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DESCRIPCION
Modificacion genética de dominios de inmunoglobulina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la modificacion genética de dominios de inmunoglobulina. Mas especificamente, la
presente invencion esta dirigida a la modificacion genética de dominios de inmunoglobulina para mejorar las
propiedades biofisicas de la inmunoglobulina.

Antecedentes de la invencion

La estabilidad de la proteina juega un papel importante en terapéutica de proteinas, ya que las proteinas inestables
conducen a una disponibilidad terapéutica variable y efectos fisiolégicos impredecibles in vivo (Horwich, 2002; Wetzel,
1988; Mitraki y King, 1992; Worn y Pluckthun, 2001; Hurle et al., 1994). En el campo de la terapéutica de anticuerpos,
los anticuerpos humanos convencionales y los fragmentos de anticuerpo son o bien muy grandes y/o tienen
propiedades biofisicas deficientes, tales como baja estabilidad, desarrollo irreversible y baja expresion; por lo tanto,
tienen aplicaciones clinicas limitadas. Los anticuerpos de un solo dominio "naturales" (sdAb), por ejemplo, V4HH de
camélidos, Vnar de tiburén, no tienen los problemas mencionados anteriormente, aunque son inmunogénicos debido
a su naturaleza no humana.

Los sdAb completamente humanos, por ejemplo, V1 0 Vi, serian moléculas ideales para la terapia humana debido a
su menor (o carencia de) inmunogenicidad esperada; sin embargo, son propensos a la agregacion debido a su baja
estabilidad y solubilidad (Ward et al., 1989; Davies y Reichmann, 1994; Davies y Riechmann, 1995; Tanha et al., 2001;
Kazlauskas y Bornscheuer, 2009; Holliger y Hudson , 2005; Hoogenboom, 2005). Esto limita sus aplicaciones en la
terapia humana. Dada la importancia de los anticuerpos estables como moléculas terapéuticas, no es sorprendente
que se hayan realizado esfuerzos para seleccionar anticuerpos de dominio Gnico mas estables/solubles (Davies y
Riechmann, 1996a; Jespers et al., 2004; To et al., 2005; Tanha et al., 2006; Arbabi-Ghahroudi et al., 2009a; Arbabi-
Ghahroudi et al., 2009b; Arbabi-Ghahroudi et al., 2010).

Un método tipico para mejorar la estabilidad de sdAb es usar un sdAb como andamio para generar una biblioteca de
visualizacion que comprende cientos de millones de variedades de sdAb, cada una con una especificidad unica; los
aglutinantes (sdAb) se seleccionan luego contra los antigenos objetivo mediante técnicas de barrido. En un enfoque
de este método, el andamio progenitor se modifica primero genéticamente para que no se agregue y luego la biblioteca
se construye con base en el andamio que no se agrega; dado que se asume que los sdAb de la progenie en la
biblioteca en general "hereda" la propiedad de no agregaciéon de el andamio progenitor, se realiza un barrido
convencional basado solamente en el criterio de afinidad para seleccionar los sdAb que no se agregan. En un segundo
enfoque, el andamio progenitor puede o no agregarse, y las bibliotecas de la misma se escanean con base en criterios
de afinidad y no agregacion. Independientemente del enfoque, los sdAb agregados y no agregados se seleccionan
conjuntamente; en muchos casos, los sdAb que se agregan dominan el proceso de seleccion, o los aglutinantes
seleccionados tienen niveles bajos de solubilidad, estabilidad y expresion. Ademas, se pierden varios anticuerpos Vx
durante la selecciéon por afinidad, donde se producen grandes intervalos de sustituciones de aminoacidos para
desestabilizar los Vi que conducen a la agregacion (Kazlauskas y Bornscheuer, 2009; Bloom et al., 2006). Estos
factores hacen que la seleccion de sdAb sin agregacion sea tediosa y laboriosa y, a veces, desalentadora.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de anticuerpos que no se agreguen, solubles y estables.
Sumario de la invencion

La invencion se define por las reivindicaciones y cualesquiera otros aspectos o realizaciones establecidos en este
documento que no entren dentro del alcance de las reivindicaciones son solo para informacién. La presente invencion
se refiere a la modificacién genética de dominios de inmunoglobulina. Mas especificamente, la presente invencion
esta dirigida a la modificacion genética de dominios de inmunoglobulina para mejorar las propiedades biofisicas de la
inmunoglobulina.

La presente invencion proporciona una composicion que comprende un andamio de inmunoglobulina, comprendiendo
dicho andamio de inmunoglobulina uno 0 mas de un enlace disulfuro no canénico en la regiéon marco (FR), asi como
métodos para preparar y usar las composiciones. En una realizacién, el andamio de inmunoglobulina puede ser una
Vi; la VL puede ser de la familia kappa o lambda. En una realizacion, el andamio de inmunoglobulina es humana. En
una realizacion, el andamio de inmunoglobulina es humanitaria. En una realizacién, el andamio de inmunoglobulina
es de camélido. En una realizacion, la especie de camélido se selecciona del grupo que consiste en llama, alpaca y
camello.

En el andamio de inmunoglobulina como se describié anteriormente, el uno o mas de un enlace disulfuro no canénico

puede formarse entre cisteinas introducidas por mutaciones en FR2 y FR3. En el caso en el que el andamio de
inmunoglobulina sea una VL, la invencion proporciona un método para elaborar el andamio en la que los residuos de
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Cys pueden introducirse en cualquiera de las posiciones 46-49 y cualquiera de las posiciones 62-66, con base en la
numeracion de Kabat. En una realizacion, los residuos de Cys pueden introducirse en las posiciones 48 y 64, con base
en la numeraciéon de Kabat.

El andamio de inmunoglobulina descrita en el presente documento puede comprender una secuencia de polipéptidos
que comprende al menos dos residuos de Cys no canodnicos introducidos en las regiones marco FR2 y FR3 de una
region variable de anticuerpo. En una realizacion, el polipéptido comprende un residuo de Cys en una posicion
seleccionada de los residuos 46 a 49 de regiones FR2 de VL y un residuo de Cys en una posicion seleccionada de los
residuos 62 a 66 de regiones FR3 de VL de un dominio sdAb de V..

En una realizacién, el dominio de VH de la invencion comprende un fragmento de sdAb. En una realizacién, la invencion
proporciona una biblioteca de expresion que comprende el fragmento de sdAb de Vx de la invencion, en el que los
fragmentos de sdAb de la invencion comprenden una multiplicidad de secuencias de CDR. En una realizacion, la
posicion de las regiones CDR de un fragmento de sdAb de V+ de la invencion seleccionado del grupo de las SEQ ID
NOs: 2, 4, 6 y 8 estan en las posiciones proporcionadas en la Figura 1A y las seleccionadas del grupo de SEQ ID NOs
: 70 a 83 estan en la posicidn prevista para las secuencias de tipo silvestre correspondientes en la Figura 2 de la
publicacion PCT WO2006/099747.

En una realizacion, el polipéptido comprende al menos un residuo de Cys en la posicidon 48 y al menos un residuo de
Cys en la posicion 64 de un dominio de VL. En una realizacion, el dominio de VL de la invencion comprende un
fragmento de sdAb. En una realizacién, la invencion proporciona una biblioteca de expresion que comprende el
fragmento de sdAb de VL de la invencion, en el que los fragmentos de sdAb de la invencion comprenden una
multiplicidad de secuencias de CDR. En una realizacion, la posiciéon de las regiones CDR de un fragmento de sdAb
de VL de la invencién seleccionado del grupo de las SEQ ID NOs: 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 estan en las posiciones
proporcionadas en la Figura 1B.

En una realizacioén, los residuos de CDR de los polipéptidos de la invenciéon pueden estar en cualquier secuencia
adecuada y pueden tener un numero variable de residuos distinto del numero proporcionado en las Figuras 1Ay 1B.

En una realizacion, el polipéptido de inmunoglobulina de la invencion comprende la regién de el andamio de una o
mas de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGDTVSDESMTWVRQAPGKG LEWV@AISSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVTDNRSCQTSLCTSTTRSWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:2);

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGVTLSPECMAWVRQAPGKG LEWVCAI SSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVSCEGENAFWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:4);

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGYTVSSECMGWVRQAPGKG LEWVéAISSSSGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVRDSKNCHDKDCTRPYCSWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:6);

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGFSVISESMTWVRQAPGKG LEWV@AISSSGGSTYYADSVKGRFTéS
RDNSKNTVHLQMNSLRAEDTAVYYCAAKKIDGARYDYWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:8);

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISTYLNWYQQKPG KAPKLL@?FAAST LQSGVPSRFS@SGSGTDF
TLTISNLQPEDFATYYCQQSYSTPRTFGHGTKVTVL (SEQ ID NO:10);

EIVLTQSPTTLSLSPGERATLSCRASQSVG RYLAWYQQRPGQAPRLL;FDTSNRAPGVPARFS@,RGSGTLF
TLTISSLEPEDSAVYFCQQRSSGLTFGGGTKVTVL (SEQ ID NO:12);

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSSLAWYQQ KPGQAPRLL§YGTSN RATGI PDRFS&;SGSGT
HFTLTINRLEPGDFAVYYCQQYGSSPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:14);

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRTDLDWFQQRPGRAPH RL@YGASSLQGGVPSRFS;‘,’?{Z‘{SGSGTE
FTLTISGLQPEDFATYYCLQHHTYPRTFGLGTKVTVL (SEQ ID NO:16);
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TLTISSLEPEDFAVYYCQQRYNWPRTFGGGTKVTVL (SEQ ID NO:18);

ETTLTQSPATLSVSPGERATFSCRASQSVSNNLAWYQQ KPGQAPRLU:YGASS RTTGIPD RFS@’SGSGT D
FTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:20);

QSWTQPPSVSAAPGQRVTISCSGSSYNIG ENSVSWYQQLPGTAPKLL@YGNDKRPSGIPDRFSQSKSGTS
ATLGITGLQTGDEADYYCGTWDSNLRASVFGGGTKVTVL (SEQ ID NO:22);

ETTLTQSPGTLSLSPG ERATLSCRASQSVRNNLAWYQQRPGQAPRLL@YGASTRATGIPARFS@SGSGTD
FTLTISSLQVEDVAVYYCQQYYTTPKTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:24),

0 secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, con la condicién de que la secuencia sustancialmente idéntica,
retenga tanto los enlaces disulfuro candnicos como no candnicos, y en la que la secuencia en las regiones de las CDR
puede ser cualquier secuencia adecuada y puede tener un niumero adecuado pero variable de residuos en cada una
de CDR1, CDR2 y CDR3. En el caso de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,16, 18, 20, 22 y 24, los residuos que
comprenden las CDR son como se proporcionan en las Figuras 1A'y 1B.

La solicitud describe ademas el polipéptido de inmunoglobulina que comprende la region de el andamio de una o méas
de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWVCAI SGSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDEPRSVSGLRGVWDSWGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:70)

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWVCAI SGSGGSTYYADSVKGRFT
iﬁSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAWYCGTDMEVWG KGTTVTVSS (SEQ ID NO:71)

QLQLQESGGGVWQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISGSGGSTYYADSVKG RFT
iﬁESRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAWYCAKDGKGGSSGYDHPDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:72)

QLQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPG KGLEWV@AISGSGGSTYYADSVKG RFT
ﬁfSRDNSKNSLYLQMNSLGAEDTAVYYCARSWSGSSYGGDLDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:73)

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVREEYRCSGTSCPGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:74)

EVQLVESGGTLVQPGGSLRLSCAASGFTFINYAMSWVRQAPDKG LDWV@TISN NGGATYYADSVKG RFTC
SRDNSNNTLYLQMNSLRPDDTAVYYCAKGPINTGRYGDWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:75)

QVQLVQSGGGLYQPGRSLRLSCAASGFAFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISGGGDHTYYADSVKG RFT
}C;SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAWYCAKEGMVRGVSSAPFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:76)

EVQLVQSGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKG LEWV@GISGSGASTYYADSVKG RFT
S RDNSKNTLYLQMNSLRAGDTALYYCARQSITGPTGAFDVWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:77)
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QLQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWFRQAPGKGLEWVCFIRSKAYGGTTEYAASVKGRF
T@SRDDSKSIAYLQM NSLRAEDTAMYYCARRAKDGYNSPEDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:78)

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMTWVRQAPG KGLEWV@RIKTKTDGGTTDYAAPVKGR
FTQSRDDSKNTLYLQM NSLKTEDTAVYYCTTDRDHSSGSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:79)

DVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCTASGFPFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVCRITSKTDGGTTDYVAPVKGR
FT:@SRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAWYCTTDQANAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:80)

QMQLVQSGGGVWQPGGSLRLSCAASGFTVSSSRMSWFRQAPGMG LEWV@VIYSGGSTYYADSVRG RFSC
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAREREGAVTREDWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:81)

QVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWVRQAPGKG LEWV@:FIYSGGSTYYADSVKGRFT;S
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARESRVGGGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:82)

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCAASGFIVDGYAMHWVRQAPGQG LEWV@VTN NGGSTSYADSVKGRFT

CSRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCARQSITGPTGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:83)

0 secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos de las mismas, con la condicién de que la
secuencia sustancialmente idéntica, o fragmento de la misma, conserve tanto los enlaces disulfuro canénicos como
no candnicos, y en la que la secuencia en las regiones de las CDR puede ser cualquier secuencia adecuada y puede
tener un niumero adecuado pero variable de residuos en cada una de las CDR1, CDR2 y CDR3. En el caso de las
SEQ ID NOs: 70 a 83, los residuos que comprenden las CDR son como se proporcionan en los clones de tipo silvestre
correspondientes como se proporciona en la Figura 2 de la publicacion PCT W0O2006/099747.

La presente invencion también abarca una biblioteca recombinante que codifica una diversidad de dominios variables,
comprendiendo los dominios variables una multiplicidad de CDR que comprenden una variedad de secuencias y
longitudes adecuadas intercaladas por las regiones marco de un andamio que comprende los residuos de Cys-Cys no
canénicos de la invencidon como se describe en el presente documento. En una realizacién, la biblioteca recombinante
comprende secuencias de mamiferos. En una realizacién, la biblioteca recombinante comprende secuencias
humanas. En una realizacién, la biblioteca recombinante comprende secuencias de camélido. En una realizacion, la
biblioteca recombinante comprende una diversidad de secuencias que, una vez seleccionadas, opcionalmente se
maduran y/o humanizan.

La presente invencion también proporciona un método para mejorar la estabilidad de los anticuerpos de un solo
dominio, que comprende introducir uno o0 mas de un enlace disulfuro no canénico en las regiones marco.

La presente invencion proporciona métodos para modificar genéticamente dominios de VL con estabilidad mejorada.
La formacion de un enlace o enlaces disulfuro adicionales en los dominios de VL mediante la introduccién de un par o
pares de Cys en ubicaciones especificas se muestra en le presente documento para transformar Vu y VL en dominios
altamente no agregados, solubles, estables y expresables. Especificamente, estas propiedades ventajosas se
obtienen cuando los residuos dentro de las regiones FR2 y FR3 se reemplazan de manera que se introduzca un par
de Cys en las posiciones de aminoacidos 48 y 64 para VL (numeracion de Kabat). La espectrometria de masas
confirmé la formacién de enlaces disulfuro entre los residuos no canénicos introducidos en los mutantes de Cys. Todos
los mutantes de Cys modificados de esta manera, es decir, que contienen el puente disulfuro no canénico mencionado,
no mostraron expresion adversa en E. coli, no hubo cambios conformacionales adversos como se muestra por las
mediciones de unién de resonancia de plasmén superficial ("SPR") y mostraron disminucién o falta de agregacion.
Ademas, todos los mutantes tenian una estabilidad drasticamente mas alta, con temperaturas de fusiéon de al menos
11 °C mas altas que las de sus contrapartes de tipo silvestre. Los datos actuales demuestran que la estabilizacion de
los marcos del dominio de VL mediante la introduccion de dicho enlace disulfuro en un andamio de Vi, o ambos, puede
mejorar su resistencia a la proteasa. Las bibliotecas de VL basadas en los andamios modificados genéticamente de la
presente invencion pueden prepararse para identificar V. estables y no agregadas que se unen a moléculas objetivo
especificas. Se pueden usar varias bibliotecas de despliegue conocidas en la técnica para expresar los constructos
de VL de la invencion. En una realizacion, la biblioteca es una biblioteca de anticuerpos de un solo dominio ("sdAb").

La presente invencién proporciona un enfoque novedoso que puede (i) convertir sdAb que se agrega en sdAb que no
se agrega; (ii) aumentar la eficiencia de la obtencion de sdAb que no se agrega a partir de bibliotecas de sdAb; (iii)
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aumentar adicionalmente la estabilidad, por ejemplo, la temperatura de fusion, la eficiencia de replegamiento, la
resistencia a proteasas y el nivel de expresion de sdAb. La provisién de andamios VL con estas caracteristicas puede
permitir la recuperacién de intervalos mas amplios de anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos; la retencién de un
alto grado de no agregacion y estabilidad puede conducir al aislamiento de nuevos anticuerpos que de otro modo
podrian perderse durante el proceso de seleccion de anticuerpos. Ademas, las caracteristicas biofisicas mejoradas
pueden permitir que la VL sea ampliamente aplicable en el campo terapéutico e industrial.

Breve descripcion de los dibujos

Estas y otras caracteristicas de la invencion se describiran ahora a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos
adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra los andamios primarias de Vn, VL y los mutantes de Cys correspondientes. La Figura 1A muestra
la numeracién y la designacion de CDR de Vu (SEQ ID NOs: 1-38) usando el sistema de numeracion de Kabat (Kabat
etal., 1991). Los residuos (Ser 49 e lle 69) actualmente reemplazados por cisteinas estan marcados con un sombreado
gris. La Figura 1B muestra la numeracion y la designacion de CDR de VL usando la numeracion de Kabat. Los residuos
(lle/Val 48 y Gly/Ala 64) actualmente reemplazados por cisteinas estan marcados con un sombreado gris. "FR" indica
regiones marco, CDR, regiones determinantes de complementariedad, de Vuy VL.

La Figura 2A muestra los perfiles de elucion de Vu de la purificacion de IMAC (cromatografia de afinidad con metal
inmovilizado). Las Vu de tipo silvestre y mutante se indican mediante lineas punteadas y continuas, respectivamente.
Los picos que eluyen en o después de 20 mL contienen Vu purificadas. La Figura 2B muestra SDS-PAGE no reductora
con Vi mutantes y de tipo silvestre purificadas por IMAC (se muestran los pares HVYHAM302/HVHAmM302S y
HVHPC235/HVHPC235S como ejemplos). Las flechas marcan las especies diméricas de HYHAmM302. "M" en el gel
SDS-PAGE indica el carril cargado con estandares de proteinas.

La Figura 3A es un dibujo esquematico de péptidos tripticos (SEQ ID NOs: 25-36, véase también la Tabla 2) de Vn
por el analisis de espectrometria de masas. Los enlaces disulfuro que conectan un par de Cys se muestran mediante
lineas. Los puntos continuos marcan las cisteinas (C) introducidas en las posiciones 49 y 69. Solo se muestran los
péptidos principales que portan enlaces disulfuro modificados genéticamente nativos candnicos (presentes en el tipo
silvestre y mutantes) o no candnicos (presentes Unicamente en mutantes). Los sitios de digestion con tripsina (terminal
C de Lys y Arg) estan en negrita. El perfil reductor de SDS-PAGE muestra que las Vx han sido digeridas con éxito
mediante tripsina en péptidos pequefios (comparar "+Tripsina" con "-Tripsina"). "M" en el gel SDS-PAGE indica el carril
cargado con estandares de proteina. La Figura 3B es un espectro de disociacion inducida por colision (CID)-MS? del
ion m/z 964,04 (3+) del péptido enlazado por disulfuro modificado genéticamente, GLEWVCAISSSGGSTYYADSVK
(P1) (T44-T64)-FTCSR (P2) (T67-T71) (Cys49-Cys69) (SEQ ID NOs: 29 y 30) de la digestion triptica de HYHAmM302S.
Los dos péptidos (b16+P2 y y117+P2) que portan el enlace disulfuro se anotaron en los picos de MS (espectrometria
de masas) y se marcaron con asteriscos. Los datos relacionados se presentan en la Tabla 2. La Figura 3C es un
espectro CID-MS? del ion del péptido enlazado por disulfuro a m/z 1042,66 (6+) del péptido triptico HVLP324S
correspondiente al péptido enlazado por disulfuro LLCFAASTLQSGVPSR (P1) (SEQ ID NO: 43),
FSCSGSGTDFTLTISNLQPEDFATYYCQQSYSTPR (P2) (SEQ ID NO: 44) y VTITCR (P3) (SEQ ID NO: 42) que se
observé a partir de la inspeccion del cromatograma de LC-MS. Se observaron iones del fragmento y muy informativos
a partir de P2 con P3 como una modificacion a través de un enlace disulfuro. También se observé una serie del i6n y
casi completa de P1. El enlace disulfuro se confirmé adicionalmente mediante un espectro ETD-MS? del ion del péptido
[M + 5H]%* a m/z 1250,99 (5+) del mismo péptido enlazado por disulfuro de HVLP324S a través del cual se observaron
todos los iones P1, P2 y P3 intactos a m/z 691,47 (1+), 1648,86 (1+) y 1956,85 (2+), respectivamente, en cantidades
relativamente altas tras la disociacion de los enlaces disulfuro de los tres fragmentos de péptidos mediante el ETD
(datos no mostrados).

La Figura 4A muestra cromatogramas de exclusion por tamafio de dominios de VH y sus correspondientes versiones
mutantes de Cys (HVHAmM302/HVHAmM302S, HVHAmM427/HVHAmM427S, HVHAmM431/HVHAmM431S vy
HVHPC235/HVHPC235S). La Figura 4B muestra cromatogramas de exclusién por tamafio de 4 dominios de Vx
mutantes de Cys adicionales (HVHP414S, HVHP420S, HVHP426S y HVHP429S). Anteriormente se demostré que las
versiones de tipo silvestre correspondientes eran mondémeros no agregados (To et al., 2005). La Figura 4C muestra
cromatogramas de exclusion por tamafio de dominios de VL humanos y sus versiones mutantes de Cys. Para cada
cromatograma en las Figuras 4A, B y C, se rest6 la absorbancia de fondo y se normalizaron todos los picos con
respecto al pico monomérico (mostrado por las puntas de flecha) que se ajustd al 100%. Los picos a la izquierda de
los picos monomeéricos se consideraron como picos agregados.

La Figura 5 muestra el despliegue térmico de las V. Las Vi mutantes de tipo silvestre y Cys se marcaron con simbolos
rellenos y sin relleno, respectivamente (HVHAmM302 y HYHAmM302S (cuadrado); HYHAmM431 y HYHAmM431S (circulo);
HVHPC235 y HVHPC235S (triangulo)). Las temperaturas de despliegue de punto medio calculadas, Tm, de VH se
registran en la Tabla 4.

La Figura 6 muestra el despliegue térmico de VL de tipo silvestre (Figura 6A) o mutante de Cys (Figura 6B). Las Tm
calculadas se registran en la Tabla 4. En la Figura 6C, las curvas de despliegue térmico de HVLP389 y HVLP325, que
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tenian las Tm mas bajas y mas altas, respectivamente, se compararon lado a lado con sus versiones mutantes de Cys,
HVLP389S y HVLP325S.

