadas, transfectadas o transducidas y presentacion de los polipéptidos
codificados sobre la superficie de las células) o un sistema de expresion acelular (p.ej. compartimentalizacion y
presentacion sobre emulsion). Los sistemas de presentacion preferidos enlazan la funcién codificante de un acido
nucleico y las caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales de un polipéptido o péptido codificado por el acido
nucleico. Cuando se emplea dicho sistema de presentacion, se pueden seleccionar los polipéptidos o péptidos que
tienen una caracteristica fisica, quimica y/o funcional deseada y puede aislarse o recuperarse facilmente un acido
nucleico que codifica el polipéptido o péptido seleccionado. Buen nimero de sistemas de presentacién que enlazan
la funcion codificante de un acido nucleico y las caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales de un polipéptido o
péptido son conocidos en la técnica, por ejemplo, presentacion sobre bacteriéfagos (presentacion sobre fagos),
presentacion sobre ribosomas, compartimentalizacion y presentacion sobre emulsion, presentacion sobre levaduras,
presentacion sobre puromicina, presentacion sobre bacterias, presentacion sobre plasmidos, presentacion covalente
y similares (véase, p.ej. EP 0436597 (Dyax), patente de EE.UU.. No. 6,172,197 (McCafferty et al), patente de
EE.UU. No. 6,489,103 (Griffiths et al)).

Como se usa aqui, "repertorio” se refiere a una coleccién de polipéptidos o péptidos que son caracterizados por una
diversidad de secuencias de aminoacidos. Los miembros individuales de un repertorio pueden tener caracteristicas
comunes, tales como caracteristicas estructurales comunes (p.ej. una estructura de nucleo comun) y/o
caracteristicas funcionales comunes (p.ej. capacidad para unirse a un ligando comun (p.ej. un ligando genérico o un
ligando diana)).

Como se usa aqui, "funcional" describe un polipéptido o péptido que tiene actividad bioldgica, tal como actividad de
union especifica. Por ejemplo, el término "polipéptido funcional" incluye un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une a un antigeno diana a través de su sitio de unién a antigeno, y una enzima que se
une a su(s) sustrato(s).

Como se usa aqui, "ligando genérico" se refiere a un ligando que se une a una porcidon sustancial (p.ej.
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sustancialmente todos) de los miembros funcionales de un repertorio dado. Un ligando genérico (p.ej. un ligando
genérico comun) puede unirse a muchos miembros de un repertorio dado aun cuando los miembros pueden no tener
especificidad de unién para un ligando diana comun. En general, la presencia de un sitio de unién a ligando genérico
funcional en un polipéptido (como se indica por la capacidad para unirse a un ligando genérico) indica que el
polipéptido esta correctamente plegado y es funcional. Ejemplos adecuados de ligandos genéricos incluyen
superantigenos, anticuerpos que se unen a un epitopo expresado en una porcidon sustancial de miembros
funcionales de un repertorio, y similares.

"Superantigeno” es un término de la técnica que se refiere a ligandos genéricos que interactuan con miembros de la
superfamilia de inmunoglobulinas a un sitio que es distinto de los sitios de unién a ligando diana de estas proteinas.
Las enterotoxinas estafilococicas son ejemplos de superantigenos que interactian con receptores de células T. Los
superantigenos que se unen a anticuerpos incluyen Proteina G, que se une a la region constante de IgG (Bjorck y
Kronvall, J. Immunol, 133:969 (1984)); Proteina A que se une a la region constante de I1gG y dominios Vy (Forsgren y
Sjoquist, J. Immunol., 97:822 (1966)); y Proteina L que se une a dominios V, (Bjorck, J. Immunol, 140: 1194 (1988)).

Como se usa aqui, "ligando diana" se refiere a un ligando al que se une especificamente o selectivamente un
polipéptido o péptido. Por ejemplo, cuando un polipéptido es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo, el ligando diana puede ser cualquier antigeno o epitopo deseado, y cuando un polipéptido es una enzima, el
ligando diana puede ser cualquier sustrato deseado. La union al antigeno diana es dependiente del polipéptido o
péptido que es funcional.

Como se usa aqui, "formato de anticuerpo" se refiere a cualquier estructura de polipéptido adecuada en la que
puede incorporarse un dominio variable de anticuerpo para conferir especificidad de unidén a antigeno sobre la
estructura. Buena variedad de formatos de anticuerpo deseados son conocidos en la técnica, tales como,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos de cadena Unica, anticuerpos
biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpos, cadenas ligeras de anticuerpos, homodimeros y heterodimeros de
cadenas pesadas y/o cadenas ligeras de anticuerpo, fragmentos de unién a antigeno de cualquiera de los anteriores
(p-€j. un fragmento Fv (p.ej. Fv de cadena unica (scFv), un Fv unido a disulfuro), un fragmento Fab, un fragmento
Fab’, un fragmento F(ab’);), un dominio variable Unico de anticuerpo (p.ej. a dAb, Vu, Vun, VL), y versiones
modificadas de cualquiera de los anteriores (p.ej. modificado por la unién covalente de polietilenglicol u otro polimero
adecuado).

La frase "dominio variable Ginico de inmunoglobulina" se refiere a un dominio variable de anticuerpo (Vu, Vun, Vi) al
que se une especificamente un antigeno o epitopo independientemente de otras regiones V o dominios. Un dominio
variable Unico de inmunoglobulina puede estar presente en un formato (p.ej. homo- o hetero-multimero) con otras
regiones variables o dominios variables en donde las otras regiones o dominios no son necesarios para la unién del
antigeno al dominio variable Unico de inmunoglobulina (es decir, en donde el dominio variable Unico de
inmunoglobulina se une al antigeno independientemente de los dominios variables adicionales). Un "anticuerpo de
dominio" o "dAb" es el mismo que un "dominio variable Unico de inmunoglobulina” como se usa el término aqui. Un
dominio variable Unico de inmunoglobulina es preferiblemente un dominio variable de anticuerpo humano, pero
también incluye dominios variables unicos de anticuerpos de otras especies tales como roedores (por ejemplo, como
se describe en el documento WO 00/29004, Vuu dAbs de tiburén nodriza y camélidos. Los Vwy de camélidos son
polipéptidos de dominio variable unico de inmunoglobulina que se derivan de especies que incluyen camello, llama,
alpaca, dromedario y guanaco, que producen anticuerpos de cadena pesada naturalmente desprovistos de cadenas
ligeras.

Un "dominio" es una estructura de proteina plegada que tiene estructura terciaria independiente del resto de la
proteina. Generalmente, los dominios son responsables de propiedades funcionales discretas de las proteinas, y en
muchos casos pueden ser afiadidos, retirados o transferidos a otras proteinas sin pérdida de funcién del resto de la
proteina y/o del dominio. Un "dominio variable unico de anticuerpo” es un dominio de polipéptido plegado que
comprende secuencias caracteristicas de dominios variables de anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios variables
de anticuerpo completos y dominios variables modificados, por ejemplo, en los cuales uno o mas bucles han sido
reemplazados por secuencias que no son caracteristicas de dominios variables de anticuerpo, o dominios variables
de anticuerpo han sido truncados o comprenden extensiones N- o C-terminal, asi como fragmentos doblados de
dominios variables que retienen al menos la actividad y especificidad de unién del dominio de longitud completa.

El término "coleccion" se refiere a una mezcla de polipéptidos o acidos nucleicos heterogéneos. La coleccion esta
compuesta de miembros, cada uno de los cuales tiene una secuencia Unica de polipéptido o acidos nucleicos. A tal
efecto, "coleccion” es sindnimo de "repertorio." Las diferencias de las secuencias entre los miembros de la colecciéon
son responsables de la diversidad presente en la coleccion. La coleccion puede adoptar la forma de una mezcla
simple de polipéptidos o acidos nucleicos, o puede estar en forma de organismos o células, por ejemplo, bacterias,
virus, células animales o vegetales y similares, transformadas con una coleccion de acidos nucleicos.
Preferiblemente, cada organismo o célula individual contiene sélo un miembro de la coleccion o un numero limitado
de ellos. Ventajosamente, los acidos nucleicos estan incorporados en vectores de expresion, a fin de permitir la
expresion de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos. En un aspecto preferido, por lo tanto, una
coleccion puede adoptar la forma de una poblacion de organismos anfitriones, conteniendo cada organismo una o
mas copias de un vector de expresion que contiene un solo miembro de la coleccién en forma de acido nucleico que
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puede ser expresado para producir su miembro de polipéptido correspondiente. Por lo tanto, la poblacion de
organismos anfitriones tiene potencial para codificar un gran repertorio de diversos polipéptidos.

Un "armazon universal" es una secuencia Unica de armazoén de anticuerpo correspondiente a las regiones de un
anticuerpo con secuencias conservadas como define Kabat ("Sequences of Proteins of Immunological Interest", US
Department of Health and Human Services, 1991) o correspondiente al repertorio o estructura de inmunoglobulina
de linea germinal humana como definen Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196:910-917. La descripcion
proporciona el uso de un armazon unico, o de un conjunto de esos armazones, que se ha encontrado que permiten
la derivacion de virtualmente cualquier especificidad de union a través de variacion en las regiones hipervariables en
solitario.

Los alineamientos de secuencias de aminoacidos y nucleétidos, asi como su homologia, similitud o identidad, como
se define aqui se preparan y se determinan preferiblemente usando el algoritmo BLAST 2 Sequences, usando
parametros por omision (Tatusova, T. A. et al, FEMS Microbiol Lett, 774: 187-188 (1999)).

La descripcion se refiere a un método de seleccion de péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa que tienen una
actividad biologica deseada. Al menos dos presiones selectivas se usan en el método para producir un
procedimiento eficiente para seleccionar polipéptidos que son altamente estables y resistentes a la degradacion por
proteasa, y que tienen una actividad biolégica deseada. Como se describe aqui, los péptidos y polipéptidos
resistentes a proteasa generalmente retienen actividad bioldgica. Por el contrario, los péptidos y polipéptidos
sensibles a proteasa son cortados o digeridos por proteasa en los métodos descritos aqui, y por lo tanto, pierden su
actividad biologica. Por consiguiente, los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa son generalmente
seleccionados en funcion de su actividad biolégica, tal como la actividad de unién.

Los métodos descritos aqui proporcionan varias ventajas. Por ejemplo, como se describe y ejemplifica aqui, los
péptidos o polipéptidos que se seleccionan para resistencia a degradacion proteolitica por una proteasa (p.egj.
tripsina), también son resistentes a degradacion por otras proteasas (p.ej. elastasa, leucozima). Ademas, la
resistencia a proteasa se correlaciona con una temperatura de fusion mas alta (Tf) del péptido o polipéptido. Las
temperaturas de fusiébn mas altas son indicativas de péptidos y polipéptidos mas estables. La resistencia a la
degradacién por proteasa también se correlaciona con union de alta afinidad a ligandos diana. Por lo tanto, los
métodos descritos aqui proporcionan una forma eficiente de seleccionar, aislar y/o recuperar polipéptidos que tienen
una actividad bioldgica deseada y que estan bien adaptados para uso terapéutico y/o de diagnostico in vivo porque
son resistentes y estables a proteasa.

Métodos de seleccion

En un aspecto, la descripcion es un método para seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido de una
coleccion o un repertorio de péptidos y polipéptidos (p.ej. un sistema de presentacion) que es resistente a
degradacién por una proteasa (p.ej. uno o mas proteasas). Preferiblemente, el método es un método para
seleccionar, aislar y/o recuperar un polipéptido de una coleccién o un repertorio de péptidos y polipéptidos (p.€j. un
sistema de presentacion) que es resistente a degradacion por una proteasa (p.ej. uno o mas proteasas).
Generalmente, el método comprende proporcionar una coleccién o un repertorio de péptidos o polipéptidos, incubar
la coleccién o el repertorio en presencia de una proteasa (p.ej. una proteasa bacteriana o una proteasa
exogenamente afiadida tal como tripsina, elastasa, leucozima, pancreatina, esputo) en condiciones adecuadas para
que se manifieste la actividad proteolitica, y seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido que es
resistente a la degradacion por la proteasa y que tiene una actividad biolégica deseada. Los péptidos o polipéptidos
que son degradados por una proteasa generalmente tienen una actividad biolégica reducida o pierden su actividad
bioldgica debido a la actividad de proteasa. Por consiguiente, los péptidos o polipéptidos que son resistentes a
degradacion por proteasa pueden ser seleccionados, aislados y/o recuperados usando el método en funciéon de su
actividad bioldgica, tal como actividad de unién (p.ej. union a un ligando general, unién a un ligando especifico, uniéon
a un sustrato), actividad catalitica u otra actividad bioldgica.

Como se describe y se ejemplifica aqui, los dAbs resistentes a proteasa generalmente se unen a su ligando diana
con alta afinidad. Por lo tanto, en otro aspecto, la descripcidon es un método para seleccionar, aislar y/o recuperar un
péptido o polipéptido que se une a un ligando, preferiblemente a un ligando diana, con alta afinidad. Preferiblemente,
el método es un método para seleccionar, aislar y/o recuperar un polipéptido que se une a un ligando,
preferiblemente a un ligando diana, con alta afinidad. Generalmente, el método comprende proporcionar una
coleccion o un repertorio de péptidos o polipéptidos, combinar la coleccion o el repertorio con una proteasa (p.e€j.
tripsina, elastasa, leucozima, pancreatina, esputo) en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad
proteolitica, y seleccionar, aislar y/o recuperar un péptido o polipéptido que se une a un ligando (p.ej. a un ligando
diana). Como se describe aqui, el método también puede comprender incubar la coleccion o repertorio de péptidos o
polipéptidos en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad de una proteasa que es endodgena al
sistema de presentacion, tal como una proteasa bacteriana (en donde el sistema de presentacion incluye la
expresion en bacterias). Como la coleccion o el repertorio ha sido expuesto a proteasa en condiciones en las que los
péptidos o polipéptidos sensibles a proteasa van a ser digeridos, la actividad proteolitica puede eliminar los
polipéptidos menos estables que tienen baja afinidad de unién y que, por lo tanto, producen una coleccion de
péptidos o polipéptidos de union de alta afinidad. Por ejemplo, el péptido o polipéptido seleccionado se puede unir a

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 688 621 T3

su ligando diana con una afinidad (KD; KD = Kasociacien(kd)/Kgisociacien(ka), como se determina por resonancia de
plasmon de superficie) de 1 yM o mas fuerte, preferiblemente de aproximadamente 500 nM a aproximadamente 0,5
pM. Por ejemplo, el péptido o polipéptido de alta afinidad se puede unir al ligando diana con una afinidad de
aproximadamente 500 nM, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 1 pM o
aproximadamente 0,5 pM. Se cree que los péptidos y polipéptidos que son resistentes a proteasas tienen una
entropia mas baja y/o una energia de estabilizacion mas alta. Por lo tanto, la correlacion entre resistencia a proteasa
y union de alta afinidad puede estar relacionada con el grado de compactacion y estabilidad de las superficies de los
péptidos y polipéptidos seleccionados por el método de la descripcion.

La coleccion o el repertorio de péptidos o polipéptidos se combina con una proteasa (p.ej. una o mas proteasas) en
condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica de la proteasa. Las condiciones que son
adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica de proteasa, y preparaciones bioldégicas o mezclas que
contienen actividad proteolitica, son bien conocidas en la técnica o pueden ser determinadas facilmente por un
experto en la técnica. Si se desea, las condiciones adecuadas pueden ser identificadas u optimizadas, por ejemplo,
evaluando la actividad proteolitica bajo una serie de condiciones de pH, concentraciones de proteasa, temperaturas
y/o variando la cantidad de tiempo que la coleccién o el repertorio y la proteasa se dejan reaccionar. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la relacion (en mol/mol) de proteasa, p.ej. tripsina, a péptido o polipéptido (p.ej. dominio
variable) es proteasa : péptido o polipéptido 800 a 80.000 (p.ej. 8.000 a 80.000), p.ej. cuando se usan 10
microgramos/ml de proteasa, la relacion proteasa : péptido o polipéptido es 800 a 80.000; o cuando se usan 100
microgramos/ml de proteasa, la relacién proteasa : péptido o polipéptido es 8.000 a 80.000. En una realizacion, la
relacion (en peso/peso, p.ej. microgramo/microgramo) de proteasa (p.ej. tripsina) a péptido o polipéptido (p.ej.
dominio variable) es proteasa:péptido o polipéptido 1.600 a 160.000 (p.ej. 16.000 a 160.000) p.ej. cuando se usan 10
microgramos/ml de proteasa, la relacion proteasa:péptido o polipéptido es 1.600 a 160.000; o cuando se usan 100
microgramos/ml de proteasa, la relacion proteasa : péptido o polipéptido es 16.000 a 160.000. En una realizacion, la
proteasa se usa a una concentracion de al menos 100 6 1000 microgramos/ml y la relacion proteasa : péptido (en
mol/mol) de proteasa, p.€j. tripsina, a péptido o polipéptido (p.ej. dominio variable) es proteasa:péptido o polipéptido
8.000 a 80.000. En una realizacion, la proteasa se usa a una concentracion de al menos 10 microgramos/ml y la
relacion proteasa:péptido (en mol/mol) de proteasa, p.gj. tripsina, a péptido o polipéptido (p.ej. dominio variable) es
proteasa : péptido o polipéptido 800 a 80.000. En una realizacion la relacion (en peso/peso, p.gj.
microgramo/microgramo) de proteasa (p.e€j. tripsina) a péptido o polipéptido (p.ej. dominio variable) es proteasa :
péptido o polipéptido 1600 a 160.000 p.ej. cuando C es 10 microgramos/ml; o cuando C o C' es 100 microgramos/ml,
la relacion proteasa : péptido o polipéptido es 16.000 a 160.000. En una realizacion, la concentracion (c o c’) es al
menos 100 o 1000 microgramos/ml de proteasa. Para probar un péptido o polipéptido individual o aislado (p.ej. un
dominio variable de inmunoglobulina), p.ej. uno que ya ha sido aislado a partir de un repertorio o coleccion, puede
afadirse una proteasa a una solucion de péptido o polipéptido en un tampén adecuado (p.ej. PBS) para producir una
solucion de péptido o polipéptido / proteasa, tal como una solucién de al menos aproximadamente 0,01% (p/p) de
proteasa/péptido o polipéptido, aproximadamente 0,01% a aproximadamente 5% (p/p) de proteasa/péptido o
polipéptido, aproximadamente 0,05% a aproximadamente 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, aproximadamente
0,1% a aproximadamente 5% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, aproximadamente 0,5% a aproximadamente 5%
(p/p) proteasa/péptido o polipéptido, aproximadamente 1% a aproximadamente 5% (p/p) proteasa/péptido o
polipéptido, al menos aproximadamente 0,01% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente
0,02% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,03% (p/p) de proteasa/péptido o
polipéptido, al menos aproximadamente 0,04% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente
0,05% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,06% (p/p)de proteasa/péptido o
polipéptido, al menos aproximadamente 0,07% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente
0,08% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,09% (p/p) de proteasa/péptido o
polipéptido, al menos aproximadamente 0,1% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente
0,2% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,3% (p/p) proteasa/péptido o polipéptido,
al menos aproximadamente 0,4% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,5% (p/p) de
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,6% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente 0,7% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,8% (p/p) de
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 0,9% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente 1% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 2% (p/p) de
proteasa/péptido o polipéptido, al menos aproximadamente 3% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, al menos
aproximadamente 4% (p/p) de proteasa/péptido o polipéptido, o aproximadamente 5% (p/p) de proteasa/péptido o
polipéptido. La mezcla puede incubadrse a una temperatura adecuada para que se manifieste la actividad
proteolitica(p.ej. temperatura ambiente, aproximadamente 37°C) y las muestras pueden tomarse a intervalos de
tiempo (p.ej. a 1 hora, 2 horas, 3 horas, etc.). Las muestras pueden ser analizadas para determinar la degradacion
de proteina usando cualquier método adecuado, tal como analisis de SDS-PAGE o unién a ligando, y los resultados
pueden ser usados para establecer un curso de tiempo de degradacion.

Cualesquier proteasa o proteasas deseadas se pueden usar en los métodos descritos aqui. Por ejemplo, se puede
usar una sola proteasa, cualquier combinacion deseada de diferentes proteasas, o cualquier preparacion bioldgica,
extracto bioldgico, u homogeneizado bioldgico que contiene actividad proteolitica. No es necesario que se conozca
la identidad de la proteasa o proteasas que se usan. Ejemplos adecuados de proteasas que se pueden usar solas o
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en cualquier combinacion deseada incluyen serina proteasa, cisteina proteasa, aspartato proteasas, tiol proteasas,
metaloproteasa de matriz, carboxipeptidasa (p.ej. carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), tripsina, quimiotripsina,
pepsina, papaina, elastasa, leucozima, pancreatina, trombina, plasmina, catepsinas (p.ej. catepsina G), proteinasa
(p-€j. proteinasa 1, proteinasa 2, proteinasa 3), termolisina, quimiosina, enteropeptidasa, caspasa (p.ej. caspasa 1,
caspasa 2, caspasa 4, caspasa 5, caspasa 9, caspasa 12, caspasa 13), calpaina, ficaina, clostripaina, actinidaina,
bromelina, separasa, dipeptidilo aminopeptidasa IV y similares. Extractos bioldégicos, homogeneizados y
preparaciones adecuadas que contienen actividad proteolitica incluyen suero, esputo, moco (p.ej. moco gastrico,
moco nasal, moco bronquial), lavado broncoalveolar, homogeneizado de pulmén, extracto de pulmodn, extracto
pancreatico, fluido gastrico, saliva, lagrimas y similares. En una realizacion, la proteasa es una encontrada en los
ojos y/o lagrimas. La proteasa se usa en una cantidad adecuada para que ocurra degradacion proteolitica. Por
ejemplo, como se describe aqui, la proteasa se puede usar en una proporcion de aproximadamente 0,01% a
aproximadamente 5% (p/p, proteasa/péptido o polipéptido). Cuando la proteasa se combina con un sistema de
presentacion que comprende el repertorio de péptidos o polipéptidos (p.ej. un sistema de presentacién sobre fagos),
por ejemplo, la proteasa se puede usar a una concentracion de aproximadamente 10 ug/ml a aproximadamente 3
mg/ml, aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 20 pg/ml, aproximadamente 30 pg/ml, aproximadamente 40
pg/ml, aproximadamente 50 ug/ml, aproximadamente 60 ug/ml, aproximadamente 70 pug/ml, aproximadamente 80
pg/ml, aproximadamente 90 pg/ml, aproximadamente 100 pg/ml, aproximadamente 200 pg/ml, aproximadamente
300 pg/ml, aproximadamente 400 pg/ml, aproximadamente 500 pg/ml, aproximadamente 600 pg/mli,
aproximadamente 700 pg/ml, aproximadamente 800 pg/ml, aproximadamente 900 ug/ml, aproximadamente 1000
pg/ml, aproximadamente 1,5 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml, aproximadamente 2,5 mg/ml o aproximadamente 3
mg/ml. Las concentraciones adecuadas son aproximadamente 10 ug/ml a 1 mg/ml, 10 yg/ml a 100, 90, 80, 70, 60,
50 6 40 ug/ml, o 10, 20, 30, 40 6 50 pg/ml a 100, 90, 80, 70, 60 pg/ml.

