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ES 2338791 T3

DESCRIPCION

Inmunoglobulinas desprovistas de cadenas ligeras.

La invencién se refiere a nuevas inmunoglobulinas aisladas que estdn desprovistas de cadenas polipeptidicas lige-
ras. Estas inmunoglobulinas no consisten en los productos de degradacién de las inmunoglobulinas compuestas tanto
de cadenas polipeptidicas pesadas como de cadenas polipeptidicas ligeras, sino que por el contrario, la invencién de-
fine un nuevo miembro de la familia de las inmunoglobulinas, especialmente un nuevo tipo de moléculas capaces de
estar implicadas en el reconocimiento inmune. Tales inmunoglobulinas pueden usarse para varios propdsitos, espe-
cialmente para propoésitos de diagnéstico o terapéuticos, incluyendo la proteccion frente a los agentes patolégicos o la
regulacién de la expresion o la actividad de las proteinas.

Hasta ahora, la estructura propuesta para las inmunoglobulinas consiste en un modelo de cuatro cadenas que se
refiere a la presencia de dos cadenas polipeptidicas ligeras idénticas (cadenas ligeras) y dos cadenas polipeptidicas
pesadas idénticas (cadenas pesadas) unidas mediante puentes disulfuro para formar macromoléculas con formade Y o
de T. Estas cadenas estdn compuestas por una regién constante y una region variable, estando la regién constante sub-
dividida en varios dominios. Las dos cadenas polipeptidicas pesadas se unen normalmente mediante puentes disulfuro
en una denominada “regién bisagra” situada entre el primer y segundo dominios de la regién constante.

Entre las proteinas que forman la clase de las inmunoglobulinas, la mayoria de ellas son anticuerpos y en conse-
cuencia, presentan un sitio de unién al antigeno o varios sitios de unién al antigeno.

Segtin el modelo de cuatro cadenas, el sitio de unién al antigeno de un anticuerpo se localiza en los dominios
variables de cada una de las cadenas pesada y ligera y requiere la asociacién de los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera.

Para la definicién de estas inmunoglobulinas de modelo de cuatro cadenas, se hace referencia a Roitt. 1 et al.
(Immunology-second-Edition Gower Medical Publishing USA, 1989). La referencia se hace especialmente a la parte
concerniente a la definicién de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas, a sus estructuras polipeptidicas y genéticas, a
la definicién de sus regiones variables y constantes y a la obtencién de los fragmentos producidos por la degradacién
enzimatica segun técnicas bien conocidas.

Los inventores han establecido sorprendentemente que pueden aislarse moléculas diferentes a partir de animales
que las producen naturalmente, moléculas que tienen propiedades funcionales de inmunoglobulinas, estando esas
funciones relacionadas en algunos casos con elementos estructurales que son distintos de los implicados en la funcién
de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas debido, por ejemplo, a la ausencia de cadenas ligeras.

La invencidn se refiere a inmunoglobulinas del modelo de dos cadenas que no corresponden ni con los fragmentos
obtenidos por ejemplo mediante la degradacién, en particular la degradacidon enzimética, de una inmunoglobulina del
modelo de cuatro cadenas, ni corresponde con la expresion en las células huésped del ADN que codifica para la regién
constante o la variable de una inmunoglobulina natural del modelo de cuatro cadenas o con una parte de estas regiones,
ni corresponde con los anticuerpos producidos en las linfopatias, por ejemplo, en ratones, ratones, ratas o humanos.

E.S. Ward et al. (1) ha descrito algunos experimentos realizados en los dominios variables de las cadenas poli-
peptidicas pesadas (Vy) o/y en las cadenas polipeptidicas ligeras (V¢/F,) para probar la capacidad de estos dominios
variables para unir antigenos especificos. Para este propésito, se prepard una libreria de genes Vy a partir del ADN
gendmico del bazo del ratén inmunizado previamente con estos antigenos especificos.

Ward et al han descrito en su publicacién que los dominios Vi son relativamente adhesivos, presumiblemente
debido a la superficie hidr6foba expuesta, normalmente tapada por los dominios Vg o V. Por consiguiente, ellos se
imaginaron que deberia ser posible disefiar dominios Vy que tuvieran propiedades mejoradas y ademads, que los do-
minios Vy con actividades de unién pudieran servir como los componentes bdsicos para fabricar fragmentos variables
(fragmentos Fy,) o anticuerpos completos.

La publicacién de Blier P.R. et al (The Journal of Immunology, vol. 139, 3996-4006, n° 12, 15 de diciembre de
1987) describe secuencias de nucleétidos incompletas obtenidas a partir de hibridomas.

La invencién no parte de la idea de que los diferentes fragmentos (cadenas ligeras y pesadas) y los diferentes
dominios de estos fragmentos de la inmunoglobulina del modelo de cuatro cadenas pueda modificarse para definir
sitios de unién al antigeno nuevos o mejorados o una inmunoglobulina del modelo de cuatro cadenas.

Los inventores han determinado que las inmunoglobulinas pueden tener una estructura diferente al modelo conoci-
do de cuatro cadenas y que tales inmunoglobulinas diferentes ofrecen nuevos medios para la preparacion de reactivas
de diagnéstico, agentes terapéuticos o cualquier otro reactivo para su uso en investigacion o para propdsitos industria-
les.

Por tanto, la solicitud describe nuevas inmunoglobulinas que son capaces de mostrar propiedades funcionales de
las inmunoglobulinas del modelo de cuatro cadenas, aunque su estructura parezca ser mds apropiada en muchas cir-
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cunstancias para su uso, su preparacién y en algunos casos, para su modificacion. Ademads, estas moléculas pueden
considerarse como estructuras principales para la modificacién de otras inmunoglobulinas. Las ventajas proporciona-
das por estas inmunoglobulinas comprenden la posibilidad de prepararlas con una mayor facilidad.

De acuerdo con esto, la invencién describe inmunoglobulinas caracterizadas porque comprenden dos cadenas
polipeptidicas pesadas suficientes para la formacién de un sitio completo de unién al antigeno o de varios sitios
de unién al antigeno, estando ademds estas inmunoglobulinas desprovistas de cadenas polipeptidicas ligeras. Estas
inmunoglobulinas se caracterizan ademads por el hecho de que son el producto de la expresion en una célula huésped
procaridtica o eucariotica, de un ADN o de un ADNc que tiene la secuencia de una inmunoglobulina desprovista de
cadenas ligeras, obtenible a partir de linfocitos o de otras células de camélidos.

Las inmunoglobulinas descritas pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de las secuencias que se describen en la
figura 7.

Las inmunoglobulinas descritas, que estdn desprovistas de cadenas ligeras, estdn de manera que los dominios
variables de sus cadenas pesadas tengan propiedades que difieren de las de los VH de la inmunoglobulina de cuatro
cadenas. El dominio variable de una inmunoglobulina de cadena pesada de la invencién no tiene sitios de interaccién
normales con el dominio Vy, ni con el Cyl que no existe en las inmunoglobulinas de cadena pesada. Por lo tanto, es
un fragmento novedoso en muchas de sus propiedades, tal como la solubilidad y la posicién del sitio de unién. Por
razones de claridad, lo llamaremos VHH en este texto para distinguirlo de los VH clésicos de las inmunoglobulinas
de cuatro cadenas.

Por “un sitio de unién al antigeno completo” se quiere decir, de acuerdo con la invencion, un sitio que permitira
por si solo el reconocimiento y la unién completa de un antigeno. Esto podria verificarse mediante cualquier método
conocido con respecto a los ensayos de la afinidad de la unién.

Estas inmunoglobulinas que pueden ser preparadas mediante la técnica de ADN recombinante, o aisladas de ani-
males, algunas veces serdn denominadas “inmunoglobulinas de cadenas pesadas” en las siguientes paginas. Preferi-
blemente estas inmunoglobulinas estdn en una forma pura.

Las inmunoglobulinas descritas son obtenidas en células procaridticas, especialmente en células de E. coli por un
proceso que comprende los pasos de:

a) clonar en un vector Bluescript una secuencia de ADN o ADNc que codifica para el dominio Vyy de una
inmunoglobulina desprovista de cadena ligera obtenida por ejemplo a partir de linfocitos o Camellos,

b) recuperar el fragmento clonado después de la amplificacién usando un cebador 5’ que contiene un sitio
Xho y un cebador 3’ que contiene el sitio Spe que tiene la siguiente secuencia

TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG,

¢) clonar el fragmento recuperado en fase en el vector inmuno PBS después de la digestion del vector con las
enzimas de restriccion Xho y Spe,

d) transformar las células hospederas, especialmente de E. coli por transfeccioén con el vector inmuno PBS
recombinante del paso c;

e) recuperar el producto de expresion de la secuencia de codificacidon de Vyy, por ejemplo usando anticuerpos
cultivados contra el dominio Vyy del dromedario.
La solicitud describe inmunoglobulinas que son inmunoglobulinas heteroespecificas obtenidas por un proceso que

comprende los pasos de:

- obtener una primera secuencia de ADN o ADNc que codifica para un dominio Vyy o parte del mismo que tiene
una especificidad determinada contra un antigeno dado y comprendido entre los sitios Xho y Spe,

- obtener una segunda secuencia de ADN o ADNc que codifica para un dominio Vyy o parte del mismo, que tiene
una especificidad determinada diferente de la especificidad de la primera secuencia de ADN o ADNc y comprendida
entre los sitios Spe y EcoRlI,

- digerir un vector inmuno PBS con las enzimas de restricciéon EcoRI y Xhol,

- ligar las secuencias obtenidas de ADN o de ADNc que codifican para los dominios Vyy de manera que las
secuencias de ADN o de ADNCc se donen en serie en el vector,

- transformar una célula huésped, especialmente la célula E. coli, mediante transfeccién y recuperar las inmuno-
globulinas obtenidas.
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La solicitud también describe inmunoglobulinas que son obtenibles mediante un proceso que comprende las etapas
de:

- obtener una secuencia de ADN o de ADNc que codifique para un dominio Vi 0 para una parte del mismo, que
tenga un determinado sitio especifico de unién al antigeno,

- amplificar el ADN o el ADNc obtenido usando un cebador 5’ que contenga un codén de iniciacién y un sitio
HindIIl, y un cebadar 3’ que contenga un codén de terminacién que tenga un sitio Xhol, recombinar el ADN o el
ADNCc amplificado en los sitios HindIII (posicion 2650) y Xhol (posicién 4067) de un plasmido pMMI84,

- transfectar las células permisivas, especialmente las células NB-E, con el plasmido recombinante,

- recuperar los productos obtenidos.

La expresion correcta puede verificarse con anticuerpos dirigidos contra una regién de un dominio Vyy, especial-
mente mediante un ensayo ELISA.

De acuerdo con otra realizacion particular de este proceso, las inmunoglobulinas se donan en un parvovirus.

En otro ejemplo, estas inmunoglobulinas descritas son obtenibles mediante un proceso que comprende la donacién
adicional de una segunda secuencia de ADN o de ADNc que tiene otro sitio determinado de unién al antigeno, en el
pldsmido pMM984.

Tal inmunoglobulina puede caracterizarse ademds porque es obtenible mediante un proceso en el que el vector es
Yep 52 y la célula recombinante transformada es una levadura, especialmente S. cerevisiae.

Una inmunoglobulina descrita particular se caracteriza porque tiene una actividad catalitica, especialmente porque
esté dirigida contra un antigeno que imita un estado activado de un sustrato dado. Estos anticuerpos cataliticos pueden
modificarse en el nivel de su sitio de unién, mediante mutagénesis al azar o dirigida, con el fin de incrementar o
modificar su funcién catalitica. Puede hacerse referencia a la publicacién de Lerner et al (TIBS, noviembre de 1987,
427-430) para la técnica general para la preparacion de tales inmunoglobulinas cataliticas.

De acuerdo con una realizacion descrita preferida, las inmunoglobulinas se caracterizan porque sus regiones varia-
bles contienen, en la posicién 45, un aminoacido que es diferente de un residuo de leucina, prolina o glutamina.

Ademéds, las inmunoglobulinas de cadena pesada no son productos caracteristicos de los linfocitos de los animales
ni de los linfocitos de un paciente humano que sufre de linfopatias. Tales inmunoglobulinas producidas en las linfo-
patias son monoclonales en su origen y resultan de mutaciones patogénicas en el nivel genémico. Aparentemente no
tienen sitio de unién al antigeno.

Las dos cadenas polipeptidicas pesadas de estas inmunoglobulinas pueden unirse mediante una regién bisagra, de
acuerdo con la definicién de Roitt et al.

En una realizacién particular de la invencién las inmunoglobulinas correspondientes a las moléculas definidas
anteriormente son capaces de actuar como anticuerpos.

El sitio(s) de unién al antigeno de las inmunoglobulinas descritas se localizan en la regién variable de la cadena
pesada.

En un grupo particular de estas inmunoglobulinas, cada cadena polipeptidica pesada contiene un sitio de unién al
antigeno en su region variable, y estos sitios corresponden con la misma secuencia de aminodcidos.

En una realizacién descrita adicional, las inmunoglobulinas se caracterizan porque sus cadenas polipeptidicas
pesadas contienen una regién variable (Vyy) y una regién constante (Cy), de acuerdo con la definicién de Roitt er
al, pero estan desprovistas del primer dominio de su regién constante. Este primer dominio de la regién constante se
denomina Cy1.

Estas inmunoglobulinas que no tienen el dominio Cy1 estdn de manera que la regién variable de sus cadenas se
una directamente a la region bisagra en la parte C-terminal de la regién variable.

Las inmunoglobulinas del tipo descrito anteriormente en este documento pueden comprender las inmunoglobu-
linas de tipo G y especialmente, las inmunoglobulinas que se definen como inmunoglobulinas de clase 2 (IgG2) o
inmunoglobulinas de clase 3 (IgG3).

La ausencia de cadena ligera y del primer dominio constante conduce a una modificacién de la nomenclatura de
los fragmentos de inmunoglobulinas obtenidos por digestiéon enzimadtica, de acuerdo con Roitt ez al.
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Los términos Fc y pFc por una parte, y Fc’ y pFc’ por la otra, correspondientes respectivamente a los fragmentos
de la digestion de papaina y pepsina, se mantienen.

Los términos Fab, F(ab),, F(ab’)2, Fabc, Fd y Fv ya no son aplicables en su sentido original, ya que estos fragmen-
tos tienen, o bien una cadena ligera, la parte variable de la cadena ligera o el dominio Cy1.

Los fragmentos obtenidos por la digestion de papaina y compuestos por el dominio VHH de la region bisagra, se
denominaran FVyyh o F(Vyyh),, dependiendo de si permanecen o no unidos mediante puentes disulfuro.

En otra realizacién de la invencién, las inmunoglobulinas que responden a las definiciones dadas anteriormente
en este documento pueden originarse a partir de animales, especialmente a partir de animales de la familia de los
camélidos. Los inventores han encontrado que las inmunoglobulinas de cadena pesada que estidn presentes en los
camélidos no estdn asociadas con una situacion patoldgica que induciria a la produccién de anticuerpos anormales
con respecto a las inmunoglobulinas de cuatro cadenas. Partiendo de la base de un estudio comparativo de camélidos
del viejo mundo (Camelus bactrianus y Camelus dromedarius) y de camélidos del nuevo mundo (por ejemplo Lama
Paccos, Lama Glama y Lama Vicugna), los inventores han demostrado que las inmunoglobulinas de la invencién, que
estdn desprovistas de cadenas polipeptidicas ligeras, se encuentran en todas las especies. No obstante, las diferencias
pueden ser evidentes en el peso molecular de estas inmunoglobulinas, dependiendo de los animales. En especial, el
peso molecular de una cadena pesada contenida en estas inmunoglobulinas puede ser desde aproximadamente 43 kd
hasta aproximadamente 47 kd, en particular, 45 kd.

Ventajosamente, las inmunoglobulinas de cadena pesada de la invencion se secretan en la sangre de los camélidos.

Las inmunoglobulinas de acuerdo con esta realizacion particular son obtenibles mediante purificacion a partir de
suero de camélidos, y un proceso para la purificacién se describe en detalle en los ejemplos. En el caso en el que
las inmunoglobulinas se obtienen a partir de los Camélidos, las inmunoglobulinas no estdn en su entorno biolégico
natural.