La Figura 7 muestra el analisis de unién SPR de V contra la proteina A inmovilizada. En la Figura 7A, la concentracion
de cada Vu en pM fue la siguiente: 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5y 3,35 (HVHAmM302); 0,2; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 y 3,88
(HVHAmM427); 0,5; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 y 3,81 (HVHAm431); 0,01; 0,01; 0,02; 0,05; 0,25; 0,25; 0,5; 1,0 y 2,5
(HVHAmC235); 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 5,4 y 8,22 (HVYHAm302S); 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,0 y 3,08 (HYHAmM427S); 0,5; 1,0;
1,0; 2,0; 4,0; 6,5; 10,0 y 13,3 (HVHAmM431S); 0,025; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,4; 0,8; 0,8; 0,8; 1,5; 1,5; 3,0; 6,0y 9,9
(HVHAmMC2358S). Las Kb calculadas se registran en la Tabla 4. RU, Unidad de resonancia. La Figura 7B es un diagrama
de velocidad cinética con un diagrama de diagonales de isoafinidad para las Vi de tipo silvestre y mutantes. Las
velocidades cinéticas (Kasociacion Y Kdisociacisn) determinadas por los andlisis SPR se trazan en un plano bidimensional en
escala logaritmica, de modo que las Vu ubicados en la misma linea diagonal tienen valores de Ko idénticos.

La Figura 8 muestra los sensogramas de Biacore de las VL para la proteina L. inmovilizada. En la Figura 8A, la
concentracion de cada V. fue la siguiente: 0,2; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 5y 10 yM (HVLP389, HVLP351 y HVLP364); 1; 2; 3;
5; 7,5y 10 nM (HVLP342); 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 5y 10 uM (HVLP335); 0,2; 0,5; 1; 1,5; 2y 5 uM (HVLP325); 0,2; 0,5; 0,75;
1;1,5;2; 3y 5 uM (HVLP3103) y 1; 2; 4; 6; 8 y 10 nM (HVLP324 ). Los sensogramas para las uniones de HVLP324 y
HVLP342 al sitio de baja afinidad de la proteina L no estan incluidos; aunque las Kp calculadas se registran en la Tabla
4. En la Figura 8B, la concentracion de los V. mutantes de Cys fue: 0,05; 0,1; 0,2; 0,2; 0,5; 0,75; 1; 1,5;2; 3; 4y 7 uM
(HVLP389S); 0,1; 0,2; 0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 4; 6 y 8 uM (HVLP335S); 0,05; 0,1; 0,2; 0,2; 0,4; 0,6; 1; 2; 4 y 6 uyM
(HVLP351S); 0,1; 0,2; 0,2; 0,5; 0,75; 1; 2; 4; 7 y 10 uM (HVLP3103S); 4; 8; 8; 16; 32; 64; 120; 240 nM (HVLP324S);
0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,5; 3; 6; 12 uM (HVLP325S); 2; 4; 8; 16; 16; 32; 64; 120; 240 nM (HVLP342S). Las Kb calculadas
se registran en la Tabla 4.

La Figura 9 muestra la resistencia a la Gl proteasa (pepsina, quimotripsina y tripsina) de las V.. La Figura 9A compara
los perfiles de resistencia a la proteasa de las VL de tipo silvestre (circulos sin relleno) con aquellos de las VL mutantes
de Cys (circulos con relleno) en diferentes relaciones de proteasa a proteina. En la Figura 9B, se muestra un grafico
del % de resistencia a la proteasa frente a la Tm para VL de tipo silvestre (circulos sin relleno) frente a mutantes de
Cys (circulos con relleno).

La Figura 10 muestra el dibujo esquematico del vector fd-tetVi 24S. Un gen HVLP324S que porta una secuencia
enlazadora en su extremo 3' se preparé mediante PCR, se digirid6 con enzimas de restriccion ApaLl y Notl y
posteriormente se cloné en ADN del fago fd-tetGIIID (Tanha et al., 2001) que se linealiz6 mediante enzimas de
restriccion ApaLl y Notl. Esto coloca a HVLP324S con el enlazador entre las secuencias guia del gen Il del fago y del
marco de lectura abierto del gen lll. La secuencia enlazadora de ADN codifica un polipéptido GSGSKAAA (SEQ ID
NO: 86) en el que el residuo de lisina proporciona un sitio de escisidon de tripsina (marcado con una flecha). Esto
permite eluir los fagos unidos de los antigenos objetivo mediante la adicion de tripsina después de la etapa de union
en el barrido de bibliotecas de despliegue en fagos de anticuerpos.

La Figura 11 muestra la construccion de una biblioteca HVLP324S sintética. La secuencia de aminoacidos de
HVLP324S (SEQ ID NO: 10), un andamio de VL humana usada para la construccién de la biblioteca, se numero de
acuerdo con el sistema Kabat (Kabat et al., 1991). Se subrayaron las posiciones de aminoacidos en las CDR (1, 2 y
3) a ser aleatorizadas. Los residuos de Cys no candénicos se marcaron con puntos. Los codones de HVLP324S en las
CDR seleccionadas para mutagénesis in vitro se muestran junto con sus codones de aleatorizacidn correspondientes.
La posicion del aminoacido 28 (en CDR1) estaba restringida a los codones de Ser o Gly (mostrados como RGC) y la
posicion 54 (en CDR2) estaba restringida a los codones de Arg o Leu (mostrados como CKN). Para la mutagénesis
de CDR3, se usaron 3 oligonucledtidos con varias longitudes (V1.24-CDR3/3a/3b; véase la Tabla 6, Ejemplo 8), creando
longitudes de CDR3 de 9, 10 u 11 aminoacidos. De conformidad con la nomenclatura IUPAC, las siguientes letras se
usaron para designar acidos nucleicos degenerados en varias posiciones dentro de los oligonucleétidos, en los que
N: nucledtidos A, T, G o C; R: nucledtidos A o G; K: nucledtidos T o G.

La Figura 12 muestra la seleccion de fagos de las VL que se unen a lisozima humana. La frecuencia (%) de las Vi de
lisozima antihumana seleccionada de barridos de fagos (ronda 3 y 4) bajo dos condiciones de seleccion diferentes
(temperatura ambiente y 65 °C - 2 h) se mostré mediante columnas rectangulares grises o negras, respectivamente.

La Figura 13 muestra secuencias de aminoacidos de las Vi de lisozima antihumana y albumina de suero antihumana.
Las secuencias de aminoacidos de HVLP324S (SEQ ID NO: 10) se alinean con 8 VL de lisozima antihumana y 1 VL
de albumina de suero antihumano seleccionadas para analisis biofisico detallado. Las CDR y las FR se designaron
mediante numeracion de Kabat (Kabat et al., 1991).

La Figura 14 muestra el estado de no agregacion y la termoestabilidad de las VL de lisozima antihumana. (A)
Cromatografia de exclusion por tamaiio Superdex™R 75 (SEC) de las VL de lisozima antihumana y de albumina de
suero antihumana. Para cada cromatograma, se resté la absorbancia de fondo y se normalizaron todos los picos con
respecto al pico monomérico (puntas de flecha) que se ajusté al 100%. Los picos a la izquierda del pico monomérico
se consideran como un pico de agregacion. Los valores de % de agregaciéon y % de mondémeros se calcularon
mediante la integracion del area de los cromatogramas como se describié. (B) Curvas de transicion de despliegue
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térmico de las VL de lisozima antihumana y de albumina de suero antihumano. El grafico de la fraccién plegada frente
a la temperatura se obtuvo como se describié anteriormente. Las temperaturas correspondientes al punto medio de
las curvas de transicion no desplegadas (Fo5) se tomaron como las temperaturas de fusion (Tm). El intervalo de Tm se
muestra con una flecha de doble punta. (C) Una curva de correlacion de Tm versus % de mondmero. Los datos fueron
graficados se analizaron con Graphpad Prizm (version 4.02).

La Figura 15 muestra el analisis de SPR de las VL de lisozima antihumana. Los sensogramas de Biacore que muestran
la union de las VL de lisozima humana a lisozima antihumana inmovilizada a diversos intervalos de concentraciones
indicadas en cada sensograma: 10, 25, 25, 100, 200, 200, 500, 750 y 2000 nM para HVLHLAQ; 100, 250, 500, 1000,
1000, 2500, 5000, 7500, 10000 y 10000 nM para HVLHLDS; 750, 1000, 2500, 5000, 7500, 10000, 15000 y 20000 nM
para HVLHLEM; 10, 25, 50, 100, 250, 250, 500, 750 y 1000 nM para HVLHLNE; 50, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 y
1000 nM para HVLHLNN; 100, 250, 500, 750, 1000, 1000 y 2500 nM para HVLHLQI; 10, 25, 50, 100, 200, 200, 500,
750 y 1000 nM para HVLHLRN; 50,100, 250, 500, 1000, 1000, 2500, 5000, 7500, 10000, 10000, 15000 y 20000 nM
para HVLHLYS.

La Figura 16 muestra la purificacion por IMAC de las VL de lisozima antihumana y analisis de SDS-PAGE (A) Perfiles
de elucion de VL de lisozima antihumana después de la purificacion por cromatografia de afinidad con metal
inmovilizado (IMAC). Los picos eluidos correspondientes a las VL purificadas estan marcados por un cuadro
rectangular. mAU, unidad de miliabsorbancia. (B) Perfiles de SDS-PAGE de V. purificadas por IMAC en condiciones
reductoras (+DTT). Las V. purificadas se dializaron en solucion salina regulada con fosfato (PBS) antes del analisis
mediante SDS-PAGE. El asterisco denota la VL que ha perdido su etiqueta His. Los estandares de proteina (carril M)
estan marcados con sus respectivos pesos moleculares en kDa.

La Figura 17 muestra un analisis de SPR de VL de albumina de suero antihumano. Sensograma de Biacore que
muestra la uniéon de VL de albumina de suero antihumano a la albumina de suero humana inmovilizada a diversos
intervalos de concentraciones indicados en el sensograma: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,5; 0,75, 1, 1,2y 4 uM

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se define por las reivindicaciones y cualesquiera otros aspectos o realizaciones expuestos en el presente
documento que no entren dentro del alcance de las reivindicaciones son solo para informacion. La presente invencion
se refiere a la modificacion genética de dominios de inmunoglobulina. Mas especificamente, la presente invencion
esta dirigida a la modificacion genética de dominios de inmunoglobulina para mejorar las propiedades biofisicas de la
inmunoglobulina. Se proporcionan composiciones de materia y métodos para elaborar y usar tales composiciones.

La presente invencién proporciona una composicién que comprende un polipéptido que comprende un andamio de V.
que comprende uno o mas de un enlace disulfuro no candnico en la regién marco (FR), en la que el enlace disulfuro
no canénico proporciona una estabilidad mejorada y no agregacion del polipéptido. En una realizacion, el polipéptido
es un andamio de VL. En una realizacion, el polipéptido comprende el fragmento de sdAb de un dominio de V.. El sdAb
puede derivarse de una regidn VL como se describe en este documento.

El andamio de inmunoglobulina puede ser una regién variable de una cadena ligera ("VL"). En una realizacién, la VL
puede ser de la familia kappa o lambda. En una realizacion, el andamio de inmunoglobulina es de un animal no
humano. En una realizacién, el animal no humano incluye todos los vertebrados, especialmente los vertebrados
seleccionados entre aviares, anfibios, reptiles, mamiferos, camélidos, pollos, ratas, ratones, conejos, cabras, ovejas,
vacas, gatos, perros, caballos o primates no humanos. En una realizacién, el andamio de inmunoglobulina es de
humano. En una realizacion, el andamio de inmunoglobulina es de camélido. En una realizacion, la especie de
camélido se selecciona del grupo que consiste en llama, alpaca y camello. En una realizacion, el andamio de camélido
se deriva de una region VL.

En una realizaciéon, el andamio de inmunoglobulina es "humanitaria" (también alternativamente denominada
"humanizada"), es decir, un sdAb que se origind a partir de una especie distinta a la humana que ha tenido residuos
de aminoacidos inmunogénicos o potencialmente inmunogénicos reemplazados por aminoacidos que son menos
inmunogénicos o no inmunogénicos en el contexto de un sdAb administrado a un sujeto humano. Cualquier método
conocido en la técnica para crear anticuerpos humanizados se contempla en la invencion, incluyendo pero sin limitarse
a la tecnologia de humanizacion de Kalobios. Téngase en cuenta que cuando un andamio se humaniza, un residuo
de aminoacido inmunogénico puede ser reemplazado por cualquier otro residuo de aminoacido menos inmunogénico
independientemente de si esto constituye o no un cambio conservado de aminoacidos. Se entiende que los andamios
humanizados de la invencion retienen los residuos de Cys no candnicos descritos en el presente documento, asi como
cualquier enlace disulfuro nativo (canonico).

Como se usa en el presente documento, el término "V1" o "VL", también denominado en el presente documento como
"dominios de Vu o VL", se refiere a la regién variable de una cadena pesada de anticuerpo o una cadena ligera de
anticuerpo, respectivamente. En una realizacion, el dominio de Vn o VL esta en el formato de un "anticuerpo de un solo
dominio" (sdAb). Como se usa en el presente documento, "sdAb" se refiere a un solo dominio de inmunoglobulina que
retiene el pliegue de inmunoglobulina; es decir, es un dominio variable en el que hasta tres regiones determinantes de
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complementariedad (CDR) junto con hasta cuatro regiones marco (FR) forman el sitio de unién al antigeno. Las CDR
del dominio variable de Vx o VL se denominan en le presente documento como CDR1, CDR2 y CDR3. Las FR del
dominio variable de Vu 0 VL se denominan en le presente documento como FR1, FR2, FR3 y FR4. Existen varios
esquemas para la identificacion de las regiones determinantes de la complementariedad, siendo las dos mas comunes
las de Kabat y de Chothia y Lesk. Kabat et al., (1991) definen las "regiones determinantes de complementariedad"
(CDR) con base en la variabilidad de secuencia en las regiones de union a antigeno de los dominios de Vu y/o VL.
Chothia y Lesk (1987) definen los "bucles hipervariables" (H o L) en funcién de la ubicacién de las regiones del bucle
estructural en los dominios de Vu y VL. Como estos esquemas individuales definen CDR y regiones de bucle
hipervariables que son adyacentes o se superponen, los expertos en la técnica de anticuerpos a menudo utilizan los
términos "CDR" y "bucle hipervariable" de manera intercambiable, y pueden usarse asi en este documento. La mayoria
de la variabilidad de secuencia en dominios variables (V1 0 VL) ocurre en los CDR/bucles; las regiones fuera de los
CDR/bucles se denominan regiones marco (FR). Las FR proporcionan integridad estructural al dominio variable y
asegura la retencion del pliegue de inmunoglobulina. Las FR y CDR/bucles se definen en el presente documento de
acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat (Kabat et al., 1991). En una realizacién, la numeracion de las
posiciones con las regiones FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4 de los polipéptidos descritos en el presente
documento es como se proporciona en la Figura 1A para un dominio de Vi y como se proporciona en la Figura 1B
para un dominio de VL.

Los dominios de VH 0 VL humanos pueden obtenerse a partir de secuencias de cadena pesada o ligera de Ig humana
(Holliger y Hudson, 2005; Holt, et al., 2003; Jespers et al., 2004; To et al., 2005). Se conocen técnicas similares en la
técnica para obtener dominios de VH o0 VL de especies no humanas. Ademas, los dominios de Vi de la invencion de la
presente invencion incluyen Vi producida de forma recombinante, asi como aquellas VL generadas mediante
modificaciéon adicional de dicha VL mediante maduracion por afinidad, estabilizacion, solubilizacion (por ejemplo,
camelizacion) u otros métodos de modificacion genética de anticuerpos. La presente invencion también abarca
homalogos, derivados o variantes que retienen o mejoran la estabilidad y las caracteristicas de no agregacion de la
VL.

La invencién proporciona nuevos dominios de VL que comprenden un andamio que comprende residuos de Cys no
canonicos. Como se usa en el presente documento, un "andamio" o, alternativamente, un "andamio de
inmunoglobulina" comprende las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) de la VL, en la que el marco proporciona el
andamio principal del polipéptido para las diversas CDR (CDR1, CDR2, CDR3). Como se usa en el presente
documento, el término "andamio" ignora las regiones CDR con el propdsito de describir la porcion marco de la
composicion de la invencion.

El andamio de inmunoglobulina descrita en el presente documento puede comprender una secuencia de polipéptidos
que comprende al menos dos residuos de Cys no candnicos introducidos en las regiones marco FR2 y FR3 de una
regiéon variable de anticuerpo. En una realizacion, el polipéptido comprende un residuo de Cys en una posicion
seleccionada de los residuos 46 a 49 de regiones FR2 de V. y un residuo de Cys en una posicion seleccionada de los
residuos 62 a 66 de regiones FR3 de VL de un dominio sdAb de V.. Como se usa en el presente documento,
"introducido" o "introduccion" significa incorporar un cambio en la composicidon de polipéptidos o la secuencia de
nuclestidos que codifica la composicion de polipéptidos usando cualquier método adecuado conocido por un experto
en la técnica, y especialmente incluyendo tecnologia recombinante. En una realizacion, los residuos de Cys se
introducen en el constructo de V. reemplazando un codén existente en un gen, una secuencia de codificacion y/o un
ARNmM con un coddn que es especifico para un residuo de cisteina.

En una realizacion, la composicion de la invencion comprende un andamio de inmunoglobulina seleccionada de un
andamio de VL, en la que el andamio de V. comprende al menos un enlace disulfuro no canénico en la FR, en la que
el enlace disulfuro no candnico se forma entre los residuos de Cys introducidos en las posiciones 48 y 64, segun la
numeracion de Kabat.

Como se usa en este documento, un constructo de V. "de la invencion" o un fragmento de sdAb comprende al menos
un puente disulfuro no canénico que comprende al menos un residuo de Cys en la posicion 48 y al menos un residuo
de Cys en la posicion 64.

En una realizacién, el polipéptido comprende al menos un residuo de Cys en la posicidon 48 y al menos un residuo de
Cys en la posicion 64 de un dominio de VL. En una realizacion, el dominio de VL de la invenciéon comprende un
fragmento de sdAb. En una realizacién, la invencion proporciona una biblioteca de expresion que comprende el
fragmento de sdAb de VL de la invencion, en el que los fragmentos de sdAb de la invencién comprenden una
multiplicidad de secuencias de CDR. En una realizacién, la invencién proporciona una biblioteca recombinante que
comprende el andamio de inmunoglobulina de Vi de la invencién y una multiplicidad de secuencias de CDR adecuadas
para proporcionar bibliotecas con diversidades de al menos 105, al menos 108, al menos 107, al menos 108, al menos
10° o mas de 10° clones por biblioteca. En una realizacion, la posicion de las regiones CDR del fragmento de sdAb de
VL de la invencién seleccionado del grupo de las SEQ ID NOs: 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24 estan en las posiciones
proporcionadas en la Figura 1B.
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En una realizacion, los residuos de CDR de los polipéptidos de la invencidn pueden ser cualquier secuencia adecuada
y pueden tener un numero variable de residuos distinto del nimero proporcionado en las Figuras 1A y 1B. Cada una
de CDR1, CDR2 y CDR3 puede variar en secuencia y longitud de acuerdo con las pautas conocidas por los expertos
en la técnica de anticuerpos. Sin desear limitarse a ninguna referencia especifica, se proporcionan ejemplos de pautas
en las publicaciones de Kabat y Chothia y Lesk citadas en este documento. En un ejemplo no limitativo, el disefio y la
construccion de una biblioteca de fagos con base en el andamio HVLP324S se proporciona en la Figura 11y en el
Ejemplo 8 y la biblioteca se caracteriza en el Ejemplo 9.

Las composiciones de VL de la presente invencion proporcionan andamios en la construccion de bibliotecas o
anticuerpos adicionales. En una realizacion, las regiones marco (FR1, FR2, FR3 y FR4) de la VL se pueden usar para
transportar diversas CDR, es decir, en las que las FR son como se proporcionan y en las que la secuencia y el numero
de residuos de la regiéon CDR son como se proporcionan o varian en uno o mas, o en todos, los residuos especificos
de CDR. De esta manera, las bibliotecas de V. sintéticas pueden construirse en andamios individuales insertando
oligonucledtidos adecuados que comprenden secuencias aleatorizadas para proporcionar CDR/bucles aleatorios.
Dichas bibliotecas pueden ser bibliotecas de despliegue tales como despliegue en fagos, despliegue en ribosomas o
despliegue en levadura. Este enfoque es rutinario en la técnica y se ha descrito en muchas publicaciones (por ejemplo,
pero sin limitarse a Arbabi-Ghahroudi et al., 2009a y las referencias citadas alli). Las bibliotecas se pueden usar
opcionalmente para la modificacién genética adicional de anticuerpos o para maduracién de afinidad in vitro (Davies
y Riechmann, 1996b; Yau et al., 2005). Alternativamente, una biblioteca existente basada en un sdAb natural puede
usarse para modificar genéticamente un enlace o enlaces disulfuro en cada miembro de la biblioteca mediante
empalme por extension por superposicion - reaccion en cadena de polimerasa (SOE-PCR) (Arbabi-Ghahroudi, et al.,
2010 y las referencias citadas alli; Ho et al., 1989) u otros métodos (Kunkel et al., 1987; Sidhu et al., 2000).

En otra alternativa mas, la VL puede usarse como un andamio para incorporar secuencias de CDR especificas; por
ejemplo, y sin querer limitarse de ninguna manera, se puede construir un anticuerpo humanizado a partir de cualquier
anticuerpo no humano mediante el uso de tecnologia recombinante para comprender ademas el puente disulfuro no
canonico de acuerdo con los métodos proporcionados en el presente documento. Este constructo puede modificarse
luego para unirse a un objetivo especifico insertando los segmentos de codificacion de CDR apropiados (responsables
de las propiedades de unién deseadas, y que pueden variar en secuencia y longitud de acuerdo con las pautas citadas
en este documento y conocidas por los expertos en las técnicas de anticuerpos) en el andamio de anticuerpos
humanizados de acuerdo con la presente invencion. Como sabria una persona experta en la técnica, estas técnicas
se logran mediante clonacion estandar y métodos de ADN recombinante usando vectores apropiados y de expresion
en células (de mamifero o de otro tipo). Dichos métodos y técnicas son bien conocidos por los expertos en la materia,
y no se describen en el presente documento.

Los andamios de VL de la presente invencion comprenden uno o mas de un enlace disulfuro no canénico en las
regiones marco. Un enlace disulfuro es una fuerza covalente que estabiliza las proteinas mediante el acoplamiento de
dos grupos tiol entre residuos de cisteina (Betz, 1993). Por "no candnico", se entiende que el enlace disulfuro no se
encuentra en la VL humano natural, sino que se introduce utilizando técnicas de modificacién genética molecular. El
enlace disulfuro natural (o "canoénico") que conecta dos laminas B dentro de un dominio variable esta altamente
conservado en las superfamilias de VL (Amzel y Poljak, 1979; Williams y Barclay, 1988). Los enlaces disulfuro
conservados se forman entre Cys23 y Cys88 en las Vi, en las que los residuos estan numerados de acuerdo con
Kabat (véase la Figura 1). En la presente invencién, uno o mas de un enlace disulfuro no canénico adicional se modifica
genéticamente en el dominio de V.. Preferiblemente, el enlace disulfuro modificado genéticamente se forma entre un
Cys de una primera lamina beta y un Cys de una segunda lamina beta cercana en el pliegue de la inmunoglobulina.
Por ejemplo, esto se puede lograr mediante la introduccién de un numero apropiado de un par o pares de Cys en
ubicaciones en las regiones marco que formaran un enlace disulfuro en la proteina expresada y completamente
plegada. Los residuos de Cys pueden introducirse en regiones marco que son adyacentes en el andamio tridimensional
del dominio variable. Por ejemplo, y sin querer limitarse de ninguna manera, los residuos de Cys podrian introducirse
en la regién de la lamina beta de FR2 y la regién de la lamina beta de FR3. Los residuos de Cys se introducen en las
regiones marco adyacentes en ubicaciones que estan dentro del intervalo para el acoplamiento de los grupos tiol. Por
ejemplo, y sin querer limitarse de ninguna manera, los residuos de Cys pueden introducirse en una de las posiciones
46-49 (4 posiciones) y una de las posiciones 62-66 (5 posiciones) para VL (con base en la numeracién de Kabat),
siempre y cuando los respectivos pares de Cys estén lo suficientemente cerca como para formar un enlace disulfuro.
En otro ejemplo no limitativo, los residuos de Cys pueden introducirse en las posiciones 48 y 64 para VL (con base en
la numeracion de Kabat).