La proteasa se incuba con la coleccion de péptidos o polipéptidos (coleccién o repertorio) a una temperatura que es
adecuada para que se manifieste la actividad de la proteasa. Por ejemplo, la proteasa y coleccidon de péptidos o
polipéptidos se pueden incubar a una temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 40°C (p.ej. a
temperatura ambiente, aproximadamente 20°C, aproximadamente 21°C, aproximadamente 22°C, aproximadamente
23°C, aproximadamente 24°C, aproximadamente 25°C, aproximadamente 26°C, aproximadamente 27°C,
aproximadamente 28°C, aproximadamente 29°C, aproximadamente 30°C, aproximadamente 31°C,
aproximadamente 32°C, aproximadamente 33°C, aproximadamente 34°C, aproximadamente 35°C,
aproximadamente 36°C, aproximadamente 37°C, aproximadamente 38°C, aproximadamente 39°C,
aproximadamente 40°C). La proteasa y la coleccién de péptidos o polipéptidos se incuban juntas durante un periodo
suficiente para que ocurra degradacion proteolitica. Por ejemplo, la coleccion de péptidos o polipéptidos puede ser
incubada junto con proteasa durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 24 o aproximadamente 48
horas. En algunos ejemplos, la coleccién de péptidos o polipéptidos se incuba junto con proteasa durante la noche, o
al menos durante aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1,5 horas,
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 48 horas, o
mas.

Es generalmente deseable, al menos en las primeras rondas de seleccion (p.ej. cuando se usa un sistema de
presentacion), que la proteasa de como resultado una reduccion de al menos un orden de magnitud en el nimero de
clones que tienen la actividad biolégica deseada que esta siendo seleccionada , en comparacion con selecciones
que no incluyen incubacion con proteasa. En ejemplos particulares, la cantidad de proteasa y las condiciones
usadas en los métodos son suficientes para reducir el nimero de clones recuperados al menos por
aproximadamente un log (un factor de 10), al menos aproximadamente 2 logs (un factor de 100), al menos
aproximadamente 3 logs (un factor de 1000) o al menos aproximadamente 4 logs (un factor de 10.000). Las
cantidades adecuadas de proteasa y las condiciones de incubacion que daran como resultado la reduccion deseada
de clones recuperados se pueden determinar facilmente usando métodos convencionales y/o la guia proporcionada
aqui.

La proteasa y la coleccion de péptidos o polipéptidos se pueden combinar e incubar usando cualquier método
adecuado (p.ej. in vitro, in vivo o ex vivo). Por ejemplo, la proteasa y la coleccién de péptidos o polipéptidos se
pueden combinar en un contenedor adecuado y mantener estacionarios, oscilados, agitados, sometidos a accion de
remolino o similar, a una temperatura adecuada para que se manifieste la actividad proteolitica. Si se desea, la
proteasa y coleccion de péptidos o polipéptidos se pueden combinar en un sistema in vivo o ex vivo, tal como
introduciendo la coleccion de polipéptidos (p.ej. una coleccidon o repertorio de presentacién sobre fagos) en un
animal adecuado (p.ej. un ratén), y después de que ha transcurrido un tiempo suficiente para que se manifieste la
actividad proteolitica, recuperar la coleccion de péptidos o polipéptidos. En otro ejemplo, un érgano o tejido es
perfundido con la coleccidon de polipéptidos (p.ej. una coleccién o un repertorio de presentacion sobre fagos), y
después de que ha transcurrido un tiempo suficiente para que se manifieste la actividad proteolitica, la colecciéon de
polipéptidos es recuperada.
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Después de la incubacién, se puede seleccionar un péptido o polipéptido resistente a proteasa en funciéon de una
actividad biolégica deseada, tal como una actividad de unién. Si se desea, puede afadirse un inhibidor de proteasa
antes de la seleccion. Se puede usar cualquier inhibidor de proteasa adecuado (o combinacion de dos o mas
inhibidores de proteasa) que no interfiera sustancialmente con el método de seleccion. Ejemplos de inhibidores de
proteasa adecuados incluyen, a1-anti-tripsina, a2-macroglobulina, amastatina, antipaina, antitrombina I, aprotinina,
clorhidroato de fluoruro de 4-(2-Aminoetil)bencensulfonilo (AEBSF), fluoruro de (4-Amidino-fenil)-metan-sulfonilo
(APMSF), bestatina, benzamidina, quimiostatina, 3,4-Dicloroisocoumarina, fluorofosfato de diisoproplo (DIFP), E-64,
acido etilenediaminotetraacético (EDTA), elastatinal, leupeptina, N-Etilmaleimida, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), pepstatina, 1,10-fenantrolina, fosforamidona, inhibidores de serina proteasa, N-tosil-L-lisina-clorometil
cetona (TLCK), Na-Tosil-Phe-clorometilcetona (TPCK) y similares. Ademas, muchas preparaciones que contienen
inhibidores de varias clases de proteasas estan comercialmente disponibles (p.ej. Roche Complete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets™ (Roche Diagnostics Corporation; Indianapolis, IN, E.U.A.), que inhibe la quimiotripsina,
termolisina, papaina, pronasa, extracto pancreatico y tripsina).

Un péptido o polipéptido resistente a proteasa se puede seleccionar usando un método de seleccion de actividad
biolégica deseada, lo que permite que los péptidos y polipéptidos que tienen la actividad biolégica deseada se
distingan de y seleccionen sobre péptidos y polipéptidos que no tienen la actividad bioldégica deseada.
Generalmente, los péptidos o polipéptidos que han sido digeridos o cortados por proteasa pierden su actividad
biolégica, mientras que los péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa permanecen funcionales. Por lo tanto, las
pruebas adecuadas para que se manifieste la actividad biolégica se pueden usar para seleccionar péptidos o
polipéptidos resistentes a proteasa. Por ejemplo, una funciéon de uniéon comudn (p.ej. union de un ligando general,
union de un ligando especifico, o unién de un sustrato) puede ser evaluada usando una prueba de unién adecuada
(p-€j. ELISA, reconocimiento y seleccion). Por ejemplo, los polipéptidos que se unen a un ligando diana o a un
ligando genérico, tal como proteina A, proteina L o un anticuerpo, se pueden seleccionar, aislar, y/o recuperar por
reconocimiento y seleccién o usando una matriz de afinidad adecuada. El reconocimiento y seleccion se pueden
lograr afadiendo una solucién de ligando (p.ej. ligando genérico, ligando diana) a un recipiente adecuado (p.ej. tubo,
caja de petri) y dejando que el ligando se deposite o sea revestido sobre las paredes del recipiente. El exceso de
ligando se puede lavar y los polipéptidos (p.ej. una coleccion de presentacion sobre fagos) se puede ahadir al
recipiente y el recipiente se puede mantener en condiciones adecuadas para que los polipéptidos se unan al ligando
inmovilizado. El polipéptido no unido puede ser lavado y los polipéptidos unidos pueden ser recuperados usando
cualquier método adecuado, tal como, por ejemplo, raspando o bajando el pH.

Cuando se usa un sistema de presentacion sobre fagos, la unién puede ser probada en una prueba de ELISA de
fagos. La prueba de ELISA de fagos se puede realizar de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado. En un
ejemplo, poblaciones de fagos producidas en cada ronda de seleccion se pueden determinar selectivamente para
union por ELISA al ligando diana o ligando genérico seleccionado, para identificar fagos que presentan péptidos o
polipéptidos resistentes a proteasa. Si se desea, los péptidos y polipéptidos solubles se pueden ensayar para
determinar la unién a ligando diana o ligando genérico, por ejemplo por ELISA usando reactivos, por ejemplo, contra
una etiqueta C- o N-terminal (véase, por ejemplo, Winter et al. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55 y
referencias citadas en el mismo). La diversidad de los fagos seleccionados también se puede evaluar por
electroforesis en gel de productos de PCR (Marks et al. 1991, supra; Nissim et al. 1994 supra), sondeo (Tomlinson et
al, 1992) J. Mol. Biol. 227, 116) o por secuenciacion del ADN del vector.

Los péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa también se pueden seleccionar, por ejemplo, en funcién de su
actividad catalitica, que se puede medir usando un ensayo de actividad catalitica (p.ej. ensayo de actividad
proteolitica, ensayo de fosfotransferasa, ensayo de fosfohidrolasa, ensayo de actividad de polimerasa).

El péptido o polipéptido resistente a proteasa (p.ej. dominio variable de anticuerpo sencillo) puede tener
especificidad de union para un ligando genérico o cualquier ligando diana deseado, tal como proteinas humanas o
animales, incluyendo citocinas, factores de crecimiento, receptores de citocina, receptores de factor de crecimiento,
enzimas (p.ej. proteasas), co-factores para enzimas, proteinas de unién a ADN, lipidos y carbohidratos. Antigenos
diana adecuados, incluyendo citocinas, factores de crecimiento, receptores de citocina, receptores de factor de
crecimiento y otras proteinas como se describe aqui. Se apreciara que esta lista de ninguna manera es exhaustiva.

En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido resistente a proteasa se une a un diana en tejido pulmonar, tal
como una diana seleccionada del grupo que consiste en TNFR1, IL-1, IL-1R, IL-4, IL-4R, IL-5, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-
8R, IL-9, IL-9R, IL-10, IL-12 IL-12R, IL-13, IL-13Ra1, IL-13Ra2, IL-15, IL-15R, IL-16, IL-17R, IL-17, IL-18, IL-18R, IL-
23 IL-23R, IL-25, CD2, CD4, CD11a, CD23, CD25, CD27, CD28, CD30, CD40, CD40L, CD56, CD138, ALK5, EGFR,
FcER1, TGFb, CCL2, CCL18, CEA, CR8, CTGF, CXCL12 (SDF-1), quimasa, FGF, Furina, Endotelina-1, Eotaxinas
(p.€j. Eotaxina, Eotaxina-2, Eotaxina-3), GM-CSF, ICAM-1, ICOS, IgE, IFNa, 1-309, integrinas, L-selectina, MIF,
MIP4, MDC, MCP-1, MMPs, elastasa de neutréfilos, osteopontina, OX-40, PARC, PD-1, RANTES, SCF, SDF-1,
siglec8, TARC, TGFb, Trombina, Tim-1, TNF, TRANCE, Triptasa, VEGF, VLA-4, VCAM, a437, CCR2, CCR3, CCR4,
CCR5, CCR7, CCRS, alfabeta6, alfabeta8, cMET, CD8, vVWF, proteinas amiloides (p.ej. amiloide alfa), MMP12,
PDK1, e IgE.

Cuando se usa un sistema de presentacion (p.ej. un sistema de presentacion que enlaza la funcion codificante de un
acido nucleico y caracteristicas funcionales del péptido o polipéptido codificado por el acido nucleico) en los métodos
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descritos aqui, frecuentemente es ventajoso amplificar o incrementar el nimero de copias de los acidos nucleicos
que codifican los péptidos o polipéptidos seleccionados. Esto proporciona una forma eficiente de obtener cantidades
suficientes de acido nucleicos y/o péptidos o polipéptidos para rondas de seleccion adicionales, usando los métodos
descritos aqui u otros métodos adecuados, o de preparar repertorios adicionales (p.ej. repertorios de maduracion de
afinidad). Por lo tanto, en algunas realizaciones, los métodos de la descripcion comprenden usar un sistema de
presentacion (p.ej. que enlaza la funcion codificante de un acido nucleico y caracteristicas funcionales del péptido o
polipéptido codificado por el acido nucleico, tal como presentacion sobre fagos) y que comprende ademas amplificar
o incrementar el nUmero de copias de un acido nucleico que codifica un péptido o polipéptido seleccionado. Los
acidos nucleicos pueden ser amplificados usando cualesquiera métodos adecuados, tales como por amplificacion de
fagos, crecimiento celular o reaccidon en cadena de polimerasa.

Los métodos descritos aqui se pueden usar como parte de un programa para aislar péptidos o polipéptidos
resistentes a proteasa que pueden comprender, si se desea, otros métodos de seleccion adecuados. En estas
situaciones, los métodos descritos aqui se pueden emplear en cualquier punto deseado en el programa, tal como
antes o después de que se usan otros métodos de seleccién. Los métodos descritos aqui también se pueden usar
para proporcionar dos o mas rondas de seleccion, como se describen y ejemplifican aqui.

En otro aspecto, la descripcion es un método de produccién de un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a
proteasa. El método comprende proporcionar un repertorio de péptidos o polipéptidos; combinar el repertorio de
péptidos o polipéptidos y una proteasa en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica; y
recuperar una pluralidad de péptidos o polipéptidos que tienen una actividad bioldgica deseada, produciéndose asi
un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa. Preferiblemente, la pluralidad de péptidos o
polipéptidos que tienen una actividad bioldgica deseada son recuperados en funcién de una actividad de union, tal
como unién a un ligando genérico o un ligando diana. Las proteasas, los sistemas de presentacion, las condiciones
para que se manifieste la actividad proteolitica, y los métodos para seleccionar péptidos o polipéptidos que son
adecuados para usarse en el método se describen aqui con respecto a los otros métodos de la descripcion.

En algunas realizaciones, se usa un sistema de presentacion (p.ej. un sistema de presentacion que enlaza la funcion
codificante de un acido nucleico y caracteristicas funcionales del péptido o polipéptido codificado por el acido
nucleico) que comprende un repertorio de péptidos o polipéptidos, y el método comprende ademas amplificar o
incrementar el numero de copias de los acidos nucleicos que codifican la pluralidad de péptidos o polipéptidos
seleccionados. Los acidos nucleicos pueden ser amplificados usando cualquier método adecuado, tal como
mediante amplificacion de fagos, crecimiento celular o reaccion en cadena de polimerasa. En una realizacion, el
sistema de presentacion es presentacion sobre bacteriéfagos y la amplificacion es a través de expresion en E. Coli.
En esta realizacion, la expresion de proteasa en E. Coli puede proporcionar la proteasa para seleccion de péptidos o
polipéptidos resistentes a proteasa.

En una realizacion particular, la descripcion es un método de produccién de un repertorio de polipéptidos resistentes
a proteasa que comprenden dAbs. El método comprende proporcionar un repertorio de polipéptidos que
comprenden dAbs; combinar el repertorio de péptidos o polipéptidos y una proteasa (p.ej. tripsina, elastasa,
leucozima) en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica; y recuperar una pluralidad de
polipéptidos que comprenden dAbs que tienen especificidad de unién hacia un ligando genérico (p.ej. proteina A,
proteina G, proteina L) o un ligando diana. El método se puede usar para producir un repertorio intacto, o un
repertorio que es desviado hacia una especificidad de uniéon deseada, tal como un repertorio de maduracion de
afinidad en funcion de un dAb progenitor que tiene especificidad de unidn para un ligando diana deseado.

Sistemas de presentacion de polipéptido

Preferiblemente, el repertorio o coleccién de péptidos o polipéptidos provistos para usarse en los métodos de la
descripciéon comprenden un sistema de presentacion adecuado. El sistema de presentacion preferiblemente resiste
la degradacion por proteasa (p.€j. una sola proteasa o una combinacion de proteasas, y cualquier extracto bioldgico,
homogeneizado o preparacién que contenga actividad proteolitica (p.ej. suero, esputo, moco (p.ej. moco gastrico,
moco nasal, moco bronquial), lavado broncoalveolar, homogeneizado de pulmén, extracto de pulmodn, extracto
pancreatico, fluido gastrico, saliva, lagrimas y similares). El sistema de presentacion y el enlace entre el sistema de
presentacion y el polipéptido presentado es preferiblemente al menos tan resistente a la proteasa como los péptidos
o polipéptidos mas estables del repertorio. Esto permite que un acido nucleico que codifica un polipéptido
presentado seleccionado sea faciimente aislado y/o amplificado.

En un ejemplo, un péptido o polipéptido resistente a proteasa puede ser seleccionado, aislado y/o recuperado de un
repertorio de péptidos o polipéptidos que esta en solucion, o esta unido covalentemente o no covalentemente a una
superficie adecuada, tal como plastico o vidrio (p.ej. placa de microtitulacion, matriz de polipéptidos tal como una
micromatriz). Por ejemplo, se puede usar una matriz de péptidos sobre una superficie de manera que coloque cada
miembro de la coleccioén distinto (p.ej. secuencia de péptido Unica) en un lugar discreto, predefinido en la matriz. La
identidad de cada miembro de la coleccién en dicha matriz puede ser determinada por su localizacién espacial en la
matriz. Se pueden determinar las localizaciones en la matriz en donde ocurren interacciones de unién entre un
ligando diana, por ejemplo, y miembros de la coleccion reactivos, identificando asi las secuencias de los miembros
reactivos en funcion de su localizacion espacial (véase, p.ej. patente de E.U.A. No. 5,143,854, WO 90/15070 y WO

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 688 621 T3

92/10092.)

Preferiblemente, los métodos emplean un sistema de presentaciéon que enlaza la funciéon codificante de un acido
nucleico y caracteristicas fisicas, quimicas y/o funcionales del polipéptido codificado por el acido nucleico. Dicho
sistema de presentacion puede comprender una pluralidad de paquetes genéticos replicables, tales como
bacteriofagos o células (bacterias). Preferiblemente, el sistema de presentacion comprende una coleccion, tal como
una coleccién de presentacion sobre bacteridfagos. El presentacion sobre bacteriofagos es un sistema de
presentacion particularmente preferido.

Se ha descrito un nimero de sistemas de presentacion sobre bacteriofagos adecuados (p.ej. sistemas de
presentacion monovalentes y presentacion multivalentes) (Véase, p.ej. Griffiths et al., patente de EE.UU. No.
6,555,313 B1; Johnson et al., patente de EE.UU. No. 5,733,743 ; McCafferty et al, patente de EE.UU. No. 5,969,108;
Mulligan-Kehoe, patente de EE.UU. No. 5,702,892; Winter, G. et al, Annu. Rev. Immunol. 72:433-455 (1994);
Soumillion, P. et al, Appl Biochem. Biotechnol 47(2-3): 175-189 (1994); Castagnoli, L. et al, Comb. Chem. High
Throughput Screen, 4(2): 121-133 (2001)). Los péptidos o polipéptidos presentados en un sistema de presentacion
sobre bacteridfagos pueden ser presentados en cualquier bacteriéfago adecuado, tales como, por ejemplo, un fago
filamentoso (p.ej. fd, M13, F1), un fago litico (p.ej. T4, T7, lambda), o un fago de ARN (p.ej. MS2).

Generalmente, se produce o proporciona una coleccion de fagos que presenta un repertorio de péptidos o
polipéptidos de fago, como proteinas de fusidon con una proteina de revestimiento de fago adecuada (p.ej. proteina
fd plll). La proteina de fusion puede presentar los péptidos o polipéptidos en la punta de la proteina de revestimiento
de fago, o si se desea en una posicion interna. Por ejemplo, el péptido o polipéptido presentado puede estar
presente en una posicion que es amino-terminal al dominio 1 de plll (el dominio 1 de plll también se refiere como
N1). El polipéptido presentado puede ser directamente fusionado a plll (p.ej. el N-terminal del dominio 1 de plll) o
fusionado a plll usando un enlazador. Si se desea, la fusidon ademas puede comprender una etiqueta (p.ej. epitopo
myc, etiqueta His). Las colecciones que comprenden un repertorio de péptidos o polipéptidos que son presentados
como proteinas de fusién con una proteina de revestimiento de fago puede ser producida usando cualquier método
adecuado, tal como introduciendo una colecciéon de vectores de fago o vectores de fagémido que codifican los
péptidos o polipéptidos presentados en bacterias anfitrionas adecuadas, y cultivando las bacterias resultantes para
producir fagos (p.ej. usando un fago auxiliar adecuado o complementando el plasmido si se desea).
Adecuadamente, en una realizacion de la descripcion, se seleccionan las condiciones adecuadas para expresion de
proteasa en las bacterias. La coleccion de fago puede ser recuperada del cultivo usando cualquier método
adecuado, tal como precipitacion y centrifugacion.

El sistema de presentacion puede comprender un repertorio de péptidos o polipéptidos que contienen cualquier
cantidad deseada de diversidad. Por ejemplo, el repertorio puede contener péptidos o polipéptidos que tienen
secuencias de aminoacidos que corresponden a polipéptidos que ocurren naturalmente expresados por un
organismo, grupo de organismos, tejido deseado o tipo de célula deseado, o puede contener péptidos o polipéptidos
que tengan secuencias de aminoacidos aleatorias o aleatorizadas. Si se desea, los polipéptidos pueden compartir un
nucleo o armazén proteinico comun. Por ejemplo, todos los polipéptidos en el repertorio o coleccion pueden basarse
en un armazon proteinico seleccionado de proteina A, proteina L, proteina G, un dominio de fibronectina, una
anticalina, CTLA4, una enzima deseada (p.ej. una polimerasa, una celulasa), o un polipéptido de la superfamilia de
las inmunoglobulinas, tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (p.ej. un dominio variable de anticuerpo).
Los polipéptidos en dicho repertorio o coleccion pueden comprender regiones definidas de secuencias de
aminoacidos aleatorias o aleatorizadas y regiones de secuencias de aminoacidos en comun. En ciertas
realizaciones, todos o sustancialmente todos los polipéptidos en un repertorio son de un tipo deseado, tal como una
enzima deseada (p.ej. una polimerasa) o un fragmento de unién a antigeno deseado de un anticuerpo (p.ej. Vu
humano o V. humano). En realizaciones preferidas, el sistema de presentacion de polipéptidos comprende un
repertorio de polipéptidos en donde cada polipéptido comprende un dominio variable de anticuerpo. Por ejemplo,
cada polipéptido en el repertorio puede contener un Vy, un Vi o un Fv (p.ej. un Fv de cadena unica). Como se
describe aqui, el repertorio puede ser una coleccion de polipéptidos basada en moléculas progenitoras tales como
GLP-1 o sus derivados tales como un derivado resistente a dipeptidil peptidasa IV.

La diversidad de secuencias de aminoacidos puede ser introducida en cualquier region deseada de un péptido o
polipéptido o armazdn proteinico usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, la diversidad de secuencias de
aminoacidos puede ser introducida en una region objetiva, tal como una region determinante de complementariedad
de un dominio variable de anticuerpo o un dominio hidrofébico, preparando una coleccién de acidos nucleicos que
codifican los polipéptidos diversificados usando cualquier método de mutagénesis adecuado (p.ej. PCR de baja
fidelidad, mutagénesis mediada por oligonucleétidos o dirigida al sitio, diversificacion usando codones de NNK) o
cualquier otro método adecuado. Si se desea, una regién de un polipéptido que ha de ser diversificado puede ser
aleatorizada.

El tamafo de los polipéptidos que constituyen el repertorio es en gran medida materia de eleccién y no se requiere
un tamafo de polipéptido uniforme. Preferiblemente, los polipéptidos en el repertorio tienen al menos estructura
terciaria (forman al menos un dominio).
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Seleccion/aislamiento/recuperacion

Un péptido o polipéptido resistente a proteasa (p.ej. una poblacion de polipéptidos resistentes a proteasa) puede ser
seleccionado, aislado y/o recuperado de un repertorio o coleccion (p.ej. en un sistema de presentacion) usando
cualquier método adecuado. Preferiblemente, un polipéptido resistente a proteasa es seleccionado o aislado en
funcion de una caracteristica seleccionable (p.ej. caracteristica fisica, caracteristica quimica, caracteristica
funcional). Las caracteristicas funcionales seleccionables adecuadas incluyen actividades bioldgicas de péptidos o
polipéptidos en el repertorio, por ejemplo, unién a un ligando genérico (p.ej. un superantigeno), unién a un ligando
diana (p.ej. un antigeno, un epitope, un sustrato), unién a un anticuerpo (p.ej. a través de un epitopo expresado en
un péptido o polipéptido), y actividad catalitica (Véase, p.ej. Tomlinson et al., WO 99/20749; WO 01/57065; WO
99/58655.)