La solicitud describe la inmunoglobulina IgG2 como obtenible mediante purificacién a partir del suero de los
camélidos puede caracterizarse porque:

- no se adsorbe mediante cromatografia en columna de Sepharosa Proteina G
- se adsorbe mediante cromatografia en columna de Sepharosa Proteina A

- tiene un peso molecular de alrededor de 100 kd tras la elucién con un tampén de pH 4,5 (NaCl 0,15 M, é4cido
acético al 0,58%), ajustado a pH 4,5 mediante NaOH),

- consiste en cadenas polipeptidicas pesadas y2 de un peso molecular de alrededor de 46 kd, preferiblemente de 45
tras reduccion.

De acuerdo con la solicitud, otro grupo de inmunoglobulinas correspondientes a IgG3, obtenibles mediante purifi-
cacion a partir del suero de los Camélidos, se caracteriza porque la inmunoglobulina:

- se adsorbe mediante cromatografia en una columna de Sepharosa Proteina A,

- tiene un peso molecular de alrededor de 100 kd tras la elucién con un tampén de pH 3,5 (NaCl 0,15 M, 4cido
acético al 0,58%),

- se adsorbe mediante cromatografia en una columna de Sepharosa Proteina G y se eluye con un tamp6n a pH 3,5
(NaCl 0,15 M, acido acético al 0,58%),

- consiste en cadenas polipeptidicas pesadas y3 de un peso molecular de alrededor de 45 kd, en particular entre 43
y 47 kd tras reduccién.

Las inmunoglobulinas descritas que estdn desprovistas de cadenas ligeras, comprenden no obstante en sus cadenas
pesadas, una regidn constante y una regién variable. La regién constante comprende diferentes dominios.

La regidn variable de estas inmunoglobulinas comprende estructuras (FW) y regiones que determinan la comple-
mentaridad (CDR), especialmente 4 estructuras y 3 regiones de complementaridad. Se distingue de las inmunoglobu-
linas de cuatro cadenas, especialmente por el hecho de que esta regioén variable puede contener por si misma uno o
varios sitios de unidn al antigeno, sin contribucion de la region variable de una cadena ligera que estd ausente.
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Las secuencias de aminodcidos de las estructuras 1 y 4 comprenden, entre otros, secuencias de aminodcidos res-
pectivamente que pueden seleccionarse de los siguientes:

para el dominio de la estructura 1
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GGCGSVQTGGSLRLSCEISGLTFD
GGSVQTGGSLRLSCAVSGFSTFS
GGSEQGGUGSLRLSCAISGYTYGS
6GGSVQPGGSLTLSCTVSGATYS
GGSVQAGGSLRLSCTGSGPFPYS
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS
CGSVOAGCGGSLRLSAGVSEPRPEPSES |
para el dominio de la estructura 4

RWGEGQGBBTQVTVSS
WEQETLVTVSS
WGQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
RGQGTQVTVSL

para el dominio CDR3

ALQPGGYLCGYGX - ~ - - - - - -QCL
VSLMDRISQH ~» ~ - - - - - - -~GC
VPAHLGPGAI LDLKKY - - - -KY
FPCYSTAGDGGSGE - - - - = - « « - KY
ELSGGSCELPLLF - -~ - - - - «-DY
DRHRKYWTCGAQTGGYPF - - - - -G60Q
RL’IBMGA(}DAR\?ATLA R FAYNY
QKKDRTRWAEPREMW -~ - « - « ~ - ¥NN
GSRFSSPVGSTSRLES s Y - -NY
ADPSIYYSILXIEY -~ - - - -KY
DS3PCYMPTMPAPPIRD P W~ -DD
TSSFYWYCTTAPY - - - - - - -NVY
TEIEWYGCNLRTTF---- -+ - - TR
NQLAGGWYLDPNYWLS GAY - -A2AT1I
RLTEMCACDARWATILATYTRTITPAYNY
DGWTRKERGGIGLPWSYV c DGYNY
DSYPCHLUL ~ -+~ « - « « - - -~ -DV
VEYPIADMCS - - - - - - - - - RY

Tal como se ha afirmado anteriormente, las inmunoglobulinas descritas estdn preferiblemente desprovistas de la

totalidad de su dominio Cy1.
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Tales inmunoglobulinas comprenden los dominios Cy2 y Cy3 en la regién C-terminal con respecto a la regién
bisagra.

De acuerdo con una realizacién descrita particular, la regién constante de las inmunoglobulinas comprende los
dominios Cy2 y Cy3 que comprenden una secuencia de aminoécidos seleccionada de las siguientes:

para el dominio Cy2:

APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP
LPELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP
APZLPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP
RPZLLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP

para el dominio Cy3:

GQTREPQVYTLA

GQTREPQVYTLAPXRLEL
GQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPPSREEN
GQPREPQVYTLPPSQEEM

Resulta interesante que los inventores han demostrado que la regién bisagra de las inmunoglobulinas de la inven-
cion puede presentar longitudes variables. Cuando estas inmunoglobulinas actien como anticuerpos, la longitud de la
region bisagra participard de la determinacion de la distancia separando los sitios de unién al antigeno.

Preferiblemente, una inmunoglobulina descrita aqui se caracteriza porque su region bisagra comprende desde 0
hasta 50 aminodcidos.

Las secuencias particulares de la regién bisagra de las inmunoglobulinas descritas son las siguientes:

GTNEVCKCPKCP

EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP

La regi6n bisagra corta corresponde a una molécula de IgG3 y la secuencia bisagra larga corresponde a una molé-
cula IgG2.

Los Vyy aislados derivados de las inmunoglobulinas de cadena pesada o de las librerias de Vi correspondientes a
las inmunoglobulinas de cadena pesada, pueden distinguirse de la clonacién de los Vyy de las inmunoglobulinas mo-
delo de cuatro cadenas partiendo de la base de las caracteristicas de la secuencia que caracteriza las inmunoglobulinas
de cadena pesada.

La regién Vyy de la inmunoglobulina de cadena pesada del camello muestra varias diferencias con las regiones
Vyy derivadas de las inmunoglobulinas de 4 cadenas de todas las especies examinadas. A los niveles de los residuos
implicados en las interacciones Vyy/Vy, se observa una diferencia importante a nivel de la posicién 45 (FW) que es
leucina préacticamente siempre en las inmunoglobulinas de 4 cadenas (98%), siendo los otros aminodcidos en esta
posicién prolina (1%) o glutamina (1%).

En la inmunoglobulina de cadena pesada del camello, en las secuencias examinadas en la actualidad, la leucina
en la posicion 45 sélo se encuentra una vez. Podria originarse a partir de una inmunoglobulina de cuatro cadenas. En
otros casos, se sustituye por un residuo de arginina, cisteina o dcido glutdmico. La presencia de aminoacidos cargados
en esta posicion debe contribuir a hacer que el Vyy sea mds soluble.
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La sustitucién por residuos especificos del camélido, tales como aquellos de la posicién 45, parece ser interesante
para la construccién de las regiones VHH disefiadas derivadas del repertorio de Vyy de las inmunoglobulinas de 4
cadenas.

Una segunda caracteristica especifica del dominio VHH del camélido es la presencia frecuente de una cisteina en
la regiéon CDR; asociada con una cisteina en la posicion 31 6 33 del CDR; o la regién FW2 en la posicién 45. La
posibilidad de establecer un puente disulfuro entre la regiéon CDR; y el resto del dominio variable contribuiria a la
estabilidad y la colocacién del sitio de unién.

Con la excepcion de una proteina tnica del mieloma patogénico (DAW), tal puente disulfuro nunca se ha encon-
trado en las regiones V de la inmunoglobulina derivada de las inmunoglobulinas de 4 cadenas.

Las inmunoglobulinas de cadena pesada descritas tienen la ventaja particular adicional de no ser adhesivas. De
acuerdo con esto, estas inmunoglobulinas que estdn presentes en el suero, se agregan mucho menos que las cadenas
pesadas aisladas de un inmunoglobulina de cuatro cadenas. Las inmunoglobulinas descritas son solubles a una con-
centracién superior a 0,5 mg/ml, preferiblemente superior a 1 mg/ml y més ventajosamente por encima de 2 mg/ml.

Estas inmunoglobulinas llevan ademds un amplio repertorio de unién al antigeno y sufren maduracién de afinidad
y especificidad in vivo. De acuerdo con esto, permiten el aislamiento y la preparaciéon de anticuerpos que tienen
especificidad definida por lo que se refiere a antigenos determinados.

Otra propiedad interesante de las inmunoglobulinas es que pueden modificarse y adaptarse especialmente a los
humanos. Especialmente, es posible sustituir toda o parte de la region constante de estas inmunoglobulinas mediante
toda o parte de una region constante de un anticuerpo humano. Por ejemplo, los dominios Cy2 y/o Cy3 de la inmuno-
globulina podrian sustituirse por los dominios Cy2 y/o Cy3 de la inmunoglobulina IgG y3 humana.

En tales anticuerpos adaptados a los humanos, también es posible sustituir una parte de la secuencia variable,
particularmente uno o mas de los residuos de estructura que no intervienen en el sitio de unidn, por residuos humanos
de estructura, o por una parte de un anticuerpo humano.

A la inversa, las caracteristicas (especialmente los fragmentos peptidicos) de las regiones Vyy de la inmunoglo-
bulina de cadena pesada podrian introducirse en las regiones Vy o V. derivadas de las inmunoglobulinas de cuatro
cadenas con, por ejemplo, la finalidad de lograr una mayor solubilidad de las inmunoglobulinas.

La invencion se refiere a un fragmento de una inmunoglobulina que se ha descrito anteriormente en este documento
y especialmente a un fragmento polipeptidico que comprende un dominio variable de una inmunoglobulina que com-
prende dos cadenas de polipéptido pesadas y estd desprovista de cadenas ligeras, en donde cada cadena de polipéptido
pesada es capaz de reconocer y fijar un antigeno, en donde el fragmento tiene una regién marco 2 (FR2) que tiene una
secuencia de aminodcidos entre WFREGPGKEREGIA y WYRQAPGKEREFVS.

La invencién también se refiere especificamente a un fragmento polipeptidico que comprende un dominio variable
de una inmunoglobulina que comprende dos cadenas de polipéptido pesadas y estd desprovista de cadenas ligeras, en

donde cada cadena de polipéptido pesada es capaz de reconocer y fijar un antigeno, en donde el fragmento tiene una
regién marco 4 (FR4) que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo de:

WGQGTQVTVSS
RGQGTQVTVSL
WGQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
WGQGIQVTASS
FGAGTQVTVSS
WGQGTHVTVSS
WGRGTQVTVSS
GDPGTQVTVSS
WGQGTLVTVSS.
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La solicitud también describe un fragmento seleccionado del grupo siguiente:

- un fragmento que corresponde a una cadena polipeptidica pesada de una inmunoglobulina desprovista de cadenas
ligeras,

- los fragmentos obtenidos por la digestion enzimética de las inmunoglobulinas de la invencién, especialmente
aquellos obtenidos por la digestién parcial con papaina que conduce al fragmento Fc (fragmento constante) y que
conduce al fragmento FVyyh (que contiene los sitios de unién al antigeno de las cadenas pesadas) o su dimero F
(VugH),, o un fragmento obtenido mediante la digestion adicional con papaina del fragmento Fc, que conduce al
fragmento pFc correspondiente a la parte C-terminal del fragmento Fc,

- los fragmentos homdlogos obtenidos con otras enzimas proteoliticas,
- un fragmento de al menos 10, y preferiblemente 20, aminodcidos de la regién variable de la inmunoglobulina, o
la regién variable completa, especialmente un fragmento correspondiente a los dominios Vyy aislados o a los dimeros

Vyuy unidos al disulfuro de la bisagra,

- un fragmento que corresponde a la region bisagra de la inmunoglobulina, o a al menos 6 aminoécidos de esta
regidn bisagra,

- un fragmento de la region bisagra que comprende una secuencia repetida de Pro-X,
- un fragmento que corresponde a al menos 10, y preferiblemente 20, aminoacidos de la regién constante o a la

region constante completa de la inmunoglobulina.

La solicitud también describe un fragmento que comprende una secuencia repetida, Pro-X, secuencia repetida que
contiene al menos 3 repeticiones de Pro-X, siendo X cualquier aminodcido y preferiblemente Gln (glutamina), Lys
(lisina) o Glu (4cido glutamico); un fragmento particular repetido estd compuesto por una repeticion de 12 veces la
secuencia Pro-X.

Tal fragmento puede usarse ventajosamente como un vinculo entre los diferentes tipos de moléculas.

Los aminoécidos de la secuencia Pro-X se escogen entre cualquier aminodcido natural o no natural.

Los fragmentos pueden obtenerse por degradacién enzimatica de las inmunoglobulinas. También pueden obtenerse
por la expresion en células u organismos de la secuencia de nucledtidos que codifica para las inmunoglobulinas, o
pueden sintetizarse quimicamente.

La solicitud también describe anticuerpos antiidiotipo que pertenecen a las clases de inmunoglobulina de cadena
pesada. Tales anti-idiotipos pueden producirse frente a idiotipos humanos o animales. Una particularidad de estos
anti-idiotipos es que pueden usarse como vacunas idiotipicas, en particular para la vacunacién frente a glicoproteinas
o glicolipidos y donde el carbohidrato determina el epitopo.

La solicitud también describe anti-idiotipos capaces de reconocer idiotipos de inmunoglobulinas de cadena pesada.

Tales anticuerpos anti-idiotipo pueden ser anticuerpos singeneicos o alogénicos 0 xenogeneicos.

La solicitud también describe secuencias de nucleétidos que codifican para toda o parte de una proteina cuya
secuencia de aminoacidos comprende una secuencia peptidica seleccionada de las siguientes:

C6SVQTEESELRLSCZEZISSLTTED
GESVQeCTISEELRLELCELVYSCEGTY ST E
GGSEQGGGSLRLSCAISGYTYG
GGSVQPG LTLSCTVSG Y
GG SVQAG LRLSCTGSGFPY
GGSVQRAGGSLRLSCVAGTF S
GGSVQAGGSLRLSCVSFS )
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" G QG TQVTVS S

i GQCTLVTVS S

WGQGAQVTVS S

WGQGTQVTAS S

RGQGTOQVTVS L

ALQPGG CEYG X mm=== ==& =~
VSLMDRISQH==@%===+=-+- - - -
VPABRLGPGAILDLERKEKY - === -+
FCYSTAGDGGSGE === "= === -~-
ZLSGGSCELPLLFPF-==-~-- - -
DWEKYWTCGAQTGGYVF =~ ==~~~
RLTEMGACDARWATLATRTTFAY
QKXKDRTRWAEPREW - -~ ~ = « = =~
GSRFSSPVGEGSTSRLES~-SDY -~ ~
ADPSIYYSILXIEY ===+ +--+- - -
DSPCYMPTMPAPPIRDSTFGW- ~
TSSFYWYCTTAPY - =~ =« = = - -
TEIEWYGCRLRTTEY « - = -« = = =~
KRQLAGGWYLDPRYWLSVGAY - -
RLTEX¥YGACDARWATLATRTTFEA
DGWTREKEGGIGLPWSVQCEDGY
DSYPCHLL - == === o« =« -
VEYPIADMCS - =~ = = = = = 0 = « = =

APELLGGPSVFVEPPKPKDVLSISGXPH
LPZLPGGPSVFVEPTKPKDVLSISGRPK
APELPGGPSVFVEPPKPKDVLSISGRPH
APILLGGPSVFIFPPKPRKDVLSISGRPR
GQTREPQVYTLAPXRLEIL
CQPREPQVYTLPPSRDEL
GQPREPQVYTLPRSPREEN

GQPREPQVYTLPPSQEEM
VTVSSGTNEVCKCPKCPAPELPGGPSVFVFP
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VTVSSEPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCPAPELLGGPSVFIFP
GTNEVCKCPKCP
APELPGGPSVFVFP
EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP
APELLGGPSVFIFP

Tales secuencias de nucleétidos pueden deducirse de las secuencias de aminodcidos, teniendo en cuenta la dege-
neracién del cédigo genético. Pueden sintetizarse o aislarse a partir de las células que producen las inmunoglobulinas
de la invencidn.

Un procedimiento para la obtencion de tales secuencias de ADN se describe en los ejemplos.