La Cys puede introducirse en las regiones marco de dominios de V. usando cualquier método adecuado conocido en
la técnica. Sin desear estar limitado, la Cys puede introducirse mediante mutacidon puntual o insercién a través de
métodos de ADN recombinante; por ejemplo, y sin querer limitarse de ninguna manera, la Cys puede introducirse
mediante empalme por extension por superposicion (SOE)-PCR (Arbabi-Ghahroudi, et al., 2010 y referencias en el
mismo; Ho et al., 1989).

El uno o mas de un enlace disulfuro no candénico en los andamios de VL proporciona una estabilidad mejorada y la no

agregacion del anticuerpo. La no agregacion se refiere a la molécula existente en un estado monomeérico; por ejemplo,
y sin querer limitarse de ninguna manera, los monémeros producen esencialmente un pico con cromatografia de
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exclusion por tamafio (SEC). Las moléculas de agregacion forman dimeros, trimeros y agregados de orden superior.
La estabilidad de un anticuerpo incluye caracteristicas biofisicas tales como la termoestabilidad, la eficiencia de
replegamiento térmico y quimico y la resistencia a la proteasa. Otros factores a considerar al evaluar los andamios de
VL de la presente invencién incluyen niveles de expresion y solubilidad. Como se sabe en la técnica, la solubilidad se
refiere al nimero de moléculas por volumen (por ejemplo, en molaridad o mg/mL) que pueden disolverse en un liquido
antes de la precipitacion; en el caso de los sdAb, y en el contexto de la presente invencion, el nimero de moléculas
monomeéricas es de particular importancia.

La adicién de un enlace disulfuro no canénico puede mejorar una o mas de una de las caracteristicas biofisicas
mencionadas anteriormente. Por ejemplo, y sin querer limitarse a la teoria, la introduccién de un enlace disulfuro no
canonico en un dominio de V. puede mejorar la estabilidad (por ejemplo, mayor temperatura de fusion y resistencia a
la proteasa, al estabilizar el marco); y/o mejorar la no agregacion (al reducir las interacciones intermoleculares y la
formacion de agregados).

El andamio de VL en la que se introducen enlaces disulfuro no canoénicos puede ser de cualquier origen de linea
germinal adecuado. Por ejemplo, y sin querer estar limitado de ninguna manera, la VL puede ser de la familia lambda
o kappa, por ejemplo kappa 1 o kappa 3, o su composicién puede derivarse de varias combinaciones de secuencias
de linea germinal del segmento V y J. (To et al., 2005; base de datos V BASE del Centro para Modificacién Genética
de Proteinas MRC, http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/).

En una realizacion, los andamios de VL de la presente invencién pueden incluir, pero no estan limitadas a andamios
que comprenden las regiones marco de secuencias seleccionadas del grupo que consiste en

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGDTVSDESMTWVRQAPGKG LEWV@AISSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVTDNRSCQTSLCTSTTRSWGQGTMVTVSS (HVHAM302S; SEQ
ID NO:2);

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGVTLSPECMAWVRQAPGKG LEWVﬁAI SSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVSCEGENAFWGQGTMVTVSS (HVHAMA427S; SEQ ID NO:4);

SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVRDSKNCHDKDCTRPYCSWGQGTMVTVSS (HVHAM431S; SEQ
ID NO:6);

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGFSVISESMTWVRQAPGKG LEWV§AISSSGGSTYYADSVKGRFT§S
RDNSKNTVHLQMNSLRAEDTAVYYCAAKKIDGARYDYWGQGTMVTVSS (HVHPC235S; SEQ ID NO:8)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISTYLNWYQQKPG KAPKLL@FAAST LQSGVPSRFS@SGSGTDF
TLTISNLQPEDFATYYCQQSYSTPRTFGHGTKVTVL (HVLP324S; SEQ ID NO:10);

EIVLTQSPTTLSLSPGERATLSCRASQSVG RYLAWYQQRPGQAPRLLéFDTSN RAPGVPARFS?RGSGT LF
TLTISSLEPEDSAVYFCQQRSSGLTFGGGTKVTVL (HVLP325S; SEQ ID NO:12);

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSSLAWYQQ KPGQAPRLL@YGTSN RATGI PDRFSf;SGSGT
HFTLTINRLEPGDFAVYYCQQYGSSPRTFGQGTKVEIK (HVLP335S; SEQ ID NO:14);

FTLTISGLQPEDFATYYCLQHHTYPRTFGLGTKVTVL (HVLP342S; SEQ ID NO:16);

EIVMTQSPVTLSLSPG ERATLSCRASQSVGTSLAWYQQKPGQAPRLLE:YDASN RATGISARFSQSGSGTDF
TLTISSLEPEDFAVYYCQQRYNWPRTFGGGTKVTVL (HVLP351S; SEQ ID NO:18);
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ETTLTQSPATLSVSPGERATFSCRASQSVSNNLAWYQQKPGQAPRLL@YGASSRTTGIPDRFS@SGSGTD
FTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPRTFGQGTKVEIK (HVLP364S; SEQ ID NO:20);

QSWTQPPSVSAAPGQRVTISCSGSSYNIG ENSVSWYQQLPGTAPKLL@YGNDKRPSGIPDRFS@SKSGTS
ATLGITGLQTGDEADYYCGTWDSNLRASVFGGGTKVTVL (HVLP389S; SEQ ID NO:22);

ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVRNNLAWYQQ RPGQAPRLLﬁYGAST RATGIPARFS@SGSGTD
FTLTISSLQVEDVAVYYCQQYYTTPKTFGQGTKVEIK (HVLP3103S; SEQ ID NO:24),

0 secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, con la condicidon de que la secuencia sustancialmente idéntica
retenga los enlaces disulfuro canénicos y no canoénicos y en donde la secuencia en las regiones de las CDR puede
ser cualquier secuencia adecuada y puede tener un niumero de residuos adecuado pero variable en cada una de
CDR1, CDR2 y CDRS. En el caso de las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,16, 18,20, 22 y 24, los residuos que
comprenden las CDR son como se proporcionan en las Figuras 1A'y 1B.

La solicitud describe ademas el polipéptido de inmunoglobulina que comprende la region de el andamio de una o mas
de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWVCAI SGSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDEPRSVSGLRGWDSWGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:70

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV;Q‘AI SGSGGSTYYADSVKGRFT
@SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAWYCGTDMEVWG KGTTVTVSS (SEQ ID NO:71)

QLQLQESGGGWQPGRSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISGSGGSTYYADSVKG RFT
ﬁSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDGKGGSSGYDHPDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:72)

QLQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV;éAISG SGGSTYYADSVKGRFT

CSRDNSKNSLYLQMNSLGAEDTAVYYCARSWSGSSYGGDLDSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:73)

QVQLVESGGGLIKPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISSSGGSTYYADSVKG RFTC
SRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCVREEYRCSGTSCPGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:74)

SRDNSNNTLYLQMNSLRPDDTAVYYCAKGPINTGRYGDWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:75)

QVQLVQSGGGLVQPGRSLRLSCAASGFAFSSYAMSWVRQAPGKG LEWV@AISGGGDHTYYADSVKG RFT

CSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKEGMVRGVSSAPFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:76)

EVQLVQSGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKG LEWV@GISGSGASTYYADSVKG RFT
CS RDNSKNTLYLQMNSLRAGDTALYYCARQSITGPTGAFDVWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:77)

QLQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWFRQAPGKG LEWV@_Z?FIRSKAYGGTTEYAASVKGRF
TQ’SRDDSKSIAYLQM NSLRAEDTAMYYCARRAKDGYNSPEDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:78)

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMTWVRQAPG KGLEWVQRIKTKTDGGTTDYAAPVKGR
FT§SRDDSKNTLYLQM NSLKTEDTAVYYCTTDRDHSSGSWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:79)
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DVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCTASGFPFSNAWMSWVRQAPGKG LEWV;@RITSKTDGGTTDYVAPVKGR
FT@;ZE_SRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAWYCTTDQANAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:80)

QMQLVQSGGGVWWQPGGSLRLSCAASGFTVSSSRMSWFRQAPG MGLEWV@VIYSGGSTYYADSVRGRFSQ
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAREREGAVTREDWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:81)

QVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWVRQAPGKG LEW\/@:FIYSGGSTYYADSVKGRFT@S
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARESRVGGGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:82)

y

QVQLVQSGGGVWQPGRSLRLSCAASGFIVDGYAMHWVRQAPGQG LEWV@VTN NGGSTSYADSVKGRFT
QSRDNSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYYCARQSITGPTGAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:83)

0 secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos de las mismas, con la condicién de que la
secuencia sustancialmente idéntica, o fragmento de la misma, conserve los enlaces disulfuro tanto canénicos como
no candnicos y en la que la secuencia en las regiones de las CDR puede ser cualquier secuencia adecuada y puede
tener un nimero adecuado pero variable de residuos en cada una de las CDR1, CDR2 y CDR3. En el caso de las
SEQ ID NOs: 70 a 83, los residuos que comprenden las CDR son como se proporcionan en los clones de tipo silvestre
correspondientes como se proporciona en la Figura 2 de la publicacion PCT W02006/099747.

Las secuencias sustancialmente idénticas también deberian retener o mejorar la estabilidad y las caracteristicas de
no agregacion de la Vi o VL. Como se sefiala a lo largo del texto, los andamios de la invenciéon no se limitan a los
residuos enumerados en las regiones CDR, que estan delimitadas en las Figuras 1A'y 1B para los clones enumerados
en el presente documento.

Una secuencia sustancialmente idéntica puede comprender una o mas mutaciones conservadoras de aminoacidos.
Se sabe en la técnica que una o mas mutaciones conservadoras de aminoacidos en una secuencia de referencia
pueden producir un péptido mutante sin un cambio sustancial en las propiedades fisiologicas, quimicas o funcionales
en comparacion con la secuencia de referencia; en tal caso, las secuencias de referencia y mutantes se considerarian
polipéptidos "sustancialmente idénticos". La mutacién conservadora de aminoacidos puede incluir adicidn, eliminacion
o sustitucién de un aminoacido; una sustitucion conservadora de aminoacidos se define en el presente documento
como la sustitucion de un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoacido con propiedades quimicas similares
(por ejemplo, tamafio, carga o polaridad).

En un ejemplo no limitante, una mutacién conservadora puede ser una sustitucion de aminoacidos. Tal sustitucion
conservadora de aminoacidos puede sustituir un aminoacido basico, neutro, hidréfobo o acido por otro del mismo
grupo. Por el término "aminoacido basico" se entiende aminoacidos hidroéfilos que tienen un valor de pK de cadena
lateral mayor que 7, que tipicamente estan cargados positivamente a pH fisioldgico. Los aminoacidos basicos incluyen
histidina (His o H), arginina (Arg o R) y lisina (Lys o K). Por el término "aminoacido neutro" (también "aminoacido
polar"), se entiende aminoacidos hidrofilos que tienen una cadena lateral que no esta cargada a pH fisiolégico, pero
que tiene al menos un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun por dos atomos esta mas cerca
de uno de los atomos. Los aminoacidos polares incluyen serina (Ser o S), treonina (Thr o T), cisteina (Cys o C), tirosina
(Tyr oY), asparagina (Asn o N) y glutamina (GIn o Q). El término "aminoéacido hidréfobo" (también "aminoacido no
polar") incluye aminoacidos que exhiben una hidrofobicidad mayor que cero segun la escala de hidrofobicidad de
consenso normalizada de Eisenberg (1984). Los aminoacidos hidréfobos incluyen prolina (Pro o P), isoleucina (lle o
1), fenilalanina (Phe o F), valina (Val o V), leucina (Leu o L), triptéfano (Trp o W), metionina (Met o M), alanina (Ala o
A) y glicina (Gly o G). "Aminoacido acido" se refiere a aminoacidos hidrofilos que tienen un valor de pK de cadena
lateral de menos de 7, que tipicamente estan cargados negativamente a pH fisioldgico. Los aminoacidos acidos
incluyen glutamato (Glu o E) y aspartato (Asp o D).

La identidad de secuencia se usa para evaluar la similitud de dos secuencias; se determina calculando el porcentaje
de residuos que son iguales cuando las dos secuencias estan alineadas para una correspondencia maxima entre las
posiciones de residuos. Se puede usar cualquier método conocido para calcular la identidad de secuencia; por
ejemplo, el software de ordenador esta disponible para calcular la identidad de secuencia. Sin desear ser limitante, la
identidad de secuencia puede calcularse mediante software tal como el servicio BLAST2 del NCBI mantenido por el
Instituto Suizo de Bioinformatica (y como se encuentra en http://ca.expasy.org/tools/blast/), BLAST-P, Blast-N, o
FASTA-N, o cualquier otro software apropiado conocido en la técnica. En una realizacion, el calculo del porcentaje de
identidad se limita a la comparacién de las regiones marco y no tiene en cuenta los residuos dentro de las CDR. En
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una realizacion, el calculo del porcentaje de identidad compara todos los residuos en un polipéptido, incluidos los de
las regiones marco y las CDR.

Como se indica a lo largo del texto, los andamios descritos en el presente documento no se limitan a los residuos
enumerados en las regiones CDR, que estan delimitadas en las Figuras 1A y 1B para los clones enumerados en el
presente documento como las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 24; y estan delimitadas en la Figura
2 de la publicacion PCT WO02006/099747 para las secuencias de tipo silvestre correspondientes a los clones
enumerados en le presente documento como las SEQ ID NOs: 70 a 83.

Las secuencias sustancialmente idénticas de la presente invencidon pueden ser al menos 90% idénticas; en otro
ejemplo, las secuencias sustancialmente idénticas pueden ser al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100%
(o cualquier porcentaje entre ellas) idénticas a nivel de aminoacidos a las secuencias descritas en el presente
documento. En una realizacién adicional, una secuencia sustancialmente idéntica puede contener una, dos, tres o
cuatro diferencias de aminoacidos en la regidon marco cuando se alinea con una composicién inventiva proporcionada
en este documento. Es importante destacar que las secuencias sustancialmente idénticas conservan la estabilidad y
las propiedades biofisicas de la secuencia de referencia. En una realizacion no limitante, la diferencia en la identidad
de secuencia puede deberse a una mutaciéon o mutaciones conservadoras de aminoacidos. En una realizacion, las
secuencias sustancialmente idénticas consisten en los residuos que comprenden FR1, FR2, FR3 y FR4 y no considera
los residuos que comprenden uno o mas de CDR1, CDR2 y CDRS3.

Los andamios de VL pueden incluirse como parte de proteinas o fragmentos de anticuerpos mas grandes, tales como
uno o més de un sdAb, scFv, Fab, F(ab)2 y/o inmunoglobulina madura, que incluyen pero no se limitan a una 1gG, IgE
, y/o IgM, con el fin de aumentar sus propiedades biofisicas, tal como la no agregacion, la estabilidad, el nivel de
expresion y la solubilidad. Como se usa en el presente documento, una "inmunoglobulina madura" comprende una
cadena ligera, dicha cadena ligera que comprende una region variable y constante, y una cadena pesada, dicha
cadena pesada que comprende una region variable y constante. En una realizacion, la inmunoglobulina madura se
selecciona del grupo que consiste en una IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgE y/o IgM. En una realizacion, la secuencia
introducida de este constructo de anticuerpo mas grande es humano o esta humanizado. El enfoque anterior también
se puede aplicar a derivados de V. tales como constructos de fusion elaborados por fusiones de las VL con otros
polipéptidos tales como toxinas, las VL con la misma o diferente especificidad, dominios de Fc, etc. con el fin de
aumentar sus propiedades biofisicas tales como la solubilidad, no agregacion, nivel de expresioén y estabilidad.

Los andamios de VL de la presente invencion también pueden fusionarse con secuencias adicionales para ayudar en
la expresion, deteccion o purificacion de un anticuerpo recombinante o fragmento del mismo. Se puede usar cualquiera
de tales secuencias o etiquetas conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, y sin querer ser limitante, el
anticuerpo o fragmento del mismo puede comprender una secuencia de direccionamiento o sefial (por ejemplo, pero
sin limitarse a ompA), una etiqueta de deteccién (por ejemplo, pero sin limitarse a c-Myc), un etiqueta de purificaciéon
(por ejemplo, pero sin limitarse a Hiss o Hiss), un fragmento Fc o una combinacién de los mismos. En otro ejemplo, la
secuencia adicional puede ser un sitio de reconocimiento de biotina tal como el descrito por Cronan et al., en el
documento WO 95/04069 o Voges et al., en el documento WO/2004/076670. Como también saben los expertos en la
materia, las secuencias enlazadoras pueden usarse junto con las secuencias o etiquetas adicionales.

Los andamios de VL de la presente invencion también pueden estar en una presentacion multivalente. La
multimerizacion se puede lograr mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, y sin querer
limitarse de ninguna manera, la multimerizacién se puede lograr utilizando moléculas de autoensamblaje como se
describe en Zhang et al., (2004a; 2004b) y el documento W02003/046560. El método descrito produce pentacuerpos
expresando una proteina de fusion que comprende el andamio de Vu o VL de la presente invencién y el dominio de
pentamerizacion de la subunidad B de una familia de toxinas ABs (Merritt y Hol, 1995); el dominio de pentamerizacion
se ensambla en un pentamero, a través del cual se forma una presentacion multivalente del anticuerpo o fragmento
del mismo. Ademas, el dominio de pentamerizacién puede enlazarse a el andamio de VL utilizando un enlazador; dicho
enlazador debe ser suficientemente largo y de composicion adecuada para proporcionar una unién flexible de las dos
moléculas, pero no debe obstaculizar las propiedades biofisicas de el andamio de V..

Otras formas de presentacion multivalente también estan abarcadas por la presente invencion. Por ejemplo, y sin
querer estar limitado, el andamio de V. puede presentarse como al menos un dimero, un trimero, un tetramero, un
pentamero, un hexamero, un heptamero, un octamero o cualquier otro oligdmero adecuado. Esto puede lograrse
mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, conexion de enlace directo (Nielson et al., 2000), interaccion
c-jun/Fos (de Kruif y Logtenberg, 1996), interaccion de "botén en ojales" (Ridgway et al., 1996) o la clonacion
secuencial de unidades repetitivas de la region de codificacion del clon de la invencion y los enlazadores del polipéptido
corto adecuado conocidos en la técnica.

Otro método conocido en la técnica para la multimerizacion es dimerizar la composicion de Vi usando un dominio de
Fc. Cuando se aplica in vivo, los sdAb monoméricos se eliminan rapidamente de la circulacion (Bell et al., 2010). Para
resolver este problema y proporcionarles a V1 0 VL la capacidad de inducir una respuesta inmune después de la union
al antigeno, los andamios de VL pueden fusionarse a un fragmento de region constante de anticuerpo ("Fc") para
generar anticuerpos quiméricos de cadena pesada (Bell et al., 2010). En este enfoque, el gen de Fc se inserta en un
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vector junto con el gen de VL para generar una proteina de fusiéon sdAb-Fc (Bell et al., 2010; Igbal et al., 2010); la
proteina de fusién se expresa de forma recombinante y luego se purifica. Dichos anticuerpos son faciles de modificar
genéticamente y de producir (Zhang et al., 2009), pueden extender en gran medida la vida media en suero de V4 0 VL,
y pueden ser excelentes reactivos de formacion de imagenes de tumores (Bell et al., 2010). En una realizacion, la
porcion de Fc es humana.

La presente invencion también abarca secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas como se describe en
el presente documento. En una realizacién, el acido nucleico comprende una secuencia que codifica un andamio de
inmunoglobulina seleccionado de un andamio de Vi, en la que el andamio de VL comprende al menos un enlace
disulfuro no canénico en la FR formado entre los residuos de Cys introducidos en las posiciones 48 y 64, con base en
la numeracion de Kabat. En una realizacién, el acido nucleico codifica una o mas de las secuencias seleccionadas de
las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 70-83. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico
comprende cualquier codon del cédigo degenerado que codifica el residuo de aminoacido apropiado. En una
realizacion, la region codificante de la secuencia de &cido nucleico es de coddn optimizado. En una realizacion, el
acido nucleico esta en un vector de expresion. En una realizacion, el vector de expresion esta en una célula u
organismo huésped capaz de expresar dicho acido nucleico.

Como es bien sabido por los expertos en la técnica, es posible mejorar la expresién de una secuencia de acido nucleico
en una célula u organismo huésped reemplazando los acidos nucleicos que codifican un aminoacido particular (es
decir, un codén) con otro codén que se expresa mejor en el organismo huésped. Una razén por la que surge este
efecto se debe al hecho de que diferentes organismos muestran preferencias por diferentes codones. En particular,
los organismos bacterianos y los organismos de levadura prefieren diferentes codones de plantas y animales. El
proceso de alterar la secuencia de un acido nucleico para lograr una mejor expresion basada en la preferencia del
codon se denomina optimizacion del codon. Se han generado métodos estadisticos para analizar el sesgo de uso de
codones en varios organismos y se han desarrollado muchos algoritmos informaticos para implementar estos analisis
estadisticos en el disefio de secuencias de genes con codones optimizados (Lithwick y Margalit, 2003). En una
realizacion, la secuencia de acido nucleico puede ser de codén optimizado para la expresiéon en células de mamifero.
En una realizacién, la secuencia de acido nucleico puede ser de codones optimizado para la expresion en diversos
microorganismos. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico es de codon optimizado para la expresion en E.
coli. En una realizacion, la secuencia de acido nucleico es de coddn para la expresion en levadura. En una realizacion,
la secuencia de acido nucleico es de cododn optimizado para la expresion en levadura y para la presentacion en la
superficie de anticuerpos, es decir, el transporte entre la presentacion en fagos del anticuerpo y presentaciéon en
levadura del anticuerpo. La presente invencién también abarca vectores que comprenden los acidos nucleicos como
se acaba de describir. Ademas, la invencion abarca células que comprenden el acido nucleico y/o el vector como se
describe.

La presente invencion abarca ademds el andamio de V. inmovilizado sobre una superficie usando diversas
metodologias; por ejemplo, y sin querer estar limitado, el andamio de VL puede estar enlazada o acoplada a la
superficie a través de acoplamiento de etiqueta His, unidén a biotina, unién covalente, adsorcién y similares. La
superficie sélida puede ser cualquier superficie adecuada, por ejemplo, pero sin limitarse a la superficie del pozo de
una placa de microtitulacion, canales de chips de sensores de resonancia de plasmoén superficial (SPR), membranas,
perlas (tales como perlas magnética o con base en sefarosa u otras resina de cromatografia), vidrio, una pelicula o
cualquier otra superficie util.