En algunas realizaciones, el péptido o polipéptido resistente a proteasa es seleccionado y/o aislado de una coleccion
o repertorio de péptidos o polipéptidos en los cuales sustancialmente todos los péptidos o polipéptidos resistentes a
proteasa comparten una caracteristica seleccionable comun. Por ejemplo, el péptido o polipéptido resistente a
proteasa puede ser seleccionado de una coleccién o repertorio en la cual sustancialmente todos los péptidos o
polipéptidos resistentes a proteasa se unen a un ligando genérico comun, se unen a un ligando diana comun, se
unen a (o son unidos por) un anticuerpo comun, o poseen una actividad catalitica comun. Este tipo de seleccion es
particularmente Util para preparar un repertorio de péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa que estan basados
en un péptido o polipéptido progenitor que tiene una actividad bioldgica deseada, por ejemplo, cuando realiza
maduracion de afinidad de un dominio variable Unico de inmunoglobulina.

La seleccidon en funcion de la union a un ligando genérico comun puede producir una coleccidon o poblacion de
péptidos o polipéptidos que contienen todos o sustancialmente todos los péptidos o polipéptidos resistentes a
proteasa que eran componentes de la coleccion o repertorio original. Por ejemplo, pueden seleccionarse péptidos o
polipéptidos que se unen a un ligando diana o un ligando genérico, tal como proteina A, proteina L o un anticuerpo, ,
aislados y/o recuperados por reconocimiento y seleccion o usando una matriz de afinidad adecuada. El
reconocimiento y la selecciéon se pueden lograr afiadiendo una solucion de ligando (p.ej. ligando genérico, ligando
diana) a un recipiente adecuado (p.€j. tubo, caja de petri) y dejando que el ligando se deposite o cubra las paredes
del recipiente. El exceso de ligando se puede separar por lavado y se pueden afadir los péptidos o polipéptidos
(p-€j. un repertorio que ha sido incubado con proteasa) al recipiente, y el recipiente se puede mantener en
condiciones adecuadas para que los péptidos o polipéptidos se unan al ligando inmovilizado. Los péptidos o
polipéptidos no unidos pueden separarse por lavado y los péptidos o polipéptidos unidos pueden ser recuperados
usando cualquier método adecuado, tal como, por ejemplo, raspando o provocando un descenso del pH.

Las matrices de afinidad de ligando adecuadas generalmente contienen un soporte solido o esfera (p.ej. agarosa) a
la cual se une covalente o no covalentemente un ligando. La matriz de afinidad puede combinarse con péptidos o
polipéptidos (p.ej. un repertorio que ha sido incubado con proteasa) usando un proceso por lotes, un proceso de
columna o cualquier otro proceso adecuado en condiciones adecuadas para la unién de péptidos o polipéptidos al
ligando sobre la matriz. Los péptidos o polipéptidos que no se unen a la matriz de afinidad pueden separarse por
lavado y los péptidos o polipéptidos unidos pueden ser eluidos y recuperados usando cualquier método adecuado,
tal como elucion con un tampoén de pH mas bajo, con un agente desnaturalizador ligero (p.ej. urea), o con un péptido
que compite para unirse al ligando. En un ejemplo, un ligando diana biotinilado se combina con un repertorio en
condiciones adecuadas para que los péptidos o polipéptidos del repertorio se unan al ligando diana. Los péptidos o
polipéptidos unidos son recuperados usando avidina o estreptavidina inmovilizada (p.ej. en una esfera).

En algunas realizaciones, el ligando genérico o diana es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.
Los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno que se unen a caracteristicas estructurales de los péptidos o
polipéptidos que son sustancialmente conservadas en los péptidos o polipéptidos de una coleccién o repertorio son
particularmente utiles como ligandos genéricos. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno adecuados para
usarse como ligandos para aislar, seleccionar y/o recuperar péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa pueden
ser monoclonales o policlonales y pueden prepararse usando cualquier método adecuado.

Genotecas/repertorios

En otros aspectos, la descripcion se refiere a repertorios de péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa, a
colecciones que codifican péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa, y a métodos para producir dichas
colecciones y repertorios.

Las colecciones que codifican y/o contienen péptidos y polipéptidos resistentes a proteasa pueden ser preparadas u
obtenidas usando cualquier método adecuado. La coleccidon de la descripcion puede ser disefiada para codificar
péptidos o polipéptidos resistentes a proteasa basados en un péptido o polipéptido de interés (p.ej. un péptido o
polipéptido seleccionado de una coleccion) o pueden seleccionarse a partir de otra coleccion usando los métodos
descritos aqui. Por ejemplo, se puede preparar una coleccion enriquecida en polipéptidos resistentes a proteasa
usando un sistema de presentacion de polipéptidos adecuado.

En un ejemplo, una coleccién de presentacion sobre fagos que comprende un repertorio de polipéptidos presentados
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que comprenden dominios variables Unicos de inmunoglobulina (p.ej. Vi, Vk, VA) se combina con una proteasa en
condiciones adecuadas para que se manifieste la actividadpara que se manifieste la actividad proteolitica, como se
describe aqui. Los polipéptidos resistentes a proteasa son recuperados en funcién de una actividad biolégica
deseada, tal como una actividad de unién (p.ej. ligando genérico de union, ligando diana de unién) produciendo asi
una coleccioén de presentacion sobre fagos enriquecida en polipéptidos resistentes a proteasa.

En otro ejemplo, primero se determina selectivamente una coleccion de presentacion sobre fagos que comprende un
repertorio de polipéptidos presentados que comprenden dominios variables Unicos de inmunoglobulina (p.€j. Vx, Vx,
VA) para identificar miembros del repertorio que tienen especificidad de unién para un antigeno diana deseado. Una
coleccion de polipéptidos que tiene la especificidad de unidon deseada son recuperados y la colecciéon es combinada
con proteasa en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica, como se describe aqui. Una
coleccién de polipéptidos resistentes a proteasa que tienen la especificidad de unién diana deseada es recuperada,
produciendo una coleccion enriquecida en polipéptidos resistentes a proteasa y de alta afinidad. Como se describe
aqui, la resistencia a la proteasa en este método de seleccién se correlaciona con union de alta afinidad.

Las colecciones que codifican un repertorio de un tipo deseado de polipéptidos pueden ser faciimente producidas
usando cualquier método adecuado. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico que codifica un tipo deseado de
polipéptido (p.ej. una polimerasa, un dominio variable de inmunoglobulina), se puede obtener y una coleccion de
acidos nucleicos que contienen cada uno una o mas mutaciones se puede preparar, por ejemplo, mediante
amplificacion del acido nucleicos usando un sistema de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) sujeto a error, por
mutagénesis quimica (Deng et al, J. Biol. Chem., 269:9533 (1994)) o usando cepas mutantes bacterianas (Low et al,
J. Mol. Biol., 260:359 (1996)).

En otras realizaciones, regiones particulares del acido nucleico pueden tomarse como dianas para diversificacion.
Los métodos para mutacion de posiciones seleccionadas también son bien conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, el uso de oligonucledtidos despareados u oligonucledtidos degenerados, con o sin el uso de PCR. Por
ejemplo, se han creado colecciones de anticuerpo sintéticas al dirigir mutaciones a los bucles de unién de antigeno.
Regiones de anticuerpo H3 y L3 aleatorias o semialeatorias han sido anexadas a segmentos de gen de
inmunoglobulina V de linea germinal para producir colecciones grandes con regiones de armazénarmazén no
mutadas (Hoogenboom y Winter (1992), supra; Nissim ef al (1994), supra; Griffiths et al. (1994) supra; DeKruif et al
(1995), supra). Dicha diversificacion se ha extendido para incluir algunos o todos los otros bucles de unién (Crameri
et al. (1996) Nature Med., 2:100; Riechmann et al. (1995) Bio/Technology, 13:475; Morphosys, WO 97/08320,
supra). En otras realizaciones, regiones particulares del acido nucleico pueden ser dirigidas para diversificacion, por
ejemplo, por una estrategia de PCR de dos pasos que emplea el producto de la primera PCR como “mega-iniciador”.
(Véase, p.ej. Landt, O. et al., Gene 96:125-128 (1990)). La diversificacion dirigida también se puede lograr, por
ejemplo, por SOE PCR. (Véase, p.gj. Horton, RM et al., Gene 77:61-68 (1989)).

La diversidad de secuencia en posiciones seleccionadas se puede lograr alterando la secuencia codificante que
especifica la secuencia del polipéptido de tal manera que el nimero de aminoacidos posibles (p.ej. todos los 20 o un
subconjunto de los mismos) se pueda incorporar en esa posicion. Usando la nomenclatura de IUPAC, el codon mas
versatil es NNK, que codifica todos los aminoacidos asi como el coddon de detencién TAG. El codén NNK
preferiblemente se usa para introducir la diversidad requerida. Se usan otros codones que logran los mismos fines
también, incluyendo el codén NNN, que conduce a la produccion de los codones de detencion TGA y TAA. Dicho
enfoque dirigido también permite que el espacio de secuencia completo en un area diana sea explorado.

Las colecciones preferidas comprenden polipéptidos resistentes a proteasa que son miembros de la superfamilia de
inmunoglobulinas (p.ej. anticuerpos o porciones lo los mismos). Por ejemplo, las colecciones pueden comprender
polipéptidos de anticuerpo resistentes a proteasa que tengan una conformacion de cadena principal conocida.
(Véase, p.ej. Tomlinson et al.., WO 99/20749). Las colecciones se pueden preparar en un plasmido o vector
adecuado. Como se usa aqui, vector se refiere a un elemento discreto que es usado para introducir ADN heterélogo
en células para la expresion y/o replicacion de las mismas. Cualquier vector adecuado se puede usar, incluyendo
plasmidos (p.ej. plasmidos bacterianos), vectores virales o bacteriéfagos, cromosomas artificiales y vectores
episomales. Dichos vectores se pueden usar para clonacion y mutagénesis simple, o un vector de expresion se
puede usar para expresion de la coleccion. Vectores y plasmidos usualmente contienen uno o mas sitios de
clonacion (p.ej. un polienlazador), un origen de replicacion y al menos un gen marcador seleccionable. Los vectores
de expresion ademas pueden contener elementos para impulsar la transcripcion y traduccion de un polipéptido, tales
como un elemento incrementador, promotor, sefial de terminacion de transcripcidon, secuencias de sefiales y
similares. Estos elementos pueden estar dispuestos de una manera tal que sean operablemente enlazados a un
inserto clonado que codifica un polipéptido, de tal manera que el polipéptido sea expresado y producido cuando
dicho vector de expresidon se mantenga en condiciones adecuadas para expresion (p.ej. en una célula hospedera
adecuada).

Los vectores de clonacion y expresion generalmente contienen secuencias de acido nucleico que permiten que el
vector se replique en una o mas células anfitrionas. Tipicamente en vectores de clonacion, esta secuencia es una
que permite que el vector se replique independiente del ADN cromosémico del anfitrion e incluye origenes de
replicacion o secuencias autbnomamente replicantes. Dichas secuencias son bien conocidas para una variedad de
bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las
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bacterias Gram-negativas, el origen del plasmido de 2 micras es adecuado para levadura y varios origenes virales
(p.€j. SV40, adenovirus) son utiles para vectores de clonacion en células de mamifero. Generalmente, el origen de
replicacién no es necesario para vectores de expresion en mamiferos, a menos que estos se usen en células de
mamiferos capaces replicar altos niveles de ADN, tales como células COS.

Los vectores de clonacion o expresion pueden contener un gen de seleccion también referido como marcador
seleccionable. Dichos genes marcadores codifican una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de
células anfitrionas transformadas que crecen en un medio de cultivo selectivo. Las células anfitrionas no
transformadas con el vector que contiene el gen de seleccién por lo tanto no sobreviviran en el medio de cultivo. Los
genes de seleccion tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibiéticos y otras toxinas, p.egj.
ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, deficiencias auxotréficas de complemento, o nutrientes criticos de
suministro no disponibles en el medio de crecimiento.

Los vectores de expresion adecuados pueden contener un ndmero de componentes, por ejemplo, un origen de
replicacion, un gen marcador seleccionable, uno o mas elementos de control de expresion, tales como un elemento
de control de transcripciéon (p.ej. promotor, incrementador, terminador) y/o una o mas sefiales de traduccion, una
secuencia de sefal o secuencia lider, y similares. Los elementos de control de expresion y una secuencia de sefial o
lider, si esta presente, pueden ser provistos por el vector u otra fuente. Por ejemplo, las secuencias de control
transcripcionlaes y/o traduccionables de un acido nucleico clonado que codifica una cadena de anticuerpo se
pueden usar para dirigir la expresion.

Se puede proporcionar un promotor para expresion en una célula anfitriona deseada. Los promotores pueden ser
constitutivos o inducibles. Por ejemplo, un promotor puede ser operablemente enlazado a un acido nucleico que
codifica un anticuerpo, cadena de anticuerpo o porcion de la misma, de tal manera que dirige la transcripcion del
acido nucleico. Una variedad de promotores adecuados para anfitriones procarioticos (p.€j. los sistemas de promotor
de B-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema de promotor de triptéfano (trp), promotores lac, tac, T3, T7
para E. coli) y eucariéticos (p.ej. promotor temprano o tardio de virus simiano 40, promotor de repeticion de terminal
largo de virus del sarcoma de Rous, promotor de citomegalovirus, promotor tardio de adenovirus, promotor de EG-
1a) estan disponibles.

Ademas, los vectores de expresién tipicamente comprenden un marcador seleccionable para seleccion de células
anfitrionas que portan el vector, y en el caso de un vector de expresion replicable, un origen de replicacion. Los
genes que codifican productos que confieren resistencia a antibidticos o farmacos son marcadores seleccionables
comunes y se pueden usar en células procarioticas (p.ej. gen de p-lactamasa (resistencia a ampicilina), gen Tet para
resistencia a tetraciclina) y células eucarioticas (p.ej. genes de resistencia a neomicina (G418 o geneticina), gpt
(acido micofendlico), ampicilina, o higromicina). Los genes marcadores de dihidrofolato reductasa permiten la
seleccion con metotrexato en una variedad de anfitriones. Los genes que codifican el producto de gen de
marcadores auxotréficos del anfitrion (p.ej. LEU2, URA3, HIS3) a menudo se usan como marcadores seleccionables
en levaduras. El uso de vectores virales (p.ej. baculovirus) o fagos, y vectores que son capaces de integrarse en el
genoma de la célula anfitriona, tales como vectores retrovirales, también son contemplados.

Los vectores de expresion adecuados para la expresion en células procaridticas (p.ej. células bacterianas tales
como E. coli) o células de mamifero incluyen, por ejemplo un vector pET (p.ej. pET-12a, pET-36, pET-37, pET-39,
pET-40, Novagen y otros), un vector de fago (p.ej. pPCANTAB 5 E, Pharmacia), pRIT2T (vector de fusion de proteina
A, Pharmacia), pCDM8, pCDNA1.1/amp, pcDNA3.1, pRc/RSV, pEF-1 (Invitrogen, Carlsbad, CA), pCMV-SCRIPT,
pFB, pSG5, pXT1 (Stratagene, La Jolla, CA), pCDEF3 (Goldman, L.A., et al, Biotechniques, 21:1013-1015 (1996)),
pSVSPORT (GibcoBRL, Rockville, MD), pEF-Bos (Mizushima, S., et al, Nucleic Acids Res., 18:5322 (1990)) y
similares. Los vectores de expresion que son adecuados para usarse en varios anfitriones de expresion, tales como
células procaridticas (E. coli), células de insecto (células S2 Schneider de Drosophila, Sf9), levaduras (P.
methanolica, P. pastoris, S. cerevisiae) y células de mamifero (p.ej. células COS) estan disponibles.

Los vectores preferidos son vectores de expresion que permiten la expresion de una secuencia de nucledtidos
correspondiente a un miembro de coleccion de polipéptido. Por lo tanto, la seleccidon con ligandos genéricos y/u
dianas se pueden realizar mediante propagacion o expresion separada de un solo clon que expresa un miembro de
coleccién de polipéptido. Como se describid antes, el sistema de presentacion de seleccion preferido es
presentacion sobre bacteridfagos. Por lo tanto, vectores de fago o fagémico se pueden usar. Los vectores preferidos
son vectores de fagomido que tienen un origen de replicacion de E. coli (para replicacion de doble cadena), y
también un origen de replicacién de fago (para produccién de ADN de una sola cadena). La manipulacion y
expresion de dichos vectores es bien conocida en el técnica (Hoogenboom y Winter (1992), supra;. Nissim et al.
(1994), supra). En resumen, el vector puede contener un gen de B-lactamasa para conferir selectividad al fagomido y
un promotor lac hacia el extremo 5’ de un casete de expresidn que puede contener una secuencia lider adecuada,
un sitio de clonacién multiple, una o mas etiquetas de péptido, uno o mas codones de detencion TAG y la proteina
de fago plll. Por lo tanto, el uso de varias cepas supresoras y no supresoras de E. coli y con la adiciéon de glucosa,
iso-propil tio-p-D-galactésido (IPTG) o un fago auxiliar, tal como VCS M13, el vector es capaz de replicarse como un
plasmido sin expresion, producir grandes cantidades del miembro de coleccion de polipéptido Unicamente o fago de
producto, algunos de los cuales contienen al menos una copia de la fusiéon de polipéptido-plll sobre su superficie.
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Las colecciones y repertorios de la descripcion pueden contener formatos de anticuerpo. Por ejemplo, el polipéptido
contenido dentro de las colecciones y repertorios pueden ser anticuerpos enteros o fragmentos de los mismos, tales
como fragmentos Fab, F(ab’);, Fv o scFv, dominios de V4 o V| separados, cualquiera de las cuales son ya sea
modificadas o no modificados. Los fragmentos scFv, asi como otros polipéptidos de anticuerpo, pueden ser
producidos facilmente usando cualquier método adecuado. Un numero de métodos de ingenieria genética para
anticuerpos adecuados son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, un scFv se puede formar enlazando acidos
nucleicos que codifican dos dominios variables con un oligonucleétido adecuado que codifica un péptido enlazador
apropiado, tal como (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser); u otros péptidos enlazadores adecuados. El enlazador forma puente
entre el extremo C-terminal de la primera region V y el extremo N-terminal de la segunda region V. Se pueden usar
técnicas similares para la construccion de otros formatos de anticuerpo, tales como fragmentos Fv, Fab y F(ab’)..
Para fragmentos de formato Fab y F(ab’),, los polipéptidos Vi y V. se pueden combinar con segmentos de region
constante que se pueden aislar de genes reordenados, genes C de linea germinal o sintetizados a partir de datos de
secuencia de anticuerpos. Una coleccion o repertorio de acuerdo con la descripcion puede ser una colecciéon o
repertorio de V4 0 VL.

Los polipéptidos que comprenden un dominio variable resistente a proteasa preferiblemente comprenden un sitio de
union a ligando diana y/o un sitio de unién a ligando genérico. En ciertas realizaciones, el sitio de unién a ligando
genérico es un sitio de union para un superantigeno, tal como proteina A, proteina L o proteina G. La dominios
variables se puede basar en cualquier dominio variable deseado, por ejemplo, un VH humano (p.ej. Vy 1a, Vu1b,
VH2, Vu3, Vué, Vub, Vi6), un VA humano (p.ej. VAI, VAIL, VAL, VAIV, VAV, VAVI 0 Vk1) o un Vk humano (p.ej. Vk2,
Vk3, Vx4, Vk5, VHB, V«7, Vk8, Vk9 o Vk10).

Acidos nucleicos, células anfitrionas y métodos para producir polipéptidos resistentes a proteasa

La descripcion también se refiere a acidos nucleicos aislados y/o recombinantes que codifican péptido o polipéptido
resistente a proteasa, p.ej. que son seleccionables o seleccionados por los métodos descritos en la presente.

Los acidos nucleicos referidos aqui como “aislados” son acidos nucleicos que han sido separados de otro material
(p.€j. otros acidos nucleicos tales como ADN gendmico, ADNc y/o ARN) en su ambiente original (p.€j. en células o
en una mezcla de acidos nucleicos tales como una coleccién). Un acido nucleico aislado puede ser aislado como
parte de un vector (p.ej. un plasmido).

Los acidos nucleicos referidos aqui como “‘recombinantes” son acidos nucleicos que han sido producidos por
metodologia de ADN recombinante, incluyendo métodos que se basan en recombinacion artificial, tal como
clonacion en un vector o cromosoma usando, por ejemplo, enzimas de restriccion, recombinaciéon homologa, virus y
similares, y acidos nucleicos preparados usando la reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

La presente descripcion también se refiere a una célula anfitriona recombinante que comprende un acido nucleico
recombinante (uno o mas) o constructo de expresién que comprende un acido nucleico que codifica un péptido o
polipéptido resistente a proteasa, p.ej. un péptido o polipéptido seleccionable o seleccionado por los métodos
descritos en la presente. La descripcion también incluye un método para preparar un péptido o polipéptido resistente
a proteasa, que comprende mantener una célula anfitriona recombinante de la descripcién en condiciones
apropiadas para la expresion de un péptido o polipéptido resistente a proteasa. El método puede comprender
ademas el paso de aislar o recuperar el péptido o polipéptido resistente a proteasa, si se desea.

Por ejemplo, una molécula de acido nucleico (es decir, una 0 mas moléculas de acido nucleico) que codifican un
péptido o polipéptido resistente a proteasa, o un constructo de expresion (es decir, uno o mas constructos) que
comprende molécula(s) de acido nucleico, puede ser introducido en una célula anfitriona adecuada para crear una
célula anfitriona recombinante usando cualquier método apropiado para la célula anfitriona seleccionada (p.ej.
transformacion, transfeccion, electroporacion, infeccion), por lo que la molécula(s) de acido nucleico son
operablemente enlazadas a uno o mas elementos de control de expresiéon (p.ej. en un vector, en un constructo
creado por procedimientos en la célula, integrados al genoma de la célula anfitriona). La célula anfitriona
recombinante resultante se puede mantener en condiciones adecuadas para expresion (p.ej. en presencia de un
inductor, en un animal adecuado, en un medio de cultivo adecuado complementado con sales, factores de
crecimiento, antibiéticos, complementos nutricionales apropiados, etc.), por lo que el péptido o polipéptido es
producido. Si se desea, el péptido o polipéptido codificado puede ser aislado o recuperado (p.€j. de animal, la célula
anfitriona, medio, leche). Este procedimiento abarca expresidon en una célula anfitriona de un animal transgénico
(véase, p.ej. WO 92/03918, GenPharm International).

El péptido o polipéptido resistente a proteasa seleccionado por el método descrito en la presente también se puede
producir en un sistema de expresion in vitro adecuado, por sintesis quimica o por cualquier otro método adecuado.