La solicitud también describe el ARN, especialmente las secuencias de ARNm que corresponden a esas secuencias
de ADN y que también corresponden a las secuencias de ADNc.

Las secuencias de nucleétidos pueden usarse ademds para la preparacion de cebadores apropiados para la deteccion
en las células o la seleccién de las librerias de ADN o ADNc para aislar las secuencias de nucleétidos que codifican
para las inmunoglobulinas de la invencién.

Tales secuencias de nucledtidos pueden usarse para la preparacion de vectores recombinantes y la expresion de
estas secuencias contenidas en los vectores por células huéspedes, especialmente células procaridticas como las bac-
terias, o también células eucaridticas y, por ejemplo, células CHO, células de insectos, células de simios como las
células Vero, o cualquier otra célula de mamifero. Especialmente, el hecho de que las inmunoglobulinas descritas
estén desprovistas de cadenas ligeras, permite secretarias en las células eucariéticas, puesto que no hay necesidad de
tener recursos para la etapa que consiste en la formacion de la proteina BIP que se requiere en las inmunoglobulinas
de cuatro cadenas.

Las inadecuaciones de los métodos conocidos para producir anticuerpos monoclonales o inmunoglobulinas me-
diante tecnologia de ADN recombinante vienen de la necesidad, en la inmensa mayoria de los casos, de clonar simul-
tdneamente los dominios Vy y Vi que corresponden a los sitios de unién especificos de las inmunoglobulinas de 4
cadenas. Los animales, y especialmente los camélidos, que producen inmunoglobulinas de cadena pesada de acuerdo
con la invencidn, y posiblemente otras especies de vertebrados, son capaces de producir inmunoglobulinas de cadena
pesada de las cuales, el sitio de unién se localiza exclusivamente en el domino Vyy. A diferencia de las pocas inmu-
noglobulinas de cadena pesada producidas en otras especies mediante separacion de cadenas o mediante clonacién
directa, las inmunoglobulinas de cadena pesada de los camélidos han sufrido una amplia maduracién in vivo. Ademis,
su regién V ha evolucionado naturalmente para funcionar en ausencia de la V. Por tanto, son ideales para producir
anticuerpos monoclonales mediante tecnologia de ADN recombinante. Como la obtencién de los clones especificos
de unidén al antigeno no depende de un proceso estocdstico que necesite un gran nimero de células recombinantes,
esto permite también un examen mucho més amplio del repertorio.

Esto puede hacerse a nivel del repertorio de Vyy no reconfigurado, usando ADN derivado de un tejido o célula
tipo escogidos arbitrariamente, o a nivel del repertorio de Vyy no reconfigurado, usando ADN obtenido a partir de los
linfocitos B. Sin embargo, resulta mds interesante transcribir el ARNm a partir de las células que producen anticuerpos
y clonar el ADNc con o sin amplificacion anterior en un vector adecuado. Esto dard como resultado la obtencién de
anticuerpos que ya han sufrido maduracién de afinidad.

El examen de un gran repertorio debe demostrar que es particularmente til en la busqueda de anticuerpos con
actividades cataliticas.

Por tanto, la solicitud describe librerias que pueden generarse en una forma que incluya parte de la secuencia
bisagra. La identificacion es simple ya que la bisagra estd unida directamente al dominio Vyy.

Estas librerias pueden obtenerse mediante clonacién del ADNc a partir de células linfoides con o sin amplificacion
anterior por PCR. Los cebadores de PCR se localizan en las secuencias promotora, lider o de estructura del Vyy para
el cebador 5’ y en la region no traducida bisagra, CH,, CH; y 3’ o cola de poliA para el cebadar 3’. Una seleccién
del tamafio del material amplificado permite la construccién de una libreria limitada a las inmunoglobulinas de cadena
pesada.

En un ejemplo particular, el siguiente cebador 3’ en el que se ha construido un sitio Kpnl y que corresponde a los

aminodcidos 313 a 319 (CGC CAT CAA GGT AAC AGT TGA) se utiliza conjuntamente con los cebadores Vyy de
raton descritos por Sestry ef al y que contienen un sitio Xho
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AG GTC CAG CTG CTC GAG TCT GG
AG CTC CAG CTG CTC GAG TCT GG
AG GTC CAG CTT CTC GAG TCT GG
Sitio XhoI
Estos cebadores producen una libreria de inmunoglobulinas de cadena pesada de camélido que comprenden la
regién Vyy (relacionada con el subgrupo III de ratén o de humano), la bisagra y una seccién del CH,.

En otro ejemplo, el ADNc se poliadenila en su extremo 5° y los cebadores de Vyy especificos de ratén se sustituyen
por un cebador de poliT con un sitio Xhol no construido, al nivel del nucleétido 12.

CTCGAGT),.

Se utiliza el mismo cebador 3’ con un sitio Kpnl.

Este método genera una libreria que contiene todos los subgrupos de inmunoglobulinas.

Parte del interés en clonar una regién que abarca la unién bisagra-CH,, es que tanto en y2 como en y3, estd presente
un sitio Sac inmediatamente después de la bisagra. Este sitio permite injertar la secuencia que codifica para el VHH
y la bisagra dentro de la regién Fc de otras inmunoglobulinas, en particular la IgG, y la IgG; humanas que tienen la

misma secuencia de aminoacidos en este sitio (Gluy Leu,y,).

Como un ejemplo, la solicitud describe una libreria de ADNc compuesto por secuencias de nucledtidos que codi-
fican para una inmunoglobulina de cadena pesada, tal como la obtenida realizando las etapas siguientes:

a) tratar una muestra que contiene células linfoides, especialmente linfocitos periféricos, células del bazo, ganglios
linfaticos u otro tejido linfoide procedente de un animal sano, especialmente seleccionado a partir de los Camélidos,
con el fin de separar las células linfoides,

b) separar el ARN poliadenilado de otros dcidos nucleicos y componentes de las células,

¢) hacer reaccionar el ARN obtenido con una transcriptasa inversa, con el fin de obtener el ADNc correspondiente,

d) poner en contacto el ADNc de la etapa c) con los cebadores 5° correspondientes al dominio Vy del ratén de las
inmunoglobulinas de cuatro cadenas, cebador que contiene un sitio de restriccién determinado, por ejemplo un sitio
Xhol y con los cebadores 3’ que corresponden a la parte N-terminal de un dominio Cy42 que contiene un sitio Kpnl,

e) amplificar el ADN,

f) clonar la secuencia amplificada en un vector, especialmente en un vector Bluescript,

g) recuperar los clones hibridando con una sonda correspondiente a la secuencia que codifica para un dominio
constante a partir de una inmunoglobulina aislada de cadena pesada.

Esta clonacién da origen a clones que contienen secuencias de ADN, incluyendo la secuencia que codifica para
la bisagra. Por tanto, permite la caracterizacién de la subclase de inmunoglobulinas y el sitio Sacl titil para injertar el
FVyuyh en la region Fc.

La recuperacion de las secuencias que codifican para las inmunoglobulinas de cadena pesada también puede lo-
grarse mediante la seleccion de los clones que contienen secuencias de ADN que tienen un tamafio compatible con la
falta de dominio Cy1.

Es posible, de acuerdo con otra realizacién descrita, afiadir las siguientes etapas entre las etapas c¢) y d) del proce-
dimiento anterior:

- en presencia de una ADN polimerasa y de trifosfatos de desoxirribonucleétidos, poner en contacto dicho ADNc
con cebadores degenerados de oligonucledtido, cuyas secuencias son capaces de codificar para la region bisagra y el
dominio Vyy N-terminal de una inmunoglobulina, siendo capaces los cebadores de hibridar con el ADNc y capaces
de iniciar la extension de una secuencia de ADN complementaria al ADNc usado como molde,

- recuperar el ADN amplificado.

12
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Los clones pueden expresarse en varios tipos de vectores de expresién. Como un ejemplo que usa un vector Immuno
PBS disponible comercialmente (Huse et al: Science (1989) 246, 1275), los clones producidos en Bluescript® de
acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente, se recuperan por PCR usando el mismo Xhol que contiene el
cebador 5’ y un nuevo cebador 3’, que corresponde a los residuos 113-103 en la estructura de las inmunoglobulinas,
en que se ha construido un sitio Spe: TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG. Este procedimiento permite
la clonacién del Vyy en el sitio Xho/Spe del ventor Immuno PBS. Sin embargo, el extremo 3’ del gen no estd en fase
con el “marcador” de identificacién y el codén de terminacion del vector. Para lograr esto, el constructo se corta con
Spe v los salientes de 4 bases se completan, usando el fragmento Klenow, tras lo cual se vuelve a ligar el vector. Un
perfeccionamiento adicional consiste en sustituir el marcador con una poli-histidina, de manera que pueda llevarse a
cabo la purificacién metélica del VHH clonado. Para lograr eso, se construye primero un oligonucleétido de doble
hebra Spe/EcoRI que codifica para 6 histidinas y para un codén de terminacion, mediante la sintesis de ambas hebras
seguida por calentamiento y templado:

CTA GTG CAC CAC CAT CAC CAT CAC TAA* TAG*
AC GTG GTG GTA GTG GTA GTG ATT ATC TTA A

El vector que contiene el inserto se digiere entonces con Spel y EcoRI para eliminar la secuencia marcadora
residente que puede sustituirse por la secuencia poli-His/terminacién. El Vyy producido puede detectarse igualmente
usando anticuerpos surgidos contra las regiones Vyy del dromedario. Bajo condiciones de laboratorio, las regiones
Vuy se producen en el vector Immuno PBS en cantidades de mg por litro.

La solicitud también describe una libreria de ADN compuesta de secuencias de nucleétidos que codifican para
una inmunoglobulina de cadena pesada, tal como la obtenida a partir de las células con genes reconfigurados de
inmunoglobulina.

En una realizacion preferida de la invencion, la libreria se prepara a partir de células de un animal previamente
inmunizado contra un antigeno determinado. Esto permite la seleccidon de anticuerpos que tengan una especificidad
preseleccionada para el antigeno usado para la inmunizacién.

En otra realizacién descrita, la amplificacién del ADNc no se realiza antes de clonar el ADNc.

La cadena pesada de las inmunoglobulinas de cuatro cadenas permanece secuestrada en la célula por una proteina
chaperonina (BIP) hasta que se ha combinado con una cadena ligera. El sitio de unién para la proteina chaperonina
es el dominio Cy1. Puesto que este dominio estd ausente de las inmunoglobulinas de cadena pesada, su secrecion es
independiente de la presencia de la proteina BIP o de la cadena ligera. Ademads, los inventores han demostrados que
las inmunoglobulinas obtenidas no son adhesivas y de acuerdo con eso, no se agregardn anormalmente.

La solicitud también describe un proceso para la preparacion de un anticuerpo monoclonal dirigido contra un
antigeno determinado, consistiendo el sitio de unién al antigeno del anticuerpo en cadenas polipeptidicas pesadas y
anticuerpo que estd ademads desprovisto de cadenas polipeptidicas ligeras, proceso que comprende:

- la inmortalizacién de los linfocitos, obtenidos por ejemplo de la sangre periférica de los Camélidos previamente
inmunizados con un antigeno determinado, con una célula inmortal y preferiblemente con células de mieloma, con el
fin de formar un hibridoma,

- el cultivo de las células inmortalizadas (hibridoma) formadas y la recuperacion de las células que producen los
anticuerpos que tienen la especificidad deseada.

La preparacién de los anticuerpos también puede llevarse a cabo sin una inmunizacién previa de los Camélidos.

Segtin otro proceso para la preparacion de anticuerpos, no se requiere el recurso de la técnica de la célula hibridoma.

Segtn tal proceso, los anticuerpos se preparan in vitro y pueden obtenerse mediante procesos que comprenden las
etapas de:

- clonar en vectores, especialmente en fagos y mds particularmente en bacteriofagos filamentosos, las secuen-
cias de ADN o de ADNCc obtenidas a partir de los linfocitos, especialmente los PEL de los Camélidos previamente
inmunizados con determinados antigenos,

- transformar las células procaridticas con los vectores anteriores en condiciones que permitan la produccién de
anticuerpos,
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- seleccionar los anticuerpos por su estructura de cadena pesada y adicionalmente sometiéndolos a la seleccién por
afinidad al antigeno,

- recuperar los anticuerpos que tienen la especificidad deseada.

En otra realizacion de la invencidn, la clonacién se realiza en vectores, especialmente en plasmidos que codifican
para proteinas de membranas bacterianas. Las células procariéticas se transforman entonces con los vectores anteriores
en condiciones que permiten la expresion de anticuerpos en su membrana.

Las células positivas se seleccionan adicionalmente mediante seleccioén de afinidad al antigeno.

Los anticuerpos de cadena pesada que no contienen el dominio Cy 1 presentan una clara ventaja a este respecto. En
efecto, el dominio Cy1 se une a las proteinas acompaifiantes de tipo BIP presentes dentro de los vectores eucaridticos
y las cadenas pesadas no se transportan fuera del reticulo endoplasmdtico a menos que las cadenas ligeras estén
presentes. Esto significa que en las células eucaridtica, la clonacién eficaz de las inmunoglobulinas de 4 cadenas
en células no mamiferas, tales como células de levaduras, puede depender de las propiedades de la acompafante
residente de tipo BIP y por tanto, puede ser muy dificil de lograr. A este respecto, los anticuerpos de cadena pesada de
la invencién que carecen de dominio CH, presentan una ventaja distintiva.

En una realizacién de la solicitud, la clonacién puede realizarse en levaduras, o bien para la produccién de anti-
cuerpos, o para la modificacién del metabolismo de la levadura. Como ejemplo, puede utilizarse el vector Yep 52. Este
vector tiene el origen de replicacién (ORI) 2u de la levadura junto con un marcador de seleccién Leu 2.

El gen clonado estd bajo el control del promotor de la bilis y por consiguiente es inducible por galactosa. Ademas
la expresion puede estar reprimida por la glucosa, lo que permite la obtencién de concentracién muy elevada de células
antes de la induccién.

La clonacién entre los sitios BamHi y Sall usando la misma estrategia de producciéon de genes mediante PCR
que la descrita anteriormente, permite la clonacion de los genes de la inmunoglobulina de camélido en E. coli. Como
ejemplo de modulacién metabdlica que puede obtenerse mediante anticuerpos y propuesta para la levadura, se puede
situar la clonacién de anticuerpos dirigida contra las ciclinas, que son proteinas implicadas en la regulacién del ciclo
celular de la levadura (TIBS 16 430 J.D. Me Kinney, N. Heintz 1991). Otro ejemplo es la introduccién mediante
ingenieria genética de un anticuerpo dirigido contra el CDy, anticuerpo que seria inducible (por ejemplo, mediante
bilis), dentro del genoma de la levadura. E1 CDg estd implicado en el nivel de la iniciacién de la divisién celular y, por
tanto, la expresion de anticuerpos contra esta molécula permitiria un control eficaz de la multiplicacién de las células
y la optimizacién de los métodos para la produccién en biorreactores o mediante medios de células inmovilizadas.

Todavia en otra realizacidn descrita, el vector de clonacién es un plasmido o un vector eucariético de virus y las
células que han de transformarse son células eucaridticas, especialmente células de levaduras, células de mamiferos,
por ejemplo las células CHO, o células de simios tales como las células Vero, células de insectos, células de plantas o
células de protozoos.

Para mas detalles con respecto al procedimiento que ha de aplicarse en cada caso, se hace referencia a la publicacion
de Marks et al, J. Mol. Biol. 1991, 222:581-597.

Ademads, a partir de las inmunoglobulinas descritas, o a partir de fragmentos de las mismas, pueden prepararse
nuevas inmunoglobulinas o derivados.

De acuerdo con esto, pueden prepararse inmunoglobulinas que respondan a las definiciones facilitadas anterior-
mente, contra determinados antigenos. En especial, la solicitud describe anticuerpos monoclonales o policlonales
desprovistos de cadenas polipeptidicas ligeras o antisuero que contiene tales anticuerpos y dirigidos contra determi-
nados antigenos y, por ejemplo, contra los antigenos de agentes patoldgicos, tales como las bacterias, los virus o los
pardsitos. Como ejemplo de antigenos o de determinantes antigénicos contra los que pueden prepararse anticuerpos,
pueden citarse las glicoproteinas de la cubierta de los virus o los péptidos de las mismas, tal como la glicoproteina de
la cubierta externa de un virus VIH o el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B.