La presente invencion proporciona ademas una VL de la invencion unida a una molécula de carga; el anticuerpo o
fragmento del mismo puede entregar la molécula de carga a un sitio deseado. La molécula de carga puede ser
cualquier tipo de molécula que pueda usarse para diagnosticar, tratar o detectar un biomarcador. En una realizacion,
el marcador de carga es una molécula que puede reducir y/o inhibir el crecimiento de células objetivo. En una
realizacién, las células objetivo son células asociadas con una enfermedad proliferativa. En una realizacion, la
enfermedad proliferativa es un cancer, que incluye varios tipos de tumores, en el que las células objetivo expresan un
marcador reconocido por la porcién del dominio de VL de la invencién. Por lo tanto, en una realizacion, la molécula de
carga es un agente terapéutico o de diagnéstico. En una realizacion, la molécula de carga esta unida a un agente
terapéutico o de diagndstico.

Por ejemplo, y sin querer limitarse de ninguna manera, el agente terapéutico puede ser un radioisétopo, que puede
usarse para radioinmunoterapia; una toxina, tal como una inmunotoxina; una citoquina, tal como una inmunocitoquina;
una citotoxina; un inductor de apoptosis; una enzima o cualquier otra molécula terapéutica adecuada conocida en la
técnica. Como alternativa, un agente de diagndstico puede incluir, entre otros, un radioisétopo, una etiqueta
paramagnética, un fluoréforo, una etiqueta de afinidad (por ejemplo, biotina, avidina, etc.) fusionada a una molécula
detectable con base en proteinas, o cualquier otro agente adecuado que pueda detectarse mediante métodos de
formacion de imagenes. En un ejemplo especifico, no limitante, el anticuerpo o fragmento del mismo puede estar unido
a un agente fluorescente tal como FITC o puede estar genéticamente fusionado a la proteina fluorescente verde
mejorada (EGFP).

El anticuerpo o fragmento del mismo puede unirse a la molécula de carga usando cualquier método conocido en la
técnica (tecnologia recombinante, conjugacién quimica, etc.).
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La presente invencion también proporciona un método para mejorar la estabilidad de los anticuerpos de un solo
dominio, que comprende introducir uno o mas enlaces disulfuro no canénicos en la regién marco. En una realizacion,
el método comprende introducir al menos dos residuos de Cys no candnicos en las regiones marco de la
inmunoglobulina de interés. En una realizacion, los dos residuos de Cys reemplazan a los residuos en la FR2 y FR3
de una regidn variable de anticuerpo. En una realizacién, el método comprende introducir un residuo de Cys en una
posicion seleccionada de los residuos 46 a 49 de regiones FR2 de VL y un residuo de Cys en una posicion seleccionada
de los residuos 62 a 66 de regiones FR3 de VL de un dominio de sdAb de V..

En una realizacion, el método comprende introducir al menos un residuo de Cys no canoénico en la posicion 48 y al
menos un residuo de Cys no candnico en la posicion 64 de un dominio de VL.

En una realizacion, el método comprende la creacién de una biblioteca de expresién que comprende el fragmento de
sdAb de VL de la invencion que comprende un puente disulfuro entre los residuos de Cys no candnicos en las
posiciones 48 y 64, en las que los fragmentos de sdAb de la invencion comprenden una multiplicidad de secuencias
CDR. Se puede usar cualquier método adecuado conocido en la técnica para el reemplazo de la creacion de la
biblioteca de anticuerpos de secuencias de CDR. En una realizacion, la posicion de las regiones CDR es como se
define por Kabat. En una realizacion, la posiciéon de las regiones CDR es como se define por Chothia y Lesk. En una
realizacion, la biblioteca de expresién es un codén optimizado para la expresién en células de mamifero. En una
realizacion, la biblioteca de expresién es un coddén optimizado para la expresion en levadura. En una realizacion, la
biblioteca de expresién es un codén optimizado para la expresion en E. coli.

En una realizacion, las mutaciones pueden introducirse mediante el enfoque SOE-PCR (Arbabi-Ghahroudi et al., 2010
y las referencias citadas alli; Ho et al., 1989) o por otro método (Kunkel et al., 1987; Sidhu et al., 2000, Hussack et al.,
2012 (c)). Alternativamente, los genes para los mutantes se pueden obtener comercialmente, ya sea solos o dentro
del vector de clonacién y expresion objetivo (Kim et al., 2012).

La presente invencion se ilustrara adicionalmente en los siguientes ejemplos. Sin embargo, debe entenderse que estos
ejemplos son solo para fines ilustrativos y no deben usarse para limitar el alcance de la presente invencion de ninguna
manera.

Ejemplo 1: Clonacion, expresion y purificacion de las Vi y VL mutantes

Los dominios de Vn y Vi agregados y no agregados, asi como sus mutantes homologos de doble cisteina se clonaron,
expresaron y purificaron. Vu y VL utilizadas, asi como sus correspondientes mutantes de Cys, se enumeran en la Tabla
1y se muestran en la Figura 1.

Tabla 1. Vi y VL y mutantes construidos.

Vy* Mutante Cys de Vx

HVHAmM302 (SEQ ID NO:1) HVHAmM302S (SEQ ID NO:2)
HVHAmM427 (SEQ ID NO:3) HVHAmM427S (SEQ ID NO:4)
HVHAmM431 (SEQ ID NO:5) HVHAmM431S (SEQ ID NO:6)
HVHPC235 (SEQ ID NO:7) HVHPC235S (SEQ ID NO:8)
HVHP44 HVHP44S (SEQ ID NO:70)

HVHB82 HVHB82S (SEQ ID NO:71)

HVHP421 HVHP421S (SEQ ID NO:72)
HVHP419 HVHP419S (SEQ ID NO:73)
HVHP430 HVHP430S (SEQ ID NO:74)
HVHP429 HVHP429S (SEQ ID NO:75)
HVHM41 HVHM41S (SEQ ID NO:76)

HVHM81 HVHM81S (SEQ ID NO:77)

HVHP428 HVHP428S (SEQ ID NO:78)
HVHP420 HVHP420S (SEQ ID NO:79)
HVHP414 HVHP414S (SEQ ID NO:80)
HVHP423 HVHP423S (SEQ ID NO:81)
HVHP413 HVHP413S (SEQ ID NO:82)
HVHP426 HVHP426S (SEQ ID NO:83)

Vi* Mutante de Cys de VL

HVLP324 (SEQ ID NO:9) HVLP324S (SEQ ID NO:10)

HVLP325 (SEQ ID NO:11) HVLP325S (SEQ ID NO:12)
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(continuacién)

N Mutante de Cys de VL
HVLP335 (SEQ ID NO:13) HVLP335S (SEQ ID NO:14)
HVLP342 (SEQ ID NO:15) HVLP342S (SEQ ID NO:16)
HVLP351 (SEQ ID NO:17) HVLP351S (SEQ ID NO:18)
HVLP364 (SEQ ID NO:19) HVLP364S (SEQ ID NO:20)
HVLP389 (SEQ ID NO:21) HVLP389S (SEQ ID NO:22)
HVLP3103 (SEQ ID NO:23) HVLP3103S (SEQ ID NO:24)

* Mencionado en este documento como "tipo silvestre". Si no se proporciona una SEQ ID NO, entonces la
secuencia de tipo silvestre se proporciona en la publicacion PCT W02006/099747, especialmente como se
muestra en la Figura 2 de la publicacion. Las Vu de tipo silvestre, HYHAmM302, HVYHAM427, HVHAmM431 vy
HVHPC235, se prepararon como se describe en Arbabi-Ghahroudi et al., (2009b). Se prepararon 14 V4 de tipo
silvestre adicionales, HVHP44, HVHB82, HVHP421, HVHP419, HVHP430, HVHP429, HVHM41, HVHMS81,
HVHP428, HVHP420, HVHP414, HVHP423, HVHP413, y HVHP426 y las VL de tipo silvestre como se describe
en el documento WO 2006/099747 de Tanha. Los plasmidos que contienen genes para estos dominios de tipo
silvestre (excluyendo los 14 V1 mencionados anteriormente; véase més adelante) se usaron como plantillas para
construir las correspondientes versiones mutantes por SOE-PCR.

Los constructos de la invencién, también denominados en este documento como "mutantes de Cys", de las Vu y VL
(HVHAmM302, HYHAmM427, HYHAmM431 y HVHPC235) se crearon con empalme por extension de solapamiento (SOE)
-PCR (Ho et al., 1989; Kim et al., 2012; Arbabi-Ghahroudi et al., 2010) para introducir un par de Cys en las posiciones
49y 69 (VH) o en las posiciones 48 y 64 (VL) segun lo definido por la numeracién de Kabat (Kabat et al., 1991) y como
se proporciona en la Figura 1A para un dominio de Vu y la Figura 1B para un dominio de V.. Brevemente, para generar
mutantes de VH, se prepararon subfragmentos de clones con mutacion de Cys, luego se ensamblaron para formar
mutantes de Cys de longitud completa por SOE-PCR. Por ejemplo, en el caso de HYHAmM302S, los subfragmentos
302S-1 y 302S-2 se generaron por separado mediante PCR estandar utilizando el plasmido que contiene el gen
HVHAmM302 de tipo silvestre como plantilla de ADN y los siguientes pares de cebadores:

M13RPa (5-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3 ') (SEQ ID NO: 37)

KT131 (5-ACCACTACTACTAATAG CGCAGACCCACTCCAGCCCCTTC-3") (SEQ ID NO: 38) (para el subfragmento
302S-1)y

M13FP (5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTC ACGAC-3') (SEQ ID NO: 39)

KT129 (5-GCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCTGCTCCAGAGACAAT TCCAAGAAC-3') (SEQ ID NO: 40)
(para el subfragmento 302S-2),

En segundo lugar, usando 302S-2 como plantilla, el fragmento 302S-2-2 se prepara por PCR usando el siguiente par
de cebadores de PCR: M13FP y

KT130 (5-TGCGCTATTAGTAGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGA AGGGCCG-3') (SEQ ID NO:
41).

Esta ETAPA agregd la region superpuesta a 302S-2. Posteriormente, los subfragmentos 302S-1 y 302S-2-2 se
ensamblaron para crear un fragmento de Vu de longitud completa con mutaciones de Cys por SOE-PCR usando el
par de cebadores M13RP o b/M13FP. Otros mutantes de Vx se generaron a partir de su correspondiente plasmido de
VH de tipo silvestre usando los mismos procedimientos y cebadores; los mutantes de VL se generaron usando el mismo
procedimiento SOE-PCR que para los mutantes de Vu, excepto que se usaron diferentes cebadores de PCR
especificos del gen de VL y las plantillas de plasmido de V. de tipo silvestre correspondientes. Las versiones mutantes
de Cys de las 14 Vi no agregadas, HVHP44, HVHB82, HVHP421, HVHP419, HVHP430, HVHP429, HVHM41,
HVHM81, HVHP428, HVHP420, HVHP414, HVHP423, HVHP413 y HVHP426 se sintetizaron mediante DNA2.0
(Menlo Park, CA, EE. UU.). Se denominan como HVHP44S, HVHB82S, HVHP421S, HVHP419S, HVHP430S,
HVHP429S, HVHM41S, HVHM81S, HVHP428S, HVHP420S, HVHP414S, HVHP423S, HVHP413S y HVHP426S,
respectivamente. Para estos 14 constructos, el marco y las regiones CDR son iguales, a aquellas de las secuencias
de tipo silvestre correspondientes, que se proporcionan en la publicacion PCT WO2006/099747, especialmente como
se muestra en la Figura 2 de la publicacion.

Los mutantes de Cys de longitud completa se clonaron en un vector de expresion, se expresaron, se purificaron y se
determinaron sus concentraciones como se describe en otra parte (Sambrook et al., 1989; To, et al., 2005; Arbabi-
Ghahroudi et al 2009a ; 2009b; 2010).

El enlace disulfuro adicional no tuvo efecto adverso sobre el rendimiento de expresion de las Vi y VL mutantes de Cys;
los sdAb mutantes y de tipo silvestre tuvieron un rendimiento comparable en cantidades de miligramos. De hecho, en
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algunos ensayos de expresion, HYHAmM302S y HYHAmMA431S tuvieron rendimientos de expresién significativamente
mas altos que sus contrapartes de tipo silvestre (véase los perfiles de elucion de IMAC en la Figura 2A).

En los geles de SDS-PAGE no reductores, las Vu y VL mutantes migraron mas lentamente que sus contrapartes de
tipo silvestre (Figura 2B, ejemplos mostrados para los pares de Vi HVHAmM302/HVHAmM302S vy
HVHPC235/HVHPC235S). Las diferencias migratorias desaparecieron en condiciones reductoras. Tal patréon de
movilidad en SDS-PAGE también se ha visto en el caso de las VHH y se sugirié como un indicio de que se han formado
enlaces disulfuro Cys49/Cys69 en mutantes de Cys (Hussack et al.,, 2011). Dado que los pares de tipo
silvestre/mutante tienen esencialmente los mismos pesos moleculares, las diferencias de migracion de gel entre las
Vh de tipo silvestre y mutantes se deben a sus diferencias conformacionales como consecuencia de los enlaces
disulfuro adicionales modificados genéticamente en mutantes (Kim y Tanha, 2010). Ademas, el HYHAmM302 de Vu de
tipo silvestre forma agregados (véanse las bandas diméricas en la Figura 2B), que se confirmé adicionalmente
mediante transferencia Western usando anticuerpo anti-His (Figura 2B y datos no mostrados). Las bandas diméricas
desaparecen para la correspondiente Vi mutante, HVHAmM302S (Figura 2B). Esto muestra que el enlace disulfuro
modificado genéticamente mejora la no agregaciéon de Vu y es consistente con los hallazgos por cromatografia de
exclusién por tamafo (véase mas adelante y la Figura 4A).

Ejemplo 2: mapeo de enlaces disulfuro de mutantes de Cys

Como el enlace disulfuro introducido en los mutantes de Cys de Vn 'y VL no es natural para el anticuerpo, se verificé la
presencia de enlace disulfuro en la posicién mutada antes de la caracterizacion adicional de los mutantes de Vu y VL.

Con base en el conocimiento de los dos residuos de Cys (Cys22 y Cys92) que forman un enlace disulfuro nativo en
las Vu de tipo silvestre (Amzel y Poljak, 1979; Williams y Barclay, 1988) y los residuos mutados de los mutantes, podria
predecirse la ubicacion de los enlaces disulfuro. Como habia algunos sitios de escision de tripsina presentes entre los
enlaces disulfuro pronosticados en las Vu, fue posible tripsinizar los mutantes de Cys y utilizar espectrometria de
masas para verificar la presencia del enlace disulfuro modificado genéticamente.

La determinacion del enlace de disulfuro para las Vi y VL se llevo a cabo como se describe en otra parte (Hussack et
al.,, 2012 (b); Kim y Tanha, 2012; Wu et al., 2009). La determinacién del enlace d disulfuro para HYHAmM302 y
HVHAmM302S se realiz6é exactamente como se describe en Kim y Tanha (2012). Brevemente, los mutantes de Cys de
VH se concentraron en Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, usando un dispositivo de filtro centrifugo Ultrafree-0.5 con membrana
biomax-5 (MWCO 5000; Millipore, Nepean, ON, Canada) y se sometieron a digestion con tripsina (Roche Diagnostics
Canada, Laval, QC, Canada) a una concentracion de 0,5 mg/mL en Tris-HCI 0,1 M, pH 8,5, y se analizaron por SDS-
PAGE para el éxito de la digestion con tripsina y posteriormente se sometieron a un analisis de espectrometria de
masas de péptidos (Figura 3 y Tabla 2).

Los resultados mostraron que los péptidos unidos por disulfuro producidos por digestion triptica de Vu podrian
identificarse mediante el método de espectrometria de masas empleado (Figura 3B y Tabla 2). Se determiné que todos
los pesos moleculares de las proteinas recombinantes tenian una precision de masa de 40 ppm usando ESI-MS de
infusién. La cobertura de identificacion de cada proteina a partir del analisis de sus digeridos tripticos usando
nanoRPLC-MS? con DDA (analisis dependiente de datos) fue mas del 30%. Los iones de péptidos unidos por disulfuro
aparecieron prominentes en el barrido de inspeccién del experimento DDA. Las secuencias de péptidos unidas por
disulfuro esperadas de las Vn se confirmaron todas por nueva secuenciaciéon manual.

Tabla 2. Determinacion de enlaces disulfuro de las V1 por espectrometria de masas. Se muestran los principales
péptidos tripticos que contienen enlaces disulfuro, con cisteinas conectadas representadas en negrita y subrayadas;
las secuencias restantes en la Vy se pierden por tripsinizacion. Los espacios dentro de los dobletes peptidicos
denotan discontinuidad de la secuencia.

VH Péptidos tripticos PMfror PMexp  |APM SEQ ID NO
SCQTSLCTSTTR 1284,56 [1284,57 |-0,01 25
HVHAmM302 LSCAASGDTVSDESMTWVR 3630,55 | 3630,52 | 0,02 26
AEDTAVYYCVTDNR 27
SCQTSLCTSTTR 1284,56 | 1284,57 | -0,01 28
GLEWVCAISSSGGSTYYADSVK 2889,2842889,308-0,022 29
HVHAmM302S FTCSR 30
LSCAASGDTVSDESMTWVR 3630,54 | 3630,52 | 0,02 31
AEDTAVVYYCVTDNR 32
GLEWVCAISSSGGSTYYADSVK 2889,30a2889,23a 0,072 33
HVHPC235S FTCSR
34
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(continuacién)

VH Péptidos tripticos PMfor PMexp | APM | SEQID NO
LSCAASGFSVISESMTWVR 3331,52 | 3331,43 | 0,09 35

HVHP426S AEDTAVYYCAAK 36
QAPGQGVEWVCVTNNGGSTSADSVK 3277,47@ | 3277,32a |0,04@ 84
FTCSR 85

aLa coincidencia muy estrecha entre PMrwr y PMexp indica la presencia del enlace disulfuro Cys49-Cys69.
PMtor: peso molecular de la formula (esperado); PMexp: peso molecular determinado experimentalmente por MS;
APM se calcula: (PMror - PMexp). PMror, PMexp, Y APM se presentan en Daltons (Da).

En el caso de HYHAmM302S, se secuencié un ion prominente a m/z 964,04 (3+) como un péptido enlazado por disulfuro
GLEWVCAISSSGGSTYYADSVK (P1) (SEQ ID NO: 29) y FTCSR (P2) (SEQ ID NO: 30 ) (Figura 3B y Tabla 2), en el
que los iones del fragmento del péptido que contienen enlace disulfuro, y117 + P2y b16 + P2, se observaron claramente
am/z 1153,85 (2+) y a m/z 649,78 (2+), respectivamente (Figura 3 y Tabla 2). Esto confirmé la presencia del enlace
disulfuro modificado genéticamente entre Cys49 y Cys69 en HVYHAmM302S. También se determiné la presencia del
enlace disulfuro modificado genéticamente entre Cys49 y Cys69 en HVHPC235S (Tabla 2). Sin embargo, los enlaces
disulfuro de HYHAmM427S y HYHAmM43S no pudieron confirmarse por espectrometria de masas, ya que eran altamente
resistentes a la digestion con proteasas (tripsina o pepsina). Sin embargo, el aumento drastico de Tm (Tabla 4), asi
como el cambio de movilidad en SDS-PAGE (Figura 2B) de HVYHAmM427S y HVHAmM431S en comparacién con sus
respectivas formas de tipo silvestre indica la presencia del enlace disulfuro modificado genéticamente tanto en
HVHAmM427S como en HYHAmM4318S.

Como otro representante, uno de las 14 Vu mutantes (HVHP426S) también fue elegido para la determinacion de la
formacion de enlaces disulfuro Cys 49/Cys 69. Como en el caso de otras Vh, los resultados de la MS mostraron que
HVHP426S habia formado un enlace disulfuro entre Cys 49 y Cys 69 (Tabla 2).

Un andlisis de espectrometria de masas similar en las VL mutantes confirmé la presencia del enlace disulfuro
modificado genéticamente entre las posiciones Cys48 y Cys64 en todas las VL (Tabla 3).
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El analisis de el andamio cristalino ha confirmado la presencia del puente disulfuro entre los residuos de Cys-Cys no
candnicos ademas del puente disulfuro entre los residuos de Cys-Cys candnicos en todas los constructos de Vi y VL
ensayados.

Ejemplo 3: cromatografia de exclusién de tamafio analitica

La cromatografia de exclusion por tamafio (o cromatografia de filtracién en gel) separa las proteinas por tamafo
molecular y volumen hidrodinamico (Porath y Flodin, 1959). Por lo tanto, este método es util para evaluar el estado de
agregacion de proteinas en solucion. La cromatografia de exclusion por tamafio que emplea SuperdexR 75 se usa
para evaluar el estado de agregacion de los dominios de Vu (0 VL). Las Vi no agregados (o Vi) deberian producir
cromatogramas con un unico pico simétrico con volimenes de elucién esperados para una Vx (o VL) monomérica. Por
el contrario, los perfiles cromatogréficos de las Vu agregadas, ademas de los picos monoméricos, consisten en picos
adicionales, por ejemplo, agregados grandes, agregados diméricos, que se eluyen antes. El porcentaje de monémero
puede calcularse mediante la integracion del area de los picos y usarse como una medida cuantitativa de la tendencia
de agregacion de VH (o VL) (cuanto mayor es el % de mondmero de una VH (o VL), menor es su tendencia de agregacion
y viceversa, mayor es el % de agregados de una Vx (0 VL cuanto mayor es su tendencia de agregacion).

La cromatografia de exclusion por tamafio de Vu y Vi, asi como sus correspondientes mutantes de Cys, se llevo a
cabo como se describié previamente (Sambrook et al., 1989; To, et al., 2005; Arbabi-Ghahroudi et al., 2009a; Arbabi-
Ghahroudi et al., 2009b; Arbabi-Ghahroudi et al., 2010; Kim y Tanha, 2012). Brevemente, una columna de exclusion
de tamaiio SuperdexVR 75 se lavé con 50 mL de ddH:O filtrada y desgasificada y posteriormente se equilibré con 50
mL de PBS filtrado y desgasificado a una velocidad de bombeo de 0,5 mL/min. Las muestras fueron filtradas a través
de unidad de filtro desechable de 0,22 um y posteriormente sometida a cromatografia de exclusion por tamafio en un
FPLC AKTA utilizando la columna Superdex con regulador PBS a un caudal de 0,5 mL/min, segun las instrucciones
del fabricante. Los eluatos correspondientes a los picos se recogieron usando un colector de fracciones AKTA con 0,5
mL de volumen de fraccién por tubo. Después de la cromatografia de exclusion por tamafo, se graficd Azgso versus el
volumen de elucién usando el software de graficos GraphPad Prism (version 4.02 para Windows; Software GraphPad,
San Diego, CA) (Figura 4). El pico monomeérico y los picos de agregados se integraron para obtener el % de monémero
o el % de agregado.

Los valores de absorbancia (Az2s0) en los cromatogramas de exclusion por tamafio (SEC) se normalizaron y se
graficaron contra a los volimenes de elucién. La normalizacion de la absorbancia se realizé de acuerdo con la siguiente
férmula:

% Azs0 = (A2s0N - A2s0B)/(A280M - A2s0B) x 100

En la que % Azso es la absorbancia normalizada, A2soN es la absorbancia en cualquier volumen de elucién, A2soM es
la absorbancia maxima y AzsoB es la absorbancia de referencia.