Polipéptidos, dAbs, agonistas y antagonistas

Como se describe y se ejemplifica aqui, los péptidos, polipéptidos o dAbs resistentes a proteasa de la invencion
generalmente se unen a su ligando diana con alta afinidad. Por lo tanto, en otro aspecto, se da a conocer un método
para seleccionar, aislar, y/o recuperar un polipéptido o dAb de la invencion que se una a antigeno diana con alta
afinidad. Generalmente, el método comprende proporcionar una coleccién o repertorio de péptidos o polipéptidos
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(p-€j. dAbs), combinar la coleccion o repertorio con una proteasa (p.gj. tripsina, elastasa, leucozima, pancreatina,
esputo) en condiciones adecuadas para que se manifieste la actividad proteolitica, y seleccionar, aislar o recuperar
un péptido o polipéptido que se une a un ligando (p.ej. ligando diana). Debido a que la coleccion o repertorio ha sido
expuesta a proteasa en condiciones en que los péptidos o polipéptidos sensibles a proteasa seran digeridos, la
actividad de la proteasa puede eliminar los polipéptidos menos estables que tienen baja afinidad de unién, y por lo
tanto producir una coleccion de péptidos o polipéptidos de union de alta afinidad. Por ejemplo, el polipéptido o dAb
de la invencién se puede unir a antigeno diana con una afinidad (Kp; Kp = Kaisociacien(kd)/Kasociacisn(ka) como se
determina mediante resonancia de plasmoén de superficie) de 1 yM o mas fuerte, o aproximadamente 500 nM a
aproximadamente 0,5 pM. Por ejemplo, el polipéptido de dAb de la invenciéon puede unir antigeno diana (p.ej.
TNFR1) con una afinidad de aproximadamente 500 nM, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 10 pM,
aproximadamente 1 pM o aproximadamente 0,5 pM. Aunque no nos limitamos a ninguna teoria en particular, los
péptidos y polipéptidos que son resistentes a proteasas se cree que tienen una entropia mas baja y/o energia de
estabilizaciéon mas alta. Por lo tanto, la correlacion entre la resistencia a la proteasa y union de alta afinidad se
pueden relacionar con el grado de compactacion y estabilidad de las superficies de los péptidos y polipéptidos y
dAbs seleccionados por los métodos descritos en la presente.

El polipéptido, dAb, agonista o antagonista puede ser expresado en E. coli o en especies de Pichia (p.ej. P.
pastoris). En una realizaciéon, el ligando o monémero de dAb es secretado en una cantidad de al menos
aproximadamente 0,5 mg/L cuando se expresa en E. coli o en especies de Pichia (p.ej. P. pastoris). Aunque los
ligandos y mondémeros de dAb descritos aqui pueden ser secretados cuando se expresan en E. coli o en especies
de Pichia (p.ej. P. pastoris). Pueden ser producidos usando cualquier método adecuado, tal como, métodos de
quimica sintética o métodos de produccion biolégica que no emplean E. coli o en especies de Pichia.

En algunas realizaciones, el polipéptido, dAb, agonista o antagonista no comprende un dominio variable de
inmunoglobulina de Camelid, o uno o0 mas aminoacidos de armazdénarmazén que son Unicos para dominios variables
de inmunoglobulina codificados por segmentos de gen de anticuerpo de linea germinal de Camelid, p.ej. en la
posicion 108, 37, 44, 45 y/o 47.

Agonistas o antagonistas de acuerdo con la descripcion pueden ser monovalentes o multivalentes. En algunas
realizaciones, el agonista o antagonista es monovalente y contiene un sitio de unién que interactia con antigeno
diana, el sitio de union proporcionado por un polipéptido o dAb de la invencién. Los agonistas o antagonistas
monovalentes se unen a un antigeno diana y pueden no inducir entrelazamiento o agregacion de antigeno diana
(p.€j. antigenos de receptor) sobre la superficie de células que pueden conducir a la activacion del receptor y
transduccion de sefal.

En otras realizaciones, el agonista o antagonista de la descripcién es multivalente. Los agonistas o antagonistas
multivalentes pueden contener dos o mas copias de un sitio de unién particular para antigeno diana o contener dos o
mas sitios de union diferentes que se unen a antigeno diana, al menos uno de los sitios de unién siendo
proporcionados por un polipéptido o dAb de la invencién. Por ejemplo, como se describe aqui, el agonista o
antagonista puede ser un dimero, trimero o multimero que comprende dos o mas copias de un polipéptido o dAb
particular de la invencion que se une a antigeno diana, o dos o mas polipéptidos o dAbs diferentes de la invencion
que se unen a antigeno diana. En una realizacién, un antagonista multivalente se une a un antigeno de receptor de
superficie celular y no es agonista sustancial del antigeno (actia como un agonista del antigeno) en una prueba de
células estandar.

En ciertas realizaciones, el agonista o antagonista multivalente contiene dos o mas sitios de unién para un epitopo o
dominio deseado de antigeno diana.

En otras realizaciones, el polipéptido puede ser un agente insulinotrépico tal como un péptido derivado de GLP-1.
Los métodos adecuados para determinar la potencia de un agente insulinotrépico, resistencia a proteasas tales
como DPP-IV, vida media después de administracion y efectos in vivo se describen, por ejemplo, en el documento
WO 2006/059106.

En oftras realizaciones, el agonista o antagonista multivalente contiene dos o mas sitios de unién proporcionados por
polipéptidos o dAbs de la invencion que se unen a epitopos o dominios diferentes de antigeno diana.

En ciertas realizaciones, el polipéptido, dAb, agonista o antagonista de la descripcién son eficaces en modelos de
enfermedades inflamatorias cronicas cuando una cantidad efectiva es administrada. Generalmente, una cantidad
efectiva es aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg (p.ej. aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 2 mg/kg, aproximadamente 3 mg/kg, aproximadamente 4 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg,
aproximadamente 6 mg/kg, aproximadamente 7 mg/kg, aproximadamente 8 mg/kg, aproximadamente 9 mg/kg, o
aproximadamente 10 mg/kg). Los modelos de enfermedad inflamatoria (véase aquellos descritos en
W02006038027) son reconocidos por los expertos en la técnica como siendo predictivos en eficacia terapéutica en
humanos.

Generalmente, los presentes ligandos (p.ej. agonistas, antagonistas) seran empleados en forma purificada junto con
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vehiculos farmacolégicamente apropiados. Tipicamente, estos vehiculos incluyen soluciones, emulsiones o
suspensiones acuosas o0 alcohdlicas/acuosas, cualquiera incluyendo solucion salina y/o medio regulado en su pH.
Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio y
solucion de Ringer lactada. Los adyuvantes fisioldgicamente aceptables adecuados, si es necesario para mantener
un complejo de polipéptido en suspension, se pueden escoger de espesantes tales como carboximetilcelulosa,
polivinilpirrolidona, gelatina y alginatos.

Los vehiculos intravenosos incluyen rellenadores fluidos y de nutrientes y rellenadores de electrolitos, tales como
aquellos basados en dextrosa de Ringer. Los conservadores y otros aditivos, tales como antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelatadores y gases inertes, también pueden estar presentes (Mack (1982) Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 16a Edicion). Se pueden usar diversas de formulaciones adecuadas, incluyendo
formulaciones de liberacién prolongada.

Los ligandos (p.ej. antagonistas) de la presente descripcion se pueden usar como composiciones administradas por
separado o junto con otros agentes. Estos pueden incluir varios farmacos inmunoterapéuticos tales como
ciclosporina, metotraxato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir
“cocteles” de varios citotoxicos u otros agentes junto con los ligandos de la presente descripcion, o incluso
combinaciones de ligandos de acuerdo con la presente descripcion que tienen especificidades diferentes, tales como
ligandos seleccionados usando diferentes antigenos o epitopos dianas, ya sea que estén o no en acervo antes de la
administracion.

La via de administracién de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la descripcidon puede ser cualquiera de
aquellas comunmente conocidas por los expertos en la técnica. Para terapia, incluyendo sin limitacion
inmunoterapia, los ligandos seleccionados de los mismos de la invencion se pueden administrar a cualquier paciente
de acuerdo con técnicas estandares.

La administracion puede ser cualquier modo apropiado, incluyendo via parenteral intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, transdérmica, pulmonar, o también, de manera apropiada, por infusiéon directa con un catéter. La
dosis y frecuencia de administracion dependeran de la edad, sexo y condicion del paciente, administracion
concurrente de otros farmacos, contraindicaciones y otros parametros que han de ser tomados en cuenta por el
médico. La administracion puede ser local (p.ej. suministro local al pulmén por administracion pulmonar, p.ej.
administracion intranasal) o sistémica como se indica.

Los ligandos de esta descripcion pueden ser liofilizados para su almacenamiento y reconstituidos en un vehiculo
adecuado antes de usarse. Esta técnica se ha mostrado que es efectiva con inmunoglobulinas convencionales y se
pueden emplear técnicas de liofilizacion y reconstitucion conocidas en la técnica. Los expertos en la técnica
apreciaran que la liofilizacion y reconstitucion pueden conducir a grados variables de pérdida de actividad de
anticuerpos (p.ej. con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener mayor pérdida de
actividad que los anticuerpos 1gG) y que los niveles de uso pueden tener que ser ajustados ascendentemente para
compensacion.

Las composiciones que contienen los presentes ligandos (p.ej. agonistas, antagonistas) o un coctel de los mismos
de pueden administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, una
cantidad adecuada para lograr al menos inhibicion parcial, supresién, modulacion, muerte o algunos otros
parametros medibles, de la poblacién de células seleccionadas se define como “dosis terapéuticamente efectiva”, las
cantidades necesarias para lograr esta dosis dependeran de la severidad de la enfermedad y el estado general del
sistema inmunolégico propio del paciente, pero generalmente varian de 0.005 a 5.0 mg del ligando, p.ej. dAb,
agonista o antagonista por kilogramo de peso corporal, con dosis de 0.05 a 2.0 mg/kg/dosis siendo mas
comunmente usadas. Para aplicaciones profilacticas, composiciones que contienen los presentes ligandos o
cocteles de los mismos pueden ser administrados también en dosis similares o ligeramente mas bajas, para
prevenir, inhibir o retardar el inicio de la enfermedad (p.ej. para sostener remisidon o quiescencia, o para prevenir fase
aguda). El médico clinico podra determinar el intervalo de dosis apropiado para tratar, suprimir o prevenir
enfermedad. El tratamiento o terapia puede ser empleado usando las composiciones descritas en la presente se
considera “efectivo” si uno o mas sintomas son reducidos (p.ej. al menos por 10% o al menos un punto en una
escala de evaluacion clinica), en relacion con dichos sintomas presentes antes del tratamiento, o en relaciéon con
dichos sintomas en un individuo (humano o modelo animal) no tratado con dicha composicion u otro control
adecuado. Los sintomas obviamente variaran dependiendo de la enfermedad o trastorno diana, pero lo puede medir
un clinico o técnico experto en la técnica. Esos sintomas se pueden medir, por ejemplo, monitoreando el nivel de
uno o mas indicadores bioquimicos de la enfermedad o trastorno (p.ej. niveles de una enzima o metabolito
correlacionado con la enfermedad, nimeros de células afectadas, etc.), al monitorear manifestaciones fisicas (p.ej.
inflamacién, tamafio de tumor, etc.), o por una escala de evaluacion clinica aceptada, por ejemplo, la escala de
estado de incapacidad expandida (para esclerosis multiple), el cuestionario de enfermedad intestinal inflamatoria de
Irvine (evaluacion de 32 puntos que evalian la calidad de vida con respecto a funcidn intestinal, sintomas
sistémicos, funcion social y estado emocional-las puntuaciones varian de 32 a 224, en donde las puntuaciones mas
altas indican una mejor calidad de vida), la escala de calidad de vida en artritis reumatoide, u otra escala de
evaluacion clinica aceptada son conocidas en el campo. Una reduccién sostenida (p.ej. un dia o mas largo) en
sintomas de enfermedad o trastorno al menos por 10% o por uno o mas puntos en una escala clinica dada es
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indicativo de tratamiento “efectivo”. De manera similar, la profilaxis realizada usando una composicién como se
describe en la presente es “efectiva” si el inicio o severidad de uno o mas sintomas es retardado, reducido o anulado
en relacion con los sintomas en un individuo similar (humano o modelo animal) no tratado con la composicion.

Una composicion que contiene un ligando (p.ej. agonista, antagonista) o coctel del mismo de acuerdo con la
presente descripcion se puede emplear en situaciones profilactica y terapéutica para ayudar a la alteracion,
inactivacion, muerte o remocién de una poblacién de células diana seleccionadas en un mamifero. Ademas, los
repertorios seleccionados de polipéptidos descritos en la presente se pueden usar extracorporalmente o in vitro
selectivamente para matar, agotar o de otra manera remover de manera efectiva una poblacion de células diana de
una coleccion heterogénea de células. Sangre de un mamifero se puede combinar extracorporalmente con los
ligandos, por lo que las células no deseadas son muertas o removidas de otra manera de la sangre para ser
regresadas al mamifero de acuerdo con técnicas estandares.

Una composicidon que contiene un ligando (p.ej. agonistas o antagonista) de acuerdo con la presente descripcion se
puede emplear en situaciones profilactica y terapéutica para ayudar en alteracion, inactivacion, muerte o remocion
de una poblacién de células diana seleccionadas en un mamifero.

Los ligandos (p.ej. antagonistas anti-antigeno diana, agonistas, mondmeros de dAb) se pueden administrar y/o
formular junto con uno o mas agentes terapéuticos o activos adicionales. Cuando un ligando (p.ej. un dAb) se
administra con un agente terapéutico adicional, el ligando se puede administrar antes, simultaneamente con o
después de la administracion del agente adicional. Generalmente, el ligando y agente adicional se administran de
una manera que proporcione un solapamiento de efecto terapéutico.

En una realizacién preferida de la descripcion, las composiciones farmacéuticas que contienen un farmaco GLP-1 o
un analogo o derivado de GLP-1 de acuerdo con el presente descripcion se pueden administrar parenteralmente a
pacientes que necesitan dicho tratamiento. La administracion parenteral se puede realizar por inyeccion subcutanea,
intramuscular o intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa en forma de pluma.
Alternativamente, la administracion parenteral se puede realizar por medio de una bomba de infusién. Una opcion
adicional es una composicion que puede ser potenciada o un liquido para la administracion del farmaco GLP-1 o
analogo o derivado de GLP-1 en forma de una aspersion nasal o pulmonar. Como una opcién adicional, el farmaco
GLP-1 o analogo o derivado de GLP-1 de la descripcion también se puede administrar por via transdérmica, p.ej.
desde un parche, opcionalmente un parche iontoforético o por via transmucosa, p.ej. via bucal. En otras
realizaciones, las composiciones se administras por via oral, p.ej. una pildora, capsula, bebida (p.ej. comercializada
como una bebida de pérdida de peso para tratamiento de obesidad).

Una composicién para administracion parenteral de compuestos de GLP-1, por ejemplo, se puede preparar como se
describe en el documento WO 03/002136 (US2003119734).

En otra realizacién, la presente descripcion se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la descripcién para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de hiperglucemia, diabetes de tipo 1, diabetes de tipo 2 o
deficiencia de células B. En realizaciones especificas para estas indicaciones, el farmacos se selecciona de un
agente insulinotropico, e incretina, un péptido similar a glucagén 1, un péptido GLP-1, un analogo de GLP-1, un
derivado de GLP-1, PYY, un péptido de PYY, un analogo de PYY, un derivado de PYY, Exendina-3, un péptido de
Exendina-3, un andlogo de Exendina-3, un derivado de Exendina-3, Exendina-4, un péptido de Exendina-4, un
analogo de Exendina-4, un derivado de Exendina-4 o una combinacién de dos o mas de estos (p.ej. péptido de GLP-
1y un péptido de PYY).

El tratamiento con un compuesto de acuerdo con la presente descripcion también se puede combinar con una
segunda o mas sustancias farmacolégicamente activas, que pueden o no ser parte del conjugado de farmaco o
fusion. Por ejemplo, un activo seleccionado de agentes antidiabéticos, agentes antiobesidad, agentes reguladores
del apetito, agentes antihipertensivos, agentes para el tratamiento y/o prevencién de complicaciones que resultan de
0 asociadas con diabetes y agentes para el tratamiento y/o prevencion de complicaciones y trastornos que resultan
de o asociados con obesidad. En el presente contexto, la expresion “agente antidiabético” incluye compuestos para
el tratamiento y/o profilaxis de resistencia a la insulina y enfermedades en donde la resistencia a la insulina es un
mecanismo patofisiologico.

Formatos

La vida media incrementada es util en aplicaciones in vivo de inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos y muy
especialmente fragmentos de anticuerpo de tamafio pequefio. Dichos fragmentos (Fvs, Fvs, Fabs, scFvs, dAbs
unidos a disulfuro) padecen de aclaramiento rapido del cuerpo; por lo tanto, mientras que son capaces de alcanzar
la mayor parte del cuerpo rapidamente, son rapidos de producir y faciles de manejar, sus aplicaciones in vivo han
sido limitadas solo por su persistencia breve in vivo. Una realizacion de la descripcidon resuelve este problema al
proporcionar vida media incrementada de los ligandos in vivo y consecuentemente tiempos de persistencia mas
largos en el cuerpo de la actividad funcional del ligando.

Los métodos para analisis farmacocinético y determinacion de la vida media del ligando seran familiares para los
expertos en la técnica. Se pueden encontrar detalles en Kenneth, A et al: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A
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Handbook for Pharmacists y en Peters et al, Pharmacokinetc analysis: A Practical Approach (1996). También se
hace referencia a "Pharmacokinetics", M Gibaldi & D Perron, publicada por Marcel Dekker, 2a. Rev. ex ediciéon
(1982), que describe parametros farmacocinéticos tales como vidas media de alfa t y beta t y estan bajo la curva
(AUC).

Las vidas medias (/% alfa y t'2 beta) y AUC se puede determinar a partir de una curva de concentracion de ligando
en el suero contra el tiempo. El paquete de analisis WinNonlin (disponible de Pharsight Corp., Mountain View,
CA94040, EE.UU.) se puede usar, por ejemplo, para modelar la curva. En una primera fase (la fase alfa) el ligando
esta principalmente bajo distribucion en el paciente con alguna eliminaciéon. Una segunda fase (fase beta) es la fase
terminal cuando el ligando ha sido distribuido y la concentracion en el suero esta disminuyendo a medida que el
ligando es aclarado del paciente. La vida media alfa t es la vida media de la primera fase y la vida media beta tes la
vida media de la segunda fase. Por lo tanto, en una realizacién, la presente invenciéon proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencién que tiene una vida media de ta en el intervalo
de 15 minutos o mas. En una realizacion, el extremo inferior del intervalo es 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas,
3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas 0 12 horas. Ademas, o alternativamente, un ligando o
composicion de acuerdo con la invencion tendra una vida media ta en el intervalo de hasta y que incluye 12 horas.
En una realizacion, el extremo superior del intervalo es 11, 10, 9, 8, 7, 6 6 5 horas. Un ejemplo de un intervalo
adecuado es 1 a 6 horas, 2 a 5 horas 0 3 a 4 horas.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un ligando (polipéptido, dAb, agonista o antagonista) o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencion que tiene una vida media tp en el intervalo de
2,5 horas o mas. En una realizacién, el extremo inferior del intervalo es 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas,
10 horas, 11 horas o 12 horas. Ademas, o alternativamente, un ligando o composicién de acuerdo con la invencion
tiene una vida media tB en el intervalo de hasta y que incluye 21 dias. En una realizacion, el extremo superior del
intervalo es 12 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias o 20 dias. En una realizacion, un ligando o
composicion de acuerdo con la invencion tendra una vida media tf en el intervalo de 12 a 60 horas. En una
realizacion adicional, estara en el intervalo de 12 a 48 horas. En una realizaciéon adicional mas, estara en el intervalo
12 a 26 horas.

Ademas, o alternativamente a los criterios anteriores, la presente invencion proporciona un ligando o una
composicion que comprende un ligando de acuerdo con la invencién que tiene un valor de AUC (area bajo la curva)
en el intervalo de 1 mg.min/ml o mas. En una realizacion, el extremo inferior del intervalo es 5, 10, 15, 20, 30, 100,
200 6 300 mg.min/ml. Ademas, o alternativamente, un ligando o composicion de acuerdo con la invencion tiene una
AUC en el intervalo de hasta 600 mg.min/ml. En una realizacion, el extremo superior del intervalo es 500, 400, 300,
200, 150, 100, 75 6 50 mg.min/ml. En una realizacién, un ligando de acuerdo con la invencion tendra una AUC en el
intervalo seleccionado del grupo que consiste de los siguientes: 15 a 150 mg.min/ml, 15 a 100 mg.min/ml, 15 a 75
mg.min/mly 15 a 50 mg.min/ml.

Los polipéptidos y dAbs de la invencion y los agonistas o antagonistas que comprenden estos se pueden formular
para tener un tamafio hidrodinamico mas grande, por ejemplo, al unir un grupo PEG, albumina de suero,
transferrina, receptor de transferrina o al menos una porcién de unién a transferrina del mismo, una regién Fc de
anticuerpo, o mediante conjugacion a un dominio de anticuerpo. Por ejemplo, polipéptidos dAbs, agonistas y
antagonistas formateados como un fragmento de unién a antigeno mas grande de un anticuerpo o como un
anticuerpo (p.ej. formateados como Fab, Fab’, F(ab),, F(ab’), 1IgG, scFv).

El tamafo hidrodinamico de los ligandos (p.ej. mondémeros y multimeros de dAb) de la invencion se puede
determinar usando métodos que son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, cromatografia de filtracion en gel se
puede usar para determinar el tamafo hidrodinamico de un ligando. Matrices de filtracion en gel adecuadas para
determinar los tamafios hidrodinamicos de ligandos, tales como matrices de agarosa entrelazadas, son bien
conocidas y estan facilimente disponibles.

El tamafio de un formato de ligando (p.ej. el tamafio de una porcion de PEG unida a un monémero de dAb), se
puede variar dependiendo de la aplicacion deseada. Por ejemplo, en donde el ligando esta disefiado para dejar la
circulaciéon y entrar al tejido periférico, es deseable mantener el tamafio hidrodinamico de un ligando bajo para
facilitar la extravazacion desde el torrente sanguineo. Alternativamente, en donde se desea tener el ligando
permaneciendo en la circulacion sistémica durante un periodo mas largo de tiempo, el tamafo de ligando se puede
incrementar, por ejemplo formateando como una proteina similar a Ig.

Extension de la semivida al dirigir un antigeno o epitopo que incrementa la semivida in vivo

El tamario hidrodinamico de un ligando y su semivida en el suero también se puede incrementar conjugando o
asociando un polipéptido de unién a antigeno diana, dAb, agonista o antagonista de la invencion a un dominio de
union (p.ej. anticuerpo o fragmento de anticuerpo) que se une a un antigeno o epitopo que incrementa la semivida in
vivo, como se describe aqui. Por ejemplo, el agente de unién a antigeno diana (p.ej. polipéptidos) se puede conjugar
a o enlazar a una albumina de antisuero o anticuerpo de receptor Fc anti-neonatal o fragmento de anticuerpo, p.ej.
un receptor Fc anti-SA o anti-neonatal dAb, Fab, Fab’ o scFv, o a un anticuerpo anti-SA o anticuerpo de receptor Fc
anti-neonatal o un anticuerpo avimero anti-SA, o un dominio de unién anti-SA que comprende un armazén proteinico
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seleccionado de, pero preferiblemente no limitado al grupo que consiste de CTLA-4, lipocalina, SpA, un aficuerpo, un
avimero, GroEl y fibronectina (véase documento PCT/GB2008/000453 presentado el 8 de febrero de 2008
(W02008096158; US2009259026) para descripcion de estos dominios de union). Conjugacion se refiere a una
composicion que comprende polipéptido, dAb, agonista o antagonista de la invencién que se une (covalente o no
covalentemente) a un dominio de unién que se une a albumina de suero.