Las inmunoglobulinas descritas también pueden dirigirse contra una proteina, hapteno, carbohidrato o dcido nu-
cleico.

Anticuerpos particulares se dirigen contra el epitopo galactosil a-1-3-galactosa.

Las inmunoglobulinas descritas permiten ademds la preparacién de productos combinados, tal como la combina-
cién de la inmunoglobulina de cadena pesada o de un fragmento de la misma, con una toxina, una enzima, un firmaco
o una hormona.

Como ejemplo, puede prepararse la combinacién de una inmunoglobulina de cadena pesada que lleve un sitio de

unién al antigeno que reconozca un epitopo de inmunoglobulina de mieloma con la toxina abrina o la de lectina del
muérdago. Tal constructo tendria sus usos en la terapia especifica del paciente.
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Otra combinacién ventajosa es la que puede prepararse entre inmunoglobulinas de cadena pesada que reconocen
un antigeno intestinal de los insectos con una toxina especifica para los insectos, tal como las toxinas de los distintos
serotipos del Bacillus thuringiensis o del Bacillus sphaericus. Tal constructo clonado en las plantas puede usarse para
incrementar la especificidad o la variedad de huéspedes de las toxinas bacterianas existentes.

La solicitud también propone anticuerpos que tienen diferentes especificidades en cada cadena polipeptidica pe-
sada. Estos anticuerpos multifuncionales, especialmente bifuncionales, podrian prepararse por combinacién de dos
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas de la invencién o una cadena pesada de una inmunoglobulina de la inven-
cién con un fragmento de una inmunoglobulina modelo de cuatro cadenas.

La solicitud también describe anticuerpos heteroespecificos que pueden usarse para la seleccion de la diana de
farmacos o de cualquier sustancia biolégica, como las hormonas. En particular, pueden usarse para seleccionar selecti-
vamente la diana de hormonas o citoquinas para una categoria limitada de células. Los ejemplos son una combinacién
de un anticuerpo murino o humano surgido contra la interleuquina 2 (IL,) y un anticuerpo de cadena pesada surgido
contra las células CD,. Esto podria usarse para reactivar las células CD, que han perdido su receptor de la IL,.

Las inmunoglobulinas de cadena pesada de la invencion descritas también pueden usarse para la preparacion de
anticuerpos heteroespecificos. Estos pueden lograrse, o bien de acuerdo con el método descrito anteriormente me-
diante la reduccién de los puentes entre las diferentes cadenas y la reoxidacion, de acuerdo con las técnicas usuales,
de dos anticuerpos que tienen especificidades diferentes, pero también puede lograrse por clonacién seriada de dos
anticuerpos, por ejemplo, en el vector Immuno pBS.

En tal caso, se prepara un primer gen correspondiente al dominio Vi comprendido entre el sitio Xho y el sitio
Spe, tal como se ha descrito anteriormente. Un segundo gen se prepara después mediante una forma andloga, usando
como extremidad 5° un cebador que tienen el sitio Spe y como extremidad 3’ un cebador que contiene un codén de
terminacion y un sitio EcoRI. El vector se digiere entonces con EcoRI y Xhol y ademds, ambos genes Vim se digieren
respectivamente por Xho/Spe y Spe/EcoRI.

Tras la unién, ambos genes de la inmunoglobulina se clonan seriadamente. La separacidn entre ambos genes puede
aumentarse por la introduccién de codones de adicién dentro del cebador 5 Spel.

En una realizacion descrita particular, la region bisagra de las inmunoglobulinas IgG2 es semirrigida y por tanto,
es apropiada para acoplarse a las protefnas. En tal aplicacion, las proteinas o los péptidos pueden unirse a diversas sus-
tancias, especialmente a ligandos, a través de la region bisagra usada como espaciadora. Ventajosamente, el fragmento
comprende al menos 6 aminodcidos.

De acuerdo con la revelacion, es interesante usar una secuencia que comprenda una secuencia repetida Pro-X,
siendo X cualquier aminoécido y preferiblemente, Gln, Lys o Glu, especialmente un fragmento compuesto por al
menos una repeticiéon de 3 veces y preferiblemente, por una repeticion de 12 veces, para acoplar las proteinas al
ligando o para ensamblar diferentes dominios de proteinas.

La regién bisagra o un fragmento del mismo también puede usarse para acoplar proteinas a ligandos o para ensam-
blar diferentes dominios de proteinas.

Las técnicas usuales para el acoplamiento son apropiadas y puede hacerse referencia especial a la técnica de
ingenieria de proteinas mediante el ensamblaje de secuencias donadas.

Los anticuerpos descritos podrian usarse como reactivos para el diagndstico in vitro o mediante técnicas de ima-
gen. Las inmunoglobulinas podrian marcarse con radiois6topos, marcadores quimicos o enzimdticos o marcadores
quimioluminiscentes.

Como ejemplo, y especialmente en el caso de la deteccion o la observacién de inmunoglobulinas mediante técnicas
de imagen, un marcador como el tecnecio, especialmente el tecnecio al 99%, es ventajoso. Este marcador puede usarse
para el marcaje directo mediante un procedimiento de acoplamiento con las inmunoglobulinas o con fragmentos de
las mismas, o por marcaje indirecto tras una etapa de preparaciéon de un complejo con el tecnecio.

Otros marcadores radiactivos interesantes son, por ejemplo, el indio y especialmente el indio III, o el yodo, espe-
cialmente el I'*" '» e ['%,

Para la descripcion de estas técnicas, se hace referencia a la solicitud de patente FR publicada con el niimero
2649488.

En estas aplicaciones, el pequefio tamafio del fragmento Vyy es una ventaja definitiva para la penetracién dentro
del tejido.

La solicitud también describe los anticuerpos monoclonales que reaccionan con los antiidiotipos de los anticuerpos
descritos anteriormente.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338791 T3

La solicitud también describe las células o a los organismos en los que se han clonado las inmunoglobulinas de
cadena pesada. Tales células u organismos pueden usarse para el propdsito de producir inmunoglobulinas de cadena
pesada que tengan una especificidad deseada preseleccionada, o que correspondan a un repertorio particular. También
pueden producirse para el propdsito de modificacién del metabolismo de la célula que las expresa. En el caso de la
modificacién del metabolismo de las células transformadas con las secuencias que codifican para las inmunoglobulinas
de cadena pesada, estas inmunoglobulinas producidas de cadena pesada se usan como ADN antisentido. E1 ADN
antisentido estd implicado normalmente en el bloqueo de la expresidn de ciertos genes, tal como por ejemplo, en el
antigeno de superficie variable de los tripanosomas o de otros patégenos. Asimismo, la produccién de la actividad de
ciertas proteinas o enzimas podria inhibirse mediante los anticuerpos que se expresan contra esta proteina o enzima
dentro de la misma célula.

La solicitud también describe una inmunoglobulina modificada de 4 cadenas o a fragmentos de las mismas, cuyas
regiones Vy se han sustituido parcialmente por secuencias especificas o aminoacidos de inmunoglobulinas de cadena
pesada, especialmente por secuencias del dominio Vyy. Un dominio Vy particular y modificado de una inmunoglobu-
lina de cuatro cadenas, se caracteriza porque la leucina, la prolina o la glutamina de la posicion 45 de las regiones Vy
se ha sustituido por otros aminodcidos y preferiblemente por arginina, 4cido glutdmico o cisteina.

Un dominio Vy o V| adicional modificado de una inmunoglobulina de cuatro cadenas se caracteriza por la unién
de los bucles CDR o de las regiones FK mediante la introduccién de cisteinas apareadas, selecciondndose la regién
CDR entre la CDR, y la CDR;, siendo la regiéon FW la region FW, y, especialmente, porque una de las cisteinas
introducidas estd en la posicién 31, 33 de la FR, o en la 45 de la CDR, y la Otra en la CDR;.

Especialmente, la introduccién de cisteinas apareadas es de manera que el bucle del CDR; esté unido al dominio
FW, o al CDR1 y mds especialmente, la cisteina del CDR3 del Vy estd unida a una cisteina en la posicién 31 6 33 del
FW2 o en la posicién 45 del CDR2.

En otra realizacién descrita, células de plantas pueden modificarse mediante las inmunoglobulinas de cadena pe-
sada, con el fin de que adquieran nuevas propiedades o propiedades incrementadas.

Las inmunoglobulinas de cadena pesada pueden usarse para la terapia genética del céncer, por ejemplo mediante
la utilizacién de anticuerpos dirigidos contra las proteinas presentes en las células tumorales.

En tal caso, la expresion de uno o dos genes Vyy puede obtenerse mediante la utilizacién de vectores derivados de
parvovirus o adenovirus. Los parvovirus se caracterizan por el hecho de que estidn desprovistos de patogenicidad o casi
no son patogénicos para las células humanas normales y por el hecho de que son capaces de multiplicarse facilmente
en las células cancerigenas (Russel S.J. 1990, Immunol. Today II. 196-200).

Las inmunoglobulinas de cadena pesada se clonan, por ejemplo, dentro de los sitios HindIII/Xbal del plasmido
infeccioso del virus MVM murino (pMM984). (Merchlinsky et al, 1983, J. Virol. 47, 227-232) y luego se sitiian bajo
el control del promotor MVM38.

El gen del dominio VHH se amplifica por PCR mediante el uso de un cebador 5’ que contiene un codén de
iniciacién y un sitio HindIIl, el cebador 3’ que contiene un codén de terminacién y un sitio Xbal.

El constructo se inserta entonces entre las posiciones 2650 (HindIII) y 4067 (Xbal) dentro del pldsmido.

La eficacia de la clonacién puede comprobarse mediante transfeccion. El vector que contiene el anticuerpo se
introduce entonces en las células permisivas (NB-E) mediante transfeccion.

Las células se recuperan tras dos dias y la presencia de regiones VHH se determina con un ensayo ELISA usando
antisuero de conejo que reacciona con la parte V.

La solicitud permite ademads la preparacion de anticuerpos cataliticos mediante formas diferentes. La produccién
de anticuerpos dirigidos contra los componentes que imitan los estados activados de los sustratos (como ejemplo, el
vanadato como componente que imita el estado activado del fosfato con el fin de producir sus actividades fosfoestera-
sas, el fosfato como compuesto que imita la unién peptidica para producir proteasas) permite obtener anticuerpos que
tienen una funcién catalitica. Otra forma de obtener tales anticuerpos consiste en realizar una mutagénesis aleatoria en
los clones de anticuerpos, por ejemplo mediante PCR, introduciendo bases anormales durante la amplificacién de los
clones. Estos fragmentos amplificados obtenidos por PCR se introducen entonces dentro de un vector apropiado para
clonacién. Su expresion en la superficie de la bacteria permite la deteccion por el sustrato de los clones que tienen la
actividad enzimadtica. Naturalmente, estos dos enfoques pueden combinarse. Finalmente, partiendo de la base de los
datos disponibles sobre la estructura, por ejemplo los datos obtenidos por cristalografia de rayos X o RMN, las modi-
ficaciones pueden dirigirse. Estas modificaciones pueden realizarse mediante técnicas usuales de ingenieria genética
o mediante sintesis completa. Una ventaja del VHH de las inmunoglobulinas de cadena pesada de la invencion es el
hecho de que son suficientemente solubles.

Las inmunoglobulinas de cadena pesada pueden producirse ademds en células de plantas, especialmente en plantas
transgénicas. Como ejemplo, las inmunoglobulinas de cadena pesada pueden producirse en plantas usando el pldsmido
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pMon530 (Roger et al. Meth Enzym 153 1566 1987), vector de expresion constitutivo de plantas, tal como se ha
descrito para los anticuerpos cldsicos de cuatro cadenas (Hiat et al. Nature 342 76-78, 1989) usando una vez mads los
cebadores apropiados de PCR, tal como se ha descrito anteriormente, para generar un fragmento de ADN en la fase
correcta.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencion se hardn evidentes en los ejemplos y figuras siguientes.
Figuras

Figura 1: Caracterizacion y purificacion de la IgG del camello mediante cromatografia de afinidad en Sepharosa
Proteina A y Proteina G (Pharmacia).

(A) muestra, tras la reduccion, el perfil de proteinas de SDS-PAGE de las fracciones adsorbidas y no adsorbidas
del suero de Camelus dromedarius. La fraccidon adsorbida en la Proteina A y eluida con NaCl 0,15 M, 4cido acético
al 0,58%, muestra bajo reduccién (carril ¢) tres componentes de cadena pesada de 50, 46 y 43 kd, respectivamente,
y la cadena ligera (IgG del conejo en el carril a). Las fracciones adsorbidas en un derivado de Sepharosa Proteina G
(Pharmacia), que se ha disefiado para suprimir la regién de unién a la albimina (carril e) y eluido con gly HCI 0,1M,
pH 2,7, carecen de la cadena pesada de 46 kd que se recupera en la fraccién no adsorbida (carril f). Ninguno de estos
componentes estd presente en la fraccion no adsorbida en la Proteina A (carril d). El carril b contiene los marcadores
de peso molecular.

(B) y (C). Mediante elusion diferencial, las fracciones de inmunoglobulinas que contienen la cadena pesada de 50
y 43 kd, pueden separarse. Se adsorben 5 ml del suero de C. dromedarius en una columna de Sepharosa Proteina G
de 5 ml y la columna se lava exhaustivamente con tampdn fosfato 20 mM, pH 7,0. Bajo elucién con tampén a pH 3.5
(NaCl 0,15 M, 4cido acético al 0,58%), se eluye un componente de 100 kd que da, bajo reduccién, una cadena pesada
de 43 kd, (carril 1). Una vez que la absorbancia del eluente de la columna ha caido hasta el nivel previo, puede eluirse
un segundo componente de la inmunoglobulina de 170 kd con tampén a pH 2,7 (glicina HCl al 0,1 M). Esta fraccion,
bajo reduccién, da una cadena pesada de 50 kd y una amplia banda de cadena ligera (carril 2).

La fraccién no adsorbida sobre la Proteina G se lleva entonces sobre una columna de Sepharosa Proteina A de 5 ml.
Tras lavar y eluir con tampén a pH 3,5 (NaCl 0,15 M, 4cido acético al 0,58%), se obtiene una tercera inmunoglobulina
de 100 kd que consta unicamente de las cadenas pesadas de 46 kd (carril 3).

Figura 2: Inmunoglobulinas de Camelus bactrianus, Lama vicugna, Lama glama y Lama pacos a la Proteina A
(carriles A) y a la Proteina G (carriles G) analizadas sobre SDS-PAGE antes (A) y después (B) de la reduccion.

Se afiadieron 10 ul de suero obtenido a partir de diferentes especies a tubos Eppendorf® que contenian 10 mg de
Sepharosa Proteina A o Proteina G suspendidos en 400 ul de tamp6n de inmunoprecipitacién a pH 8,3 (NaCl 0,2 M,
Tris 0,01 M; EDTA 0,01 M, Triton X100 al 1%, ovoalbimina al 0,1%). Los tubos se hicieron girar lentamente durante
2 horas a 4°C. Tras la centrifugacion, se lavaron los aglomerados 3 veces en el tampdn y una vez en el tampén en el
que se han suprimido el Triton y la ovoalbimina. Los aglomerados se resuspendieron entonces en la disolucién de la
muestra de SDS-PAGE, 70 ul por aglomerado, con o sin ditiotreitol como reductor. Tras hervir durante 3 minutos a
100°C, los tubos se centrifugaron y se analizaron los sobrenadantes.

En todas las especies examinadas las fracciones no reducidas (A) contienen ademds de las moléculas de aproxi-
madamente 170 Kd también componentes principales menores de aproximadamente 100 Kd. En la muestra reducida
(B) las cadenas ligera y pesada constituyentes son detectadas. En todas las especies un componente de cadena pesada
(marcado con un asterisco *) estd presente en el material eluido de la Proteina A pero ausente en el material eluido de
la Proteina G.

Figura 3: Las IgG,, IgG, e IgG; fueron preparadas a partir de suero obtenido de Camelus dromedarius saludables
o infectados con Trypanosama evansi (titulo CATT 1/160 (3) y analizados por radioinmunoprecipitacion o Western
Blotting para la actividad anti-tripanosoma.