Los resultados (Figura 4A) muestran que la mutacion mejoré enormemente la no agregacion de proteinas en las tres
Vh agregados, HYHAmM302, HYHAM427 y HYHAmM431. Mientras que las VH de tipo silvestre mostraron picos de elucién
tempranos tipicos para Vu agregadas (aproximadamente 22% para HVHAmM302 y HVHAmM427, y 25% para
HVHAmM431) ademas de los picos monoméricos, estos picos de elucion temprana desaparecieron en los mutantes
correspondientes, que consistieron esencialmente en picos monomeéricos; esto indica que la modificacién genética de
enlace disulfuro convirtié las Vu agregadas en Vi no agregadas. La Vu no agregada, HVHPC235, mantuvo su
caracteristica de no agregacién cuando Cys mutaba a HVHPC235S como se muestra por su cromatografia de
exclusién por tamario (Figura 4A). La Figura 4B muestra los perfiles de SEC representativos de los 14 mutantes de Vn
de las Vu, HVHP44S, HVHB82S, HVHP421S, HVHP419S, HVHP430S, HVHP429S, HVHM41S, HVHMS81S,
HVHP428S, HVHP420S, HVHP414S, HVHP423S, HVHP413S, y HVHP426S. Como se puede observar en los 4 casos
examinados (HVHP414S, HVHP420S, HVHP426S y HVHP429S), los mutantes permanecieron sin agregarse de forma
similar a sus VH de tipo silvestre progenitores. Esto demuestra nuevamente que en el caso de las Vi no agregadas,
mientras que la modificacion genética de disulfuro no compromete el caracter de no agregacion de las V1, mejora
enormemente su estabilidad como se muestra a continuacion.

Las VL de tipo silvestre estaban esencialmente libres de agregados y daban picos simples simétricos. Los mutantes
de Cys de V. también fueron monomeéricos con la excepcion de HVLP364S, que mostré una ligera agregacion (11%
de agregado dimérico). Por lo tanto, en general, el enlace disulfuro modificado genéticamente no comprometio el
caracter de no agregacion de las V. (Figura 4C).

Ejemplo 4: Mediciones de termoestabilidad por espectroscopia de dicroismo circular (CD)
Para evaluar si el enlace disulfuro adicional modificado genéticamente en la V4 y VL mutantes mejoraria la estabilidad

de la proteina, se evalué la estabilidad térmica mediante la medicién de la temperatura de fusion (Tm) mediante
espectroscopia de CD.
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Para todas las Vu y VL mutantes, se usé un espectropolarimetro Jasco J-815 equipado con un sistema de control de
temperatura de tipo termoeléctrico Peltier (Jasco, Easton, MD, EE. UU.) para llevar a cabo los experimentos. Se usé
una cubeta de CD con una longitud de paso de 1 mm. Los espectros se registraron en un intervalo de longitud de onda
de 180-260 nm con una velocidad de barrido de 50 nm/min, tiempo de integracién digital (DIT) de 4 s, un ancho de
banda de 1 nm, separacion de datos de 1 nm y un tiempo de integracién de 1 s. Para medir la temperatura de fusion
o Tm (Greenfield, 2006a; 2006b), los espectros de CD se registraron en un intervalo de temperatura de 30 °C a 96 °C.
Todos los espectros de CD se restaron del blanco correspondiente a los espectros del regulador. Las mediciones se
realizaron con concentraciones de 50 pg/mL de Vu en regulador de fosfato de sodio 100 mM, pH 7,4. La
desnaturalizacion de proteinas inducida por calor se controlé a 210 nm para todas las VL mutantes de Cys y para
HVHAmM431, HVHAM431S y HVHP419S; a 205 nm para HVYHAmM427, HVYHAmM427S, HVHAmM302, HVHAmM302S,
HVHB82, HVHP421, HVHP426, HVHP428, HVHP429, HVHP420S, HVHP429S, HVHM81S, HVHP430S, HVHP421S,
HVHP426S, HVHP428S, HVHM41, y HVHP414S; a 220 nm para HYHPC235; a 200 nm para HYHPC235S, HVHP430,
HVHP413, HVHP423, HYHM81, HVHP419, HVHP420, y HVYHB82S; a 202 nm para HVHP44, HVHP414, y HYHP423S;
a 208 nm para HVHP44S; y a 209 nm para HYHM41S por cambios en la elipticidad. La fraccion plegada (ff) se obtuvo
mediante una férmula como se describe (Greenfield, 2006a; 2006b):

ff = ([O]r - [8]u)/([6]F - [O]u) formula |

en la que [B]r es la elipticidad molar a cualquier temperatura, [6], es la elipticidad molar de la proteina completamente
plegada a 30 °C y [B]u es la elipticidad molar de la proteina desplegada a 90 °C. La temperatura de fusion (Tm) se
obtuvo como punto medio de la curva desplegada (fraccién plegada (ff) versus temperatura) mediante un ajuste de
curva de regresion no lineal (ecuacion sigmoidal de Boltzman) utilizando el software de graficos GraphPad Prism
(version 4.02 para Windows) y se registraron en la Tabla 4.

Para VL de tipo silvestre, se usé un espectropolarimetro Jasco J-810 con un accesorio de bafio NESLAB RTE-111. Se
uso6 una celda circular con una longitud de paso de 0,02 cm. Los espectros se registraron con una velocidad de barrido
de 100 nm/min, un ancho de banda de 1 nm y un tiempo de integracion de 1 s. Los espectros de CD se registraron en
un intervalo de temperatura de 25 °C a 85 °C para HVLP342, HVLP351 y HVLP3103, de 25 °C a 80 °C para HVLP324,
HVLP325, HVLP364 y HVLP389, y de 25 °C a 90 °C para HVLP335. Los cambios inducidos por calor en la elipticidad
molar se monitorizaron a 203 nm para HVLP325 y HVLP389 y a 218 nm para HVLP324, HVLP335, HVLP342,
HVLP351, HVLP364 y HVLP3103. Las mediciones se realizaron en regulador de fosfato de sodio con concentraciones
que oscilaban entre 4,1 x 10° M y 5,7 x 105 M. Todos los espectros de CD se restaron de los espectros del regulador
correspondiente al blanco y se obtuvo la temperatura de fusion (Tm) como anteriormente. descrito para las Vu y las Vi
mutantes.

Tabla 4. Constantes de afinidad, Ko y temperaturas de fusion, Tm, de las Vh, VL y mutantes de Cys correspondientes.
Para las VL, las Ko son contra proteina L, para las Vu contra proteina A.

VL Kb (UM) Tm (°C)
HVLP324 0,2; 0,072 59,1
HVLP324S 0,09 @ 73,4
HVLP325 1 64,6
HVLP325S 1 82,5
HVLP335 2 57,9
HVLP335S 2 79,0
HVLP342 0,6,0,042 52,6
HVLP342S 0,052 63,8
HVLP351 2 54,1
HVLP351S 0,7 71,9
HVLP364 3 52,4
HVLP364S no determinada 72,3
HVLP3103 1 55,8
HVLP3103S 1 76,4
HVLP389 1 49,3
HVLP389S 04,1¢ 66,3
HVHAmM302 b 3,0 52,8
HVHAmM302S 10 65,4
HVHAmM427b 1,6 70,9
HVHAmM427S 4 84,2¢
HVHAmM431b 4 69
HVHAmM431S 8 84,6 ¢
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(continuacién)

Vi Kb (uM) Tm (°C)
HVHPC235 0,3 55,8

HVHP44 1,39 64,2

HVHP44S 4,2 74,5

HVHB82 0,29 57,9

HVHB82S 1,2 72,9

HVHP421 1,09 57,3
HVHP421S 2,8 69,7

HVHP419 1,69 56,9
HVHP419S 4,8 (3,2) ¢ 67,4

HVHP430 2,39 71,2/72,5°
HVHP430S 7,7 82,7

HVHP429 1,39 58,5
HVHP429S 5,5(3,4)¢ 71,8

HVHM41 059 60,8

HVHM41S 1,5(1,8)¢ 72,2

HVHM81 1,39 65,8/67,9
HVHM81S 2,1 76,8

HVHP428 1,89 62,3
HVHP428S 1,6 73,1

HVHP420 1,29 57,8
HVHP420S 2,2 67,3

HVHP414 1,69 55,3
HVHP414S 1,8 64,7

HVHP423 3,09 55,0
HVHP423S no determinada 70,7

HVHP413 0,39 54,2
HVHP413S 1,5 no determinada
HVu P426 0,89 62,3/63,1f
HVHP426S 3,4 79,9
HVHP235S 3 72,3

@ Los valores de Kp mas pequefos corresponden a la union de HVLP324.
HVLP324S, HVLP342 y HVLP342S a los sitios de alta afinidad en la proteina L.
b Véase Tabla 1 en Arbabi-Ghahroudi et al., (2009b).

¢ Se obtuvieron 2 Kp muy cercanas.

d Los valores entre paréntesis se obtuvieron con mayor concentracion de
monomero.

® Representa la Tm minima estimada debido a una meseta inferior no tan definida
(véase los perfiles de la curva de fusion en la Figura 5A).

f Hecho por duplicado.

9 Ko tomadas de To et al., 2005.

Las temperaturas de fusion (Tm) de las Vi (HVYHAmM302 y HYHAmM302S, HVYHAM427 y HYHAM427S, HVHAmM431 y
HVHAmM431S, HVHPC235 y HVHPC235S, HVHP44 y HVHP44S, HVHB82 y HVHB82S, HVHP421 y HVHP421S,
HVHP419 y HVHP419S, HVHP430 y HVHP430S, HVHP429 y HVHP429S, HVHM41 y HVHM41S, HVHMS81 vy
HVHM81S, HVHP428 y HVHP428S, HVHP420 y HVHP420S, HVHP414 y HVHP414S, HVHP423 y HVHP423S,
HVHP413 y HVHP413S, y HVHP426 y HVHP426S) y las VL fueron determinadas con base en los datos de elipticidad
asumiendo un sistema de dos estados, que esta de acuerdo con las curvas de desnaturalizacion observadas
correspondientes a una transicién aguda en la desnaturalizacion (Figuras 5y 6 y Tabla 4). Los valores de Tm se
tomaron en el punto medio de las curvas de desnaturalizacién sigmoidal de la fraccion plegada (ff) versus la
temperatura. A diferencia de HVHAmM302 y HVHC235, tanto HVHAmM427 como HVHAmM431 tenian Tm
considerablemente mas altas, probablemente debido a la presencia de posibles enlaces disulfuro entre CDR1-CDR3
(Figura 1Ay Tabla 4). En el caso de las Vi de HVHAmM302 y HYHAmM302S, HVYHAmM427 y HYHAmM427S, HVHAmM431
y HVHAmM431S, HVHPC235 y HVHPC235S, se encontrd que las Vi mutantes tenian una Tm significativamente mas
alta en comparacién con sus contrapartes correspondientes de tipo silvestre (Tabla 4), (prueba t pareada, dos colas,
p = 0,0008), lo que significa los efectos estabilizadores del enlace disulfuro modificado genéticamente. Las V+x de tipo
silvestre tenian Tm, de 52,8 °C - 70,9 °C que se incrementaron a 65,4 °C - 84,6 °C para las V4 mutantes. Esto
corresponde a aumentos de Tm (ATm) de 12,6 °C - 16,5 °C. Patrones similares se observaron en el caso de las Vu de
HVHP44 y HVHP44S, HVHB82 y HVHB82S, HVHP421 y HVHP421S, HVHP419 y HVHP419S, HVHP430 y
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HVHP430S, HVHP429 y HVHP429S, HVHM41 y HVHM41S, HVHM81 y HVHMS81S, HVHP428 y HVHP428S,
HVHP420 y HVHP420S, HVHP414 y HVHP414S, HVHP423 y HVHP423S, HVHP413 y HVHP413S, y HVHP426 y
HVHP426S en los que las VH de tipo silvestre tenian Tm de 54,2 °C - 72,5 °C mientras que los homdlogos mutantes
tenian Tm de 64,7 °C - 82,7 °C. Esto corresponde a incrementos de Tm (ATm) de 8,9 °C - 16,8 °C, para las V1 mutantes
(Tabla 4). Al comparar los patrones de enlaces disulfuro de las Vi mutantes versus las de tipo silvestre (Tabla 2), es
claro que los aumentos de Tm se deben realmente a la presencia de enlaces disulfuro adicionales de Cys49/Cys69.
Sin desear limitarse a la teoria, el enlace disulfuro en HYHAmM427S podria causar una alteracion conformacional para
acercar los médulos conformacionales, tales como las laminas beta, (actuando a través del contacto de corto o largo
alcance) para inducir fuerzas quimicas adicionales, tales como la interaccion hidréfoba. o puentes salinos, para
estabilizar aun mas el andamio a ese nivel.

Las Tm de las VL estaban en el intervalo de 49,3 °C - 64,6 °C, un intervalo observado en otros sdAb (Jespers et al.,
2004; Tanha et al., 2006) (Figura 6 y Tabla 4). Como en el caso de las Vi mutantes, para todas las VL mutantes, las
Tm aumentaron drasticamente en un promedio de 17 °C (intervalo: 11,2 °C -21,1 °C) en comparacion con las Tm de las
VL de tipo silvestre. Las Tm de las VL mutantes estaban en el intervalo de 63,8 °C - 82,5 °C en comparacion con 49,3
°C - 64,6 °C para las VL de tipo silvestre. Por lo tanto, la Tm del mutante menos termoestable, HVLP342S, era
comparable a la del tipo silvestre mas termoestable, HVLP325 (Figura 6C); HVLP325S tenia la Tm mas alta (82,5 °C),
mientras que HVLP342S tenia la mas baja (63,8 °C). El efecto de la modificacion genética de disulfuro en la estabilidad
de las VL parece ser universal, ya que estabiliza las V. de tipo lambda y kappa e independientemente de su origen de
secuencia de linea germinal.

Ejemplo 5: Resonancia de plasmén superficial (SPR)

La propiedad de union de proteina A y proteina L de las Vn y las Vi, respectivamente, se us6 en analisis de unién de
SPR para explorar cualquier posible cambio estructural sutil debido a los enlaces disulfuro modificados genéticamente
en mutantes de Vu y VL. La proteina A se usa a menudo para controlar la integridad conformacional de las Vu
(Starovasnik et al., 1999). Se llevaron a cabo procedimientos estandar para el analisis por SPR de las Vi y las VL.

Las VH y las VL se sometieron a cromatografia de exclusion por tamafio con SuperdexMR 75 10/300 (GL) (GE
Healthcare) en regulador HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,005%)
con un caudal de 0,5 mL/min antes del analisis BIACORE y picos de mondmeros purificados recogidos incluso en
ausencia de evidencia de material agregado. Se determinaron por SPR las cinéticas de union para la interacciéon de
las Vu con la proteina A (Pierce, Nepean, ON, Canada) y las VL con la proteina L (Pierce) utilizando el sistema
biosensor BIACORE 3000 (GE Healthcare).

Para las V4, HYHAM302, HYHAmM302S, HVYHAM427, HYHAmM427S, HVHAM431 y HYHAmM431S, la proteina Ay la
ovoalbumina (como proteina de referencia) (Sigma, Oakville, ON, Canada) de 540 RU y 1350 RU, respectivamente,
fueron inmovilizadas en chips sensores CM5 de grado investigacion (GE Healthcare). Las inmovilizaciones se llevaron
a cabo a razén de 50 pyg/mL en regulador de acetato 10 mM, pH 4,5, usando el kit de acoplamiento de aminas
suministrado por el fabricante (GE Healthcare). Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C en regulador HBS-
EP a un caudal de 50 yL/min. Las superficies se regeneraron lavando con el regulador de operacion.

Para HVYHPC235 y HYHPC235S, se inmovilizaron aproximadamente 1.100 RU y 1.000 RU de proteina A recombinante
y ovoalbumina (proteina de referencia), respectivamente, en el chip sensor CM5 de grado investigacion. Las
inmovilizaciones se llevaron a cabo a razén de 50 pg/mL en regulador de acetato 10 mM (pH 4,0 o pH 4,5 para proteina
A u ovoalbumina, respectivamente) usando el kit de acoplamiento de aminas suministrado por el fabricante. Todas las
mediciones se llevaron a cabo a 25 °C en regulador HBS-EP a un caudal de 20 pyL/min o0 40 yL/min para HYHPC235
o HVHPC235S, respectivamente.

Para las Vu mutantes (HVHP44S, HVHB82S, HVHP421S, HVHP419S, HVHP430S, HVHP429S, HVHM81S,
HVHP428S, HVHP420S, HVHM41S, HVHP423S, HVHP413S, HVHP426S, y HVHP414S), se inmovilizaron
aproximadamente 1.170 RU y 1.2400 RU de proteina A recombinante y ovoalbumina (proteina de referencia),
respectivamente, en el chip sensor CM5 de grado investigacion. Las inmovilizaciones se llevaron a cabo a razén de
50 pg/mL en regulador de acetato 10 mM (pH 4,5 para proteina A y ovoalbumina) usando el kit de acoplamiento de
aminas suministrado por el fabricante. Todas las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C en regulador HBS-EP a un
caudal de 20 pL/min o 40 pyL/min para HVHB82S, HVHP421S, HVHP429S, HVHM41S, HVHM81S, HVHP423S,
HVHP413S, HVHP426S, y HVHP414S o HVHP44S, HVHP419S, HVHP430S, HVHP428S y HVHP420S,
respectivamente. La propiedad de unién a la proteina A de las contrapartes de tipo silvestre se determind previamente
(To et al., 2005).

Para las VL de tipo silvestre, se inmovilizaron 600 RU de proteina L u 800 RU de una proteina de referencia Fab en
chips sensores CM5 de grado investigacion (GE Healthcare). Para las mutantes de V., se inmovilizaron
aproximadamente 400 RU de proteina L recombinante u ovoalbumina (proteina de referencia). Las inmovilizaciones
se llevaron a cabo a concentraciones de proteina de 20 o 50 ug/mL en regulador de acetato 10 mM, pH 4,5, utilizando
el kit de acoplamiento de aminas suministrado por el fabricante (GE Healthcare). Todas las mediciones se llevaron a
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cabo a 25 °C en regulador HBS-EP a un caudal de 40 o 50 uL/min. Las superficies se regeneraron lavando con el
regulador de operacion. Todos los datos fueron evaluados utilizando el software BIA Evaluation 4.1 (GE Healthcare).

El andlisis por SPR mostré que la gran mayoria de las VH mutantes (HVHAmM302S, HVHAmM427S, HVHAmMA431S,
HVHPC235S, HVHB82S, HVHP421S, HVHP419S, HVHP430S, HVHP429S, HVHM81S, HVHP420S, HVHM41S,
HVHP423S, HVHP413S, HVHP426S, y HVHP44S) unidas a proteina A con menos afinidad, reflejada por valores de
Ko mas altos, en comparaciéon con sus contrapartes de tipo silvestre (Figura 7 y Tabla 4) (solo dos V4 mutantes
[HVHP428S y HVHP414S] mostraron mas o menos los mismos valores de Ko que sus contrapartes de tipo silvestre).
La reduccion en la unién a la proteina A (aumento en los valores de Kp) varia desde 1,6 veces para el par
HVHM81/HVHMB81S hasta 10 veces para el par HYHPC235/HVHPC235S (Figura 7A y Tabla 4). Esto demuestra que
el enlace disulfuro modificado genéticamente altera algo las conformaciones estructurales de las Vh. Sin desear estar
ligados a la teoria, los sitios de unioén a la proteina A, que se sabe que residen dentro de las FR1 y FR3 de las Vu
(Starovasnik et al., 1999; Riechmann y Davies, 1995), pueden haberse visto comprometidos por la introduccion de las
dos Cys en las cadenas beta de FR2 y FR3. Curiosamente, las Vi mutantes mostraron constantes de velocidad de
disociacion (kdisociacion) consistentemente mayores en comparacion con sus contrapartes de tipo silvestre, lo que resulté
en el aumento de la constante de union de equilibrio (Kp) (Figura 7B).

Se encontré que los mutantes de Cys de VL se unieron a la proteina L con afinidades similares a sus contrapartes de
tipo silvestre (Figura 8 y Tabla 4), lo que indica que el enlace disulfuro no afectd el andamio general de las VL.

Ejemplo 6: estabilidad a la proteasa

El efecto del enlace disulfuro modificado genéticamente sobre la estabilidad a la proteasa de las VL y Vu se evaluo
utilizando las principales proteasas Gl tripsina, quimotripsina y pepsina. Después de las reacciones de digestion con
las proteasas Gl, se examinaron las VL y las Vu para detectar la aparicién de escision enzimatica por SDS-PAGE y
espectrometria de masas. Las digestiones se realizaron esencialmente como se describié (Hussack et al., 2011).

Para las VL, se realizaron experimentos de digestion en un volumen total de 30 pL con 6 pg de Vi a 37 °C durante 1 h
con una relacién de enzima a sdAb de 1:200, 1:40, 1:20 y 1:10 (tripsina/quimotripsina), o 1:200, 1:20, 1:10 y 1:4
(pepsina). Los experimentos de digestion triptica y quimotriptica se llevaron a cabo utilizando enzimas de grado de
secuenciacion (Hoffmann-La Roche Ltd., Mississauga, ON, Canada), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de digestion con pepsina (Sigma) se realizaron a ~pH 2,0 donde se ajusté el pH mediante la adicion
de un volumen apropiado de HCI 400 mM. En los experimentos de control, las enzimas se reemplazaron con un
volumen igual de regulador de reaccién. Las reacciones se detuvieron agregando un volumen igual de regulador de
muestra SDS-PAGE (que contenia ditiotreitol 0,2 M) y ebullendo la mezcla a 95 °C durante 5 min. Posteriormente, las
muestras se sometieron a analisis mediante SDS-PAGE y el porcentaje de sdAb intactos después de las digestiones
con proteasa se determinaron mediante analisis de densidad de puntos como se describe en Hussack et al., 2012(a)
y se compararon con los controles para calcular el porcentaje de las VL con andamio intacto después de la digestién
con proteasas.

Para las VH, se realizaron experimentos de digestion con tripsina/quimotripsina/pepsina en un volumen total de 30 yL
con 6 ug de Vu y su contraparte Vi mutante en paralelo a 37 °C durante 1 h con una relacion de enzima a sdAb de 1
:20 y duplicado por dos ensayos independientes. Las digestiones y analisis se llevaron a cabo como se describié para
las VL.

Los resultados se muestran en la Figura 9A. No se observaron diferencias significativas entre las VL de tipo silvestre
y mutantes en términos de resistencia a la tripsina o la quimotripsina (prueba t de pares emparejados de Wilcoxon,
valores de P de dos colas = 0,2969 [tripsina] y 0,0625 [quimotripsina]), pero la diferencia en resistencia a la pepsina
fue significativa (prueba t de pares emparejados de Wilcoxon, valor de P de dos colas = 0,0078). Las VL mutantes
probadas mostraron una resistencia mejorada contra pepsina, una de las cuales, HVLP3103S, mostré6 un aumento
dramatico de 0% de resistencia (tipo silvestre) a casi 90% de resistencia (mutante). La media de resistencia a la
pepsina fue del 51% para las VL. mutantes frente al 11% para las V. de tipo silvestre con una relaciéon de pepsina a VL
de 1:20. En la misma proporcion, la mediana de la resistencia a la pepsina fue del 54% para las V. mutantes frente al
1,5% para las VL de tipo silvestre. Por lo tanto, la modificacion genética de enlaces disulfuro de sdAb aumenté su
resistencia a la pepsina significativamente sin afectar sus propiedades de resistencia a la tripsina y la quimotripsina.