Los polipéptidos adecuados que incrementan la semivida en el suero in vivo incluyen, por ejemplo, proteinas de
fusion de agente neurofarmacéutico de ligando especifico de receptor de transferrina (véase patente de EE.UU. No
5,977,307), receptor de células endoteliales capilares de cerebro, transferrina, receptor de transferrina (p.ej. receptor
de transferrina soluble), insulina, receptor de factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1), receptor de factor de
crecimiento similar a la insulina 2 (IGF-2), receptor de insulina, factor de coagulacion de la sangre X, [11-antitripsina y
HNF 1a. Los polipéptidos adecuados que incrementan la semivida en el suero también incluyen alfa-1 glicoproteina
(orosomucoide; AAG), alfa-1 antiquimiotripsina (ACT), alfa-1 microglobulina (proteina HC; AIM), antitrombina IIl (AT
), apolipoproteinas A-1 (Apo A-1), apolipoproteina B (Apo B), ceruloplasmina (Cp), componente de complemento
C3 (C3), componente de complemento C4 (C4), inhibidor de esterasa de C1 (C1 INH), proteina de C-reactivo (CRP),
ferritina (FER), hemopexina (HPX), lipoproteina(a) (Lp(a)), proteina de unién a manosa (MBP), mioglobina (Myo),
prealbumina (transtiretina; PAL), proteina de unién a retinol (RBP), y factor reumatoide (RF).

Proteinas adecuadas de matriz extracelular incluyen, por ejemplo, colagenos, lamininas, integrinas y fibronectina.
Los colagenos son las principales proteinas de la matriz extracelular. Aproximadamente 15 tipos de moléculas de
colageno son actualmente conocidas, encontradas en diferentes partes del cuerpo, p.ej. colageno tipo | (que
representa el 90% del colageno del cuerpo) encontrado en hueso, piel, tenddn, ligamentos, cérnea, érganos internos
o colageno de tipo Il encontrado en cartilago, disco vertebral, notocorda y humor vitreo del ojo.

Las proteinas adecuadas de la sangre incluyen, por ejemplo, proteinas del plasma (p.€j. fibrina, a-2 macroglobulina,
albumina de suero, fibrindgeno (p.ej. fibrindgeno A, fibrinbgeno B), proteina amiloide A del suero, haptoglobina,
profilina, ubiquitina, uteroglobulina y B-2-microglobulina), enzimas e inhibidores de enzima (p.ej. plasminégeno,
lisozima, cistatina C, alfa-1-antitripsina e inhibidor de tripsina pancreatica), proteinas del sistema inmunolégico, tales
como proteinas de inmunoglobulina (p.ej. IgA, IgD, IgE, IgG, IgM, cadenas ligeras de inmunoglobulina
(kappa/lambda)), proteinas transportadoras (p.ej. proteina de unién a retinol, a-1 microglobulina), defensinas (p.ej.
beta-defensina 1, defensina 1 de neutrdfilo, defensina 2 de neutréfilo y defensina 3 de neutréfilo) y similares.

Las proteinas adecuadas encontradas en la barrera hematoencefalica o en un tejido neural incluyen, por ejemplo,
receptor de melanocortina, mielina, transportador de ascorbato y similares.

Los polipéptidos adecuados que incrementan la semivida en el suero in vivo también incluyen proteinas localizadas
en el rindn (p.ej. policistina, colageno de tipo IV, transportador de anién organico K1, antigeno de Heymann),
proteinas localizadas en el higado (p.ej. alcohol deshidrogenasa, G250), proteinas localizadas en el pulmén (p.ej.
componente secretor, que se une a IgA), proteinas localizadas en el corazon (p.ej. HSP 27, que esta asociado con
cardiomiopatia dilatada), proteinas localizadas en la piel (p.ej. queratina), proteina especificas de hueso tales como
proteinas morfogénicas (BMPs), que son un subconjunto de la superfamilia de proteinas de factor de crecimiento
transformante 3 que demuestran actividad osteogénica (p.ej. BMP-2, BMP-4, BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8),
proteinas especificas del tumor (p.ej. antigeno de trofoblasto, receptor de herceptina, receptor de estrégeno,
catepsinas (p.ej. catepsina B, que se puede encontrar en el higado y el bazo)).

Las proteinas especificas de enfermedad adecuadas incluyen, por ejemplo, antigenos expresados solo sobres
células T activadas, incluyendo LAG-3 (gen de activacion de linfocitos), ligando de osteoprotegerina (OPGL; véase
Nature 402, 304-309 (1999)), OX40 (un miembro de la familia del receptor de TNF, expresado sobre células T
activadas y especificamente no regulado en células productoras de virus de leucemia de células T humanas de tipo |
(HTLV-l); véase Immunol. 165 (1):263-70 (2000)). Las proteinas especificas de enfermedad adecuadas también
incluyen, por ejemplo, metaloproteasas (asociadas con artritis/canceres) incluyendo Drosophila CG6512,
paraplegina humana, FtsH humana, AFG3L2 humana, ftsH de murino; y factores de crecimiento angiogénicos,
incluyendo factor de crecimiento de fibroblastos acido (FGF-1), factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF-2),
factor de crecimiento endotelial vascular/factor de permeabilidad vascular (VEGF/VPF), factor de crecimiento
transformante o (TGF a), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), angiogenina, interleucina-3 (IL-3), interleucina-8
(IL-8), factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), factor de crecimiento placentario (P1GF),
factor de crecimiento derivado de plaquetas de midkine-BB (PDGF) y fractalkine.

Los polipéptidos adecuados que incrementan la semivida en el suero in vivo también incluyen proteinas de estrés
tales como proteinas de choque térmico (HSPs). Las HSPs normalmente se encuentran intracelularmente. Cuando
se encuentran extracelularmente, es un indicador de que una célula ha muerto y derramado su contenido. Esta
muerte celular no programada (necrosis) ocurre cuando, como resultado de trauma, enfermedad o lesion, las HSPs
extracelulares desencadenan una respuesta del sistema inmunolégico. La unién a HSP extracelular puede ocasionar
la localizacién de las composiciones de la invencién a un sitio de enfermedad.

Las proteinas adecuadas implicadas en transporte de Fc incluyen, por ejemplo, receptor de Brambell (también
conocido como FcRB). Este receptor de Fc tiene dos funciones, ambas de las cuales son potencialmente Utiles para
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suministro. Las funciones son (1) transporte de IgG de madre a hijo a través de la placenta, (2) proteccion de IgG
contra degradacion prolongando asi su semivida en el suero. Se piensa que el receptor recicla IgG de endosomas.
(Véase, Holliger et al, Nat Biotechnol 15(7):632-6 (1997)).

dAbs que se une a albumina de suero (AlbudAbs™)

La invencion en una realizacion proporciona un polipéptido, agonista o antagonista (p.ej. ligando especifico doble
que comprende un dAb anti-antigeno diana (un primer dAb)) que se une a un antigeno diana y un segundo dAb que
se une a albumina de suero (SA), el segundo dAb que se une a SA con una Kp como se determina por resonancia
de plasmon de superficiede 1 nM a 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 100, 200, 300, 400 6 500 py M (es decir, x
10°a5x10%),0100nMa 10 yM,01a5uMo3a70nMo 10 nM a 1, 2, 3, 4 6 5 uM. Por ejemplo 30 a 70 nM
como se determina por resonancia de plasmoén de superficie. En una realizacion, el primer dAb (o un monémero de
dAb) se une a SA (p.ej. HSA) con un Kp como se determina por resonancia de plasmén de superficie de
aproximadamente 1, 50, 70, 100, 150, 200, 300 nM o 1, 2 6 3 pM. En una realizacién, para un ligando especifico
doble que comprende un primer dAb anti-SA y un segundo dAb a antigeno diana, la afinidad (p.ej. Kp y/0 Kaisociacion
como se mide por resonancia de plasmon de superficie, p.ej. usando BiaCore) del segundo dAb para su diana es de
1 a 100000 veces (p.ej. 100 a 100000, o 1000 a 100000, o 10000 a 100000 veces) la afinidad del primer dAb para
SA. En una realizacién, la albumina en el suero es albumina de suero humana (HSA). Por ejemplo, el primer dAb se
une a SA con una afinidad de aproximadamente 10 uM, mientras el segundo dAb se une a su diana con una afinidad
de 100 pM. En una realizacion, la albimina en el suero es albumina de suero humana (HSA). En una realizacion, el
primer dAb se une a SA (p.ej. HSA) con una Kp de aproximadamente 50, por ejemplo 70, 100, 150 6 200 nM.
Detalles de ligando especifico dobles se encuentran en los documentos WO03002609, WO04003019 y
WO004058821.

Los ligandos de la invencion en una realizacion pueden comprender un dAb que se une a albumina en el suero (SA)
con una Kp como se determina por resonancia de plasmon de superficie de 1 nM a 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 100, 200, 300, 400 6 500 u M (es decir, x 10°a5x 10*),0100nMa 10 yM,01a5uM o 3a 70 nM o 10 nM
a1,2 3, 4065 uM. Por ejemplo 30 a 70 nM como se determina por resonancia de plasmén de superficie. En una
realizacion, el primer dAb (o un monémero de dAb) se une a SA (p.ej. HSA) con una Kp como se determina por
resonancia de plasmon de superficie de aproximadamente 1, 50, 70, 100, 150, 200, 300 nM o0 1,2 6 3 y M. En una
realizacion, el primer y segundo dAbs son enlazados por un enlazador, por ejemplo un enlazador de 1 a 4
aminoacidos o de 1 a 3 aminoacidos, o mas de 3 aminoacidos o mas de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 6 20 aminoacidos. En
una realizacion, un enlazador mas largo (mas de 3 aminoacidos) se usa para incrementar potencia (Kp de uno o
ambos dAbs en el agonista o antagonista). En una realizacion, el enlazador es un enlazador helicoidal.

En realizaciones particulares de los ligandos, agonistas y antagonistas, el dAb se une a albumina de suero humana
y compite para unirse a albumina con un dAb seleccionado del grupo que consiste de MSA-16, MSA-26 (véase el
documento WO04003019 para descripcion de estas secuencias), DOM7m-16 (SEQ ID NO: 473), DOM7m-12 (SEQ
ID NO: 474), DOM7m-26 (SEQ ID NO: 475), DOM7r-1 (SEQ ID NO: 476), DOM7r-3 (SEQ ID NO: 477), DOM7r-4
(SEQ ID NO: 478), DOM7r-5 (SEQ ID NO: 479), DOM7r-7 (SEQ ID NO: 480), DOM7r-8 (SEQ ID NO: 481), DOM7h-2
(SEQ ID NO: 482), DOM7h-3 (SEQ ID NO: 483), DOM7h-4 (SEQ ID NO: 484), DOM7h-6 (SEQ ID NO: 485),
DOM7h-1 (SEQ ID NO: 486), DOM7h-7 (SEQ ID NO: 487), DOM7h-22 (SEQ ID NO: 489), DOM7h-23 (SEQ ID NO:
490), DOM7h-24 (SEQ ID NO: 491), DOM7h-25 (SEQ ID NO: 492), DOM7h-26 (SEQ ID NO: 493), DOM7h-21 (SEQ
ID NO: 494), DOM7h-27 (SEQ ID NO: 495), DOM7h-8 (SEQ ID NO: 496), DOM7r-13 (SEQ ID NO: 497), DOM7r-14
(SEQ ID NO: 498), DOM7r-15 (SEQ ID NO: 499), DOM7r-16 (SEQ ID NO: 500), DOM7r-17 (SEQ ID NO: 501),
DOM7r-18 (SEQ ID NO: 502), DOM7r-19 (SEQ ID NO: 503), DOM7r-20 (SEQ ID NO: 504), DOM7r-21 (SEQ ID NO:
505), DOM7r-22 (SEQ ID NO: 506), DOM7r-23 (SEQ ID NO: 507), DOM7r-24 (SEQ ID NO: 508), DOM7r-25 (SEQ ID
NO: 509), DOM7r-26 (SEQ ID NO: 510), DOM7r-27 (SEQ ID NO: 511), DOM7r-28 (SEQ ID NO: 512), DOM7r-29
(SEQ ID NO: 513), DOM7r-30 (SEQ ID NO: 514), DOM7r-31 (SEQ ID NO: 515), DOM7r-32 (SEQ ID NO: 516),
DOM7r-33 (SEQ ID NO: 517) (Véase el documento WO2007080392; las SEQ ID No’s en este parrafo son aquellas
que aparecen en el documento WO2007080392),

dAb8 (dAb10), dAb 10, dAb36, dAb7r20 (DOM7r20), dAb7r21 (DOM7r21), dAb7r22 (DOM7r22), dAb7r23
(DOM7r23), dAb7r24 (DOM7r24), dAb7r25 (DOM7r25), dAb7r26 (DOM7r26), dAb7r27 (DOM7r27), dAb7r28
(DOM7r28), dAb7r29 (DOM7r29), dAb7r29 (DOM7r29), dAb7r31 (DOM7r31), dAb7r32 (DOM7r32), dAb7r33
(DOM7r33), dAb7r33 (DOM7r33), dAb7h22 (DOM7h22), dAb7h23 (DOM7h23), dAb7h24 (DOM7h24), dAb7h25
(DOM7h25), dAb7h26 (DOM7h26), dAb7h27 (DOM7h27), dAb7h30 (DOM7h30), dAb7h31 (DOM7h31), dAb2 (dAbs
4,7,41), dAb4, dAb7, dAb11, dAb12 (dAb7m12), dAb13 (dAb 15), dAb15, dAb 16 (dAb21, dAb7m16) , dAb 17, dAb
18, dAb 19, dAb21, dAb22, dAb23, dAb24, dAb25 ( dAb26, dAb7m26), dAb27, dAb30 (dAb35), dAb31, dAb33,
dAb34, dAb35, dAb38 (dAb54), dAb41, dAb46 (dAbs 47, 52 y 56), dAb47, dAb52, dAb53, dAb54, dAb55, dAb56,
dAb7m12, dAb7m16, dAb7m26, dAb7r1 (DOM7r1), dAb7r3 (DOM7r3), dAb7r4 (DOM7r4), dAb7r5 (DOM7r5), dAb7r7
(DOMT7r7), dAb7r8 (DOM7r8), dAb7r13 (DOM7r13), dAb7r14 (DOM7r14), dAb7r15 (DOM7r15), dAb7r16 (DOM7r16),
dAb7r17 (DOM7r17), dAb7r18 (DOM7r18), dAb7r19 (DOM7r19), dAb7h1 (DOM7hI), dAb7h2 (DOM7h2), dAb7h6
(DOM7h6), dAb7h7 (DOM7h7), dAb7h8 (DOM7h8), dAb7h9 (DOM7h9), dAb7h10 (DOM7MO0), dAb7h1 1 (DOMT7hI I),
dAb7h12 (DOM7M2), dAb7h13 (DOM7hI3), dAb7h14 (DOM7hiI4), dAb7p1 (DOM7p1), y dAb7p2 (DOM7p2) (véase el
documento W02008096158). Los nombres alternativos se muestran entre corchetes después de que el dAb, p.ej.
dAb8 tiene un nombre alternativo que es dAb10 es decir dAb8 (dAb10).
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En ciertas realizaciones, el dAb se une a albumina de suero humana y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90%,
o al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%, o al menos aproximadamente 97%, o al
menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de un dAb seleccionado del grupo que consiste de

MSA-16, MSA-26,

DOM7m-16 (SEQ ID NO: 473), DOM7m-12 (SEQ ID NO: 474), DOM7m-26 (SEQ ID NO: 475), DOM7r-1 (SEQ ID
NO: 476), DOM7r-3 (SEQ ID NO: 477), DOM7r-4 (SEQ ID NO: 478), DOM7r-5 (SEQ ID NO: 479), DOM7r-7 (SEQ ID
NO: 480), DOM7r-8 (SEQ ID NO: 481), DOM7h-2 (SEQ ID NO: 482), DOM7h-3 (SEQ ID NO: 483), DOM7h-4 (SEQ
ID NO: 484), DOM7h-6 (SEQ ID NO: 485), DOM7h-1 (SEQ ID NO: 486), DOM7h-7 (SEQ ID NO: 487), DOM7h-22
(SEQ ID NO: 489), DOM7h-23 (SEQ ID NO: 490), DOM7h-24 (SEQ ID NO: 491), DOM7h-25 (SEQ ID NO: 492),
DOM7h-26 (SEQ ID NO: 493), DOM7h-21 (SEQ ID NO: 494), DOM7h-27 (SEQ ID NO: 495), DOM7h-8 (SEQ ID NO:
496), DOM7r-13 (SEQ ID NO: 497), DOM7r-14 (SEQ ID NO: 498), DOM7r-15 (SEQ ID NO: 499), DOM7r-16 (SEQ ID
NO: 500), DOM7r-17 (SEQ ID NO: 501), DOM7r-18 (SEQ ID NO: 502), DOM7r-19 (SEQ ID NO: 503), DOM7r-20
(SEQ ID NO: 504), DOM7r-21 (SEQ ID NO: 505), DOM7r-22 (SEQ ID NO: 506), DOM7r-23 (SEQ ID NO: 507),
DOM7r-24 (SEQ ID NO: 508), DOM7r-25 (SEQ ID NO: 509), DOM7r-26 (SEQ ID NO: 510), DOM7r-27 (SEQ ID NO:
511), DOM7r-28 (SEQ ID NO: 512), DOM7r-29 (SEQ ID NO: 513), DOM7r-30 (SEQ ID NO: 514), DOM7r-31 (SEQ ID
NO: 515), DOM7r-32 (SEQ ID NO: 516), DOM7r-33 (SEQ ID NO: 517) (las SEQ ID No’s en este parrafo son aquellas
que aparecen en el documento WO02007080392 ((US20070003549)),

dAb8, dAb10, dAb36, dAb7r20, dAb7r21, dAb7r22, dAb7r23, dAb7r24, dAb7r25, dAb7r26, dAb7r27, dAb7r28,
dAb7r29, dAb7r30, dAb7r31, dAb7r32, dAb7r33, dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27,
dAb7h30, dAb7h31, dAb2, dAb4, dAb7, dAb11, dAb12, dAb13, dAb15, dAb16, dAb17, dAb18, dAb19, dAb21,
dAb22, dAb23, dAb24, dAb25, dAb26, dAb27, dAb30, dAb31, dAb33, dAb34, dAb35, dAb38, dAb41, dAb46, dAb47,
dAb52, dAb53, dAb54, dAb55, dAb56, dAb7m12, dAb7m16, dAb7m26, dAb7r1, dAb7r3, dAb7r4, dAb7r5, dAb7r7,
dAb7r8, dAb7r13, dAb7r14, dAb7r15, dAb7r16, dAb7r17, dAb7r18, dAb7r19, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7,
dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13, dAb7h14, dAb7p1, y dAb7p2.

Por ejemplo, el dAb que se une a albumina de suero humana puede comprender una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%, o al
menos aproximadamente 97%, o al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad
de secuencia de aminoacidos con DOM7h-2 (SEQ ID NO:482), DOM7h-3 (SEQ ID NO:483), DOM7h-4 (SEQ ID
NO:484), DOM7h-6 (SEQ ID NO:485), DOM7h-1 (SEQ ID NO:486), DOM7h-7 (SEQ ID NO:487), DOM7h-8 (SEQ ID
NO:496), DOM7r-13 (SEQ ID NO:497), DOM7r-14 (SEQ ID NO:498), DOM7h-22 (SEQ ID NO:489), DOM7h-23
(SEQ ID NO:490), DOM7h-24 (SEQ ID NO:491), DOM7h-25 (SEQ ID NO:492), DOM7h-26 (SEQ ID NO:493),
DOM7h-21 (SEQ ID NO:494), DOM7h-27 (SEQ ID NO:495) (las SEQ ID No’s en este parrafo son aquellas que
aparecen en el documento W02007080392 (US20070003549)),

dAb8, dAb 10, dAb36, dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27, dAb7h30, dAb7h31,
dAb2, dAb4, dAb7, dAb11, dAb12, dAb13, dAb15, dAb16, dAb17, dAb18, dAb19, dAb21, dAb22, dAb23, dAb24,
dAb25, dAb26, dAb27, dAb30, dAb31, dAb33, dAb34, dAb35, dAb38, dAb41, dAb46, dAb47, dAbS2, dAbS3, dAbS4,
dAb55, dAbS56, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13 y
dAb7h14.

En ciertas realizaciones, el dAb se une a albumina de suero humana y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90%,
o al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%, o al menos aproximadamente 97%, o al
menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de un dAb seleccionado del grupo que consiste de

DOM7h-2 (SEQ ID NO:482), DOM7h-6 (SEQ ID NO:485), DOM7h-1 (SEQ ID NO:486), DOM7h-7 (SEQ ID NO:487),
DOM7h-8 (SEQ ID NO:496), DOM7h-22 (SEQ ID NO:489), DOM7h-23 (SEQ ID NO:490), DOM7h-24 (SEQ ID
NO:491), DOM7h-25 (SEQ ID NO:492), DOM7h-26 (SEQ ID NO:493), DOM7h-21 (SEQ ID NO:494), DOM7h-27
(SEQ ID NO:495) (las SEQ ID No’s en este parrafo son aquellas que aparecen en el documento WO2007080392
(US20070003549)),

dAb7h21, dAb7h22, dAb7h23, Ab7h24, Ab7h25, Ab7h26, dAb7h27, dAb7h30, dAb7h31, dAb2, dAb4, dAb7, dAb38,
dAMI, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11, dAb7h12, dAb7h13 y dAb7h14.

En realizaciones muy particulares, el dAb es un Vi dAb que se une a albumina de suero humana y tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste de

DOM7h-2 (SEQ ID NO:482), DOM7h-6 (SEQ ID NO:485), DOM7h-1 (SEQ ID NO:486), DOM7h-7 (SEQ ID NO:487),
DOM7h-8 (SEQ ID NO:496) (la SEQ ID No's en este parrafo son aquellas que aparecen en el documento
W02007080392 (US20070003549)),
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dAb2, dAb4, dAb7, dAb38, dAMI, dAb54, dAb7h1, dAb7h2, dAb7h6, dAb7h7, dAb7h8, dAb7h9, dAb7h10, dAb7h11,
dAb7h12, dAb7h13 y dAb7h14.

En realizaciones muy particulares, el dAb es un Vg dAb que se une a albumina de suero humana y tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada de dAb7h30 y dAb7h31.

En realizaciones muy particulares, el dAb es dAb7h11 o dAb7h14. En otras realizaciones, el dAb, ligando, agonista o
antagonista se une a albumina de suero humana y comprende una, dos o tres de las CDRs de cualquiera de las
secuencias de aminoacidos anteriores, p.ej. una, dos o tres de las CDRs de dAb7h11 o dAb7h14.

Vun de camélido adecuado que se une a albumina en el suero incluye aquellos descritos en el documento WO
2004/041862 (Ablynx N.V.) (US2009238829) y en el documento W0O2007080392 ((US20070003549) , tal como
Secuencia A (SEQ ID NO:518), Secuencia B (SEQ ID NO:519), Secuencia C (SEQ ID NO:520), Secuencia D (SEQ
ID NO:521), Secuencia E (SEQ ID NO:522), Secuencia F (SEQ ID NO:523), Secuencia G (SEQ ID NO:524),
Secuencia H (SEQ ID NO:525), Secuencia | (SEQ ID NO:526), Secuencia J (SEQ ID NO:527), Secuencia K (SEQ ID
NO:528), Secuencia L (SEQ ID NO:529), Secuencia M (SEQ ID NO:530), Secuencia N (SEQ ID NO:531), Secuencia
O (SEQ ID NO:532), Secuencia P (SEQ ID NO:533), Secuencia Q (SEQ ID NO:534), estos nimeros de secuencia
correspondientes a aquellos citados en el documento WO2007080392 o WO 2004/041862 (Ablynx N.V.). En ciertas
realizaciones, el Vyy de camélido se une a albumina de suero humana y comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 85%, o al menos aproximadamente 90%,
o al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 96%, o al menos aproximadamente 97%, o al
menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con
ALB1 descrita en el documento W02007080392 o cualquiera de SEQ ID NOS:518-534, estos nimeros de secuencia
correspondientes a aquellos citados en el documento W0O2007080392 o WO 2004/041862.