(A) lisado de antigenos de Trypanosama evansi marcado con S metionina (recuento de 500.000) fue afiadido a
tubos Eppendorf conteniendo 10 ul de suero o, 20 ul de IgGy, IgG, o IgG; en 200 ul de tampdn de inmunoprecipitacién
apH 8.3 conteniendo 0.1 M TLCK como inhibidor de proteinasa y se hicieron girar lentamente a 4°C durante una hora.
Los tubos fueron luego suplementados con 10 mg de Sepharosa Proteina A suspendida en 200 ul del mismo tampén a
pH 8.3 e incubados a 4°C durante una hora adicional.

Después del lavado y la centrifugacién a 15000 rpm durante 12 s, cada aglomerado fue resuspendido en 75 ul de la
solucién muestra SDS-PAGE conteniendo DTT y se calent6é durante 3 min. a 100°C. Después de la centrifugacién en
una minifuga Eppendorf a 15000 rpm durante 30 s, 5 ul del sobrenadante fueron salvados para la determinacién de la
radioactividad y el resto fue analizado por DSD-PAGE y fluorografia. Los recuentos/5 ul de muestra fueron inscritos
para cada carril.

(B) 20 pl de IgGy, IgG, e IgG; de animales saludables e infectados con tripanosoma fueron separados mediante

SDS-PAGE sin reduccién o calentamiento previos. Las muestras separadas fueron entonces electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, una parte de la membrana fue tefiida con Rojo de Ponceau para localizar el material

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338791 T3

proteico y el resto fue incubado con ovoalbiimina 1% en tampén TST (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 0.05%)
para bloquear los sitios de unién a la proteina.

Tras el bloqueo, la membrana se lavé exhaustivamente con el tampén TST y se incub6 durante 2 horas con el
antigeno de tripanosoma marcado con **S. Tras el lavado exhaustivo, la membrana se secO y se analizé mediante
autorradiografia. Para evitar la unién previa e inespecifica, el lisado marcado de tripanosoma se filtr a través de
un filtro millipore de 45 u y se incub6 con inmunoglobulina y ovoalbiimina de camello sano adsorbida sobre una
membrana de nitrocelulosa.

Figura 4: La IgG3 purificada del camello por cromatografia de afinidad en Sepharosa Proteina A, se digiere
parcialmente con papaina y se separa en Sepharosa Proteina A.

Se disolvieron 14 mg de IgG3 purificada en tampén fosfato 0,1 M a pH 7,0 que contenia EDTA 2 mM. Se digi-
rieron mediante 1 hora de incubacién a 37°C con mercuriopapaina (enzima al 1% en proporcion de proteina) activada
mediante cistefna 5.10*M. La digestién se bloqued por la adicién de yodoacetamida en exceso (4.10°M) (13). Tras la
centrifugacion del digerido en una centrifuga Eppendorf durante 5 min a 15.000 rpm, los fragmentos de papaina se
separaron en una columna de Sepharosa Proteina A en las fracciones de unién (B) y de no unién (NB). La fraccién de
union se eluy6 de la columna con tampdn glicina HC1 0,1 M a pH 1,7.

Figura 5: Presentacion esquemdtica de un modelo para las moléculas de 1gG3 desprovistas de cadenas ligeras.
inmunoglobulinas que tienen cadenas ligeras.

Figura 6:

e Representacion esquemdtica de inmunoglobulinas que tienen cadenas polipeptidicas pesadas y estdn desprovis-
tas de cadenas ligeras, con respecto a la inmunoglobulina convencional del modelo de cuatro cadenas.

e Representacion de una seccion bisagra.
Figura 7: Alineacion de 17 secuencias de ADN de Vyuy de las inmunoglobulinas de cadena pesada de camello.
Figura 8: Expresion y purificacion de la proteina Vyy21 del camello a partir de E. coli.

I Anticuerpos de cadena pesada en los camélidos

Cuando se adsorbe el suero de Camelus dromedarius en Sepharosa Proteina G, una cantidad apreciable (25-35%)
de inmunoglobulinas (1 g) permanece en disolucién que puede entonces recuperarse mediante cromatografia de afi-
nidad en Sepharosa Proteina A (fig. 1A). La fraccién adsorbida en la Proteina G puede eluirse diferencialmente en
una fraccién de unidn estrecha (25%) que consta de moléculas de un peso molecular (PM) aparente no reducido de
170 kd, y en una fraccién de unién mds débil (30-45%) que tiene un peso molecular aparente de 100 kd (fig. 15). El
componente de 170 kd, cuando se reduce, da cadenas pesadas de 50 kd y cadenas ligeras grandes de 30 kd. La fraccién
de 100 kd estd totalmente desprovista de cadenas ligeras y parece estar compuesta inicamente por cadenas pesadas
que, tras la reduccion, tienen un PM aparente de 43 kd (Fig. 1C). La fraccién que no se une a la Proteina G puede
purificarse por afinidad y eluirse de una columna de Proteina A como un segundo componente de 100 kd que, tras la
reduccién, parece estar compuesto Gnicamente por cadenas pesadas de 46 kd.

Las inmunoglobulinas de cadena pesada carecen de cadenas ligeras totales hasta el 75% de las moléculas que se
unen a la proteina A.

Como las tres inmunoglobulinas se unen a la Proteina A, nos referiremos a ellas como IgG: particularmente, IgG,
(cadena ligera y cadena pesada y1 (50 kd) que se unen a la Proteina G), IgG, (cadena pesada y2 (46 kd) que no se une
a la proteina G) e IgG; (cadena pesada y3 (43 kd) que se une a la proteina G). Hay una posibilidad de que estas tres
sub(clases) pueden subdividirse adicionalmente.

Un estudio comparativo de los camélidos del viejo mundo (Camelus bactrianus y Camelus dromedarius) y de
los camélidos del nuevo mundo (Lama pacos, Lama glama, Lama vicugna) mostraron que las inmunoglobulinas
de cadena pesada se encontraron en todas las especies examinadas, a pesar de con diferencias menores en el peso
molecular aparente y en la proporcién. Los camélidos del nuevo mundo difieren de los camélidos del viejo mundo en
que tienen una molécula mds grande de IgG; (inmunoglobulina de cadena pesada que se une a la Proteina G) en que
las cadenas pesadas constituyentes tienen un peso molecular aparente de 47 kd (fig. 2).

La abundancia de inmunoglobulinas de cadena pesada en el suero de los camélidos hace plantearse la pregunta
de cudl es su papel en la respuesta inmune y en particular, si llevan especificidad de unién al antigeno y si es asi,
como es de amplio su repertorio. Esta pregunta podria responderse examinando las inmunoglobulinas de los camellos
infectados por Tripanosoma evansi (Camelus dromedarius).

Para este propoésito, las fracciones correspondientes de IgG,, 1gG,, IgG; se prepararon a partir del suero de un

camello sano y a partir del suero de camellos con un titulo elevado de antitripanosoma, medido mediante el Ensayo de
Aglutinacion (3). En radioinmunoprecipitacion, se demostr6 que la IgG,, la y la IgG; derivadas del camello infectado,
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que indican amplia heterogeneidad y complejidad de repertorio (Fig. 3A), se unen a un gran nimero de antigenos
presentes en un lisado de tripanosoma marcado por **S metionina.

En los experimentos de inmunotransferencia, el lisado de tripanosoma marcado con **S metionina se une a IgG;,
IgG,, IgG; separadas por SDS-PAGE, obtenidas a partir de animales infectados (Fig. 3B).

Esto lleva a concluir que las cadenas pesadas del camélido IgG, e IgG; son auténticos anticuerpos que unen
antigenos.

Un paradigma inmunolégico establece que un repertorio amplio de anticuerpos se genera por la combinacion de
los repertorios de la regidn variable V de la cadena ligera y la cadena pesada (6). Las inmunoglobulinas de cadena
pesada del camello parecen contradecir este paradigma.

Las inmunoglobulinas se caracterizan por un patrén complejo de IEF (isoelectroenfoque) que refleja su heteroge-
neidad extrema. Para determinar si las dos cadenas pesadas que constituyen la IgG, y la IgG; son o no idénticas, se
observo el patrén de isoelectroenfoque (I.E.F) antes y después de la separacién de la cadena mediante reduccién y
alquilacién usando yodoacetamida como agente alquilante.

Como este agente alquilante no introduce cargas adicionales en la molécula, los monémeros resultantes de la
reduccién y la alquilacién de una cadena homodimera pesada tendra practicamente el mismo punto isoeléctrico que
el dinero, mientras que si se derivan de un heterodimero de cadena pesada, en la mayoria de los casos los monémeros
diferirdn suficientemente en el punto isoeléctrico para generar un patrén diferente en L.E.F.

Bajo reduccioén y alquilacién por yodoacetamida, el patrén observado no estd modificado para la IgG, y la IgG; de
Camelus dromedarius, indicando que estas moléculas estdn compuestas de dos cadenas pesadas idénticas que migran
a la misma posicién que la molécula no reducida a partir de la que se han originado.

Por el contrario, el patron de T.E.F. de la IgG, se modifica completamente tras la reduccion, ya que el punto
isoeléctrico de cada molécula se determina por la combinacidén de los puntos isoeléctricos de las cadenas ligera y
pesada, que tras la separacidn, migraran a posiciones diferentes.

Estos hallazgos indican que las cadenas pesadas solas pueden generar un amplio repertorio y cuestionan la contri-
bucién de la cadena ligera al repertorio til del anticuerpo. Si esta necesidad se anula, ;qué otro papel desempefia la
cadena ligera?.

Normalmente, la cadena pesada aislada de las inmunoglobulinas de mamifero tienden a agregarse considerable-
mente, pero sélo se solubilizan mediante las cadenas ligeras (8, 9) que se unen al dominio Cy1 de la cadena pesada.

En humanos y ratones, varios mielomas espontdneos o inducidos producen una inmunoglobulina patolégica com-
puesta Unicamente por cadenas pesadas (enfermedad de la cadena pesada). Estas cadenas pesadas proteicas del mielo-
ma llevan deleciones en los dominios Cy1 y Vyy (10). La razén por la que las cadenas pesadas de longitud completa
no dan lugar a cadenas pesadas secretadas en tales inmunoglobulinas patoldgicas, parece provenir del hecho de que la
sintesis de Ig implica una proteina chaperonina, la proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina o BIP
(11), que normalmente estd sustituida por la cadena ligera (12). Es posible que el papel primordial de la cadena ligera
en las inmunoglobulinas del modelo de cuatro cadenas es el de un acompafante asignado a la cadena pesada y que la
aparicion de los repertorios de cadena ligera s6lo ha sido una ventaja evolutiva.

Las cadenas y2 y ¥3 son considerablemente mas cortas que la cadena y normal de mamifero. Esto sugeriria que
se han producido deleciones en el dominio Cy1. Las diferencias en los tamafios de las inmunoglobulinas y2 y y3 de
los camélidos del viejo y del nuevo mundo, sugieren que las deleciones se produjeron en varias etapas evolutivas,
especialmente en el dominio Cyl.

II Las inmunoglobulinas de cadena pesada de los camélidos carecen del dominio Cyl

La estrategia seguida para investigar la estructura primaria de la inmunoglobulina de cadena pesada es una com-
binacién de proteina y secuenciacién de ADNCc; la secuenciacion de la proteina es necesaria para identificar las flexi-
bilidades de secuencia caracteristicas de cada inmunoglobulina. El extremo N—terminal de la inmunoglobulina que se
deriva del repertorio de la regién variable de la cadena pesada s6lo da informacién sobre los subgrupos de Vyy (region
variable de la cadena pesada) y no puede usarse para la identificacién de clase o de subclase. Esto significa que los
datos de la secuencia han de obtenerse a partir de los sitios internos de division enzimatica o quimica.

Una combinacién de digestién de papaina y cromatografia de afinidad a la Proteina A permitieron la separacién de
varios fragmentos que dan informacién sobre la estructura general de la IgG3.

La IgG3 del camello (Camelus dromedarius) purificada mediante cromatografia de afinidad en Sepharosa Proteina

A se digiri6 parcialmente con papaina y el digesto se separé en Sepharosa Proteina A en fracciones de unién y de no
unién. Estas fracciones se analizaron mediante SDS-PACE bajo condiciones de reduccién y no reduccion (fig 4).
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La fraccién unida contenia dos componentes, uno de 28 kd y uno de 14,4 kd, ademas de material no dividido o
parcialmente dividido. Se separaron bien mediante electroforesis en gel (a partir de geles preparativos de SDSPAGE al
19%) bajo condiciones no reductoras, y se purificaron adicionalmente por electroelucion (en bicarbonato de amonio 50
nM, SDS al 0,1% (p/v) usando un electroeluidor). Tras la liofilizacién de estas fracciones electroeluidas, el SDS res-
tante se eliminé mediante precipitacién de la proteina a través de la adicién de etanol al 90%, mezclando e incubando
la mezcla durante la noche a -20°C (14). La proteina precipitada se recogié en un aglomerado mediante centrifugacién
(15.000 rpm, 5 min) y se usé para la secuenciacion de la proteina. La secuenciacidn del extremo N-terminal se llevé a
cabo usando las quimica automatizada de Edman de un secuenciador liquido de proteinas mediante impulsos de Ap-
plied Biosystem 477A. Los aminoacidos se identificaron como sus derivados de feniltiohidantoina (PTH) usando un
analizador de PTH de Applied Biosystem 120. Todos los productos quimicos y los reactivos se compraron de Applied
Biosystems. Los andlisis de los datos cromatograficos se llevaron a cabo usando el software de Applied Biosystems
version 1.61. En cada caso, el andlisis de la secuencia dirigido por ordenador se confirmé por inspeccién directa de
los cromatogramas a partir del analizador de PTH. Las muestras de la secuenciacidn de la proteina se disolvieron o
bien en 4cido trifluoroacético (TFA) al 50% (v/v) (fragmento de 28 kd) o en TFA al 100% (fragmento de 14 kd). Las
muestras de la proteina disuelta equivalentes a 2000 pmol (fragmento de 28 kd) o a 500 pmol (fragmento de 14 kd) se
aplicaron a discos de fibra de vidrio tratados con TFA. Los discos de fibra de vidrio se recubrieron con BrioBrene (3
mg) y se preciclaron una vez antes de usarlos.

La secuenciacién del extremo N-terminal del fragmento de 28 kd da una secuencia homdloga a la parte N-terminal
del dominio Cy2 de y y por tanto, al extremo N-terminal del fragmento Fe. La secuencia N-terminal del fragmento
de 14,4 kd corresponde a la dltima lisina de un Cy2 de y y al extremo N-terminal de un dominio Cy3 de y (Tabla
1). El peso molecular (PM) de los fragmentos de papaina y la identificacién de sus secuencias N-terminales llevaron
a concluir que los dominios Cy2 y Cy3 de las cadenas pesadas y3 son normales en tamafio y que la delecion debe
producirse, o bien en el dominio Cy1, o en el Vyy para generar la cadena y3 mds corta. Las fracciones que no se unen
a la Sepharosa Proteina A contienen dos bandas de 34 y 17 kd que estdn mds difusas en SDE-PAGE, indicando que se
originan a partir de la parte variable N-terminal de la molécula (fig 4).

Bajo reduccion, se encuentra una Unica banda difusa de 17 kd, indicando que la de 34 kd es un dimero unido por
un puente disulfuro del componente de 17 kd. El fragmento de 34 kd contiene aparentemente la bisagra y el dominio
Vuu del extremo N-terminal.

Los datos de la secuencia de proteinas también puede usarse para construir cebadores degenerados de oligonucle6-
tidos que permiten la amplificacién de PCR del ADNc o del ADN genémico.

Se ha demostrado que las células procedentes de las células marcadas del bazo del camello reaccionaban con sueros
de anti-inmunoglobulina de conejo y camello y que por tanto, el bazo fue un sitio de sintesis de al menos una clase
de inmunoglobulina. Por consiguiente, el ADNc se sintetizé a partir del ARNm del bazo del camello. Las condiciones
para el aislamiento del ARN fueron las siguientes: el ARN total se aislé a partir del bazo del dromedario mediante el
método del isotiocianato de guanidio (15). El ARNm se purificé con perlas paramagnéticas de oligo T.