La correlacion entre la estabilidad térmica y la resistencia a la proteasa se exploré adicionalmente graficando la
resistencia a la proteasa (%) frente a Tm (Figura 9B). En general, las VL con mayor Tm mostraron una mayor resistencia
a la pepsina (dos colas, valor de P = 0,0012, R? (Spearman) = 0,7344). Dicha correlacion no se observo en el caso de
la tripsina y la quimotripsina (dos colas, valor P = 0.5245, R? (Spearman) = -0,1719 [tripsina]; dos colas, valor P =
0,5407, R? ( Spearman) = -0,1653 [quimotripsinal).

En el caso de las Vi que se muestran en la Tabla 5, las Vi mutantes mostraron una mayor resistencia (% de la
mediana) a las tres proteasas Gl (77% y 82% [tripsina], 69% y 75% [quimotripsina] y 96% y 98% [pepsinal, para las
VH de tipo silvestre y mutantes, respectivamente), aunque las diferencias no fueron tan significativas (prueba t de pares
emparejados de Wilcoxon, valores de P de dos colas = 0,0899 [tripsina], 0,7896 [quimotripsina] y 0,7832 [pepsina]).
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Mientras que la mayoria de las Vi mutantes mostraron resistencia sin cambios o ligeramente mejorada contra la
pepsina, dos Vu mutantes (HVHM81S y HVHP423S) mostraron una resistencia disminuida del 100% (tanto para
HVHM81 como para HVHP423) hasta 53% (para HYHM81S) y hasta 68% (para HVHP423S), aunque la resistencia a
la pepsina de HYHM81S parecia estar subestimada debido a la incapacidad de la herramienta de andlisis de densidad
de puntos para reconocer las bandas de proteinas correctamente. Curiosamente, se mostraron grandes mejoras en
términos de resistencia a la tripsina de dos Vy mutantes (HVHP44S y HVHP413S) donde su resistencia a la tripsina
mejoré de 5% y 29% (HVHP44 y HVHP413, respectivamente) hasta 57% y 100% (HVHP44S y HVHP413S,
respectivamente). Tomados en conjunto, los mutantes son tan resistentes a las proteasas como las contrapartes de
tipo silvestre.

Tabla 5. Resistencia a la proteasa Gl de las VH

A Resistencia a tripsina (%)|Resistencia a quimotripsina (%)|Resistencia a pepsina (%)
HVHP44 52 69 + 1 95+ 9
HVHP44S |57 + 2 63 +7 100 £ 10
HVHB82 [92+5 100 + 19 100 + 16
HVHB82S 87 +7 64 + 17 95 + 28
HVHP421 (747 59+7 97 + 25
HVHP421S{100 £ 10 78 + 31 100 + 22
HVHP419 727 52+ 2 87 + 11
HVHP419S|75 + 3 52 +1 85+ 6
HVHP430 [95+8 100 + 19 100 + 3
HVHP430S{100 + 19 74 +£24 100 £ 3
HVHP429 (89 + 6 707 95 + 28
HVHP429S|82 + 12 86 + 2 100 £ 5
HVHM41 (113 96 + 32 100 + 16
HVHM41S 22 + 18 68 £ 13 93 £ 16
HVHM81 [86+4 95+ 8 100 + 4
HVHM81S (75 + 1 95+ 6 53 + 3a
HVHP428 (92 + 1 65 + 2 87 £ 1
HVHP428S|98 + 4 82+ 3 90 +13
HVHP420 (80 + 12 520 77 £ 2
HVHP420S[100 + 14 52 £ 10 100 + 2
HVHP414 [72+6 35+3 9+7
HVHP414S(74 + 1 49 + 9 57 +15
HVHP423 616 88 + 21 100 + 15
HVHP423S(82 + 15 97 + 29 68 + 30
HVHP413 |29 63 100
HVHP413S|100 76 100
HVHP426 (84 +3 69 + 2 85+ 6
HVHP426S|76 + 3 97 £ 15 100 + 1
3L a resistencia a la pepsina es una subestimacion.

Ejemplo 7: Identidades de secuencia entre las Vn y entre las VL

Se determinaron las identidades de secuencia entre las VH, asi como las VL. Solo las secuencias de FR se incluyeron
en el andlisis, es decir, se excluyeron las secuencias de CDR.

Las secuencias de pares de Vu o pares de V. se alinearon usando ClustalW (Thompson et al., 1994), y el porcentaje
de identidad entre los pares de Vx o pares de VL se calculd usando el editor de alineacién de secuencias BioEdit.

Las consecuencias biofisicas de las sustituciones de pares de Cys en las posiciones 49 y 69 para las V1 y 48 y 64
para las VL son universales independientemente de su secuencia, origen de linea germinal y longitud y composicion
de las CDR. Las VH tienen diversos origenes de linea germinal y longitudes de CDR y composicion de aminoacidos.
En particular, la longitud y composicion de CDR3 es mas diversa. Sin embargo, independientemente de estas
variaciones estructurales, la introduccion de pares de Cys en las posiciones 49 y 69 conduce a la formacion del enlace
disulfuro Cys49/Cys69 y a mejoras significativas en la no agregacion, la estabilidad térmica y la estabilidad a la
proteasa de las Vu sin comprometer los rendimientos de expresiéon. Las 32 Vi descritas en el documento WO
2006/099747 son diversas: pertenecen a las familias kappa y lambda y tienen diversos origenes de linea germinal del
segmento V y del segmento J y composiciones y longitudes de aminoacidos de la CDR. La longitud de CDR3, en
particular, varia de 6 a 11 aminoacidos. Se seleccionaron 8 VL no agregadas que representan diferentes clases (Figura
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1B) de las 32 mencionados anteriormente para evaluar las consecuencias biofisicas de la sustitucion de Cys48/Cys64.
Como en el caso de las Vu, un andlisis lado a lado de las 8 VL y sus versiones mutantes de Cys mostré que,
independientemente de las variaciones estructurales, la introduccién de pares de Cys en las posiciones 48 y 64
conduce a la formacién del enlace disulfuro Cys48/Cys64 y mejoras significativas en la estabilidad térmica y la
estabilidad a la proteasa de las VL sin comprometer su estado de no agregacion o rendimientos de expresion.

Ejemplo 8: Construccion de una biblioteca de despliegue en fagos de VL. estabilizada con disulfuro

La biblioteca de despliegue en fagos de V. de HVLP324S se construy6 en dos etapas mediante el método descrito
por Hussack et al., (2012 (c)). Primero, se construyé una biblioteca con una CDR3 aleatorizada con base en el andamio
de Vi de HVLP324S (Figura 10). Luego, la biblioteca aleatorizada de CDR3 se utiliz6 como andamio para construir la
biblioteca final con las 3 CDR aleatorizadas.

(i) Construccion de la biblioteca de despliegue en fagos de V. aleatorizada con CDR3

El ADNcs del fago que contiene uridina en lugar de timidina (plantilla dU-ADNcs) se preparé como se describe
(Hussack et al., 2012 (c)), excepto que el fago usado para la preparacion del ADNcs fue fd-tetV1.24S. fd-tetVi24S es
un fago de fd-tetGIIID (Tanha et al., 2001) con el gen de V. de HVLP324S en su genoma y fusionado con el gen de
p3 del fago (Figura 10). La incorporacion de uridina en el ADNcs del fago se confirmé valorando el fago contra las
células de E. coli TG1 y CJ236 como se describe (Hussack et al., 2012 (c)). Se prepard un total de 75 ug de ADNcs
de fd-tetVL24S en ddH20. La sintesis in vitro del ADN heteroduplex con aleatorizacién simultanea de CDR3 usando
los cebadores V1.24-CDR3, V124-CDR3a y V1.24-CDR3b se realizé como se describe (Hussack et al., 2012 (c)). Los
cebadores se fosforilaron (Hussack et al., 2012 (c)) y se usaron en reacciones de hibridacion. Se realizaron tres
reacciones de hibridacion separadas a 93 °C durante 5 min, 50 °C durante 15 min, 20 °C durante 20 min en un volumen
total de 15 yL con 8,2 pL de 121,5 ng/uL de dU-ADNcs de fd-tetVi.24S, 0,33 pL de cebadores fosforilados V1.24-CDR3,
V124-CDR3a o V1.24-CDR3b, 1 yL de la mezcla (2 pL de regulador TM 10x [Tris-HCI 500 mM, MgCl2 100 mM, pH 7,5],
2 uL de ATP 10 mM, 1 yL de DTT 100 mM, 15 pL de ddH20) y 1,5 pL de regulador TM 10x. EI ADN circular cerrado
covalentemente (CCC-ADN) se sintetizé como se describe (se preparé un total de 100 ug de CCC-ADN en ddH20 y
se concentré mediante un SpeedVacVR a 82,5 pg en 255 pL (323 ng/pL). Se llevaron a cabo 23 transformaciones 11
pL de CCC-ADN mas 350 L de E. coli TG1 electrocompetente como se describe. Después de la incubacion en medio
SOC, los materiales de transformacion se valoraron y se cultivaron en 1 L de 2xYT/tetraciclina (12,5 pg/mL) durante
la noche a 37 °C y 180 rpm. Por la mafiana, las células se recogieron y los patrones de bibliotecas congeladas como
se describe. La densidad celular de los patrones de bibliotecas congeladas se estimé mediante mediciones de Aeoo nm.
El fago de la biblioteca amplificada se purificé a partir del sobrenadante, se valoré (véase Hussack et al (c)) y utilizado
como material de partida para construir la biblioteca final (véase Seccidn (ii)). A partir de los experimentos de valoracion
de los materiales de transformacion (véase mas arriba), se determind el tamafio de la biblioteca (nimero de
transformantes) era de 2,3 x 108,

(i) Construccion de la biblioteca de despliegue en fagos de V. aleatorizada con CDR1/CDR2/CDR3

En la segundo etapa de la construccion de la biblioteca, CDR1 y CDR2 fueron aleatorizados. La plantilla de dU-ADNcs
se preparé comenzando con 4 x 10'2 ufc del fago anterior de la biblioteca aleatorizada con CDR3 (véase Hussack et
al (c)). Se obtuvieron 200 ug de ADNcs a partir de 2 mL de fago (2 x 10%pL). La incorporacion de uridina en el ADNcs
del fago se confirmé como anteriormente. La plantilla de dU-ADNcs se us6 en la segunda ronda de mutagénesis que
us6 oligonucledtidos mutagénicos Vi.24-CDR1y V1.24S-CDR2. La etapas de hibridacion y sintesis de CCC-ADN fueron
esencialmente idénticas a los descritas anteriormente. Se preparé un total de 300 ug de CCC-ADN en 1 mL de ddH20.
Se llevaron a cabo 77 transformaciones (13 pL de CCC-ADN mas 200 pL de E. coli TG1 electrocompetente como se
describe. Después de la incubacién en medio SOC, los materiales de transformacion se valoraron y se cultivaron en
3 L de 2xYT/tetraciclina (5 pg/mL) durante la noche a 180 RPM y 37 °C. Se elaboraron patrones de bibliotecas
congeladas y se estimo su densidad celular como se describié anteriormente. El fago de la biblioteca se purificd del
sobrenadante en un volumen final de 20 mL de PBS, se valoré contra TG1 y se almacend congelado a -80 °C en
partes alicuotas de 500 uL para futuros barrido de primera ronda como el fago de entrada. Se determiné que el tamafio
de la biblioteca era de 1 x 108 transformantes. Se sometieron a secuenciacién 78 clones de V. de las placas de
valoracién de la biblioteca (biblioteca no amplificada) como se describe en Hussack et al., (c).

Se uso6 VL de HVLP324S como el andamio para la construccion de una biblioteca de VL sintética estabilizada con
disulfuro. HVLP324S es la version mutante del HVLP324 descrito anteriormente pero con un enlace disulfuro adicional
entre Cys48 y Cys64. La biblioteca de despliegue en fagos de V. de HVLP324S se construy6é mediante la introduccion
de diversidad en 16 (CDR3 = 9 aminoacidos), 17 (CDR3 = 10 aminoacidos) y 18 (CDR3 = 11 aminoacidos) ubicaciones
en todas las 3 CDR esencialmente como se describi6é para una biblioteca de despliegue en fagos de VL de HVLP324
descrita anteriormente (Figura 11, Hussack et al., (c)). El tamafio de la biblioteca fue modesto con 1 x 108
transformantes. El analisis de secuencia de 78 clones de V. de la biblioteca no amplificada mostré que se habia
introducido diversidad en todas las posiciones de CDR con una aleatorizacion sesgada a favor de los residuos de
aminoacidos de V. (HVLP324S) parental. La secuenciacion de 78 clones mostrd que 2 eran idénticos a HVLP324S de
tipo silvestre, 8 tenian secuencias de tipo silvestre para CDR1, 2 tenian secuencias de tipo silvestre para CDR2, 18
tenian secuencias de tipo silvestre para CDR3, 9 tenian secuencias de tipo silvestre tanto para CDR1 como para
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CDR2, 1 tenia secuencia de tipo silvestre tanto para CDR2 como para CDR3, y 2 tenian secuencias de tipo silvestre
tanto para CDR1 como para CDR3. La presencia de estos clones en la biblioteca contribuye al sesgo de secuencia
mencionado anteriormente.

Un analisis de distribucién de longitud de CDR3 de los 76 clones de la biblioteca mostré que la mayoria (71%) de los
clones de la biblioteca tenian una longitud de CDR3 de 9 aminoacidos. Los clones con longitudes de CDR3 de 10 y
11 aminoacidos estaban en 18% y 11%, respectivamente.

Se proporcionan detalles adicionales del disefio, construccion y caracterizacion de la biblioteca en la leyenda y la figura
para la Figura 11). Los oligonucledtidos especificos utilizados son los que se proporcionan en la Tabla 6, en la que se
utiliza nomenclatura IUPAC para designar los residuos de nuclettidos degenerados en la indicacién de las posiciones
por N, Ky R.

Tabla 6. Listado de oligonucleétidos utilizados para clonacién molecular.

Nombre Secuencia (5'->3") Propdsito SEQ ID
V1 24-CDR1 AGA GTC ACCATCACT TGC NNK GCAAGT CAGRGCATT | Mutagénesis 87
NNK NNK NNK TTA NNK TGG TAT CAG CAG AAA CCA

V124S-CDR2 CCTAAACTCCTGTGCTTTNNKGCATCCNNKCKN | Mutagénesis 88
NNK AGT GGG GTC CCA TCA AGG

V124-CDR3 TTT GCAACT TACTACTGT NNK CAG NNKNNKNNK | Mutagénesis 89
NNK CCT NNK ACG TTC GGC CAC GGG ACC

\/24-CDR3a TTT GCAACT TACTACTGT NNK CAGNNKNNKNNK | Mutagénesis 90
NNK CCT NNKNNKACG TTC GGC CAC GGG ACC

\V/124-CDR3b TTT GCAACT TACTACTGT NNK CAGNNKNNKNNK | Mutagénesis 91
NNK CCT NNK NNK NNK ACG TTC GGC CAC GGG ACC

-96GllII CCCTCATAGTTAGCG TAACGATCT Secuenciacién por PCR de colonias 92

fdTGllI GTGAAAAAATTATTATTCGCAATTCCT Secuenciacion por PCR de colonias 93

HVL24-BamHI | TTG TTC GGA TCC TAG GAC GGT CAC Subclonacion 94
CT

HVL24-Bbsl TAT GAA GAC ACC AGG CCG ACATCC Subclonacion 95
AG

KT124 TGT GCT ACCACCACT ACT ACT AATAGCGCAGACCCA | Mutagénesis 96
CTC CAG CCCCTT CCCTGG

KT125 CACGGT GTT CTT GGAATT GTCTCT GGAGCAGGT GAA | Mutagénesis 97
TCGGCC CTT CACGGA GTC

M13RPb CAG GAA ACA GCT ATGAC Secuenciacién por PCR de colonias 98

N:AT,G,0C

KiToG

R:AoG

Ejemplo 9: Validacion de la biblioteca de despliegue en fagos de VL estabilizada con disulfuro

Para validar la biblioteca de despliegue en fagos V. HVLP324S, la biblioteca se sometié a seleccion para aglutinantes
a dos antigenos de prueba diferentes, a saber, lisozima humana y albimina de suero humano (HSA). Los aglutinantes
candidatos positivos (las VL desplegadas en fagos) identificados mediante ensayos de union inicial (ELISA de fagos)
se subclonaron en vectores para expresion en E. coli. Los aglutinantes de VL se expresaron, purificaron y analizaron
por afinidad y estabilidad.

Ejemplo 9a: barrido

La seleccion de VL de lisozima antihumana se realizé mediante técnicas de barrido estandar (véase, por ejemplo, Lee
et al., 2007; Arbabi-Ghahroudi et al., 2009a). Brevemente, se recubri6 un pozo de microtitulaciéon Nunc (VWR
International, Ltd., Mississauga, ON, Canada) con 100 pL de lisozima humana de 1 mg/mL (Sigma-Aldrich,
Mississauga, ON, Canadda) en PBS estéril (Na2HPO4 3,2 mM, KH2PO4 0,5 mM, KCI 1,3 mM, NaCl 135 mM, pH 7,4)
durante la noche a 4 °C. El pozo se lavo 3 veces con PBS estéril, se seco sobre una toalla de papel y se bloqued con
150 pL de leche al 2% (p/v) en PBS estéril (MPBS al 2%) a 37 °C durante 2 h. El agente de bloqueo se retir6é del pozo
y se afadieron 100 pL de fago de biblioteca (fago amplificado preparado en el Ejemplo 8, Seccidn (ii) en MPBS al 1%
(5 x 10" ufc; preincubado a 37 °C durante 1,5 h) al pozo y se incubaron durante 1,5 h a 37 °C. Después de 10 lavados
con PBST (Tween-20 al 0,05% (v/v) en PBS estéril), los fagos se eluyeron incubando el pozo con 100 pL de trietilamina
124 mM recién preparada durante 10 minutos a temperatura ambiente, pipeteando hacia arriba y hacia abajo a los 8
minutos. La solucion de fago eluida se neutralizé en un microtubo de 1,5 mL mezclandolo con 50 pL de Tris-HCI 1 M,
pH 7,5 y se mantuvo en hielo hasta la fase de infeccion. Se prepararon 2 x 5 mL de células E. coli TG1 en crecimiento
exponencial (DOs00 = ~ 0,5) (Arbabi-Ghahroudi et al., 2009a) en tubos Falcon estériles de 50 mL de los cuales 2 mL
se infectaron a 37 °C durante 30 minutos con 145 uL de fago eluido (se mantuvieron a un lado 5 pL para determinar
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el titulo del fago eluido como se describe a continuacion). Las células infectadas se centrifugaron a 4.000 rpmy 4 °C
durante 20 min utilizando el rotor y la centrifuga Sorval Legend RT (Thermo Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada),
se retird el sobrenadante y el sedimento se resuspendidé en 1 mL de 2xYT y se extendi6 igualmente en 3 placas de
Petri grandes con agar 2xYT/5 pg/mL de tetraciclina (2xYT/Tet). Las placas de Petri se incubaron a 37 °C durante la
noche. Al dia siguiente, los fagos amplificados se recuperaron de las placas de Petri grandes. Brevemente, se
afadieron de 10 a 15 mL de PBS estéril (volumen agregado de acuerdo con la densidad de la colonia) a cada placa,
las células se rasparon usando un esparcidor de vidrio y se recogieron en tubos Falcon estériles de 50 mL. Las células
fueron raspadas una vez mas como antes y agrupadas con las anteriores. La suspensién se fraccioné en sedimento
celular y sobrenadante por centrifugacién durante 20 minutos a 4.000 rpm y 4 °C usando un rotor y una centrifuga
Sorval Legend RT (Thermo Fisher Scientific). Los fagos amplificados se purificaron del sobrenadante esencialmente
como se describe (Lee et al., 2007). Brevemente, al sobrenadante del fago que fue prefiltrado con un filtro estéril de
0,22 ym se le afiadi6é 1/5 de volumen de PEG-8000 al 20%/NaCl 2,5 M en tubos Falcon estériles de 50 mL, y la mezcla
se incubd en hielo durante 1 h. La solucién se centrifugd durante 20 minutos a 4.000 rpm y 4 °C utilizando un rotor y
una centrifuga Sorval Legend RT (Thermo Fisher Scientific). El sedimento del fago se redisolvié en 3 mL de PBS
estéril, se transfirid a un tubo Falcon estéril de 15 mL, se mezcl6 con 1/5 volumenes de PEG-8000 al 20%/NaCl 2,5 M
(0,6 mL) y se incubé en hielo durante 20 minutos. La solucion de fago se centrifugd a 4.000 rpm y 4 °C durante 20
minutos usando un rotor y una centrifuga Sorval Legend RT (Thermo Fisher Scientific), y el sedimento de fago se
disolvié en 0,5 - 1 mL de PBS estéril, el volumen de disolucién depende del tamafio del sedimento. La solucion de
fago se dividio en partes alicuotas en voliumenes de 0,1 mL en un microtubo estéril de 1,5 mL. El titulo del fago
amplificado se determiné como se describe a continuacion.

Para la segunda ronda de barrido, en paralelo con el barrido convencional descrito anteriormente, también se realizd
un barrido térmico en el que el fago amplificado en PBS estéril de la primera ronda se calenté a 65 °C durante 2 h en
un microtubo estéril de 1,5 mL, posteriormente se centrifugo, y el sobrenadante del fago se afadio al pozo recubierto
con lisozima humana para la unién (en la segunda ronda de barrido). Todos las etapas restantes fueron los mismos
para ambos métodos de barrido. Se continuaron los barridos paralelos durante dos rondas mas. Los lavados fueron
12x, 15x y 15x para la segunda, tercera y cuarta rondas de barrido, respectivamente.

El barrido (barrido convencional) contra albumina de suero humano se realizé como se describe para lisozima humana,
excepto que no se realizé un barrido térmico en paralelo. Después del barrido, se realizé un ELISA de fagos estandar
(Harrison et al., 1996; Tanha et al., 2001; Hussack et al., 2012 (c)) en clones de placas de valoracion (obtenidas de
fagos eluidos) para identificar las VL de despliegue en fagos positivas para la unién con lisozima humana o albumina
de suero.

Ejemplo 9b: determinacion del titulo del fago

Se usaron técnicas estandar para determinar los titulos del fago. Para determinar el titulo del fago eluido, se realizaron
diluciones del fago eluido en PBS a 10! - 10** (se afiadieron 2 uL de fago a 18 uL de PBS para hacer la dilucion 10~
y asi sucesivamente). Se mezclaron 10 pL de cada dilucién con 100 yL de células E. coli TG1 en crecimiento
exponencial (DOso0 = ~0,5), y las mezclas se incubaron a 37 °C durante 30 minutos para que ocurriera la infeccion de
las células E. coli TG1 por el fago. Las células TG1 infectadas se sembraron en placas de Petri con agar 2xYT/Tet y
se incubaron a 37 °C durante la noche. El numero de colonias se uso para determinar el titulo (ufc/mL) del fago eluido.
Se realizé PCR de colonias en colonias para verificar la presencia de insertos (los resultados positivos dieron un
tamano de alrededor de 500 pb) y para proporcionar plantillas para la secuenciacion de ADN usando cebadores fdTGlIII
y -96Glll (Tabla 6). Las secuencias fueron analizadas y manipuladas por DNASTAR Lasergene 8.

Brevemente, para determinar el titulo del fago amplificado (fago de entrada), se hicieron diluciones de fago a 103, 10-
6,108 y 10", Se mezclaron 10 uL de cada fago diluido con 100 uL de células TG1 en crecimiento exponencial, y las
mezclas se incubaron a 37 °C durante 30 minutos para que ocurriera la infeccién de las células por el fago.
Posteriormente, usando esparcidores desechables estériles, las células infectadas con fagos se extendieron sobre
placas de Petri con medio de agar 2xYT/Tet y se dejaron en una superficie limpia durante 5 minutos. Las placas se
incubaron durante la noche a 37 °C. Por la mafiana, los titulos de colonias en las placas se usaron para determinar el
titulo del fago amplificado.