En algunas realizaciones, el ligando, agonista o antagonista comprende una anti-albumina en el suero dAb que
compite con cualquier anti-albimina en el suero dAb descrita en la presente para unirse a albumina en el suero (p.egj.
albumina de suero humana).

En una realizacion alternativa, el agonista, antagonista o ligando comprende una porcion de union especifica para
antigeno diana (p.ej. TNFR1 humano), en donde la porcion comprende secuencias que no son inmunoglobulina
como describe en la solicitud co-pendiente PCT/GB2008/000453 presentada el 8 de febrero de 2008, la descripcion
de estas porciones de union, sus métodos de produccion y seleccion (p.ej. de diversas colecciones) .

Conjugacion a una porcion de extension de semivida (p.ej. albumina)

En una realizacion, una (una o mas) porcion de extension de semivida (p.ej. albumina, transferrina y fragmentos y
analogos de los mismos) es conjugada o asociada con el polipéptido de unién a antigeno diana, dAb, agonista o
antagonista de la invencion. Ejemplos de albumina, fragmentos de albumina o variantes de albumina adecuados
para usarse en un formato de unién a antigeno diana se describen en el documento WO 2005077042. En particular,
la siguiente albumina, fragmentos de albuimina o variantes de albumina se pueden usar en la presente invencion:

+ SEQ ID NO: 1 (como se describe en el documento WO 2005077042);

» Fragmento o variante de albumina que comprende o que consiste de aminoacidos 1-387 de SEQ ID NO: 1 en el
documento WO 2005077042;

» Albumina, o fragmento o variante de la misma, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste de: (a) aminoacidos 54 a 61 de SEQ ID NO:1 en el documento WO 2005077042; (b)
aminoacidos 76 a 89 de SEQ ID NO:1 en el documento WO 2005077042; (c) aminoacidos 92 a 100 de SEQ ID NO:
1 en el documento WO 2005077042; (d) aminoacidos 170 a 176 de SEQ ID NO:1 en el documento WO 2005077042;
(e) aminoacidos 247 a 252 de SEQ ID NO: 1 en el documento WO 2005077042; (f) aminoacidos 266 a 277 de SEQ
ID NO: 1 en el documento WO 2005077042; (g) aminoacidos 280 a 288 de SEQ ID NO:1 en el documento WO
2005077042; (h) aminoacidos 362 a 368 de SEQ ID NO:1 en el documento WO 2005077042; (i) aminoacidos 439 a
447 de SEQ ID NO: 1 en el documento WO 2005077042 (j) aminoacidos 462 a 475 de SEQ ID NO:1 en el
documento WO 2005077042; (k) aminoacidos 478 a 486 de SEQ ID NO: 1 en el documento WO 2005077042;y (1)
aminodcidos 560 a 566 de SEQ ID NO: 1 en el documento WO 2005077042.

Ejemplos adicionales de albumina, fragmentos y andlogos adecuados para usarse en un formato de union a
antigeno diana se describen en el documento WO 03076567. En particular, la siguiente albumina, fragmentos o
variantes se pueden usar en la presente invencion:

» Albumina humana en el suero como se describe en el documento WO 03076567, p.ej. en la figura 3;

» Albumina humana en el suero (HA) que consiste de una cadena uUnica de polipéptido no glicosilado de 585
aminoacidos con una férmula molecular peso de 66,500 (Véase, Meloun, et al, FEBS Letters 55: 136 (1975);
Behrens, et al, Fed. Proc. 34:591 (1975); Lawn, et al, Nucleic Acids Research 9:6102-6114 (1981); Minghetti, et al.,
J. Biol. Chem. 261:6747 (1986));
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» Una variante polimérfica o analogo o fragmento de albumina como se describe en Weitkamp, et al, Ann. Hum.
Genet. 37:219 (1973);

* Un fragmento o variante de albumina como se describe en EP 322094, p.ej. HA(1-373), HA(1-388), HA(1-389),
HA(1-369), y HA(1-419) y fragmentos entre 1- 369 y 1-419;

» Un fragmento o variante de albimina como se describe en EP 399666, p.ej. HA(1-177) y HA(1-200) y fragmentos
entre HA(1-X), en donde X es cualquier numero de 178 a 199.

En donde una porcion que extiende la semivida (una o mas) (p.ej. albdmina, transferrina y fragmentos de analogos
de las mismas) se usa para dar formato a los polipéptidos de unidon de antigeno dianas, dAbs, agonistas y
antagonistas de la invencion, se puede conjugar usando cualquier método adecuado, tal como por infusion directa a
una porcion de unién a antigeno diana (p.ej. anti-TNFR1 dAb), por ejemplo usando un solo constructo de nucleétido
que codifica una proteina de fusién, en donde la proteina de fusién es codificada como una cadena de polipéptidos
Unica con la porciéon de extension de semivida localizada N- o C-terminal a la porcién de unién a antigeno diana.
Alternativamente, la conjugacion se puede lograr usando un enlazador de péptido entre las porciones, p.ej. un
enlazador de péptido como se describe en el documento WO 03076567 o WO 2004003019 (. En una realizacion, la
conjugacion puede ser a través de un enlazador helicoidal tal como el enlazador helicoidal como se describe aqui.
También se debe apreciar que otros enlazadores que pueden ser Utiles para este propdsito incluyen aquellos tales
como enlazadores ricos en glicina-serina. En una realizacion, el enlazador puede ser un enlazador resistente a
proteasa. Tipicamente, un polipéptido que codifica semivida en el suero in vivo es un polipéptido que ocurre
naturalmente in vivo y que resiste la degradacion o remocion por mecanismos endégenos que remueven material no
deseado del organismo (p.ej. humano). Por ejemplo, un polipéptido que incrementa la semivida del suero in vivo se
puede seleccionar de proteinas de la matriz extracelular, proteinas encontradas en la sangre, proteinas encontradas
en la barrera hematoencefalica o en tejido neural, proteinas localizadas en el rifidén, higado, pulmoén, corazoén, piel o
hueso, proteinas de estrés, proteinas especificas de enfermedad, o proteinas implicadas en transporte de Fc.

En realizaciones de la invencion descritas a lo largo de esta descripcion, en lugar del uso de un antigeno anti-diana
“dAb” en un agonista, antagonista o ligando de la invencién, se contempla que el experto en la técnica puede usar
un polipéptido o dominio que comprenda una o mas de todas las tres CDRs de un dAb de la invencién que se une a
antigeno diana (p.ej. CDRs injertada sobre un armazoén proteinico de proteina adecuado o esqueleto, p.ej. un
aficuerpo, un armazon proteinico de SpA, un dominio de clase A de receptor de LDL o un dominio de EGF). La
descripcion como un todo debe considerarse de para proporcionaproporcionar una descripcion de agonistas o
antagonistas usando dichos dominios en lugar de dAb. A este respecto, véase el documento W02008096158.

En una realizacion, por lo tanto, un agonista o antagonista de la invencion comprende un dominio variable Unico de
inmunoglobulina o un anticuerpo de dominio (dAb) que tiene especificidad de union para antigeno diana o las
regiones determinantes de complementariedad de dicho dAb en un formato adecuado. El agonista o antagonista
puede ser un polipéptido que consista de dicho dAb, o que consista esencialmente de dicho dAb. El agonista o
antagonista puede ser un polipéptido que comprenda un dAb (o las CDRs de un dAb) en un formato adecuado, tal
como un formato de anticuerpo (p.ej. formato similar a IgG, scFv, Fab, Fab’, F(ab’),), o un ligando especifico doble
que comprenda un dAb que se una a antigeno diana y un segundo dAb que se una a otra proteina diana, antigeno o
epitopo (p.ej. albumina de suero).

Los polipéptidos, dAds, agonistas y antagonistas de acuerdo con la invencidon pueden ser formateados como una
variedad de formatos de anticuerpo adecuados que son conocidos en la técnica, tales como formatos similares a
IgG, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos de cadena unica,
anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpo, cadenas ligeras de anticuerpos, homodimeros y
heterodimeros de cadenas pesadas y/o cadenas ligeras de anticuerpo, fragmentos de union a antigeno de
cualquiera de los anteriores (p.ej. un fragmento Fv (p.ej. Fv de cadena unica (scFv), un Fv unido a disulfuro), un
fragmento de Fab, un fragmento de Fab’, un fragmento de F(ab’);), un dominio variable tnico (p.ej. Vu, VL), un dAb, y
versiones modificadas de cualquiera de los anteriores (p.ej. modificado por la unidon covalente de polialquilenglicol
(p-€j. polietilenglicol, polipropilenglicol, polibutilenglicol) u otro polimero adecuado).

En algunas realizaciones, la descripcién proporciona un ligando (un antagonista anti-TNFR1) que se un formato
similar a 1gG. Dichos formatos tienen la estructura de cuatro cadenas convencional de una molécula de IgG (dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras) en la cual una o mas de las regiones variables (V4 y/o V.) ha sido
remplazado por un dAb de la invencion. En una realizacién, cada una de las regiones variables (regiones 2 V4 y
regiones 2 V) es remplazada por un dAb o un dominio variable Unico. Al menos uno de los cuales es un dAb de
antigeno anti-diana de acuerdo con la invencién. Los dAbs o dominios de variable sencillos que son incluidos en el
formato similar a IgG pueden tener la misma especificidad o diferentes especificidades. En algunas realizaciones, el
formato similar a IgG es tetravalente y puede tener uno (antigeno anti-diana Unicamente) dos (p.ej. antigeno anti-
diana y anti-SA), tres o cuatro especificidades. Por ejemplo, el formato similar a IgG puede ser mono especifico y
comprende 4 dAbs que tienen la misma especificidad; biespecifico y comprende 3 dAbs que tienen la misma
especificidad y otro dAb que tiene una especificidad diferente; biespecifico y comprenden dos dAbs que comprenden
especificidad y dos dAbs que tienen una especificidad comun pero diferente; triespecifico y comprende primer y
segundo dAbs que tienen la misma especificidad, un tercer dAb con una especificidad diferente y un cuarto dAb con
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una especificidad diferente del primer, segundo y tercer dAbs; o tetraespecifico y comprende cuatro dAbs que tienen
cada uno una especificidad diferente. Fragmentos de unidon a antigeno de formatos similares a IgG (p.ej. Fab,
F(ab’),, Fab’, Fv, scF,) pueden ser preparados. En una realizacion, los formatos similares a IgG o fragmentos de
union a antigeno de los mismos no entrelazan antigeno diana, por ejemplo, el formato puede ser monovalente para
antigeno diana. Si la activacion de complemento y/o funcion de citotoxicidad de unién dependiente de anticuerpo
(ADCC) se desea, el ligando puede ser un formato similar a IgG1. Si se desea, el formato similar a IgG puede
comprender una region constante mutada (region constante de cadena pesada de IgG variante) para reducir al
minimo la unién para receptores a Fc y/o capacidad para fijar complemento (véase, p.ej. Winter et al., GB 2,209,757
B; Morrison et al, WO 89/07142; Morgan et al, WO 94/29351, 22 de diciembre de 1994).

Los ligandos de la invencion (polipéptidos, dAbs, agonistas y antagonistas) pueden ser formateados como una
proteina de fusion que contiene un primer dominio variable Gnico de inmunoglobulina que es fusionado directamente
a un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina. Si se desea dicho formato, ademas puede comprender
una porcion de extension de semivida. Por ejemplo, el ligando puede comprender un primer dominio variable Unico
de inmunoglobulina que es fusionado directamente a un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina que es
fusionado directamente a un dominio variable Unico de inmunoglobulina que se une a albumina de suero.

Generalmente, la orientacion del los dominios de polipéptido que tienen un sitio de unién con especificidades de
union para un diana, y si el ligando comprende un enlazador, es asunto de eleccion de disefio. Sin embargo, algunas
orientaciones, con o sin enlazadores, pueden proporcionar mejores caracteristicas de union que otras orientaciones.
Todas las orientaciones (p.ej. dAb1-enlazador-dAb2; dAb2-enlazador-dAb1) son abarcadas por la descripcion son
ligandos que contienen una orientacién que proporcionan caracteristicas de union deseadas pueden ser faciimente
identificadas por determinacién selectiva.

Los polipéptidos y dAbs de acuerdo con la invencion, incluyendo monémeros dimeros y trimeros de dAb, pueden ser
enlazados a region de Fc de anticuerpo, que comprenden uno o ambos de los dominios de Cy2 y Chx3 vy
opcionalmente una region de gozne. Por ejemplo, vectores que codifican ligandos enlazados como una secuencia
de nucledtidos Unica a una region de Fc se pueden usar para preparar dichos polipéptidos. La invencion ademas
proporciona dimeros, trimeros y polimeros de los monémeros de dAb antes mencionados.

Ejemplos
Ejemplo 1
Propdsito del estudio

El propésito del estudio fue obtener variantes resistentes a proteasa de fusiones de GLP-1 AlbudAb™ al realizar
seleccion de fagos en una coleccion derivada de variante de GLP-1 que comprende GLP-1 resistente a DPP IV
(referido aqui como *GLP-1) en combinacién con tratamiento de fago con varias proteasas (incluyendo aquellas que
ocurren naturalmente en el anfitrion de expresion). Como se describe aqui, un AlbudAb™ es un dominio variable
Unico de inmunoglobulina que se une especificamente a albumina de suero.

Receptor de GLP-1

El receptor de péptido-1 similar a glucagén (GLP-1R) pertenece a la familia B1 de siete receptores acoplados a
proteina G de transmembrana. Las interacciones de unién entre el receptor y su ligando agonista natural GLP-1 es
iniciado por unién del ligando a dominio N-terminal extracelular del receptor (ECD GLP-1R) y seguido por interaccion
con el nucleo de la porcién de transmembrana (Al-Sabah et al, 2003; FEBS Lett; 553(3): 342-6). Se ha mostrado que
la unién de GLP-1 al dominio N-terminal aislado es retenida si el ndcleo de transmembrana es retirado, aunque la
afinidad es reducida (Lopez de Maturana et al, 2003; J. Biol. Chem; 278(12): 10195-200). Puesto que el uso del
receptor entero no es deseable para seleccion de fagos en solucion, debido a la solubilidad de solucion deficiente de
receptores con dominio de transmembrana en solucion acuosa sin detergentes solubilizantes, el dominio extracelular
aislado se us6 para captura de fagos para simplificar el experimento y enriquecer moléculas de presentacion sobre
fagos con afinidad a ECD GLP-1R.

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos para el monémero Fc con etiqueta His de ECD GLP-1R son como
sigue:
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ATGGCCGGCG
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AGACGGTGCA
ACTGAGGATC
TGAATACGCC
GCTGCCCCTG

CCCCCGGCCC
GCCGGCCCCC
GAAATGGCGA
CACCTCCTGC

TGCTGGCCAG
GTACCTGCCC
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GCTGCGCCTT
GCCCCCAGGG
GAATACCGAC
CACAGACTTG
ATGGGGAGCC
TGGGCCAGCA

GCGCTGCTGC
TGCCACTGTG
GCCAGTGCCA
TTCTGCAACC
AGGCTCGTTC
GTGTGCCGCA

TGCTCGGGAT
TCCCTCTGGG
GCGCTCCCTG
GGACCTTCGA
GTGAATGTCA
GGGCCACGTG

TACCGGTTCT GCACAGCTGA AGGCCTCTGG CTGCAGAAGG ACAACTCCAG

CCTGCCCTGG AGGGACTTGT CGGAGTGCGA GGAGTCCAAG CGAGGGGAGA
GAAGCTCCCC GGAGGAGCAG CTCCTGTTCC
GCCGACAAAA CTCACACATC ACCACCGTCA
GGGACCGTCA GTCTTCCTCT TCCCCCCAAA
TCTCCCGGAC CCCTGAGGTC ACATGCGTGG

TCAAGCTTGA
CCAGCACCTG
ACCCAAGGAC
TGGTGGACGT

GCCCAAATCG
AACTCCTGGG
ACCCTCATGA
GAGCCACGAA

GACCCTGAGG TCAAGTTCAA CTGGTACGTG GACGGCGTGG AGGTGCATAA
TGCCAAGACA AAGCCGCGGG AGGAGCAGTA CAACAGCACG TACCGGGTGG
TCAGCGTCCT CACCGTCCTG CACCAGGACT GGCTGAATGG CAAGGAGTAC
AAGTGCAAGG TCTCCAACAA AGCCCTCCCA GCCCCCATCG AGAAAACCAT
CTCCAAAGCC AAAGGGCAGC CCCGAGAACC ACAGGTGTAC ACCCTGCCCC
CATCCCGGGA TGAGCTGACC AAGAACCAGG TCAGCCTGAC CTGCCTGGTC
AAAGGCTTCT ATCCCAGCGA CATCGCCGTG GAGTGGGAGA GCAATGGGCA
GCCGGAGAAC AACTACAAGA CCACGCCTCC CGTGCTGGAC TCCGACGGCT
CCTTCTTCCT CTACAGCAAG CTCACCGTGG ACAAGAGCAG GTGGCAGCAG
GGGAACGTCT TCTCATGCTC CGTGATGCAT GAGGCTCTGC ACAACCACTA
CACGCAGAAG AGCCTCTCCC TGTCTCCGGG TAAACATCAC CATCATCATC
ACTGA

Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2):

MAGAPGPLRL ALLLLGMVGR AGPRPQGATV SLWETVQKWR EYRRQCQRSL
TEDPPPATDL FCNRTFDEYA CWPDGEPGSF VNVSCPWYLP WASSVPQGHV
YRFCTAEGLW LQKDNSSLPW RDLSECEESK RGERSSPEEQ LLFLKLEPKS
ADKTHTSPPS PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE
DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY
KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT KNQVSLTCLV
KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGKHH HHHH

El GLP-1R ECD también se expresd con una etiqueta IgG Fc, que permitié la purificacion inicial de la proteina
agarosa de proteina A. durante selecciones de fago, el receptor soluble entonces puede ser capturado usando
esferas revestidas con proteina A.

Selecciones de fago de prueba

Se realizaron pruebas para verificar que el dominio extracelular de receptor de GLP-1 se puede usar para
selecciones de coleccién de presentacion sobre fagos.

Vector de fago

Un vector de presentacion de fago filamentoso (fd), pDOM34 (que es un derivado de pDOM34) se usa, el cual se
basa en vector fd con una myc tag y en donde una secuencia de proteina puede ser clonada entre sitios de
restriccion para proporcionaproporcionar una fusion de proteina-gen Ill (pDOMS3, como se describe en el documento
WO 2007/085815, es un derivado del vector de fago Fd en el cual la secuencia de péptido de sefial del gen Il es
remplazada por el péptido de sefal de proteina de superficie anclada a glicolipido de levadura (GAS) (WO
2005/093074). También contiene una etiqueta c-myc entre la secuencia lider y el gen lll, que pone al gen Il de
regreso en el armazon).

Modificaciones de pDOM4 que conducen a pDOM34 incluyen:
1) desactivacion del sitio Ncol en la posicion 7476nt de pDOM4
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2) Delecion de la etiqueta Myc fusionada al N-terminal de cplll
3) Introduccidn de sitio de restriccion Ncol para facilitar la clonacion directa después del péptido de sefial.
Los genes que codifican repertorios de coleccion se clonaron como fragmentos de Ncol/Notl.

El vector se propagd en células E. coli Machl, aisladas con uso del kit Plasmid Mega Prep (Qiagen) y la fraccion
superenrollada fue aislada mediante centrifugacion de gradiente de cloruro de cesio usando técnicas estandares
(Sambrook y Maniatis 1989). El vector fue cortado con enzimas Ncol y Notl seguido por Pstl para reducir la tasa de
autoligacion. Después se realizo extraccion con fenol/cloroformo, el ADN se precipitd con etanol y se purificé a partir
del fragmento de ADN de “relleno” requerido entre los sitios Ncol y Notl sobre columnas Chromaspin TE-1000
(Clontech). Después de la purificacion se us6 ADN del vector para probar ligaciones con fragmentos de ADN de
DAT-X diversificados.

Construccion de colecciones de DAT-X

Dieciocho repertorios se construyeron en funciéon de la molécula progenitora de DAT-X que comprendia GLP-1
resistente a DPP IV, que posteriormente se denominé *GLP-1.

*GLP-1 (7-37):

Secuencia de aminoacidos

HGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:3)

Secuencia de nucleétidos:
CATGGTGAAGGGACCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCCAA
GCTGCCAAGGAATTCATTGCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGA (SEQ ID
NO:4)

Las moléculas progenitoras de DAT-X comprende ademasn una fusién con DOM7h-14 (un anticuerpo de dominio
(dAb) que se une a albumina de suero (albudab; AlbudAb™)).

DOM7h-14:

Secuencia de aminoacidos

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWY QQKPGKAPKLLIMWRSSL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKR
(SEQ ID NO:5)

Secuencia de nucleétidos:

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACC
GTGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGGTCTCAGTTATCTTG
GTACCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCATGTGGCGTTC
CTCGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCTACGTAC
TACTGTGCTCAGGGTGCGGCGTTGCCTAGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAG
GTGGAAATCAAACGG (SEQ ID NO: 6)

*GLP-1 y DOM7h-14 en molécula progenitora de DAT-X son conectados por enlazador helicoidal:
Enlazador helicoidal:

Secuencia de aminoacidos

KEAAAKEAAAKEAAAKELAAKEAAAKEAAAKEAAAKELAA (SEQ ID NO: 7)
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Secuencia de nucleodtidos:

AAAGAAGCGGCGGCGAAAGAAGCGGCGGCGAAAGAAGCGGCGGCGAAAG
AATTGGCCGCAAAAGAAGCGGCGGCGAAAGAAGCGGCGGCGAAAGAAGCG
GCGGCGAAAGAATTGGCCGCA (SEQ ID NO: §)

Para cubrir la secuencia entera del *GLP-1 (excluyendo sitios que se sabe que son importantes para unién a
receptor (como se describe, por ejemplo, en Sarrauste de Menthiere et al. Eur J Med Chem. 2004 Jun;39(6):473-80;
Neidigh et al. Biochemistry. 2001 Nov 6;40(44): 13188-200; Hjorth et al. J Biol Chem. 1994 Dec 2;269(48):30121-4 y
Gallwitz et al. Regul Pept. 7 de mayo de 1996; 63(1):17-22)), se construyeron 17 repertorios usando un protocolo de
PCR de ensamble mediante el uso de polimerasa de alta fidelidad Phusion (NEB) en un volumen de reaccion de 50
microlitros. Cuatro nucleétidos distribuidos aleatoriamente por coleccién fueron introducidos por iniciadores en PCRs
primarios y después el ensamble se realizé con iniciadores biotinilados. PCR sujeto a error usando Kit Mutazyme Il
kit (Stratagene), iniciadores biotinilados y 5-50 pg de plantilla para una reaccion de 50 pl introdujo mutaciones
aleatorias dentro de *GLP-1. Debido a la longitud corta de la secuencia de nucledtido de *GLP-1, la PCR sujeta a
error se revis6 dos veces, para incrementar la tasa de mutacion.

Después de la digestion con Ncol y Notl, los insertos fueron purificados a partir de productos no digeridos con
esferas revestidas con estreptavidina. La ligaciéon de prueba se realizé en donde productos digeridos fueron ligados
en pDOM34 en los sitios correspondientes.