La sintesis de ADNCc se obtiene usando un molde de ARNm de 1 ug, un cebador de oligo dT y transcriptasa inversa
(BOERHINGER MAN). La segunda hebra del ADNc se obtiene usando ARNasa H y ADN polimerasa de E. coli, de
acuerdo con la condicién dada por el proveedor.

Las secuencias relevantes se amplificaron por PCR: 5 ng de ADNc se amplificaron por PCR en una mezcla de
reaccion de 100 ul (Tris-HCI 10 mM a pH 8,3, KC1 50 mM, MgCl, 15 mM, gelatina al 0,01% p/v), 200 uM de cada
dNTP y 25 pmoles de cada cebador) cubierto con una capa de aceite mineral (Sigma).

Los cebadores degenerados contienen sitios EcoRI y Kpnl y que ademas estdn clonados en pUC 18. Tras una ronda
de desnaturalizacién y templado (94°C durante 5 min y 54°C durante 5 min), se afiadieron 2 unidades de Marcador
ADN polimerasa a la mezcla de la reaccion antes de someterlo a 35 ciclos de amplificacién: 1 min a 94°C (desnatura-
lizar) 1 min a 54°C (templar), 2 min a 72°C (alargar). Para amplificar las secuencias de ADN entre los dominios Vyy
y Cu2, (# 72 clones), se llevé a cabo la PCR en las mismas condiciones, con la excepcién de que la temperatura de
templado se increment6 hasta 60°C.

Un clon examinado (#56/36) tenia una secuencia correspondiente a la parte N-terminal de un dominio Cy2 idéntico
a la secuencia del fragmento de 28 kd. La disponibilidad de estos datos de secuencia permitieron la construccion de
un cebador 3’ exacto y la clonacién de la regién entre el extremo N-terminal del dominio Vyy y el Cy2.

Los cebadores 5’ correspondientes al Vyy (16) del ratén y que contenian un sitio de restriccién Xhol se usaron junto
con el cebador 3’ en el que se habia insertado un sitio Kpnl y las secuencias amplificadas se clonaron en pBluescript®.
El clon #56/36 que presentaba dos sitios Haelll internos, se digirié con esta enzima para producir una sonda para
identificar los clones positivos de la PCR.

Tras la amplificacién, los productos de la PCR se comprobaron en un gel de agarosa al 1,2% (p/v). El aclaramiento
de los productos de la PCR incluyé una extraccién de fenol-cloroformo, seguida por purificacién adicional por HPLC
(columna GEN-PAC FAX, Waters) y finalmente usando el kit MERMAID o GENECLEAN II, BIO 101, Inc) segtin
fuese apropiado. Tras estas etapas de purificacién, el ADNc amplificado se digirié entonces con EcoRI y Kpnl para
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los clones de la serie #56 y con Xhol y Kpnl para los clones de la serie #72. Una extraccion final con fenol-cloroformo
precedida por la ligacién en pUC 18 (clones de la serie #56) o en pBluescript® (clones de la serie #72).

Todos los clones obtenidos fueron mas pequefios de 860 pares de base de lo que se esperaba si posefan una regién
completa Vyy y Cyl. Los datos parciales de la secuencia correspondientes al N’-terminal de la region Vyy revelan
que de entre 20 clones, 3 fueron idénticos y posiblemente no independientes. Las secuencias obtenidas se asemejan al
subgrupo IIT humano y a los subgrupos murinos Illa y IIIb (Tabla 2).

Se obtuvieron los clones correspondientes a dos juegos diferentes de secuencias proteicas Cy2. Un primer juego
de secuencias (#72/41) tenfa una regién Cy2 N-terminal idéntica a la obtenida mediante secuenciacion de proteinas de
los fragmentos de papaina de 28 kd de la cadena pesada y3, una corta region bisagra que contenia 3 cisteinas y una
region variable correspondiente a los residuos de la estructura (FR4) codificada por los minigenes J que se adhieren a
la bisagra. El dominio Cy1 falta por completo. Este ADNc corresponde a la cadena y3 (Tabla 4).

En una secuencia estrechamente relacionada (#72/1), la prolina de la posicién 259 estd sustituida por treonina.

La secuencia correspondiente al Cy3 y a la parte restante del Cy2 se obtuvo por PCR del ADNc usando como
cebador Kpnl, un poliT en el que el sitio de restriccién Kpnl se habia insertado en el extremo 5°. La secuencia total de
la cadena 3 corresponde con un peso molecular (PM) que estd en concordancia con los datos obtenidos a partir de la
electroforesis en SDS-PAGE.

La secuencia de esta cadena y3 presenta similitudes con otras cadenas vy, excepto que carece del dominio Cyl,
siendo el dominio Vyy adyacente a la bisagra.

Una o las tres cisteinas podrian ser probablemente responsables de mantener a las dos cadenas y3 juntas.

Los resultados han permitido definir un modelo para la molécula IgG3 basado en la secuencia y en la rotura por
papaina (fig. 5).

La papaina puede romper la molécula a cada lado de los disulfuros de la bisagra y también entre Cy2 y Cy3. Bajo
condiciones no reductoras, los dominios Vyy de la IgG3 pueden aislarse como dimero unido por disulfuro o como
mondmero, dependiendo del sitio de rotura de la papaina.

Un segundo juego de clanes #72/29 tenia una secuencia ligeramente diferente para el Cy2 y se caracterizaba por
una bisagra muy larga precedida inmediatamente por el dominio variable. Esta region bisagra tiene 3 cisternas en su
extremo C-terminal en una secuencia homologa a la bisagra de y3. Tal segundo juego de clones podria representar la
subclase IgG2. Para la parte constante de la y3 y también para la supuesta y2, la mayoria de los clones son idénticos,
mostrando las secuencias especificas de y2 o y3. Sin embargo, algunos clones, tales como #72/1, muestran diferencias
menores. Por ejemplo, en el caso de los clones #72/1 se detectan diferencias en dos nucleétidos.

Varios ADNCc de las regiones Vyy se han secuenciado ahora total o parcialmente, con excepcion de una corta region
en el extremo N-terminal que se deriva del cebador.

En la traduccién, la mayoria muestra las secuencias caracteristicas Ser,;, Cysy y Tyry Tyre; Cysg,, del puente
disulfuro intra-regién Vi que une los residuos 22 y 92. Todos estos clones tienen una secuencia que corresponde con
los residuos de la estructura 4 (FR4) de la region variable que precede inmediatamente la secuencia bisagra postulada
(Tabla 3). Esta secuencia se genera por los minigenes J y en la mayoria de los casos es similar a la secuencia codificada
por los minigenes J de humano y ratén. La longitud de la secuencia entre la Cys,, de la region y el extremo C-terminal
de las regiones Vyy es variable y, en las secuencias determinadas, oscila desde 25 hasta 37 aminodcidos, como se
podria esperar a partir de las reconfiguraciones de los minigenes J y D que varian en longitud.

Surgen varias preguntas importantes por la existencia exclusiva de estas inmunoglobulinas de cadena pesada en
una situacién no patolégica. En primer lugar, ;son anticuerpos auténticos? Las inmunoglobulinas de cadena pesada
obtenidas a partir de los camellos infectados por tripanosoma, reaccionan con un gran nimero de antigenos de pardsi-
tos, tal como se muestra en la parte I de estos ejemplos. Esto implica que el sistema inmune del camélido genera un
amplio nimero de sitios de unién compuestos por dominios Vyy tnicamente. Esto se confirma por la diversidad de las
regiones VHH de las inmunoglobulinas de cadena pesada obtenidas por POR.

La segunda pregunta es “;cémo se secretan?”’. La secrecion de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas que
componen las inmunoglobulinas del modelo de cuatro cadenas no se produce bajo condiciones normales. Una proteina
chaperonina, la proteina de unién a la cadena pesada, o proteina BIP, evita que las cadenas pesadas se secreten. Es s6lo
cuando la cadena ligera desplaza a la proteina BIP en el reticulo endoplasmatico cuando puede producirse la secrecién

13).
El dimero de cadenas pesadas encontrado en el suero de humano o ratén con la denominada “enfermedad de la

cadena pesada”, carece de los dominios Cy 1 que se piensa que albergan el sitio BIP (14). En ausencia de este dominio,
la proteina BIP puede que no se una mds y que no evite el transporte de las cadenas pesadas.
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La presencia en los camellos de una clase IgG1 compuesta por cadenas pesadas y ligeras que constituyen entre
el 25% y el 50% de las moléculas totales de IgG, también plantea el problema de cémo se produce la maduracién y
el intercambio de clase y de cudl es el papel de la cadena ligera. La cadena ligera del camélido parece inusualmente
grande y heterogénea cuando se examina en SDS-PAGE.

La mayor dimensién de un dominio aislado es de 40 A y la méxima extension obtenible entre los sitios de unién de

una IgG convencional con Cy 1 y Vyy serd del orden de 160 A 2V +2Cyx1) (19). La delecién del dominio Cy1 en los
dos tipos de anticuerpos de cadena pesada desprovistos de cadenas ligeras, ya secuenciados, tiene como resultado una
modificacién de esta extension maxima (fig. 6). En la IgG3, la enorme distancia entre las extremidades de las regiones
Vi serd del orden de 80 A (2Vyy). Esto podria ser una grave limitacion para la aglutinacién o el entrecruzamiento. En
la IgG2 esto se compensa por la region extremadamente larga de la bisagra, compuesta por una repeticién de 12 veces
de la secuencia Pro-X (en la que X es Gin, Lys o Glu) y localizada en posicién N-terminal con respecto a los puentes
disulfuro de la bisagra. Por el contrario, en la IgG3 humana, la bisagra muy grande que también surge aparentemente
como resultado de la duplicacion de la secuencia, no contribuye a incrementar la distancia que se extiende a lo largo
de los dos sitios de unién cuando esta bisagra se intercala con los puentes disulfuro.

El tinico dominio VHH también podria permitir probablemente la libertad rotacional considerable del sitio de
unio6n frente al dominio Fc.

A diferencia de las cadenas pesadas del mieloma que probablemente resultan de la delecion de Cy1 en una tnica
célula que produce anticuerpos, o los anticuerpos de cadena pesada producidos por la donacién de expresion (15), los
anticuerpos de cadena pesada del camélido (desprovistos de cadenas ligeras) han aparecido en un entorno inmunol6-
gico normal y se espera que habrin sufrido refinamiento selectivo en la especificidad y la afinidad que acompaia a la
maduracién de las células B.

Expresion y purificacion de la proteina Vyy21 de camello (DR21 en la figura 7) a partir de E. coli

Los clones pueden expresarse en varios tipos de vectores de expresién. Como un ejemplo que usa un vector comer-
cialmente disponible Immuno PBS (Huse et al: Science (1989) 246, 1275), los clones producidos en Bluescript® de
acuerdo con el procedimiento anteriormente descrito, se han recuperado por PCR usando el mismo Xhol que contiene
el cebador 5° y un nuevo cebador 3’ que corresponde a los residuos 113-103 en la estructura de las inmunoglobulinas,
en las que se ha construido un sitio Spe: TC TTA ACT AGT GAG GAG ACG GTG ACC TG. Este procedimiento per-
miti6 la clonacién de Vyy en el sitio Xho/Spe del vector Immuno PBS. Sin embargo, el extremo 3’ del gen no estaba
en fase con el “marcador” de identificacién y el codén de terminacién del vector. Para lograr eso, el constructo se cortd
con Spe y los salientes de 4 bases se completaron usando el fragmento Klenow tras lo cual se volvi6 a ligar el vector.

- El vector de expresion plasmido ipBS (immunopBS) (Stratacyte) contiene una secuencia lider pel B que se usa
para la expresién de la cadena de inmunoglobulina en E. coli bajo el control del promotor pLAC, un sitio de unién al
ribosoma y codones de terminacién. Ademds, contiene una secuencia para un marcador decapéptido C-terminal.

- E. coli IM101 que alberga el plasmido ipBS-Vy21 se hizo crecer en 1 1de medio TB con 100 pg/m1 de ampicilina
y glucosa al 0,1% a 32°C. La expresion se indujo por la adicién de IPTG 1 mM (concentracién final) a una DOss, de
1,0. Tras la induccién durante la noche a 28°C, las células se recogieron mediante centrifugacion a 4.000 g durante 10
min (4°C) y se resuspendieron en 10 ml de tampén TES (Tris-HCI1 0,2 M, pH 8,0, EDTA 0,5 mM, sacarosa 0,5 M).
La suspensién se mantuvo en hielo durante 2 horas. Las proteifnas periplasméticas se eliminaron por choque osmético
mediante la adicién de 20 ml de tamp6n TES diluido 1:4 v/v con agua, se mantuvieron en hielo durante una hora
y posteriormente se centrifugaron a 12.000 g durante 30 min a 4°C. La fraccién periplasmatica del sobrenadante se
dializ6 contra Tris-HCl a pH 8,8, NaCl 50 mM, se aplic6 en una columna de flujo rapido Q Sepharosa (Pharmacia), se
lavé con el tamp6n anterior y se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 50 mM a 1 M en tamp6n.

Las fracciones que contenian la proteina Vyy se purificaron adicionalmente en una columna Superdex 75 (Pharma-
cia) equilibrada con tampén PBS (fosfato 0,01 M a pH 7,2, NaCl 0,15 M). El rendimiento de la proteina Vyy purificada
varia desde 2 hasta 5 mg/1 por cultivo celular.

Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE(I). La identificacién positiva del fragmento VHH del anticuerpo del
camello se hizo mediante andlisis de Western Blot usando anticuerpo producido en conejos contra la IgGH; purificada
del camello y un conjugado anti-IgG del conejo - fosfatasa alcalina (II).

Como patrones de la proteina (Pharmacia), se usaron proteinas periplasmadticas preparadas a partir de 1 ml de
IPTGIM101 inducida/ipBS-Vyu21. La Figura 8 muestra: C,D: fracciones a partir de la cromatografia rdpida en colum-
na de S Sepharosa (C:Eluido en NaCl 650 mM, D:Eluido en NaCl 700 nM), E,F:fracciones a partir de la cromatografia
en columna Superdex 75.

Como puede observarse, la principal impureza se elimina por la cromatografia de intercambio jénico y la mayoria
de las impurezas que quedan se eliminan mediante filtracion en gel.
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TABLA 3

Comparacion de algunos residuos de la Estructura 4 encontrados en la region Vyy del Camello con los residuos de
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento polipeptidico que comprende un dominio variable de una inmunoglobulina que comprende dos
cadenas de polipéptido pesadas y estd desprovista de cadenas ligeras, obteniéndose dicha inmunoglobulina a partir
de Camélidos, en donde cada cadena de polipéptido pesada es capaz de reconocer y fijar un antigeno, en donde el
fragmento tiene una regién marco 2 (FR2) que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada entre WFREGPG
KEREGIA, y WYRQAPGKEREFVS.

2. Un fragmento polipeptidico que comprende un dominio variable de una inmunoglobulina que comprende dos
cadenas polipeptidicas pesadas y estd desprovista de cadenas ligeras, en donde cada una de las cadenas de polipéptido
pesadas es capaz de reconocer y fijar un antigeno, en donde el fragmento tiene una regiéon marco 4 (FR4) que tiene
una secuencia de aminodcidos seleccionada entre el grupo de:

WGQGTQVTVSS
RGQGTQVTVSL
WGQGAQVTVSS
WGQGTQVTASS
WGQGIQVTASS
FGQGTQVTVSS
WGQGTHVTVSS
WGRGTQVTVSS
GDPGTQVTVSS
WGQGTLVTVSS.

3. Un fragmento polipeptidico de inmunoglobulina humanizado que contiene un sitio de fijaciéon de antigeno y
que comprende un dominio variable de una inmunoglobulina que comprende dos cadenas de polipéptido pesadas y
esta desprovista de cadenas ligeras, origindndose dicha inmunoglobulina a partir de un Camélido, en donde en dicho
fragmento polipeptidico, los residuos de aminodcidos de la regién marco de dicho dominio variable estdn reemplazados
por residuos marco humanos.

4. Un fragmento polipeptidico humanizado que contiene un sitio de fijacién de antigeno y que comprende un
dominio variable de una inmunoglobulina que comprende dos cadenas de polipéptido pesadas y estd desprovista de
cadenas ligeras, originandose dicha inmunoglobulina a partir de un Camélido, en donde dicho fragmento polipeptidico
comprende un dominio variable de dicha cadena polipeptidica pesada, enlazada a la totalidad o parte de la regién
constante de un anticuerpo humano.