Para mostrar la utilidad de la biblioteca, la biblioteca se analizé contra la lisozima humana y la albumina de suero
humano durante cuatro rondas. En el caso del barrido contra la lisozima humana, se realizé un barrido convencional
en la primera ronda seguido de barrido convencional y barrido térmico en paralelo a partir de la segunda ronda en
adelante. En el enfoque de barrido térmico, el fago de entrada se incubd a 65 °C durante 2 h, se centrifugé para
eliminar cualquier posible agregado, y el sobrenadante se afadié al pozo recubierto con lisozima para la unién. En el
enfoque de barrido convencional, el fago de entrada (amplificado) se afiadié directamente al pozo recubierto con
lisozima sin el tratamiento térmico. El barrido térmico se aplicd para ver si se enriquece preferentemente para
aglutinantes de V. estables (termoestables y/o no agregados) en comparacion con el barrido convencional que se
esperaba que fuera indiscriminado con respecto a aglutinantes de V. estables e inestables.

La Tabla 7 muestra los resultados del barrido contra lisozima humana con respecto al titulo del fago de salida (o el
titulo del fago eluido). En general, los titulos de fagos de salida son 3 a 4 6rdenes de magnitud mas bajos para el
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enfoque de barrido térmico en comparacién con el convencional. Esto puede deberse a los titulos de fagos de entrada
mas bajos utilizados y a una mayor pérdida de fagos (posiblemente agregando las VL desplegadas en fagos) para
agregacion durante el tratamiento térmico (datos no mostrados).

Tabla 7. Titulos de fagos para barridos realizados a temperatura ambiente (barrido convencional) versus condiciones
de seleccion de 65 °C-2 h (barrido térmico). Los datos son para barrido contra lisozima humana. ufc: unidades
formadoras de colonias.

Ronda de barrido Temperatura ambiente 65°C-2h
entrada (ufc) | salida (ufc) |entrada (ufc)| salida (ufc)
1 5x 10" 7 x10* N/A N/A
2 4 x 100 2x10° 4 x10"0 2 x 102
3 7 x 10" 2x108 2x10"° 6 x 104
4 5x 10" 6 x 107 5x 10" 7 x104

El ELISA de fagos y los andlisis de secuencia de las rondas 3 y 4 identificaron 9 VL de lisozima antihumana con
afinidades variables a la lisozima humana inmovilizada (Figura 13 y Tabla 8). Después de 4 rondas de barrido, del
total de 177 VL (101 VL y 76 V. para las rondas 3 y 4, respectivamente) analizadas, sobrevivieron 5 clones del total de
9 identificados en la ronda 3: HVLHLRN; HVLHLDS; HVLHLNE; HVLHLNN; HVLHLFL (Figura 12). Estos se
representaron en 54,2% y 25% para HVLHLRN y HVLHLDS, respectivamente, seguidos por 8,3%, 8,3% y 4,2% para
HVLHLNE, HVLHLNN, y HVLHLFL, respectivamente, en el enfoque de barrido térmico (65 °C, 2 h). Por el contrario,
con el enfoque de barrido convencional (temperatura ambiente [RT]), HVLHLRN y HVLHLDS no estaban
representados, y HVLHLNE, HVLHLNN, y HVLHLFL se produjeron con frecuencias relativas de 28,6%, 42,9% y
28,6%, respectivamente (Figura 12) HVLHLRN y HVLHLDS también fueron los clones predominantes en la ronda 3
de barrido térmico y marginalmente presentes en la ronda 3 del barrido convencional. HVLHLYS, HVLHLAQ,
HVLHLQI, y HVLHLEM no se seleccionaron ni con el barrido convencional ni con el barrido térmico ni en el barrido de
la ronda 4.

Tabla 8. Propiedades de las V. de lisozima antihumana y de albumina de suero antihumana aisladas de las rondas 3
y 4 del barrido

Vi Ko (UM) Tm (°C)  |Monomero/Ag. Seleccion
HVLHLRN (SEQ ID NO: 101) (0,05 74 Mondémero 65°C-2h
HVLHLDS (SEQ ID NO: 100) 6,1 68,3 Mondmero 65°C-2h
HVLHLEM (SEQ ID NO: 104) [>73 72,2 Mondémero RT

HVLHLAQ (SEQ ID NO: 103) (0,2 66,5 Ag. (7%) RT

HVLHLQI (SEQ ID NO: 105) (2,6 62 Ag. (17%) RT

HVLHLNE (SEQ ID NO: 102) |0,06 62 Ag. (13%) RT/65°C-2h
HVLHLYS (SEQ ID NO: 106) (6,4 66,8 Ag. (7%) RT

HVLHLNN (SEQ ID NO:99) 0,2 62,6 Ag. (12%) RT/65°C-2h
HVLHLFL (SEQ ID NO: 108 |ND ND ND RT/65°C-2h
HVLHSA1 (SEQ ID NO: 107) 1|0,8 71 Mondémero RT

ND, no determinado; RT, temperatura ambiente; Ag., agregado. Los % son % de agregados.

Después de 4 rondas de barrido contra la albumina de suero humana, el cribado de 50 clones mediante ELISA de
fagos y la secuenciacion revelaron una Vi predominante, a saber, HVLHSA1 (Figura 13; Tabla 8) que fue positiva
mediante ELISA de fagos para la unién a la albumina de suero humana.

Todos los 10 aglutinantes de VL de fagos antilisozima y antialbumina se procesaron posteriormente para una
caracterizacion adicional como se describe a continuacion.

Ejemplo 9c: Caracterizacion biofisica de las VL de lisozima antihumana y albumina de suero antihumana

Partiendo de los clones de VL desplegados en fagos, se clonaron, expresaron y purificaron las VL mediante técnicas
estandar como se describié anteriormente para otros dominios de anticuerpos. Las VL se analizaron posteriormente
mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio para determinar el estado de agregacion, mediante CD para
termoestabilidad, y mediante resonancia de plasmoén superficial para su afinidad y especificidad de union.

Nueve V. de lisozima antihumana y V. de HVLHSA1 (Figura 13; Tabla 8) se clonaron y se expresaron en E. coli y se
purificaron mediante técnicas estandar como se describe para otros dominios. Como las VL tenian etiquetas His6 en
sus terminales C, se purificaron por cromatografia de afinidad con metal inmovilizado. La Figura 16A muestra los
perfiles del cromatograma de IMAC de las V. purificadas que muestra el intervalo de A2so de 400 mAU (HVLHLEM) a
2400 mAU (HVLHLRN) para los picos de elucidon mas altos. Los perfiles SDS-PAGE de las VL muestran que las VL
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son muy puras (Figura 16B). El rendimiento de la expresiéon de HVLHSA1 también fue alto segun su perfil de
cromatograma de IMAC (datos no mostrados). Por lo tanto, las VL pueden expresarse con altos rendimientos en E.
coli con alta pureza.

Posteriormente, se analizé el comportamiento de agregacion de las V. mediante cromatografia de exclusion por
tamano SuperdexVR75. El % de agregacion (o % de mondmero) para cada V. también se determind como se describe
(Arbabi-Ghahroudi et al., 2010). Como se muestra en la Figura 14A, 3 VL de lisozima antihumana (HVLHLRN,
HVLHLEM y HVLHLDS) eran puramente monoméricas (no agregadas), mientras que el resto de los aglutinantes de
VL se estaban agregando con % de agregados que variaban del 7% al 17% (Tabla 8) VL de HVLHSA1 también se
analiz6 por cromatografia de exclusion por tamafio como se describe para otros dominios. El cromatograma produjo
un pico monomérico simétrico que demuestra que la Vi era 100% monomero no agregado (Figura 14A; Tabla 8). Estos
resultados muestran que las bibliotecas de VL (o VH) con la caracteristica de enlace disulfuro Cys48/Cys64 (o
Cys49/Cys69) no candnica producen aglutinantes no agregados.

Para obtener una medida de la termoestabilidad de los aglutinantes de Vi, las temperaturas de fusion (Tm) de las VL
se determinaron mediante CD como se describié anteriormente para otros dominios. La Figura 14B muestra los perfiles
de fusion de las Vi de lisozima antihumana que estan en el intervalo de 62 °C a 74 °C. Las Tm calculadas se registran
en la Tabla 8. La Tm de HVLHSA1 antialbimina también se determiné y se muestra que es alta: 71 °C (Figura 14B;
Tabla 8). Estas Tm son significativamente mas altas que las VL sin el enlace disulfuro no canédnico, lo que demuestra
que las bibliotecas de VL. (o Vn) con la caracteristica de enlace disulfuro Cys48/Cys64 (o Cys49/Cys69) no canonico
producen aglutinantes mas estables. En el caso del barrido de lisozima humana, HVLHLRN y HVLHLDS que no se
agregan (Tabla 8) y tienen las Tm mas altas también fueron los clones que se enriquecieron de manera muy significativa
a través de la agregacion, menos termoestables por barrido térmico y no por barrido convencional. Esto demuestra
que si bien ambos enfoques de barrido producen aglutinantes termoestables no agregados, el barrido térmico es mas
eficiente para enriquecerlos. (El hecho de que HVLHLEM, que no era agregante y termoestable y, sin embargo, incluso
no se selecciond en la ronda 4 mediante barrido térmico, podria deberse a su muy baja afinidad durante la etapa de
unién del barrido [Figura 12; Tabla 8]). La Figura 14C muestra que existe una fuerte correlacién positiva entre Tm 'y %
de mondmero de las Vi antilisozima y antialbimina (R? = 0,8568; valor P (dos colas) = 0,0013, Spearman r = 0,9061),
lo que significa que cuanto mayor sea la Tm de una Vi, més probable es que la VL no se agregue. Esto también significa
que, dado que las bibliotecas de VL/Vu con la caracteristica de enlace disulfuro no candnica producen aglutinantes de
VL/VH mas termoestables que las bibliotecas sin esta caracteristica, también producen mas aglutinantes de Vi/Vu no
agregados. Como agentes terapéuticos, los aglutinantes de V./V1 no agregados y termoestables son mas eficaces.

También se determinaron las afinidades (Kb) de las VL de lisozima antihumana con su antigeno, la lisozima humana.
La unién de la lisozima humana a los aglutinantes de VL de lisozima antihumana inmovilizados se determiné mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR) usando BIACORE 3000 (GE Healthcare). 298 unidades de resonancia (RU),
312 RU, 295 RU, 339 RU, 315 RU, 412 RU, 370 RU, 345 RU y 349 RU de cada aglutinante de V. (HVLHLAQ,
HVLHLNE, HVLHLEM, HVLHLYG, HVLHLRN, HVLHLNN, HVLHLQI, HVLHLYS, y HVLHLDS, respectivamente) se
inmovilizaron en un chip sensor CM5 de grado investigacion. Las inmovilizaciones se llevaron a cabo a
concentraciones de 10 ug/mL en acetato 10 mM a pH 4,5 usando el kit de acoplamiento de aminas suministrado por
el fabricante. La lisozima humana se paso a través de una columna Superdex 75 (GE Healthcare) en regulador HBS-
EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,005%) con un caudal de 0,5 mL/min
para eliminar cualquier posible agregado antes del analisis Biacore. Para los estudios de unién, los andlisis se llevaron
a cabo a 25 °C en HEPES 10 mM, pH 7,4 que contenia NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,005%. Los
caudales utilizados fueron 20 pL/min. Para la regeneracion, las superficies se lavaron durante 15 minutos con el
regulador de operacion. Los datos se analizaron con el software BlAevaluation 4.1. Los perfiles de unién y las Kp
calculadas se muestran en la Figura 15 y la Tabla 8. A partir de los perfiles de SPR (Figura 15), se puede ver que las
VL de lisozima antihumana se unen de hecho a su antigeno objetivo, la lisozima, confirmando los resultados de unién
obtenidos por ELISA de fagos. Las afinidades de unién calculadas (Kp) son diversas, con un buen niumero de ellas
con altas afinidades (Ko = 0,05 uM - 0,2 uM).

La Kb de la VL contra la albimina de suero humano se determind por resonancia de plasmén superficial como se
describe para otros dominios anteriores. Brevemente, la union de la VL a la albimina de suero humana inmovilizada
se determiné mediante SPR usando el BIACORE 3000 (GE Healthcare). Aproximadamente 1.600 RU de albumina de
suero humano, 1.900 RU de albumina de suero bovino y 2.200 RU de ovoalbumina se inmovilizaron en un chip sensor
CM5 de grado investigacion. Se preparo una superficie bloqueada con etanolamina, como referencia, exactamente de
la misma manera que las superficies proteicas. Las inmovilizaciones se llevaron a cabo a concentraciones de 20 yg/mL
en regulador de acetato 10 mM pH 4,5 usando el kit de acoplamiento de aminas suministrado por el fabricante. La V.
se paso a través de una columna Superdex 75 (GE Healthcare) para eliminar cualquier posible agregado antes del
analisis Biacore. Para los estudios de union, los analisis se llevaron a cabo a 25 °C en HEPES 10 mM, pH 7,4 que
contenia NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,005%. Los caudales utilizados fueron de 40 pyL/min y los
volumenes de muestra fueron de 60 yL. Para la regeneracion, la superficie se lavo durante 10 minutos con el regulador
de operacién. Los datos se analizaron con el software BlAevaluation 4.1. La Figura 17 muestra claramente que la V.
se une a su antigeno objetivo, albumina de suero humana. Se determin6 que la Ko calculada era de 0,8 uM (Tabla 8).
La union fue especifica ya que la VL no se unid a la ovoalbumina ni a la albumina de suero bovino.
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Por lo tanto, los resultados muestran que los dominios de Vi y VL con enlaces disulfuro no candnicos son factibles
como andamios para construir bibliotecas sintéticas de Vn/VL que son fuentes de aglutinantes de antigenos con alta
afinidad, estabilidad (no agregacion y termoestabilidad), y rendimientos de expresion.

Ejemplo de referencia 10: Construccién de una biblioteca de despliegue en fagos de Vu estabilizada con disulfuro

Los experimentos se disefiaron para crear una biblioteca de despliegue en fagos de Vu con CDR aleatorizadas
construidas en un andamio de Vu estabilizada por un enlace disulfuro adicional en las posiciones 49 y 69. Para
construir la biblioteca, se us6 una biblioteca de despliegue en fagos de Vu (HVHP430LGH3) como plantilla para
introducir un enlace disulfuro adicional reemplazando dos residuos de aminoacidos seleccionados (49Ser y 69lle) con
cisteinas utilizando el método descrito anteriormente para la biblioteca de VL y previamente (Sidhu et al., 2000;
Hussack et al (c)). La biblioteca de despliegue en fagos de HVYHP430LGH3 es una biblioteca con base en vectores de
fagémidos con los genes de Vi humanos aleatorizados con CDR clonados en el fagémido pMED-1 y fusionados con
el gen de la proteina 3. (Publicacion PCT W02009/079093 "dominios de Vi humanos no agregados").

El procedimiento para construir la biblioteca de despliegue en fagos de Vu estabilizados con disulfuro se realizd
esencialmente como se describié anteriormente y en Hussack et al., (c) y Sidhu et al.,, 2000). Brevemente, la
construccion se realizd6 mediante dos rondas separadas de mutagénesis dirigida al sitio en los dos residuos de
aminoacidos seleccionados para ser reemplazados por cisteinas. En primer lugar, se preparé dU-ADNcs (ADN de
fago de cadena sencilla que contiene uridina) usando E. coli CJ236 infectado con fago (4 x 10'? ufc (unidad formadora
de colonias)) de la biblioteca de HVYHP430LGH3. Después de confirmar la incorporacion de uridina en el dU-ADNcs
mediante la determinacion de titulos contra E. coli TG1 y CJ236 como se describid anteriormente y en Hussack et al
(c), una serie de reaccion de sintesis de ADN in vitro que incluye la fosforilacion del cebador KT124 para hibridacion
para mutagenizar 49Ser por 49Cys, ligacién y polimerizacion se realizaron posteriormente usando 20 pg del dU-
ADNCcs. La reaccion de sintesis de ADN in vitro dio como resultado 23 ug de ADN heteroduplex en total. Las siguientes
10 transformaciones separadas usando 50 pL de células competentes E. coli TG1 con 564 ng del ADN heteroduplex
para cada transformacion produjo la diversidad de 1,1 x 10" ufc en total. Las selecciones clonales por PCR con
cebadores (M13RPa o b y -96GlII) revelaron que aproximadamente el 50% (8 de 16) de los clones tenian la mutacién
49Ser por 49Cys. Para la siguiente ronda de mutagénesis, se preparo el fago de la biblioteca de fagémidos mutados
49Ser por 49Cys ((HVHP430LGH3C1)) rescatandolos con fago auxiliar M13K07, lo que resulté en el titulo de fago de
2,1 x 10" ufc/mL. Posteriormente, se preparé dU-ADNcs a partir de E. coli CJ236 usando el fago (4 x 10'? ufc) de
(HVHP430LGH3C1) que fue seguido por una reaccion de sintesis de ADN in vitro con 8 ug del dU-ADNCcs y el cebador
KT125 que se hibrida para mutagenizar otro residuo de aminoacido (69lle por 69Cys), dando como resultado 12 ug
de ADN heteroduplex en total. Las siguientes 22 transformaciones separadas usando 50 pL de células competentes
E. coli TG1 con 230 ng del ADN heteroduplex para cada transformacion produjo un tamario de biblioteca de 5,3 x 10°
ufc en total. Para determinar el porcentaje de la biblioteca que representa los genes de Vu que tienen mutaciones
dobles (49Ser por 49Cys y 69lle por 69Cys), se seleccionaron 65 colonias por PCR con cebadores (M13RPaoby -
96Gilll), se secuenciaron y analizaron, revelando que 28% (18 de 65) de los clones tenian mutaciones dobles (49Ser
por 49Cys y 69lle por 69Cys), 35% (23 de 65) tenian mutaciones sencillas (49Ser por 49Cys), 15% (10 de 65) tenian
la mutacion sencilla 69lle por 69Cys, y 22% (14 de 65) no tenian mutaciones. Por lo tanto, el tamafio de la biblioteca
con ambas mutaciones Cys (HVHP430LGH3C2) se corrigio a 1,5 x 10° ufc (= 5,3 x 10° x 28%) de acuerdo con el
resultado de la seleccion clonal. La biblioteca de despliegue en fagos HVHP430LGH3C2 se amplificé en 300 mL de
2xYT, las células de la biblioteca se resuspendieron en 15 mL de glicerol al 10%, y posteriormente se mantuvieron
como alicuotas de 1 mL a -80°C.

La diversidad de la biblioteca es alta (5,3 x 10° transformantes) con las mutaciones estabilizadoras adicionales 49Ser
por 49Cys y 69lle por 69Cys en todos sus miembros de Vw. La biblioteca deberia proporcionar aglutinantes con alta
estabilidad a los antigenos objetivo, debido a la presencia de enlaces disulfuro Cys49/Cys69 en sus miembros de Vy,
utilizando las técnicas de seleccion y barrido estandar conocidas en el arte.
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60

Tle Asn Arg Leu Glu
80

Tyr Gly Ser Ser Pro
95

Lys

Ser Leu Ser Pro Gly
15

Ser Val Ser Ser Ser
30

Ala Pro Arg Leu Leu
45

Pro Asp Arg Phe Ser
60

Ile Asn Arg Leu Glu
80

Tyr Gly Ser Ser Pro
95

Lys



10

15

<400> 15

<210> 16

<211> 107

<212> PRT

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asp

Gly

Gly

Asp

Phe

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> HVLP342S - Humano

<400> 16

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Leu
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ES 2746 559 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

47

Pro

Arg

Pro

40

Gly

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr
105

Ser
10

Ser

Arg

Val

Thr

Gln

90

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

His

Ala

Ile

His

45

Arg

Thr

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val
15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg



10

<210> 17

<211>107

<212> PRT

<213> HVLP351 - Humano

<400> 17

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asp

Gly

50

Gly

Asp

Phe

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Leu
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

ES 2746 559 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

48

Pro

Arg

Pro

40

Gly

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Thr
105

Ser
10

Ser

Arg

Val

Thr

Gln
90

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Leu

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

His

Ala

Ile

His

45

Arg

Gly

Thr

Ser

Axg

Arg

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asp

Cys

Cys

Pro

80

Arg



10

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 18
<211>107

<212> PRT

Ile

Arg

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe

Val

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> HVLP351S - Humano

<400> 18

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Ile Val

Arg Ala

Ala Trp

35

Asp Ala

50

Gly Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

Val

85

Gly

Thr

Leu

Gln

Asn

Thr

ES 2746 559 T3

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

49

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr
105

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Val

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Leu

Gln

Ala

Ser

Ile

75

Arg

Leu

Leu

Gln

Ala

Ser

Ile
75

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala
60

Ser

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly

Ser

Cys

Cys

Pro
80



10

15

20

ES 2746 559 T3

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln

85

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr

<210> 19
<211>107

<212> PRT

<213> HVLP364 - Humano

<400> 19

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 20
<211>107

<212> PRT

Thr

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> HVLP364S - Humano

<400> 20

100

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Phe

Gln

Ser

Thr

Val

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Thr

55

Phe

Tyr

Lys

50

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

105

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gln Arg Tyr Asn Trp Pro Arg

90

Val Leu

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp

60

Ser

Asp

Val Ser

Val Ser
30

Arg Leu

45

Arg Phe

Arg Leu

Thr Ser

95

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Ala

Pro

80

Arg
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<210> 21

<211>110

<212> PRT

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Thr

Arg

Ala

Gly
50

Phe

Thr

Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Gly

<213> HVLP389 - Humano

<400> 21

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Phe

Gln

Ser

Thr

Val

85

Gly

ES 2746 559 T3

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Thr

55

Phe

Tyr

Lys

51

Pro

Arg

Pro
40

Thr

Thr

Cys

Val

Ala

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Asp
60

Ser

Val

Val

Arg
45

Thr

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Pro
15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Asn

Cys

Cys

Pro
80

Arg



10

<210> 22

<211>110

<212> PRT

Gln

Arg

Ser

Ile

Gly

65

Thr

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

Ser

35

Lys

Asp

Ser

<213> HVLP389S - Humano

<400> 22

Val

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Ala

85

Phe

ES 2746 559 T3

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

52

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Val

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly

Lys

Ser

Tyr

Thr

Ile

Gly

75

Thr

Val

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Val

Pro

Gly

Lys

Arg

Gly

Ser

Leu
110

Gly

15

Glu

Leu

Phe

Leu

Asn
95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

<210> 23

<211> 107

<212> PRT

Gln

Arg

Ser

Cys

Cys

65

Thr

Ser

Val

Val

Tyr

50

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

Ser

35

Gly

Lys

Asp

Ser

<213> HVLP3103 - Humano

<400> 23

Val

Ile

20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

Thr

Ser

Tyr

Asp

Gly

Ala

85

Phe

ES 2746 559 T3

Gln

Cys

Gln

Lys

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Ser

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

53

Pro

Gly

Leu

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

Val
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gly
90

Lys

Ser

Tyr

Thr

Ile

Gly

75

Thr

Val

Ala

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Ala

Tle

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Val

Pro

Gly

Lys

Arg

Ser

Leu
110

Gly

15

Glu

Leu

Phe

Leu

Asn
95

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu



10

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210> 24
<211>107

<212> PRT

Thr

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

<213> HVLP3103S - Humano

<400> 24

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

ES 2746 559 T3

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Arg

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

54

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr
10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Val