La secuenciacion de los clones de ligacion de prueba confirmé la diversificacion esperada en todas las colecciones
después de lo cual siguid la ligacion a escala completa y transformacion de las colecciones. La ligacion se realizé en
un volumen total de 500 microlitros, con 1 microgramo del vector digerido e inserto en la relacién 1:2 con ADN ligasa
de T4 (NEB). Cada coleccion fue transformada en dos pasos, 10 microlitros por 100 microlitros de células TB1 de E.
coli electrocompetentes y después de la recuperacién, 100 ml de medio durante 1 hr a 37°C con agitacion, las
colecciones se colocaron en placas cuadradas grandes (22 cm) que contenian agar 2XTY Tet. Las placas se
hicieron crecer durante la noche y después se rasparon en 5 ml de 2xTY con 15% de glicerol para preparacion de
abastecimiento. Los tamarios de coleccion estaban en el intervalo de 107-108 transformantes.

Para preparacion de coleccion de fagos, un cultivo de coleccion se inicié mediante la inoculacion de 100 microlitros
de abastecimiento de glicerol en 200 mililitros de medio 2xTY que contenia antibidtico de tal manera que la densidad
final del cultivo inmediatamente después de la inoculacién no excedié DOgyo = 0.1. Las colecciones se cultivaron
durante la noche a aproximadamente 18 horas a 37°C con agitacion. Se formaron pastillas con el cultivo por
centrifugacion y se prepararon colecciones de fagos por precipitacion doble con PEG y se resuspendieron en PBS.

Varios clones de colecciones no seleccionadas se escogieron aleatoriamente para secuenciacion, para confirmar la
construccion de colecciones exitosa y la primera ronda de reconocimiento y seleccion seguida después de la
preparacion de la coleccion de fagos.

Los métodos de reconocimiento y seleccion, preparacion de abastecimiento de glicerol y amplificacion de fagos son
como se describe mas adelante a menos que se indique otra cosa.

El dominio extracelular del receptor de GLP-1 se us6 para reconocimiento y seleccion. 100 microlitros de las
colecciones de fagos se incubaron con 2% de Marvell PBS que contenia 100nM GLP-1R. La incubacion se llevé a
cabo durante 1 hr a temperatura ambiente y después los fagos se combinaron con dinaesferas de proteina A pre-
bloqueadas (2% Marvell PBS, 1 hr, T.A.) (Dynal). Después de una hora de incubacién sobre una rueda giratoria a
T.A. las esferas se lavaron en el sistema de purificacion KingFisher (Thermo Electron Corporation) ocho veces con
0,1% de Tween PBS (el robot KingFisher automatiza el proceso de lavado usando una sonda magnética para
transferir las esferas de solucion de lavado a solucion de lavado) y fagos especificos fueron recuperados por elucion
en 500 microlitros de glicina 0.1M pH 2.0. Después de la neutralizacién con 100 microlitros de Tris-Cl 1M, pH 8.0 se
usaron fagos para infeccion de las células TG1 de E. coli en fase log durante 45 minutos a 37°C. Las células
infectadas se colocaron sobre placas de agar Tet que se hicieron crecer durante la noche a 37°C. Los titulos de
colecciones, entrada, salida y tamafio de colecciones se presentan en la siguiente tabla.

12 seleccion; fago ¢/ml
Coleccién Tamafio de la coleccion
Entrada Salida
1 2,8x108 3,9x 10" 3,2x 107
2 1,2x 108 1,0 x 10" 1,0 x 108
3 2,4x107 4,6 x 10" 7,0 x 10°
4 8,0 x 107 1,0 x 10" 8,0 x 108
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Coleccion Tamaiio de la coleccion 1% seleccion; fago ¢/ml
Entrada Salida

5 4,0 x 107 2,6 x 10° 1,0 x 107
6 8,0 x 107 7,3x10"° 6,0 x 108
7 4,0 x 107 8,0x 10° 6,0 x 108
8 2,8 x 107 5,4 x 10° 1,0 x 107
9 6,8 x 107 9,4 x 10° 5,0 x 108
10 2,0 x 108 57 x108 1,5 x 108
11 8,8x 108 4,5x10° 2,0 x 108
12 6,6 x 108 4,0x10° 1,6 x 10°
13 1,8 x 108 6,7 x 1010 2,0 x 10°
14 4,8 x 107 6,0 x 10° 3,0x10°
15 6,0 x 107 4,2 x 10" 1,0 x 108
16 2,4 x 108 1,6 x 1010 4,8 x10°
17 4,2 x 108 1,3 x 10" 1,4 x 108
18 sujeto a error 1,5x 108 2,5x10° 6,0 x 10°
Auto-ligacion 4,0x 105

DAT-X control - 4,0x10° 1,8x 107

La primera ronda de seleccion produjo una salida razonable para todas las colecciones.

Los abastecimientos de glicerol se prepararon raspando las colonias de placa de agar con 2 ml de medio 2XTY que
contenia 15% de glicerol y se puso en alicuotados en tubos criogénicos.

Las siguientes selecciones se realizaron en el fago en acervo. El fago amplificado se obtuvo combinando el cultivo
de los gliceroles de E. coli que contenian salidas de la primera seleccion de todas las 18 colecciones. El cultivo se
inici6 mediante la inoculacion de 50 microlitros de cada abastecimiento de glicerol de colecciéon reconocida y
seleccionada en 1 litro de medio 2xTY con antibidtico. El cultivo se dividié en 21 matraces con agitador, medio litro
en cada uno y cultivados durante la noche a 37°C con agitacion, 250 rpm. El fago se prepar6 después del 18-20 hr
del cultivo mediante precipitacion individual con PEG y resuspension en PBS.

Seleccion de colecciones de presentacion de fagos DAT-X con proteasa

El fago amplificado de la salida de la 12. seleccion se uso para las selecciones posteriores con concentracion
constante de GLP-1R, 100 nM. Ademas, antes de la seleccion con tripsina, un lote de fago de la salida de la primera
seleccién se subcloné con la mutacion R108W en la secuencia AlbudAb. Esta mutacién hace al clon Vkappa
AlbudAb mas resistente para tratamiento con tripsina cuando se presenta en fagos. Esto es debido a que el residuo
de arginina en el carboxi terminal del dAb que enlaza el anticuerpo de dominio a la proteina plll es sensible a la
tripsina. La mutacion en este sitio remueve el sitio de digestion de tripsina, y mejora la direccion de selecciones de
proteasa a la regién deseada del péptido diana. Por lo tanto, dos lotes de fago, con o sin la mutacion R108W en
AlbudAb, se usaron facilmente en la segunda ronda de seleccion.

El fago se tratd con las proteasas tripsina o quimiotripsina a diferentes concentraciones o se dejo sin tratar antes de
la incubacion con receptor de 1 hr a temperatura ambiente. Los titulos de la 22. seleccion (¢/ml) se presentan en la
siguiente tabla.

(0] Proteasa Entrada Sin proteasa 1 pg/ml 10 pg/ml
DAT-X c+ a-quimiotripsina 2x10"° 7x108 4x10° <1x10*
R108W c+ tripsina 2x1010 6x107 3x108 4x10*
Lib 1-18 a-quimiotripsina 2x10" 3x108 2x108 3x104
R108W tripsina 1x10"2 1x108 1x107 3x108
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Las salidas de fago de cada seleccion (0 ug/ml-10 pg/ml) fueron amplificadas por inoculacion de 50 microlitros de
abastecimiento de glicerol en 50 mililitros de 2xTY con Tet y cultivo durante la noche, 20 hr a 37°C con agitacion. El
fago purificado se us6 para la tercera ronda de seleccion, con las mismas condiciones de incubacion.

Los titulos de la 32. seleccion (¢/ml) se presentan en las siguientes tablas.

a-quimiotripsina
® 22, con concentracién Entrada Sin proteasa 1 pg/ml 10 pg/ml
Lib 1-18_Sin proteasa 1x1010 7x108 5x104 ~1x102
Lib 1-18_1 ug/ml 1x10° 8x107 5x10* ~1x103
Lib 1-18_10 pg/ml 1x1010 2x108 1x108 1x104
Control DAT-X 1x1010 5x108 6x10% ND
Tripsina
® 22, con concentracion Entrada Sin proteasa 1 pg/ml 10 pg/ml
Lib 1-18 R108W_Sin proteasa 2x10" 2x10° 1x107 1x10°8
Lib 1-18 R108W_1 pg/ml 1x10™" 5x108 1x107 2x10°
Lib 1-18 R108W_10 pg/ml 1x10™" 7x107 1x107 1x10°
Control DAT-X R108W 3x10"° 1x107 1x107 3x10*

Debido a que la diversidad de clones ya ha disminuido después de la 32 ronda, como se verificd por secuenciacion
de colonia de un conjunto de clones representativos, unos cuantos clones de salidas de seleccién se expresaron
como proteinas solubles como se detalla mas adelante.

Salidas de seleccion de colecciones de presentacion de fagos DAT-X

Varias variantes de *GLP-1 se escogieron para ser clonadas como una fusidon con AlbudAb pero con enlazadores
alternativos como se describe mas adelante, expresados, purificados y probados en la prueba de receptor de GLP-1.
Sus secuencias de aminoacidos se exponen como secuencias de 1-10 (véase figura 1). Una variante de secuencia
de *GLP-1 (secuencia 7) estuvo presente abundantemente en salidas de selecciones con tratamiento tanto de
quimotripsina como de ftripsina y como una fusién es denominada DMS7149, dos estaban presentes en salidas
cuando la quimotripsina se usé (DMS7150 (secuencia 8) y 51 (secuencia 9)), una se observé en las salidas en
donde sélo proteasas naturales actuaron en las células durante la expresion y secrecion de fagos y no se uso pre-
tratamiento con tripsina o quimotripsina (DMS7148 (secuencia 6)) y una se clond para crear una desactivacion de
sitios de digestion de tripsina (DMS7152 (secuencia 10)).

Las proteinas con las secuencias de aminoacidos 1-4 (véase figura 1) se probaron y mostraron baja potencia en
relacion con GLP-1 y variante DAT-X de control. La secuenciacién de Edman sugiri6 que las proteinas fueron
erréneamente procesadas.

La clonacion se realizé al introducir mutaciones en el clon DAT-Y que comprendia *GLP-1 enlazado a DOM7h-14 por
un enlazador alternativo que tenia la secuencia de aminoacidos: PSS (SEQ ID NO: 9) y secuencia de nucleétidos:
CCAAGCTCG (SEQ ID NO: 10).

Se introdujeron mutaciones escogidas a la secuencia de *GLP-1 por iniciadores en PCR primaria y en la PCR de
ensamble los sitios de digestion Ncol y BamHI se introdujeron en los extremos 5 y 3’ respectivamente de la
secuencia de fusion.

La PCR de ensamble fue digerida con endonucleasas de restriccion en Ncol y BamHI.

El vector de expresion pDOMS35 se preparé para clonacion.

El vector pDOMS35 es un derivado de pET12a con modificaciones:

e Los ultimos tres residuos de péptido de sefial OmpT se cambiaron de SFA a AWA, que mejora el procesamiento

en el sitio correcto por la peptidasa de seial de E. coli.
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o El sitio Ncol fue introducido para facilitar la clonacion directa después del péptido de sefal.
¢ Una “secuencia de relleno” esta presente entre el sitio Ncol y BamHI.

pDOM35 fue digerido con Ncol y BamHI y las PCRs de ensamble de corte fueron ligadas en el vector con el uso del
kit Quick Ligation Kit (NEB). 2 microlitros de ligacién se usaron para transformacion de células Machl y después de la
recuperacion de células se colocaron sobre placas de agar que contenian carbenicilina y se hicieron crecer durante
la noche. Las colonias fueron secuenciadas y las que contenian secuencias correctas se usaron para propagacion
de plasmido y su aislamiento (Plasmid Mini Prep kit, Qiagen). Células BL21 (DE3) fueron transformadas con ADN de
plasmido y las colonias resultantes se usaron para inoculacion de cultivo de expresion.

La expresion se realizé por inoculacion de un cultivo de 50 mililitros de medio 2xTY complementado con soluciones
de autoinduccion Overnight Express™ (1 mililitro de solucion 1 (Cat. No. 71298), 2,5 mililitros de solucion 2 (Cat. No.
71299), 50 microlitros de solucion 3 (Cat.No 71304), Novagen) y 100 microgramos por mililitro de carbenicilina. El
cultivo se llevo a cabo durante la noche a 37°C, y después el sobrenadante de cultivo se aclaré por centrifugacion a
3700xg durante 45 minutos. La proteina expresada fue después purificada del sobrenadante aclarado usando linea
de flujo de proteina L (GE Healthcare, Cat.No. 28-4058-03, proteina L acoplada), y se eluy6 a partir de la proteina L
usando glicina 0.1M, pH 2.0, después se neutralizé usando 0.2 volumenes de Tris 1M pH 8.0.

La porcion de variante *GLP-1 de DMS7148 se clon6 después como DMS7161 de fusién (secuencia 11) con
albudab de afinidad mas alta, DOM7h-14-10, y se conecto por el enlazador de PSS alternativo, en el pDOM35 como
se describid anteriormente.

DOM7h-14-10
Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 22):
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWY QQKPGKAPKLLIMWRSSL

QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGLRHPKTFGQGTKVEIKR

Secuencia de nucleétidos (SEQ. ID NO:23):
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACC
GTGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGTGGATTGGGTCTCAGTTATCTTG
GTACCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCATGTGGCGTTC
CTCGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCTACGTAC
TACTGTGCTCAGGGTTTGAGGCATCCTAAGACGTTCGGCCAAGGGACCAAG
GTGGAAATCAAACGG

Después de que el ADN del plasmido pDOM35 que comprende la secuencia de DMS7161 fue transformado en
BL21(DE3), el abastecimiento de glicerol se preparé a partir de colonias de crecimiento, raspando colonias en un
medio minimo con glucosa y mediante la adicion de glicerol, concentracion final de aproximadamente 15%. La
expresion de DMS7161 se inicio por inoculacion del glicerol de medio minimo (DMS7161 A) complementado en
extracto de levadura para concentracion final de 10 g/litro (DMS7161 B) para obtener la densidad de cultivo inicial de
D0O600=0.024. EIl cultivo se hizo crecer a DO600 de aproximadamente 1.4 a 30°C, después fue inducido por la
adicion de 0.1 mM isopropil-beta-d-tiogalactosido. El cultivo se continué durante 24 horas adicionales a 23°C y
después el sobrenadante de cultivo fue aclarado por centrifugacion a 3700xg por 45 minutos. La proteina expresada
fue purificada después a partir del sobrenadante aclarado usando proteina L, y se eluy6é de la proteina L (GE
Healthcare, Cat.No. 28-4058-03, acoplada a la proteina L) usando 0.1M de glicina pH 2.0, después neutralizado
usando 2.0 volumenes de Tris 1M, pH 8.0.

Control de calidad de DMS7148-52

Las proteinas DMS7148-52 fueron expresadas y visualizadas sobre SDS-PAGE no reductor, los clones DMS7148 y
DMS7161 fueron expresados en E. coli con la mayor parte del material migrando al tamafio esperado (figuras 2, 3y
4). La espectroscopia de masa (figuras 5A-5F) y analisis de secuenciacion de Edman confirmaron la integridad de la
secuencia. Todas las otras proteinas fueron degradadas en el sitio de amino y carboxilo de 25-triptofano (productos
24-142 y 26-142, respectivamente) en donde DMS7148 contenia mutacion de W25-D y el acido aspartico no creo un
sitio de digestion para la proteasa natural que actia en células de E. coli (figuras 5A a 5F). El producto de
degradacion 28-142 también se observo en los clones restantes.
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La proteina DMS7148 se probd en actividad por una prueba de uniéon a receptor de GLP-1 de acuerdo con el
siguiente protocolo:

Antecedentes: GLP-1R es un receptor acoplado a proteina G de 7TM que se expresa en células CHO. La activacion
del receptor por GLP-1 o dichos analogos, conduce a la conversién de ATP a AMPc por adenilato ciclasa que es
acoplada al receptor. Células CHO son establemente transfectadas con gen reportero de 6CRE/luc. Durante la
produccion de AMPc después de activacion de GLP-1 del receptor, el gen promotor (que contenia seis copias del
elemento de respuesta a AMPc -6CRE) impulsa la expresion del gen reportero de luciferasa. Este después cataliza
una reaccioén con luciferina para producir luz que se puede medir en un luminémetro.

Protocolo: células CHO 6CRE GLP-1R (células CHO Kl establemente transfectadas con seis elementos de
respuesta a AMPc que impulsa un gen reportero de luciferasa y también con receptor de GLP-1 humano) se
sembraron a 2 x 10° células/ml en medio de suspension. El cultivo de suspension se mantuvo durante 48 horas. Las
células después se diluyeron en 15mM de HEPES, 2 mM de L glutamina (2,5 x 10° células/ml) y se suministraron a
placas de 384 pozos que contenian 10 ul/pozo del compuesto para ser analizados. Después de la adicion de
controles de prueba, las placas regresaron a la incubadora durante 3 horas a 37°C y 5% de CO.. Después de la
incubacion, el sustrato de luciferasa constante (Promega) se afiadié a los pozos como se describe en el Kit y las
placas se sellaron con sellos de placa autoadhesivos (Weber Marking Systems Inc. Cat. No. 607780). Las placas se
colocaron en el lector (Packard TopCount) y se pre-incubaron durante 5 minutos antes de leer la fluorescencia y
graficar los resultados. El compuesto se prob6 a un intervalo de curva de concentraciones-respuesta para ser
ajustada a partir de la cual se calcularon pC50s.

Se encontré que la proteina DMS7148 era activa, sin embargo menos activa que el péptido GLP-1 (figura 6 y
resumido a continuacion):

Molécula pEC50 % de respuesta maxima
DMS 7148 9.45 107
GLP 7-36 11.92 97

DMS7161 se probd para que se manifieste la actividad en una prueba de GLP-1 de acuerdo con el siguiente
protocolo:

Método

Células CHO 6CRE GLP-1R fueron descongeladas rapidamente por inmersion a la mitad de los frascos en un bafio
de agua a 37°C, y los contenidos de los frascos fueron transferidos a un tubo falcon de 50 ml y 10 ml de medio de
prueba RPMI (libre de rojo de fenol) (Sigma, cat# RI 509) + 2mM L-glutamina (Gibco, cat # 25030) + 15 mM de
HEPES (Sigma, cat # H0887) afnadido por frasco. Después de contar y centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos las
células se resuspendieron en un volumen apropiado de medio de prueba RPMI para dar 1x10° células por mly 50 pl
suministradas en cada pozo de una placa de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pozos (placa de cultivo de tejido
de 96 pozos Costar, estéril blanca, cat # 3917).Las células se incubaron durante la noche a 37C/5%CO.. El dia
siguiente las células fueron removidas de la incubadora y 50 pl de control/muestra previamente preparados se
afadio a los pozos y la placa se regreso a la incubadora durante 3 horas a 37°C y 5% COa.

Preparacion de control de GLP-1 (7-36) (Sigma, cat # G814)

En una placa de 96 pozos con fondo en Vy 2 yl de 1 mg/ml GLP-1 (7-36) a 18 pl de medio de prueba RPMI para dar
una solucion 30 uM. Se anadieron 2 pl de la solucién 30 uM a 298 ul de medio de prueba RPMI para dar una
solucion 200 nM (para una concentracion final en la prueba de 100 nM). Se diluy6 en serie el control 1:10 a la placa
(15 pl de control + 135 ul de medio de prueba RPMI) para generar curva de 8 puntos.

Preparacion de control de Exendina-4 (Sigma, cat #E7144)

En una placa de 96 pozos con fondo en V se afiaden 2 yl de 1 mg/ml Exedina-4 a 188 yl a medio de prueba RPMI
para dar una solucién 2.39 uyM. Se afadieron 2 ul de la solucién 2.39 uM a 237 ul de medio de prueba RPMI para
dar una solucién 20 nM (para una concentracion final en la prueba de 10 nM). Se diluye en serie el control 1:10 a la
placa (15 pl de control + 135 pl de medio de prueba RPMI) para generar curva de 8 puntos.

Preparacién de muestras desconocidas

Se usan los mismos lineamientos para la preparaciéon de los controles para la preparacién de las muestras
desconocidas. Se hacen concentraciones superiores a dos veces la concentracion de prueba final requerida y se
diluyen 1:10 en la placa.

Preparacion de luciferasa (Promega, cat # E2620)

Se remueve el ndmero requerido de alicuotas de luciferasa Bright-Glo del congelador y se dejan descongelar hasta
temperatura ambiente en la oscuridad. Un frasco de 5 ml es suficiente para una placa de prueba.
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Después del tiempo de incubacioén, 50 ul de reactivo de luciferasa Bright-Glo se afiadié a los pozos y la placa se
incub6 a temperatura ambiente durante tres minutos para permitir que ocurriera la lisis de células. La luminiscencia
(conteos por segundo) se leyd usando el lector de microplaca M5e registrando cada pozo durante 0.1 segundos.
CPS de los pozos de fondo que contenian células Unicamente, se sustrajo de los otros pozos. Los pozos de control
(GLP- 1(7-36) o Exendina-4) deben presentar estimulacion maxima a las concentraciones mas altas. Las curvas de
efecto de concentracion de la muestra desconocida se ajustan a partir de las cuales EC50 se calcula con el uso de
software GraphPad Prism o ExcelFit.

DMS7161 es potente con EC50 entre 1.6 y 3.4 nM como se muestra en la figura 7 y como se resume a continuacion.

EC50 (M) pEC50
Ex-4 3.6E-09 8.45
DMS7161 A 3.4E-09 8.47
DMS7161 B 1.6E-09 8.79

Se encontré que DMS7161 es tan activo como DMS7148.
Exposicion

La seleccion de fagos de fusion de péptidos diversificadas que fue naturalmente muy sensible a proteasas y se
degrada durante la expresion en E. coli les permiti6 a los inventores de la presente identificar la fusion de variante de
*GLP-1 que es resistente a proteasas bacterianas naturales y lo mismo es expresable en E. coli. Los sitios de
proteasa que fueron privados en este clon son similares a estos reconocidos por tripsina y quimiotripsina, sin
embargo esta secuencia no estuvo presente en las salidas de las selecciones con tratamiento con tripsina y
quimiotripsina adicional.

Secuencia SEQ. ID NO:
Secuencia de nucleétidos de monémero de Fc etiquetado con His de ECD GLP-1R | 1
Secuencia de aminoacido de monémero de Fc etiquetado con His de ECD GLP-1R |2
Secuencia de aminoacidos de *GLP-1 (7-37) 3
Secuencia de nucleétido de *GLP-1 (7-37) 4
Secuencia de aminoacidos de DOM7h-14: 5
Secuencia de nucleétido de DOM7h-14: 6
Secuencia de aminoacidos de enlazador helicoidal: 7
Secuencia de nucleétidos de enlazador helicoidal: 8
PSS 9
Secuencia de nucledtidos de PSS: 10
DMS7190 11
DMS7191 12
DMS7192 13
DMS7193 14
DMS7194 15
DMS7148 16
DMS7149 17
DMS7150 18
DMS7151 19
DMS7152 20
DMS7161 21
Secuencia de aminoacidos de DOM7h-14-10 22
Secuencia de nucleétidos de DOM7h-14-10 23
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TOMLINSON,

lan M.