5. Anticuerpo que es expresado por dos genes clonados serialmente que corresponden a los dominios variables
VHH de una inmunoglobulina que comprende dos cadenas de polipéptido pesadas y que se obtiene de Camélidos
en donde dichas cadenas de polipéptido pesadas son capaces de reconocer y fijar un antigeno, anticuerpo que es
heteroespecifico y comprende fragmentos VHH expresados que tienen especificidades diferentes.

6. Anticuerpo multifuncional de acuerdo con la reivindicacién 5, que es un anticuerpo bifuncional.

7. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 5, que es heteroespecifico y adecuado para direccionamiento de
una sustancia bioldgica o un farmaco.

8. Un fragmento o un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que se expresa en
una célula hospedadora.

9. Un fragmento polipeptidico o un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es
sintetizado.

10. Un fragmento polipeptidico o un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que
fija especificamente una proteina, hapteno, carbohidrato o dcido nucleico.

11. Un fragmento polipeptidico o un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que
tiene actividad catalitica.

12. Un fragmento polipeptidico o un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que
estd conjugado con una toxina, una enzima, un firmaco o una hormona.
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DRF00GE  ---TAGTTACCCOTACGACGAACCGEACTACG TTCTTARTAGAATTC
DR21006  -~--TAGTTACCCGTACGACGITCCGGACTACGETTCTTAATAGARTTC
DRO900S  AGCTAGTTACCCE ACGACGTFCCGGACTACGG CTTARTAGAATTC
DR13006 e ————————— e —————
DROZ00E  =--mmmmmmmmmmmmmmmemm oo mmmem e mm et o e A

FIGURA 7D
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<210>1

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..22

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 1
Gly Gly Ser Val Glmn Thr Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ile
1 5 10 15
Ser Gly Leu Thr Phe Asp

20

<210> 2

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..22

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 2

Gly Gly Ser Val Gln Thr Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val
1 5 10 15
Ser Gly Phe Ser Phe Ser
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<210>3

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..22

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 3
Gly Gly Ser Glu Gln Gly Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ile
1 L1 10 15
Ser Gly Tyr Thr Tyr Gly

20

<210> 4

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..22

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 4
Gly Gly Ser Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Val
1 5 10 15

Ser Gly Ala Thr Tyr Ser
20
<210> 5
<211>22
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..22
<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 5
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Gly
1 5 10 15
Ser Gly Phe Pro Tyr Ser

20

<210> 6

<211>21

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..21

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1
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<400> 6
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala
1 5 10 15
Gly Phe Gly Thr Ser

20

<210> 7

<211>21

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..21

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 7
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ser
1 5 10 15
Phe Ser Pro Ser Ser

20

<210> 8

<211>11

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 8
Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210>9

<211>11

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 9

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 S 10

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
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<222>1..11
<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 10

Trp Gly Gln Gly Ala Gln Val Thr Val Ser Ser
10

1 S

<210> 11

211> 11

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 11

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Ala Ser Ser
10

1 5

<210> 12

<211>11

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 12

Arg-Gly Gln--Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Leu
10

1 S

<210> 13

<211> 25

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..14

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 13

Ala Leu Gln Pro Gly Gly Tyr Cys Gly Tyr Gly Xaa Cys Leu Trp Gly

1 5

Gln Gly Thr Gln val Thr val Ser Ser

20

<210> 14
<211>23
<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
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<220>

<221> Dominio
<222>1..12

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 14

Val Ser Leu Met Asp Arg Ile Ser Gln His Gly Cys Arg Gly Gln Gly
1 ] 10 15
Thr Gln Val Thr Val Ser Leu

20

<210> 15

<211> 29

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..18

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 15

Val Pro Ala His Leu Gly Pro Gly Ala Ile Leu Asp Leu Lys Lys Tyr
1 S 10 15
Lys Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln Vval Thr Val Ser Ser

20 25

<210> 16

<211> 26

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..15

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 16
Phe Cys Tyr Ser Thr Ala Gly Asp Gly Gly Ser Gly Glu Met Tyr Trp
ély Gln Gly Thr Cs;ln val Thr val Ser ;:r "

20 25

<210> 17

<211> 26

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..15

<223> /etiqueta= CDR3
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<400> 17

Glu Leu Ser Gly Gly Ser Cys Glu Leu Pro Leu Leu Phe Asp Tyr Trp
(131y Gln Gly Thr (s;ln Val Thr val Ser ;:r e
20 25

<210> 18

<211>28

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..17

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 18

Asp Trp Lys Tyr Trp Thr Cys Gly Ala Gln Thr Gly Gly Tyr Phe Gly
1 S 10 15
Gln Trp Gly Gln Gly Ala Gln Val Thr val Ser Ser

20 25

<210> 19

<211> 35

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 19

Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr
20 25 30
Val Ser Ser
35
<210> 20
<211> 27
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 20
Gln Lys Lys Asp Arg Thr Arg Trp Ala Glu Pro Arg Glu Trp Asn Asn
1 5 10 15
Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Ala Ser Ser
20 25
<210> 21
<211> 32
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<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..21

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 21

Gly Ser Arg Phe Ser Ser Pro Val Gly Ser Thr Ser Arg Leu Glu Ser
;er Asp Tyr Asn '?‘yr Trp Gly Gln Gly ':Il‘gr Gln Val Thr Ala ;Zr Ser
20 25 30

<210> 22

<211> 27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 22

Ala Asp Pro Ser Ile Tyr Tyr Ser Ile Leu Xaa Ile Glu Tyr Lys Tyr
1 5 10 15
Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr val Ser Ser

20 25

<210> 23

<211> 33

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..22

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 23

Asp Ser Pro Cys Tyr Met Pro Thr Met Pro Ala Pro Pro Ile Arg Asp
;er Phe Gly Trp Is\sp Asp Phe Gly Gln égy Thr Gln Val Thr \l;asxl Ser
20 25 30

Ser

<210> 24

<211> 26

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..15

<223> /etiqueta= CDR3
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<400> 24

Thr Ser Ser Phe Tyr Trp Tyr Cys Thr Thr Ala Pro Tyr Asn Val Trp
1 5 10 1s
Gly Gln Gly Thr Gln vVal Thr Val Ser Ser

20 25

<210> 25

<211>27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 25

Thr Glu Ile Glu Trp Tyr Gly Cys Asn Leu Arg Thr Thr Phe Thr Arg
1 S 10 15
Trp Gly Gln Gly Thr Gln val Thr val Ser Ser

20 25

<210> 26

<211> 33

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..22

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 26
Asn Gln Leu Ala Gly Gly Trp Tyr Leu Asp Pro Asn Tyr Trp Leu Ser
\J;al Gly Ala Tyr f\la Ile Trp Gly Gln égy Thr His Val Thr \1121 Ser

20 25 30

Ser

<210> 27

<211> 35

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 27

Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu 2la
1 S 10 15
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr Trp Gly Arg Gly Thr Gln Vval Thr
20 25 30
Val Ser Ser
35
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<210> 28

<211> 35

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 28
Asp Gly Trp Thr Arg Lys Glu Gly Gly Ile Gly Leu Pro Trp Ser Val
clsln Cys Glu Asp (531y Tyr Asn Tyr Trp (1;(1)y Gln Gly Thr Gln \1121 Thr
20 25 30
Val Ser Ser
35
<210> 29
<211>21
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..10

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 29
Asp Ser Tyr Pro Cys His Leu Leu Asp Val Trp Gly Gla Gly Thr Gln
1 5 10 15
Val Thr val Ser Ser

20

<210> 30

<211>23

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..12

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 30

Val Glu Tyr Pro Ile Ala Asp Met Cys Ser Arg Tyr Gly Asp Pro Gly
1 5 10 15
Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
20

<210> 31

<211> 27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..27
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<223> /etiqueta= CH2

<400> 31

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Thr Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys
1 ] 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Thr Leu Thr Pro
20 25

<210> 32

<211>27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..27

<223> /etiqueta= CH2

<400> 32

Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Thr Lys
1 5 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25

<210> 33

<211> 27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..27

<223> /etiqueta= CH2

<400> 33
Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Pro Lys
1 S 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25

<210> 34

<211> 27

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Dominio

<222>1..27

<223> /etiqueta= CH2

<400> 34
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25
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<210> 35

<211> 12

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..12

<223> /etiqueta= CH3

<400> 35

ES 2338791 T3

Gly Gln Thr Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Ala

1 5

<210> 36

<211> 18

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..18

<223> /etiqueta= CH3

<400> 36

Gly Gln Thr Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Ala Pro Xaa Arg Leu

1 5
Glu Leu

<210> 37

<211> 12

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

<222>1..12

<223> /etiqueta= bisagra

<400> 37

10

10

‘Gly Thr Asn Glu Val Cys Lys Cys Pro Lys Cys Pro

1 5

<210> 38

<211> 35

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

<222>1..35

<223> /etiqueta= bisagra

10
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<400> 38

Glu Pro Lys Ile Pro Gln Pro Gln Pro Lys Pro Gln Pro Gln Pro Gln

:El’ro Gln Pro Lys f’to Gln Pro Lys Pro cl;gu Pro Glu Cys Thr gs Pro

20 25 30
Lys Cys Pro
35

<210> 39
<211>28
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..28
<223> /etiqueta= CH2
<400> 39

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Pro Lys

15
:El’ro Lys Asp Val 2eu Ser Ile Ser Gly ;ga Pro Lys
20 25

<210> 40
<211>28
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..28
<223> /etiqueta= CH2
<400> 40

Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro 'i‘gr Lys

ll;ro Lys Asp Val IS..eu Ser Ile Ser Gly 11\29 Pro Lys
20 25

<210> 41
<211> 28
<212> PRT
<213> Camelus dromaderius
<220>
<221> Dominio
<222>1..28

<223> /etiqueta= CH2

<400> 41

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

20 25
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<210> 42

<211> 28

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio

<222>1..28

<223> /etiqueta= CH2

<400> 42

Ala Pro Glu Leu
1
Pro Lys Asp Val
20
<210> 43
<211> 31
<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<400> 43

val Thr Val Ser

1

Pro Ala Pro Glu
20

<210> 44

<211> 54

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

<222>1..54

<223> /etiqueta= bisagra

<400> 44
val Thr val Ser
1
Gln Pro Gln Pro
Glu Cys Thr Cys

3s
Ser vVal Phe Ile
50

<210> 45

<211> 14

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

<222>1..14

<223> /etiqueta= bisagra
<220>

<221> Dominio

ES 2338791 T3

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys

5
Leu Ser

Ser Gly
S
Leu Pro

Ser Glu

s

Gln Pro
20

Pro Lys

Phe Pro

10 15
Ile Ser Gly Arg Pro Lys
25

Thr Asn Glu Val Cys Lys Cys Pro Lys Cys
10 15
Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro
25 30

Pro Lys Ile Pro Gln Pro Gln Pro Lys Pro
10 15
Gln Pro Lys Pro Gln Pro Lys Pro Glu Pro
25 30
Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
40 45
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<222>1..14
<223> /etiqueta= CH2

<400> 45

Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe val Phe Pro

1 5 10

<210> 46

<211> 14

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Dominio
<222>1..14

<223> /etiqueta= CH2

<400> 46

Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Vval Phe Ile Phe Pro

1 5 10

<210> 47

<211>21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucle6tido
<400> 47
cgccatcaag gtaacagttg a

<210> 48

<211>22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucledtido
<220>

<221> misc_feature

<222>12..17

<223> /etiqueta= sitio Xhol /nota= “Sitio de restricciéon”

<400> 48

aggtccaget getcgagtct gg

<210> 49

<211>22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucledtido
<220>

<221> misc_feature

14

21

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338791 T3

<222>12..17

<223> /etiqueta= sitio Xhol /nota= “Sitio de restriccién”
<400> 49
agctccagct gctcgagtct gg

<210> 50

<211>22

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucle6tido

<220>

<221> misc_feature

<222>12..17

<223> /etiqueta= sitio Xhol /nota= “Sitio de restriccién”

<400> 50
aggtccagct tctcgagtct gg

<210> 51

<211>28

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de la Secuencia artificial: oligonucleétido

<400> 51

tcttaactag tgaggagacg gtgacctg

<210> 52

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido

<220>

<221> misc_feature
<222>1..5

<223> /etiqueta= Spel

<400> 52
ctagtgcacc accatcacca tcactaatag

<210> 53

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

15
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucle6tido
<221> misc_feature

<222>1..30

<223> /nota= “Secuencia complementaria a SEQ ID NO: 52”
<220>

<221> misc_feature

<222>26..30

<223> /etiqueta= EcoRI

<400> 53
acgtggtget agtggtagtg attatcttaa

<210> 54

<211>43

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Dominio
<222>1..25

<223> /etiqueta= CH2
<220>

<221> Dominio
<222>26..43

<223> /etiqueta= CH3

<400> 54
Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
1 S 10 1S5
Val Leu Ser Ile Xaa Gly Xaa Pro Lys Gly Gln Thr Arg Glu Pro Gln
20 25 30
val Tyr Thr Leu Ala Pro Xaa Arg Leu Glu Leu
35 40
<210> 55
<211>24
<212> PRT
<213> Camelus dromedarius
<220>
<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CH2 /nota= “Clon #72/1”

<400> 55
Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe vVal Phe Pro Thr Lys Pro Lys Asp
1 5 10 15
Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro
20
<210> 56
<211>24
<212> PRT
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<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CH2

<400> 56

Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
10 15

1
Val Leu Ser Ile :er Gly Arg Pro
20

<210> 57
<211>24
<212> PRT
<213> Camelus dromedarius
<220>
<221> Dominio
<222>1..24
<223> /etiqueta= CH2

<400> 57

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp

\llal Leu Ser Ile :er Gly Arg Pro
20
<210> 58
<211> 30
<212> PRT
<213> Camelus dromedarius
<220>
<221> Dominio
<222>1..30
<223> /etiqueta= ENTRAMADO 1

<400> 58

Asp Val Gln Leu Val Ala Ser Gly Gly Gly Ser Val Gly Ala Gly Gly

1 S

10 15

10 15

Ser Leu-Arg Leu Ser Cys .Thr-Ala Ser Gly Asp Ser- Phe Ser

20

<210> 59

<211>11

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4
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<400> 59

ES 2338791 T3

Trp Gly Arg Gly Thr Gln Vval Thr val Ser Ser

1 5

<210> 60

<211>11

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 60

10

Trp Gly Gln Gly Thr His Val Thr Val Ser Ser

1

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Dominio

<222>1..11

<223> /etiqueta= ENTRAMADO 4

<400> 61

10

Trp Gly Gln Gly Ile Gln Val Thr Ala Ser Ser

1 5

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..14

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..14

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 62

Ala Leu Gln Pro Gly Gly Tyr Cys Gly Tyr Gly Xaa Cys Leu

1 5

<210> 63
<211> 12
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

10

10

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338791 T3

<220>

<221> Regi6én
<222>1..12

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..12

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 63

Val Ser Leu Met Asp Arg Ile Ser Gln His Gly Cys
1 5 10

<210> 64

<211> 18

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Regioén
<222>1..18

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..18

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 64

Val Pro Ala His Leu Gly Pro Gly Ala Ile Leu Asp Leu Lys Lys Tyr
1 S 10 15

Lys Tyr
<210> 65
<211> 15
<212> PRT
<213> Camelus bactrianus
<220>
<221> Regi6n
<222>1..15
<223> /etiqueta= VH
<220>
<221> Dominio
<222>1..15
<223> /etiqueta= CDR3

<400> 65
Phe Cys Tyr Ser Thr Ala Gly Asp Gly Gly Ser Gly Glu Met Tyr
1 5 10 15
<210> 66
<211> 15
<212> PRT

19
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<213> Camelus dromedarius
<220>

<221> Regién

<222>1..15

<223> /etiqueta= VH

<220>

<221> Dominio

<222>1..15

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 66

Glu Leu Ser Gly Gly Ser Cys Glu Leu Pro Leu Leu Phe Asp Tyr
10

1 5

<210> 67

<211> 17

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regi6n
<222>1..17

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..17

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 67
Asp Trp Lys Tyr Trp Thr Cys Gly Ala
1 5