80

Lys
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15

20

25

30

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 25
<211> 12
<212> PRT
<213> Humano

<400> 25

<210> 26
<211>19
<212> PRT
<213> Humano

<400> 26

Thr

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

1

Thr

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Val

Gly

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

ES 2746 559 T3

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

5

Ser

Cys

Arg

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

10

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Tyr

Leu Ser

Val

Arg
30

Arg Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Thr

Thr

Ser Cys Gln Thr Ser Leu Cys Thr Ser Thr Thr Arg

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Asp Thr Val Ser Asp Glu Ser Met Thr

1

Trp Val Arg

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

5

55

10

15

Asn

Cys

Cys

Val

80

Lys
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20

25

30

35

40

45

50

55

<213> Humano

<400> 27

<210> 28

<211>12

<212> PRT

<213> Humano

<400> 28

<210> 29

<211> 22

<212> PRT

<213> Humano

<400> 29

Gly Leu Glu Trp Val Cys Ala Ile Ser Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr

1

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Thr Asp Asn Arg

1

Ser Cys Gln Thr Ser Leu Cys Thr Ser Thr Thr Arg

1

ES 2746 559 T3

5

5

5

Tyr Ala Asp Ser Val Lys

<210> 30

<211>5

<212> PRT

<213> Humano

<400> 30

<210> 31

<211>19

<212> PRT

<213> Humano

<400> 31

10

10

Phe Thr Cys Ser Arg

1

5

10

15

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Asp Thr Val Ser Asp Glu Ser Met Thr

1

5

56

10

15
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25

30

35

40

45

50

ES 2746 559 T3

Trp Val Arg
<210> 32
<211> 14
<212> PRT

<213> Humano

<400> 32
Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Thr Asp Asn Arg
1 5 10

<210> 33

<211> 22

<212> PRT

<213> Humano

<400> 33
Gly Leu Glu Trp Val Cys Ala Ile Ser Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
1 5 10 15
Tyr Ala Asp Ser Val Lys
20
<210> 34
<211>5
<212> PRT

<213> Humano

<400> 34
Phe Thr Cys Ser Arg
1 5
<210> 35
<211>19
<212> PRT

<213> Humano

<400> 35
Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Val Ile Ser Glu Ser Met Thr
1 5 10 15
Trp Val Arg

<210> 36

<211> 12

57
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35

40

45

50

55

60

ES 2746 559 T3

<212> PRT

<213> Humano

<400> 36

Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ala Lys

1
<210> 37
<211> 22
<212> ADN
<213> M13Rpa - Humano
<400> 37
tcacacagga aacagctatg ac 22
<210> 38
<211>40
<212> ADN
<213> KT131 - Humano
<400> 38
accactacta ctaatagcgc agacccactc cagccccttc
<210> 39
<211> 24
<212> ADN
<213> M13FP - Humano
<400> 39
cgccagggtt ttcccagtca cgac 24
<210> 40
<211> 51
<212> ADN
<213> KT129 - Humano

<400> 40

40

gcagactccg tgaagggccg attcacctgc tccagagaca attccaagaa ¢

<210> 41

<211> 56

<212> ADN

<213> KT130 - Humano

58

51



ES 2746 559 T3

<400> 41

tgcgctatta gtagtagtgg tggtagcaca tactacgcag actccgtgaa gggccg 56
<210> 42

<211>6

<212> PRT

<213> Humano

<400> 42
Val Thr Ile Thr Cys Arg
1 5

<210> 43

<211>15

<212> PRT

<213> Humano

<400> 43
Leu Leu Cys Phe Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg
1 5 10 15
<210> 44
<211> 34
<212> PRT

<213> Humano

<400> 44
Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn
1 5 10 15
Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr
20 25 30
Pro Arg
<210> 45
<211>6
<212> PRT

<213> Humano
<400> 45

Ala Thr Leu Ser Cys Arg
1 5

59
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55

<210> 46

<211> 26

<212> PRT

<213> Humano

<400> 46

Gly Ser Gly Thr Leu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu

1

Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Gln Gln Arg

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Humano

<400> 47

<210> 48

<211>4

<212> PRT

<213> Humano

<400> 48

<210> 49

<211>9

<212> PRT

<213> Humano

<400> 49

<210> 50

<211> 16

<212> PRT

<213> Humano

<400> 50

20

Leu Leu Cys Phe Asp Thr Ser Asn Arg

1

Leu Leu Cys Tyr Gly Thr Ser Asn Arg

1

5

ES 2746 559 T3

Phe Ser Cys Arg

1

5

5

60

25

10

15
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55

ES 2746 559 T3

Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr His Phe Thr Leu Thr Ile Val Arg
1 5 10 15

<210> 51
<211>6
<212> PRT

<213> Humano

<400> 51
Ala Thr Leu Ser Cys Arg
1 5

<210> 52

<211>19

<212> PRT

<213> Humano

<400> 52
Leu Glu Pro Gly Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser
1 S 10 15
Ser Pro Arg
<210> 53
<211>6
<212> PRT

<213> HVHPMS81S - Humano

<400> 53
Val Thr Ile Thr Cys Arg
1 5

<210> 54

<211>15

<212> PRT

<213> Humano

<400> 54
Leu Cys Tyr Gly Ala Ser Ser Leu Gln Gly Gly Val Pro Ser Arg
1 5 10 15
<210> 55
<211> 35
<212> PRT

61



ES 2746 559 T3

<213> Humano

10

15

20

25

30

35

40

45

<400> 55
Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly
1 5 10 15
Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His His Thr
20 25 30
Tyr Pro Arg
35
<210> 56
<211>6
<212> PRT

<213> Humano

<400> 56
Ala Thr Leu Ser Cys Arg
1 5

<210> 57

<211>9

<212> PRT

<213> Humano

<400> 57
Leu Leu Cys Tyr Asp Ala Ser Asn Arg
1 5

<210> 58

<211> 30

<212> PRT

<213> Humano

<400> 58
Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
1 5 10 15
Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg
20 25 30
<210> 59
<211> 11
<212> PRT

62
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<213> Humano

<400> 59

Leu Leu Cys Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Thr Arg

1
<210> 60
<211> 16
<212> PRT
<213> Humano

<400> 60

Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg
5

1
<210> 61
<211>6
<212> PRT
<213> Humano

<400> 61

<210> 62
<211>19
<212> PRT
<213> Humano

<400> 62

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Thr

1

Ser Pro Arg
<210> 63
<211>8
<212> PRT
<213> Humano

<400> 63

<210> 64

ES 2746 559 T3

5

Ala Thr Phe Ser Cys Arg

10

Leu Leu Cys Tyr Gly Asn Asp Lys

1

63

5
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<211>5

<212> PRT

<213> Humano

<400> 64

<210> 65

<211> 29

<212> PRT

<213> Humano

<400> 65

Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Tyr Asn Ile Gly Glu Asn Ser

1

Val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys

<210> 66

<211> 30

<212> PRT

<213> Humano

<400> 66

Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly Ile Thr Gly Leu Gln Thr Gly Asp

1

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Asn Leu Arg

<210> 67

<211>6

<212> PRT

<213> Humano

<400> 67

<210> 68

<211>9

<212> PRT

5

5

Phe Ser Cys Ser Lys

1

ES 2746 559 T3

10

25

10

25

5

64

5

Ala Thr Leu Ser Cys Arg

15

15
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30

ES 2746 559 T3

<213> Humano

<400> 68

<210> 69

<211>35

<212> PRT

Leu Leu Cys Tyr Gly Ala Ser Thr Arg
1 5

<213> Humano

<400> 69

<210>70

<211>124

<212> PRT

Phe Ser Cys Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
1 5 10 15

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

Thr Pro Lys
35

<213> HVHP44S - Humano

<400> 70

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

65



10

15

<210> 71

<211> 113

<212> PRT

Cys

Lys

65

Leu

Ala

Ser

Ala Ile

50

Gly Arg

Gln Met

Lys Asp

Trp Gly

115

<213> HVHB82S - Humano

<400> 71

<210>72

<211>123

<212> PRT

Gln

Ser

Ala

Cys

Lys

65

Leu

Gly

Ser

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Ser

Phe

Asn

Glu

100

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Met
100

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Gly

Gln

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Glu

ES 2746 559 T3

Ser

Cys

70

Leu

Arg

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Cys

70

Leu

Val

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly

Arg

Ala

Val

Val
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

66

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Lys
105

Thr

Asn

Asp

Gly

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Tyr

Ser

75

Thr

Leu

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Ala

Asn

Val

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Val

Tyr

80

Cys

Asp

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ser
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<213> HVHP421S - Humano

<400> 72

Gln Leu

Ser Leu

Ala Met

Cys Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Trp Gly

<210> 73
<211> 122

<212> PRT

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Gln
115

<213> HVHP419S - Humano

<400> 73

Gln Leu

Ser Leu

Ala Met

Cys Ala
50

Gln

Arg

Ser

35

Ile

ES 2746 559 T3

Leu Gln Glu

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Ser Gly Ser

Phe Thr Cys

Asn Ser Leu
85

Gly Lys Gly
100

Gly Thr Leu

Leu Gln Glu
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Ser Gly Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Val

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Thr
120

Ala

Ala

40

Gly

67

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Ser

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Gly

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyxr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

His

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Pro
110

Pro

Ser

30

Glu

AsSp

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val
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15

20

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Ser

Gly Gln Gly
115
<210>74
<211>125
<212> PRT

<213> HVHP430S - Humano

<400> 74

Gln Val

Ser Leu

Ala Met

Cys Ala
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Val Arg

Asp Ile

<210>75
<211> 119

<212> PRT

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Trp
115

<213> HVHP429S - Humano

Phe

Asn

Trp

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Glu

100

Gly

Thr

Ser

85

Ser

Leu

Val

Ser

vVal

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

ES 2746 559 T3

Cys

70

Leu

Gly

Val

Glu

Cys

Arg

Ser

Cys

70

Leu

Arg

Gly

Ser

Gly

Ser

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Cys

Thr

Arg

Ala

Ser

Val
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Met
120

68

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

105

Val

Asn Ser Lys Asn Ser

75

Asp Thr Ala Val Tyr

90

Gly Gly Asp Leu Asp

Ser

Gly Leu Ile
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Thr Tyr Tyr
60

Asn Ser Lys
75

Asp Thr Ala
90

Thr Ser Cys

Thr Val Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Ser
125

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Leu Tyr

80

Tyr Cys

95

Ser Trp

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Ala

Gly

Tyr

vVal

Val

Tyr

80

Cys

Phe



10
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<400> 75

<210> 76
<211>123

<212> PRT

Glu

Ser

Ala

Cys

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Leu

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val
115

<213> HVHM41S - Humano

<400> 76

Gln

Ser

Ala

Cys

Lys
65

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Pro

100

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

vVal

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

85

Ile

Val

Val

Ser

Val

Gly

Thr

ES 2746 559 T3

Glu

Cys

Arg

Asn

Cys

70

Leu

Asn

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Cys
70

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Thr

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

69

Gly

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Asp

Arg
105

Gly

Ser

25

Pro

His

Asp

Thr

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Asn

Ala

Asp

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Ile

30

Asp

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr
80
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20

25

Leu Gln Met

Ala Lys Glu
Trp Gly Gln
115
<210> 77
<211> 121
<212> PRT

<213> HVHM81S - Humano
<400> 77

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met His
35

Cys Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Gln

Gln Gly Thr
115

<210> 78

<211>123

<212> PRT

<213> HVHP428S - Humano

<400> 78

Asn

Gly
100

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Met

ES 2746 559 T3

Ser Leu Arg Ala
85

Met Val Arg Gly

Thr Leu Val Thr
120

Val Gln Ser Gly

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala
40

Gly Ser Gly Ala
55

Thr Cys Ser Arg
70

Ser Leu Arg Ala
85

Ile Thr Gly Pro

Val Thr Val Ser
120

Glu

val
105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Gly

Thr

105

Ser

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
90 95

Ser Ser Ala Pro Phe Asp
110

Ser Ser

Gly Leu Val Gln Pro Gly
10 15

Gly Phe Thr Phe Asp Asp
30

Gly Lys Gly Leu Glu Trp
45

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser
60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu
75

Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr

Gly Ala Phe Asp Val Trp
110

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

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

1

5

70

10 15
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Ser Leu

Ala Met

Cys Phe
50

Ser Val
65

Ala Tyr

Tyr Cys

Trp Gly

<210> 79
<211> 119

<212> PRT

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln
115

<213> HVHP420S - Humano

<400> 79

Gln Val

Ser Leu

Trp Met

Cys Arg
50

Pro Val
65

Leu Tyr

Gln

Arg

Thr

35

Ile

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Gly

Gln

Ser

Phe

Ser

Arg

Met

85

Arg

Thr

Val

Ser

Val

Thr

Arg

Met
85

ES 2746 559 T3

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ala

Leu

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Lys

Val

Ser

Ala

Gln

Thr

55

Thr

Ser

Ala

Ala

40

Tyr

Cys

Leu

Asp

Thr
120

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Cys

Leu

71

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Gly

105

Val

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Lys

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

90

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Thr
90

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Asn

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Ser

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Pro

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Glu
110

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Ser

Trp

Ala

Ser

Met

95

Asp

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Asn

Val
95

Tyr

Val

Ala

Ile

80

Tyr

Tyr

Gly

Ala

Val

Ala

Thr

80

Tyr
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ES 2746 559 T3

Tyr Cys Thr Thr Asp Arg Asp His Ser Ser Gly Ser Trp Gly Gln Gly

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210> 80

<211> 119

<212> PRT

115

<213> HVHP414S - Humano

<400> 80

Asp

Ser

Trp

Cys

Pro

65

Leu

Tyr

Thr

<210> 81
<211> 118

<212> PRT

Val

Leu

Met

Arg

50

Val

Tyr

Cys

Met

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Val
115

<213> HVHP423S - Humano

<400> 81

Leu Val Gln Ser Gly

Leu Ser Cys Thr Ala
20

Trp Val Arg Gln Ala
40

Thr Ser Lys Thr Asp
55

Gly Arg Phe Thr Cys
70

Gln Met Asn Ser Leu
85

Thr Asp Gln Ala Asn
100

Thr Val Ser Ser

105

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Gly Gly

Ser Arg

Lys Thr

90

Ala Phe
105

Leu Val

Phe Pro

Lys Gly

Thr Thr

60

Asp Asp
75

Glu Asp

Asp Ile

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Thr

Trp

110

Pro Gly Gly

Ser Asn Ala
30

Glu Trp Val

Tyr Val Ala

Lys Asn Thr
80

Ala Val Tyr
95

Gly Gln Gly
110

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val vVal Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

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

20

72

25

30
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Arg Met

Cys Val

Gly Arg

Gln Met

Arg Glu

Leu Val

<210> 82

<211> 119

<212> PRT

50

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Arg

Thr
115

<213> HVHP413S - Humano

<400> 82

Gln

Ser

Tyr

Cys

Gly

65

Gln

Arg

Val

Leu

Met

Phe

50

Arg

Met

Glu

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Ser

Trp

Tyr

Ser

Ser

Glu

100

Val

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Arg
100

ES 2746 559 T3

Phe Arg Gln Ala
40

Ser Gly Gly Ser
55

Cys Ser Arg Asp
70

Leu Arg Ala Glu
85

Gly Ala Val Thr

Ser Ser

Val Gln Ser Gly

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala
40

Ser Gly Gly Ser

Cys Ser Arg Asp
70

Leu Arg Ala Glu
85

Val Gly Gly Gly

Pro

Thr

Asn

Asp

Arg
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala
105

Gly

Tyr

Ser

Thr

90

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Phe

Met Gly

Tyr Ala
60

Lys Asn
75

Ala Leu

Asp Trp

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn
75

Ala Val

Asp Ile

Thr Met Val Thr Val Ser Ser

115

73

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Trp

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gly
110

Trp

vVal

Tyr

Cys

95

Gly

Gly

15

Asp

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Gln

Val

Arg

Leu

80

Ala

Thr

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala

Gly
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30

<210> 83
<211>120

<212> PRT

<213> HVHP426S - Humano

<400> 83

Gln

Ser

Ala

Cys

Gly

Gln

Arg

Gly

<210> 84
<211> 25
<212> PRT
<213> Humano

<400> 84

val

Leu

Met

Val

50

Arg

Met

Gln

Thr

Gln

Arg

His

35

Thr

Phe

Asn

Ser

Met
115

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Thr

Ser

Ile

100

Val

Val

Ser

Val

Asn

Cys

Leu

85

Thr

Thr

ES 2746 559 T3

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Gly

Val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Pro

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Asp

Glu

Thr

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

90

Ala

Val

Phe

Gln

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Val

Ile

Gly

Ala

60

Asn

Val

Asp

Gln

Val

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Ile

Pro

Asp

Glu

Ser

Val

Tyr

Trp
110

Gly

15

Gly

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Gly

Arg

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Gln Ala Pro Gly Gln Gly Val Glu Trp Val Cys Val Thr Asn Asn Gly

1

5

Gly Ser Thr Ser Ala Asp Ser Val Lys

<210> 85
<211>5

<212> PRT

20

74

25

10

15
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<213> Humano

<400> 85

<210> 86
<211>8
<212> PRT
<213> Humano

<400> 86

<210> 87

<211> 69

<212> ADN

<213> VL24-CDR1
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (19).(20)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221> k

<222> (21).(21)
<223>kestog
<220>

<221>r

<222> (31).(31)
<223>resaog
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (37).(38)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221>k

<222> (39).(39)

Gly Ser Gly Ser Lys Ala Ala Ala

1

ES 2746 559 T3

Phe Thr Cys Ser Arg
1 5

5

75
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<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (40).(41)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (42).(42)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (43).(44)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> k

<222> (45).(45)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (49).(50)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221>k

<222> (51).(51)
<223>kestog

<400> 87

agagtcacca tcacttgcenn kgcaagtcag rgcattnnkn nknnkttann ktggtatcag

cagaaacca

<210> 88

<211> 54

<212> ADN

<213>VL24S-CDR2 - Humano

<220>

ES 2746 559 T3

76

60

69
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65

<221> caracteristica nueva
<222> (19).(20)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (21).(21)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (28).(29)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (30).(30)
<223>kestog

<220>

<221>k

<222> (32).(32)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (33).(35)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (36).(36)
<223>kestog

<400> 88

ES 2746 559 T3

cctaaactcc tgtgctttnn kgcatcecnnk cknnnkagtg gggtcccatc aagg

<210> 89

<211>60

<212> ADN

<213> VL24-CDR3 - Humano

77

54
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65

ES 2746 559 T3

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (19).(20)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (21).(21)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (25).(26)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (27).(27)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (28).(29)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221>k

<222> (30).(30)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (31).(32)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221>k

<222> (33).(33)
<223>kestog

<220>

78
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65

ES 2746 559 T3

<221> caracteristica nueva
<222> (34).(35)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (36).(36)
<223>kestog

<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (40).(41)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221>k

<222> (42).(42)
<223>kestog

<400> 89

tttgcaactt actactgtnn kcagnnknnk nnknnkcctn nkacgttcgg ccacgggacc
<210> 90

<211> 63

<212> ADN

<213> VL24-CDR3a - Humano
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (19).(20)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (25).(26)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> caracteristica nueva
<222> (28).(29)

<223>nesa,c,g,ot

79

60
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<220>

<221> k

<222> (30).(30)
<223>kestog

<220>
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REIVINDICACIONES
1. Un andamio de inmunoglobulina sintética que comprende uno o mas de un enlace disulfuro no canénico en la regién
marco (FR), en la que el andamio es una cadena ligera variable (VL) y esta en el formato de un dominio variable unico
de inmunoglobulina con tres CDR, en el que el enlace disulfuro no canodnico se forma entre un residuo de Cys en la
posicion 46-49 de la region FR2 y un residuo de Cys en la posicion 62-66 de la region FR3 de una Vi, en la que dicho
enlace disulfuro no candnico proporciona una estabilidad mejorada en comparacion con el andamio de
inmunoglobulina sin dicho enlace y en el que la numeracion se refiere a la numeracion de Kabat.
2. El andamio de la reivindicacion 1, en la que el andamio es parte de una proteina o fragmento de anticuerpo mas
grande seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo de un solo dominio (sdAb), scFv, Fab, F(ab): o
inmunoglobulina madura.
3. El andamio de la reivindicacion 1, en la que el andamio de inmunoglobulina deriva de una VL humana.
4. El andamio de la reivindicacion 1 en el que la Vi es de la familia kappa o lambda.
5. El andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que los andamios son multimerizados.
6. El andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el andamio se fusiona con un fragmento Fc, una

secuencia de direccionamiento, una secuencia sefial y una etiqueta de purificacién, o cualquier combinacion de las
mismas.

7. El andamio de inmunoglobulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el andamio de
inmunoglobulina comprende las regiones marco de secuencias seleccionadas del grupo que consiste en

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISTYLNWYQQKPGKAPKLLEFAASTLQSGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISNLQPEDFATYYCQQSYSTPRTFGHGTKVTVL (SEQ ID NO:10);

EIVLTQSPTTLSLSPGERATLSCRASQSVGRYLAWYQQRPGQAPRLLEFDTSNRAPGVPARFSCRGSGTL
FTLTISSLEPEDSAVYFCQQRSSGLTFGGGTKVTVL (SEQ ID N0:12);

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSSLAWYQQKPGQAPRLLEYGTSNRATGIPDRFSESGSGTH
FTLTINRLEPGDFAVYYCQQYGSSPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:14);

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRTDLDWFQQRPGRAPHRLEYGASSLQGGVPSRFSESGSGTE
FTLTISGLQPEDFATYYCLQHHTYPRTFGLGTKVTVL (SEQ ID NO:16);

EIVMTQSPVTLSLSPGERATLSCRASQSVGTSLAWYQQKPGQAPRLLEYDASNRATGISARFSESGSGTD
FTLTISSLEPEDFAVYYCQQRYNWPRTFGGGTKVTVL (SEQ ID NO:18);

ETTLTQSPATLSVSPGERATFSCRASQSVSNNLAWYQQKPGQAPRLLCYGASSRTTGIPDRFSESGSGTD
FTLTISRLEPEDFAVYYCQQYDTSPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:20);

QSVVTQPPSVSAAPGQRVTISCSGSSYNIGENSVSWYQQLPGTAPKLLECYGNDKRPSGIPDRFSCSKSGTS
ATLGITGLQTGDEADYYCGTWDSNLRASVFGGGTKVTVL (SEQ ID NO:22);

ETTLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVRNNLAWYQQRPGQAPRLLCYGASTRATGIPARFSESGSGTD
FTLTISSLQVEDVAVYYCQQYYTTPKTFGQGTKVEIK (SEQ ID NO:24);
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o secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, que retienen los enlaces disulfuro canénicos y no canonicos y
en las que los residuos que comprenden CDR1, CDR2 y CDR3 pueden ser cualquier secuencia adecuada.

8. Un acido nucleico que codifica el andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 8.

10. Una célula u organismo huésped que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 9.

11. Una biblioteca recombinante que comprende al menos un andamio como se define en la reivindicacion 1 0 2, en
la que el andamio comprende ademas una multiplicidad de secuencias de CDR adecuadas, en las que la multiplicidad
de secuencias de CDR proporciona una diversidad de al menos 10, al menos 108, al menos 107, y hasta 108 clones
por biblioteca.

12. El andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el andamio esta inmovilizado sobre una superficie.

13. El andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el andamio esta enlazado a una molécula de
carga.

14. Una composicion que comprende el andamio de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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