ES 2 688 621 T3

<120> Métodos para seleccionar polipéptidos resistentes a proteasa
<130> DB00064WO

<150> 61/120,135
<151>: 2008-12-05

<160> 23

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211> 1155
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<400> 1

atggccggeg
gceggeccee
gaataccgac
ttctgecaace
gtgaatgtca
taccggttet
agggacttgt
cteectgttece
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggg
caccaggact
gccccecateg
accctgecee
aaaggcttcet
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge
catcatcatc

<210> 2
<211> 384
<212> PRT

cceecggece
gcceccaggg
gccagtgeca
ggaccttcega
gctgecectg
gcacagctga
cggagtgega
tcaagcttga
aactcctggg
tcteeccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catceceggga
atcccagega
ccacgcectece
acaagagcag
acaaccacta
actga

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 2

gctgegectt
tgccactgtyg
gcgeteectg
tgaatacgce
gtacctgece
aggcectetgg
ggagtccaag
gcccaaatceg
gggaccgtca
ccectgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagee
tgagctgace
catecgeegtyg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

gcgetgetge
tecectetggg
actgaggatc
tgctggecag
tgggccageca
ctgcagaagg
cgaggggaga
gccgacaaaa
gtcttectet
acatgegtgg
gacggcgtgg
taccgggtgg
aagtgcaagg
aaagggcagce
aagaaccagg
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtct
agcectectece

tgctegggat
agacggtgca
cacctectge
atggggagce
gtgtgccgea
acaactccag
gaagctcecece
ctcacacate
tcecececcaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctecaacaa
ccecgagaace
tcagcectgac
gcaatgggca
ccttettect
tctecatgete
tgtctccggg

Met Ala Gly Ala Pro Gly
1 5

Met Val Gly Arg Ala Gly

20

Val Gln Lys

Leu Ala
10
Gln Gly

Pro Leu Arg Leu Leu

Pro Ala Thr
25

Glu

Pro Arg

30

Trp Glu Thr Trp Arg Tyr Arg Arg Gln

Thr Pro Pro Ala Phe

55
Cys

Ser Leu
50
Thr Phe

Glu Asp Pro Thr Asp Leu

60

Asp Glu Tyr Ala Trp Pro Asp Gly Glu Pro

39

Leu
Val
Cys
Cys

Gly

ggtgggcagg
gaaatggcga
cacagacttg
aggctegtte
gggccacgtg
cctgecctgg
ggaggagcag
accaccgteca
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agccctecea
acaggtgtac
ctgecctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgecat
taaacatcac

Leu Gly
15

Ser Leu
Gln Arg

Asn Arg

Ser Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1155
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65 70 75
Val Asn Val Ser Cys Pro Trp Tyr Leu Pro Trp Ala Ser Ser Val
85 920 95
Gln Gly His Val Tyr Arg Phe Cys Thr Ala Glu Gly Leu Trp Leu
100 105 110
Lys Asp Asn Ser Ser Leu Pro Trp Arg Asp Leu Ser Glu Cys Glu
115 120 125
Ser Lys Arg Gly Glu Arg Ser Ser Pro Glu Glu Gln Leu Leu Phe
130 135 140
Lys Leu Glu Pro Lys Ser Ala Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro
145 150 155
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
165 170 175
Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
180 185 190
Val vVal vVal Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
195 200 205
Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
210 215 220
Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
225 230 235
His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
245 250 255
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
260 265 270
Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
275 280 285
Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
290 295 300
Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
305 310 315
Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
325 330 335
Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
340 345 350
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
355 360 365
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys His His His His His
370 375 380

<210> 3

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 3

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu
1 5 10 15
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25 30

<210> 4

<211>93

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 4

catggtgaag ggacctttac cagtgatgta agttettatt tggaaggeca agetgecaag 60

gaattcattg cttggctggt gaaaggccga gga

<210>5

<211>108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

40

80
Pro

Gln
Glu
Leu
Ser
160
Pro
Cys
Trp
Glu
Leu
240
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
320
Phe
Asn

Thr

His

Gly
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<400> 5
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Met Trp Arg Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Gln Gly
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 6
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 6
gacatccaga tgacccagtce tccatcctece ctgtcetgeat
atcacttgec gggcaagtca gtggattggg tctcagttat
gggaaagccce ctaagetceet gatcatgtgg cgtteetegt
cgtttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca
gaagattttg ctacgtacta ctgtgectcag ggtgeggegt
gggaccaagg tggaaatcaa acgg
<210>7
<211>40
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<400>7

Ser Ala

Trp Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Ala Ala

Arg

ctgtaggaga
cttggtacca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tgcctaggac

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Leu

val
15
Ser

Gly
Gln

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Arg

95

cecgtgteace
gcagaaacca
ggtceccateca
tctgcaacct
gttcggccaa

Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys

1

5

10

15

Glu Leu Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu

20

25

Ala Ala Ala Lys Glu Leu Ala Ala

35

<210> 8
<211>120
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 8

40

30

60

120
180
240
300
324

aaagaagcgg cggcgaaaga agcggeggceg aaagaagegg cggcegaaaga attggecgea 60
aaagaagcgg cggcgaaaga agcggeggceg aaagaagegg cggcgaaaga attggeegea 120

<210>9
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 9

41
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15

20

Pro Ser Ser
1

<210>10
<211>9
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 10
ccaagctcg

<210> 11
<211> 149
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 11

His Gly Glu
1
Ala Ala Ala

Glu Ala Ala
35
Pro Ser Ser
50
Arg Ala Ser
65
Pro Gly Lys

Ser Gly Val

Thr Leu Thr
115
Cys Ala Gln
130
Val Glu Ile
145

<210> 12
<211> 149
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 12

9

Gly
Lys
20

Ala
Leu
Gln
Ala
Pro
100
Ile
Gly

Lys

Thr
Glu
Lys
Ser
Trp
Pro
85

Ser
Ser

Ala

Trp

Phe
Phe
Glu
Ala
Ile
70

Lys
Arg

Ser

Ala

Thr
Ile
Leu
Ser
55

Gly
Leu
Phe

Leu

Leu
135

Ser
Ala
Ala
40

Val
Ser
Leu
Ser
Gln

120
Pro

ES 2 688 621 T3

Asp
Trp
25

Ala
Gly
Gln
Ile
Gly
105

Pro

Arg

Val
10

Leu
Asp
Asp
Leu
Met
920

Ser

Glu

Thr

Ser
val
Ile
Arg
Ser
75

Trp
Gly

Asp

Phe

Ser
Lys
Gln
vVal
60

Trp
Arg
Ser

Phe

Gly
140

Tyr
Gly
Met
45

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala

125
Gln

Ser
Arg
30

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
110
Thr

Gly

Glu
15

Gly
Gln
Thr
Gln
Leu
95

Asp
Tyr

Thr

Glu
Lys
Ser
Cys
Lys
80

Gln
Phe
Tyr

Lys

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Gly Ala Asp Leu Leu Glu Gly

1

5

10

42
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15
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Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val
20 25
Glu Ala Ala Ala Lys Glu Leu Ala Ala Asp Ile
35 40
Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
50 55
Arg Ala Ser Gln Trp Ile Gly Ser Gln Leu Ser
65 70 75
Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Met Trp
85 920
Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
100 105
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp
115 120
Cys Ala Gln Gly Ala Ala Leu Pro Arg Thr Phe
130 135
Val Glu Ile Lys Arg
145

<210> 13

<211> 159

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 13

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ala
1 5 10
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Cys Leu Val
20 25
Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu
35 40
Leu Ala Ala Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro
50 55
Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
65 70 75
Gly Ser Gln Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
85 920
Leu Leu Ile Met Trp Arg Ser Ser Leu Gln Ser
100 105
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
115 120
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
130 135
Leu Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
145 150 155

<210> 14

<211> 154

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 14

His Gly Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser
1 5 10
Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val
20 25
Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu
35 40
Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

Lys
Gln
Val
60

Trp
Arg
Ser

Phe

Gly
140

Thr
Lys
Ala
Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Ala

140
Glu

Ser
Thr
Leu

Ser

43

Gly
Met
45

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala

125
Gln

Ala
Gly
Ala
45

Ser
Ser
Lys
Val
Thr
125
Gln

Ile

Tyr
Gly
Ala

45
val

Arg
30

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
110
Thr

Gly

Cys
Arg
30

Ala
Leu
Gln
Ala
Pro
110
Ile
Gly

Lys

Leu
Leu
30

Ala

Gly

Gly
Gln
Thr
Gln
Leu
95

Asp
Tyr

Thr

Glu
15

Gly
Lys
Ser
Trp
Pro
95

Ser
Ser

Ala

Arg

Glu
15

Glu
Asp

Asp

Lys
Ser
Cys
Lys
80

Gln
Phe
Tyr

Lys

Gly
Lys
Glu
Ala
Ile
80

Lys
Arg

Ser

Ala

Gly
Arg
Ile

Arg
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15

50
Val Thr Ile
65
Trp Tyr Gln

Arg Ser Ser

Ser Gly Thr
115
Phe Ala Thr
130
Gly Gln Gly
145

<210> 15
<211> 147
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 15

His Gly Glu
1
Gln Ala Ala

Ala Ala Lys
35
Ser Leu Ser
50
Ser Gln Trp
65
Lys Ala Pro

Val Pro Ser

Thr Ile Ser
115
Gln Gly Ala
130
Ile Lys Trp
145

<210> 16
<211> 142
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 16

His Gly Glu
1
Gln Ala Ala

Ser Ser Asp
35
Val Gly Asp
50
Ser Gln Leu
65
Leu Ile Met

Ser Gly Ser

Gln Pro Glu

115

Pro Arg Thr
130

Thr
Gln
Leu
100
Asp
Tyr

Thr

Gly
Lys
20

Glu
Ala
Ile
Lys
Arg
100

Ser

Ala

Gly
Lys
20

Ile
Arg
Ser
Trp
Gly
100
Asp

Phe

Cys
Lys
85

Gln
Phe
Tyr

Lys

Thr
Glu
Leu
Ser
Gly
Leu
85

Phe

Leu

Leu

Thr
Glu

Gln

val

Trp

Arg

Ser

Phe

Gly

Arg
70

Pro
Ser
Thr
Cys

Val
150

Phe
Phe
Ala
val
Ser
70

Leu
Ser

Gln

Pro

Phe
Phe
Met
Thr
Tyr

70
Ser

Gly
Ala

Gln

55
Ala

Gly
Gly
Leu
Ala

135
Glu

Thr
Ile
Ala
Gly
55

Gln
Ile
Gly

Pro

Arg
135

Thr
Ile
Thr
Ile
55

Gln

Ser

Thr
Thr

Gly
135

Ser
Lys
val
Thr
120
Gln

Ile

Ser
Ala
Asp
40

Asp
Leu
Met
Ser
Glu

120
Thr

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

ES 2 688 621 T3

Gln
Ala
Pro
105
Ile
Gly

Lys

Glu
Trp
25

Ile
Arg
Ser
Trp
Gly
105
Asp

Phe

Asp
Asp
25

Ser
Cys
Lys
Gln

Phe
105
Tyr

Lys

Trp
Pro
920

Ser
Ser

Ala

Arg

Phe
10

Leu
Gln
val
Trp
Arg
Ser

Phe

Gly

val
10

Leu
Pro
Arg

Pro

Ser

920
Thr

Cys

Val

Ile
75

Lys
Arg

Ser

Ala

vVal
val
Met
Thr
Tyr
75

Ser
Gly

Ala

Gln

Ser
Val
Ser
Ala
Gly

75
Gly

Leu
Ala

Glu

60
Gly

Leu
Phe
Leu

Leu
140

Thr
Lys
Thr
Ile
60

Gln
Ser
Thr

Thr

Gly
140

Ser
Glu
Ser
Ser

60
Lys

vVal

Thr

Gln

Ile
140

44

Ser
Leu
Ser
Gln

125
Pro

Tyr
Gly
Gln
45

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

125
Thr

Tyr
Gly
Leu
45

Gln
Ala
Pro

Ile

Gly
125
Lys

Gln
Ile
Gly

110
Pro

Arg

Leu
Lys
30

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
110
Tyr

Lys

Leu

Arg

30
Ser

Trp
Pro

Ser

Ser
110

Ala

Arg

Leu
Met
95

Ser

Glu

Thr

Glu
15

Glu
Pro
Arg
Pro
Ser
Thr
Cys

Val

Glu
15

Gly
Ala
Ile
Lys
Arg

Ser

Ala

Ser
80

Trp
Gly
Asp

Phe

Gly
Ala
Ser
Ala
Gly
80

Gly
Leu

Ala

Glu

Gly
Pro
Ser
Gly
Leu

80
Phe

Leu

Leu
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15

<210> 17

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<400> 17

His Gly Glu Gly Thr
1 5
Gln Ala Ala Lys Glu

20
Ser Ser Asp Ile Gln
35
Val Gly Asp Arg Val
50
Ser Gln Leu Ser Trp
65
Leu Ile Met Trp Arg
85
Ser Gly Ser Gly Ser
100
Gln Pro Glu Asp Phe
115
Pro Arg Thr Phe Gly
130

<210> 18

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 18

His Gly Glu Gly Thr
1 5
Met Thr Ser Arg Glu

20
Ser Ser Asp Ile Gln

Val Gly Asp Arg Val
50
Ser Gln Leu Ser Trp
65
Leu Ile Met Trp Arg
85
Ser Gly Ser Gly Ser
100
Gln Pro Glu Asp Phe
115
Pro Arg Thr Phe Gly
130

<210> 19

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 19

Phe
Phe
Met
Thr
Tyr
70

Ser
Gly

Ala

Gln

Phe
Phe
Met
Thr
Tyr
70

Ser
Gly

Ala

Gln

Thr
Ile
Thr
Ile
55

Gln
Ser
Thr

Thr

Gly
135

Thr
Ile
Thr
Ile
55

Gln
Ser
Thr

Thr

Gly
135

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

ES 2 688 621 T3

Glu
Trp
25

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
105
Tyr

Lys

Asp
Trp
25

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
105
Tyr

Lys

Phe
10

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
920

Thr
Cys

Val

Val
10

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
920

Thr
Cys

Val

val
Val
Ser
Ala
Gly
75

Gly
Leu

Ala

Glu

Ser
vVal
Ser
Ala
Gly
75

Gly
Leu

Ala

Glu

Thr
Lys
Ser
Ser
60

Lys
vVal
Thr

Gln

Ile
140

Ser
Lys
Ser
Ser
60

Lys
Val
Thr

Gln

Ile
140

45

Tyr
Gly
Leu
45

Gln
Ala
Pro
Ile
Gly

125
Lys

Tyr
Gly
Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
Gly

125
Lys

Leu
Arg
30

Ser
Trp
Pro
Ser
Ser
110
Ala

Arg

Leu
Arg
30

Ser
Trp
Pro
Ser
Ser
110
Ala

Arg

Glu
15

Gly
Ala
Ile
Lys
Arg
95

Ser

Ala

Glu
15

Gly
Ala
Ile
Lys
Arg
95

Ser

Ala

Gly
Pro
Ser
Gly
Leu
80

Phe

Leu

Leu

Gly
Pro
Ser
Gly
Leu
80

Phe

Leu

Leu
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15

His Gly Glu Gly Thr Phe
1 5
Gln Ala Ala Lys Glu Phe
20
Ser Ser Asp Ile Gln Met
35
Val Gly Asp Arg Val Thr
50
Ser Gln Leu Ser Trp Tyr
65 70
Leu Ile Met Trp Arg Ser
85
Ser Gly Ser Gly Ser Gly
100
Gln Pro Glu Asp Phe Ala
115
Pro Arg Thr Phe Gly Gln
130

<210> 20

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 20

His Gly Glu Gly Thr Phe
1 5
Gln Ala Ala Ser Glu Phe
20
Ser Ser Asp Ile Gln Met
35
Val Gly Asp Arg Val Thr
50
Ser Gln Leu Ser Trp Tyr
65 70
Leu Ile Met Trp Arg Ser
85
Ser Gly Ser Gly Ser Gly
100
Gln Pro Glu Asp Phe Ala
115
Pro Arg Thr Phe Gly Gln
130

<210> 21

<211> 142

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<400> 21

His Gly Glu Gly Thr Phe
1 5
Gln Ala Ala Lys Glu Phe
20
Ser Ser Asp Ile Gln Met
35
Val Gly Asp Arg Val Thr
50
Ser Gln Leu Ser Trp Tyr

65 70
Leu Ile Met Trp Arg Ser

85
Ser Gly Ser Gly Ser Gly
100
Gln Pro Glu Asp Phe Ala
115
Pro Lys Thr Phe Gly Gln
130

<210> 22

Thr
Ile
Thr
Ile
55

Gln
Ser
Thr

Thr

Gly
135

Thr
Ile
Thr
Ile
55

Gln
Ser
Thr

Thr

Gly
135

Thr
Ile
Thr
Ile

55
Gln

Ser
Thr
Thr

Gly
135

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

Ser
Ala
Gln
40

Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

120
Thr

ES 2 688 621 T3

Asp
Trp
25

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
105
Tyr

Lys

Asp
Trp
25

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
105
Tyr

Lys

Asp
Asp
25

Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
105
Tyr

Lys

Val
10

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
90

Thr
Cys

Val

Val
10

Leu
Pro
Arg
Pro
Ser
920

Thr
Cys

Val

val
10

Leu
Pro
Arg
Pro

Ser
920

Thr
Cys

Val

Ser
vVal
Ser
Ala
Gly
75

Gly
Leu

Ala

Glu

Ser
vVal
Ser
Ala
Gly
75

Gly
Leu

Ala

Glu

Ser
Val
Ser
Ala

Gly
75
Gly

Leu
Ala

Glu

Ser
Thr
Ser
Ser
60

Lys
val
Thr

Gln

Ile
140

Ser
vVal
Ser
Ser
60

Lys
Val
Thr

Gln

Ile
140

Ser
Glu
Ser
Ser
60

Lys
val
Thr

Gln

Ile
140

46

Tyr
Gly
Leu
45

Gln
Ala
Pro
Ile
Gly

125
Lys

Tyr
Asp
Leu
45

Gln
Ala
Pro
Ile
Gly

125
Lys

Tyr
Gly
Leu
45

Gln
Ala
Pro
Ile
Gly

125
Lys

Leu
Leu
30

Ser
Trp
Pro
Ser
Ser
110
Ala

Arg

Leu
Gly
30

Ser
Trp
Pro
Ser
Ser
110
Ala

Arg

Leu
Arg
30

Ser

Trp

Pro
Ser
Ser
110
Leu

Arg

Glu
15

Glu
Ala
Ile
Lys
Arg
95

Ser

Ala

Glu
15

Gly
Ala
Ile
Lys
Arg
95

Ser

Ala

Glu
15

Gly
Ala
Ile
Lys
Arg
95

Ser

Arg

Gly
Pro
Ser
Gly
Leu
80

Phe

Leu

Leu

Gly
Pro
Ser
Gly
Leu
80

Phe

Leu

Leu

Gly
Pro
Ser
Gly

Leu

80
Phe

Leu

His
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<211>108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<400> 22

Asp Ile Gln Met Thr
1 5
Asp Arg Val Thr Ile

20
Ser Tyr Gln

Leu Trp

Met Trp Ser Ser

50
Gly

Arg

Ser Ser Thr
65

Glu

Gly

Phe Ala Thr
85

Gly

Asp

Thr Phe Gln

100

Gly

<210> 23

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<400> 23

gacatccaga
atcacttgec
gggaaagccc
cgtttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggate
ctacgtacta
tggaaatcaa

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

ES 2 688 621 T3

Ser
10
Ser

Ser Pro Ser Leu
Ala
25

Gly

Cys Arg Gln

Lys Pro Lys Ala
Gln
55

Phe

Ser Gly Val Pro

Thr Thr Ile
75

Gly

Leu
Ala Gln
90

Ile

Tyr Cys

Val Glu

105

Lys Lys

tccatcctece
gtggattggg
gatcatgtgg
tgggacagat
ctgtgctcag
acgg

ctgtctgeat
tetcagttat
cgttcectegt
ttecactctea
ggtttgagge

Ser Ala

Trp Ile

Pro Lys
45
Ser Arg
60
Ser Ser

Leu Arg

Arg

ctgtaggaga
cttggtacca
tgcaaagtgg
ccatcageay
atcctaagac

47

Ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

His

val
15
Ser

Gly
Gln

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Lys
95

cegtgtcace
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgecaacet
gttecggecaa

60

120
180
240
300
324
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio variable unico de inmunoglobulina aislado que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ
ID NO: 22.

2. Un dominio variable Unico de inmunoglobulina segun la reivindicacion 1 para uso en medicina.

3. Una molécula de acido nucleico aislada o recombinante que codifica un dominio variable Unico de
inmunoglobulina segun la reivindicacion 1.

4. Una molécula de acido nucleico aislada o recombinante segun la reivindicacion 3, que comprende la secuencia de
acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 23.

5. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico aislada o recombinante segun la reivindicacion 3 o la
reivindicacion 4.

6. Una célula anfitriona que comprende una molécula de acido nucleico aislada o recombinante segun la
reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, o un vector segun la reivindicacion 5.

7. Una célula anfitriona segun la reivindicacion 6, en la que dicha célula anfitriona es una especie de Pichia.
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Figura 1 FIGURE 1

Secuencia 1 (SEQ ID NO: 11); QID NO: 11);
DMS7190
HGEGTFTSDVSSYSEEAAAKEFIAWLVKGRGKEAAAKELAADIQMTQSPS
SLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKW

Secuencia 2 (SEQ ID NO: 12); EQID NO: 12);
DMS7191
HGEGTFTSDGADLLEGQAAKEFIAWLVKGRGKEAAAKELAADIQMTQSPS
SLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWY QQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVP
SRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKR

Secuencia 3 (SEQ ID NO: 13);  1Q ID NO: 13);
DMS7192
HGEGTFTSDVATACEGQAAKEFIACLVKGRGKEAAAKEAAAKEAAAKELA
ADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIM
WRSSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFG
QGTKVEIKR

Secuencia 4 (SEQ ID NO: 14); 1Q ID NO: 14);
D : 14);
DMS7193
HGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVTGLEREAAAKEAAAKELAADIQM
TQSPSSLSASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSL
QSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKV
EIKR
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Figura 1 (continuacion)

Secuencia 5 (SEQ ID NO: 15);
sequence > GEQ ID NO: 15);

DMS719%4
HGEGTFTSEFVTYLEGQAAKEFIAWLVKGKEAAAKELAADIQMTQSPSSL
SASVGDRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKW

Secuencia 6 (SEQ ID NO: 16);
veyuenve v (wEQ ID NO: 16);.
DMS7148
HGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIADLVEGRGPSSDIQMTQSPSSLSASVG
DRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKR1

Secuencia 7 (SEQ ID NO: 17);
sequence / (EQ ID NO: 17);
DMS7149
HGEGTFTSEFVTYLEGQAAKEFIAWLVKGRGPSSDIQMTQSPSSLSASVG
DRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKRI

Secuencia 8 (SEQ ID NO: 18);
sequence o (0EQ ID NO: 18);
DMS7150
HGEGTFTSDVSSYLEGMTSREFIAWLVKGRGPSSDIQMTQSPSSLSASVG
DRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKRI

Secuencia 9 (SEQ ID NO: 19);
Sequence 9 (SEQ ID NO: 19);
DMS7151
HGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVTGLEPSSDIQMTQSPSSLSASVG
DRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKR1
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Figura 1 (continuacion)

Secuencia 10 (SEQ ID NO: 10);
dequence v (deA) ID NO: 20);

DMS7152
HGEGTFTSDVSSYLEGQAASEFIAWLVVDGGPSSDIQMTQSPSSLSASVG
DRVTITCRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSG
SGTDFTLTISSLQPEDFATYYCAQGAALPRTFGQGTKVEIKR1

Secuencia 11 (SEQ ID NO: 21);
Sequence 11 (SEQ ID NO: 21);
DMS7161
HGEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIADLVEGRGPSSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRASQWIGSQLSWYQQKPGKAPKLLIMWRSSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
LQPEDFATYYCAQGLRHPKTFGQGTKVEIKR
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Figura 2
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Figura 4
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Fig. 7

Estimulacion de GLP-1/Ex-4 en células CHO
prueba de union de DAT01 -081128RDP |
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