Gln

<210> 68

<211>24

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..24

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 68

Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu Ala

1 )
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr
20

Gln Thr Gly Gly Tyr Phe Gly

10

10

20
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<210> 69

<211> 16

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> fuente

<223> /nota="‘synthetic construct”
<220>

<221> Regién

<222>1..16

<223> /etiqueta= VH

<220>

<221> Dominio

<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 69

Gln Lys Lys Asp Arg Thr Arg Trp Ala Glu Pro Arg Glu Trp Asn Asn

1 S

<210> 70

<211>21

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> fuente

<223> /nota="“synthetic construct”
<220>

<221> Regi6én

<222>1..21

<223> /etiqueta= VH

<220>

<221> Dominio

<222>1..21

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 70

Gly Ser Arg Phe Ser Ser Pro Val Gly Ser Thr Ser Arg Leu Glu Ser

1 5

Ser Asp Tyr Asn Tyr
20

<210> 171

<211> 16

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

<222>1..16

<223> /etiqueta= VH

ES 2338791 T3
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10
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<220>

<221> Dominio
<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 71

Ala Asp Pro Ser Ile Tyr Tyr Ser Ile Leu Xaa Ile Glu Tyr Lys Tyr

1

<210> 72

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..22

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..22

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 72

Asp Ser Pro Cys Tyr Met Pro Thr Met Pro Ala Pro Pro Ile Arg Asp

1

Ser Phe Gly Trp Asp Asp

20

<210> 173

<211> 15

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..15

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..15

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 73

S

5

ES 2338791 T3

10

10

15

15

Thr Ser Ser Phe Tyr Trp Tyr Cys Thr Thr Ala Pro Tyr Asn Val

1

<210> 74

<211> 16

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién

5

10

22
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<222>1..16

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..16

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 74

Thr Glu Ile Glu Trp Tyr Gly Cys Asn Leu Arg Thr Thr Phe Thr Arg

1 S

<210> 175

<211>22

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..22

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..22

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 75

Asn Gln Leu Ala Gly Gly Trp Tyr Leu Asp Pro Asn Tyr Trp Leu Ser

1 5
val Gly Ala Tyr Ala Ile
20

<210> 76

<211>24

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regién
<222>1..24

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 76

Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu Ala
15

ES 2338791 T3

10

10

10

1 5
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr
20
<210> 177
<211>24
<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

23
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<220>

<221> Regién
<222>1..24

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..24

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 77

Asp Gly Trp Thr Arg Lys Glu Gly Gly Ile Gly Leu Pro Trp Ser Vval
éln Cys Glu Asp Zly Tyr Asn Tyr a 1
20

<210> 78

<211>10

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius

<220>

<221> Regioén

<222>1..10

<223> /etiqueta= VH

<220>

<221> Dominio

<222>1..10

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 78

Asp Ser Tyr Pro Cys His Leu Leu Asp Val
1 S 10

<210> 179

<211> 12

<212> PRT

<213> Camelus dromaderius
<220>

<221> Regi6n
<222>1..12

<223> /etiqueta= VH
<220>

<221> Dominio
<222>1..12

<223> /etiqueta= CDR3

<400> 79
Val Glu Tyr Pro Ile Ala Asp Met Cys Ser Arg Tyr
1 s 10

<210> 80

<211> 26
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<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 80
Glu Vval Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Rla Ala Ser Gly
20 25
<210> 81
<211> 14
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 81
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser
1 S 10

<210> 82

<211> 32

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 82

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

1 S 10 15

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

<210> 83
<211> 37
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 83

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Thr Asn Glu Val
1 S 10 18
Cys Lys Cys Pro Lys Cys Pro Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser
20 25 30
val Phe val Phe Pro
3s
<210> 84
<211> 18
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 84

Gly Gly Ser Val Gln Gly Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ile
1 ) 10 15
Ser Gly

<210> 85
<211> 14
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

25
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<400> 85

Trp Phe Arg Glu Gly Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Ile Ala
1 5 10

<210> 86
<211> 32
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 86
Arg Phe Thr Ile Ser Gln Asp Ser Thr Leu Lys Thr Met Tyr Leu Leu
1 s 10 1s

Met Asn Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Gly Thr Tyr Tyr Cys Ala Ala

20 25 30

<210> 87
<211> 60
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 87

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Glu Pro Lys Ile Pro
1 5 10 15

Gln Pro Gln Pro Lys Pro Gln Pro Gla Pro Gln Pro Glm Pro Lys Pro

20 25 30
Gln Pro Lys Pro Glu Pro Glu Cys Thr Cys Pro Lya Cys Pro Ala Pro
3s 40 4S5
Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro
50 1 60

<210> 88
<211> 18
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 88
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ser
1 S 10 15
Ser Ser

<210> 89

<211> 14

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 89
Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Ser
1 5 10

<210> 90

<211> 32

<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

26
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<400> 90

ES 2338791 T3

Arg Phe Thr Ile Ser Gln Asp Ser Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln

1l 5

10

15

Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Lys Ile
25

20

<210>91
<211> 37
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 91

30

Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser Gly Thr Asn Glu Val

1 5

10

15

Cys Lys Cys Pro Lys Cys Pro Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser

20
Val Phe Vval Phe Pro
35

<210> 92
<211> 400
<212> ADN

<213> Camelus dromaderius

<400> 92

ctcgagtcetg
tctggataca
cgcgagttcg
ggccgettea
ctgaaacctg
tgtgggtatg
acccgtacga

ggggaggatc
gtaattgtcce

ccatgtcccg

aggacacggc
ggtantgcct
cgttceggac

<210>93
<211> 391
<212> ADN

<213> Camelus dromaderius

<400> 93

ctcgagtctg
tcttctaaat
gagcgcgaat
aagggccgat
agcctgaaac
ctccttgatg
agcttccgga

ggggaggcete
atatgecttg

ttgtctcaag
tcaccatcte
ctgaggacac
tectggggeca
ctacggttct

<210> 94

<211> 443

<212> ADN

<213> Camelus dromaderius

ggtgcaggct
cctcacttgg

tctccagtat. ggatccggat

aggcagcacc
gatgtattac

ctggggccag
tacggttctt

ggtgcaggcet
cacctacgac
tataaatatt
ccaagacagc
ggcgatgtat
ggggacccag
taatagaatt

25

ggagggtcte
agctggtatc
ggaaatacca
gagtacacag
tgtaaaacag
gggacccagg
aatagaattc

ggagggtcte
atgacctggt
gatggtaaga
gccaagaaca
tactgtaaaa
gtecaccgtcet
c

27

30

tgagactctc gtgcgcagee
gccagtttecc aggaacggag
agtacacata ctccgtgaag
tatttctgca aatggacaat
ccctacaacce tgggggttat
tcaccgtcte ctcactagtt

tgagactctc ctgtgcatct
accgccagge tccaggcaag
caacatacgc agactccgtg
cggtgtatct gcagatgaac
tagattcgta cccgtgecat
cctcactagt tacccgtacg

&0
120
180
240
300
360
400

60
120
1890
240
300
360
331
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<400> 94

caggtgaaac
tcctgtgceag
tcaggaaagc
aacacatatg
accacggtat
gcggeggtee
tggggccagg
gactacggtt

<210> 95
<211> 433
<212> ADN

tgctcgagtce
tctctggatt
agcgtgaggg
tcgeccgagtce
atcttgatat
cagcccactt

ggacccaggt
cttaatagaa

<213> Camelus dromaderius

<400> 95

ctcgagtctg
tctggetcetc
cgtgaggggg
aagggcecgat
aacctgcaac
gcttgtgatg
cgggggaccc
cttaatagaa

<210> 96
<211> 449
<212> ADN

ggggagggtce
ccagtagtac

tcacagcgat
tcaccatctc
ctgaggatac
cgagatgggc
aggtcaccgt
ttc

<213> Camelus dromaderius

<400> 96

caggtgaaac
tcctgtaatg
ccagggaagg
gccgactcecg
ctccagatga
acggagatgg
aactactggg
gttccggact

tgctcgagtce
tctctggcetce
agcgtgaggg
tgaagggccyg
acaacctgca
gggcttgtga
gccgggggac
acggttctta

ES 2338791 T3

tggaggaggc
ctcctttagt
ggtcgcagcc
cgtgaagggce
gaacaaccta
gggacctgge
caccgtctcc
ttc

ggtgcaggct
ttattgectg
taacactgat
ccaagacacc
ggccacctat
gaccttagcg
ctcctcacta

tgggggaggyg
tcccagtagt
ggtcacagcyg
attcaccatc
acctgaggat
tgcgagatgg
ccaggtcacce
atagaattc

tcggtgcaga
accagttgta
attaatagtg
cgattcgcca
acccctgaag
gccattcttg
tcactagcta

ggagggtcte
ggctggttce
ggcagtatca
gccaaggaaa
tactgcgegg
acaaggacgt
gttaccegta

tcggtgeagg
acttattgec
attaacactg
tcccaagaca
acggccacct
gcgaccttag
gtctcctcac

ctggaggatc
tggcectggtt
gcggtggtag
tctcccaaga
acacggctac
atttgaaaaa
gttacccgta

tgagactctc
gccaggcectcece
tatacgcagce
cggtacatct
caagactgac
ttgcgtataa
cgacgttccg

ctggagggtc
tgggctggtt
atggcagtgt
ccgccaagaa
attactgcgce
cgacaaggac
tagctagtta

tctgagactce
ccgccaggcet
gacatactac
caacgccaag
gtattactgt
gtataagtac
cgacgttccg

ctgtaatgtc
agggagggag
cgactcecgtg
ccagatgaac
ggagatgggg
ctactggggc
gactacggtt

tctgagactc
ccgccaggcet
catatacgca
aacggtatat
ggcaagactg
gtttgcgtat
ccecgtacgac

60
120
180
240
300
360
420
443

60
120
180
240
300
360
420
433

60
120
180
240
300
360
420
449

<210> 97
<211> 424
<212> ADN

<213> Camelus dromaderius

<400> 97

ctcgagtcetg
cacgggattc
cgtgaggggg
acgggccgat
agcctgaaac
cctgttggga
caggtcaccg
attce

<210> 98
<211> 415
<212> ADN

gaggaggctc
cgctcaatgg
tcgcaacaat
ttaccatctc
ctgaggacac
gcacttctag
tcacctcact

<213> Camelus dromaderius

ggcgcaggcet
ttactacatc
taatggtggt
ccgagacagce
ggccatctac
actcgaaagt
agttacccgt

ggaggatctc
gcectggttee
cgcgacgtca
cccaagaata
ttctgtgcag
agcgactata
acgacgttce

28

tgagactctc
gtcaggctcc
catactacgc
cggtgtatct
caggctcgceg
actattgggg
ggactacggt

ctgtgcagce
tgggaagggg
cgactcegtg
gcagatgaac
tctttectagt
ccaggggatce
tcttaataga

60
120
180
240
300
360
420
424
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<400> 98

ctcgagtctg
tctgactaca
cgtgaattgg
gactcecgtga
caaatgaaca
ttttactggt
gtctecctcac

<210> 99
<211> 406
<212> ADN

gaggaggctc
ccatcactga
tcgcagegat
agggacgatt
gcctgacacce
actgcaccac
tagttacceg

<213> Camelus dromaderius

<400> 99

ctcgagtctg
tctggataca
cgtgagggga
aagggccgat
aacctgaaac
tgtgaattgce
ctagttaccc

<210> 100
<211> 427
<212> ADN

ggggaggctc
cgtacggtag
tcgcaactat
tcaccatctce
ctgaagacac
ctttgctatt
gtacgacgtt

<213> Camelus dromaderius

<400> 100

ctcgagtctg
tctggattce
cgtgaggggg
aagggccgat
aacttgaaac
ccgactatgce
acccaggtca
agaattc

<210> 101
<211> 409
<212> ADN

ggggaggctce

cctatagtac-cttctgtctg-

tcgcgggtat
tcaccatctc
ctgaggacac
cecgecteececcece
ccgtctecte

<213> Camelus dromaderius

<400> 101

ctcgagtcag
tctactcaca
cgcgaggggag
aagggccgat
agcctgaaac
gggtgcaatt
tcactagtta

<210> 102
<211> 445
<212> ADN

ggggaggetce
ccgacagtag
tcgcaagtat
tcaccatcte
ctgaggacag
taaggactac
cccgtacgac

<213> Camelus dromaderius

ES 2338791 T3

ggttcaggcet
ttattgecatg
tcaagttgtc
caccatctcec
tgaggacacg
ggcgccttat
tacgacgttc

ggtgcagggt
cttctgtatg
tcttaatggt
ccaagacagc
gggcacctat
tgactactgg
ccggactacg

ggtgcaggcet

taatagtgca
ccaagggaat
ggccatctat
gatacgagac
actagttacc

ggtacaggtt
cacctgtata
atattttggt
ccaactcaac
cgcecatgtac
ttttactcge
gttcecggact

ggagggtcce
gcetggttee
cgtagtgata
caaggcaaca
gccatctaca
aacgtctggg
cggactacgg

ggagggtctc
ggctggttcc
ggtactaaca
acgttgaaga
tactgtgctg
ggccagggea
gttcttaata

ggagggtcte
gggtggttcc
ggaggtaata
gccaagaata
tactgcgegg
agttttgget
cgtacgacgt

ggagggtctc
ggctggttee
gatggtggta
gcccagaaca
tactgtgcaa
tggggccagg
acggttctta

29

ttagactctc
gccaggcectec
ctcgcctecac
ccaagaacac
gttgtgcggce
gtcaggggac
ttettaatag

tgagactctce
gcgagggtcece
catactatgc
cgatgtatct
cagaactaag
cccaggtcac
gaattc

tgagactcetce
gecaggctcece
cttactatgc
cggtgtttct
cggatagtcce
gggatgattt
tcecggactac

tgagactctce
gccaggetcec
cgaattatcg
cagtgtatct
tcactgaaat
ggacccaggt
atagaattc

ctgtgcagee
agggaaggag
agactacgcc
agtgaatctg
aaccagtagt
ccaggtcacc
aattc

ctgtgcaatc
aggcaaggaa
cgactcggtg
gctaatgaac
tggtggtagt
cgtctcectca

ctgtacaggc
agggaaggag
cgacgccegtg
gcaaatggat
atgttacatg

tggccagggg
ggttcttaat

ctgtgtagcce
agggaaggag
cgactcecgtg
gcaaatgaac
tgagtggtat
caccgtctce

60
120
180
240
300
360
415

60
120
180
240
300
360
406

60
120
180
240
300
360
420
427

60
120
180
240
300
360
409
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<400> 102

ctcgagtctg
tectggattga
tgcaaattgg
gctgagtctg
cttcaaatga
tggacccgga
aactattggg
cggactacgg

<210> 103
<211> 394
<212> ADN

ggggaggcetce
cttttgatga

tctcaggtat
tgaggggccg
acgacctgaa
aggaaggggg

gccaggggac
ttcttaatag

<213> Camelus dromaderius

<400> 103

ctcgagtctg
tctggattca
tgtgagttgg
ggccgattca
ctcaaacctg
atgtgttcga
acgacgaacc

<210> 104
<211> 433
<212> ADN

gaggaggctc
atttcgaaac
tctcaagtat
ccatttctag
aggacacggc
gatacggcga
ggactacggt

<213> Camelus dromaderius

<400> 104

ctecgagtetg
tctggaggta
aaggagcgcg
tccgtgaagg
cttgatcgac
ggtggctggt
caggggaccc
cttaatagaa

<210> 105
<211> 416
<212> ADN

ggggaggctc -
ccccagateg
aggggatcge
gccgattcac
tgaacccgga
atttggaccc
aggtcaccgt
tte

<213> Camelus dromaderius

<400> 105

caggtgaaac
tcttgtgtat
gagtgcgaaa
aaggggcgatc
agtctgaggce
tgtggtgece
tcctcactag

<210> 106
<211> 361
<212> ADN

tgctcgagtce
acaccaacga
gggtcgcgca
tcacgatctce
ctgaggacac
agactggagg
ctagttaccc

<213> Camelus dromaderius

ES 2338791 T3

ggtacaaact
ttctgacgtg
tctgagtgat
ggttaccatc
acctgaggac
aatcgggtta
ccaggtcacc
aattc

ggtgcaggct
ttctcgtatg
ttacagtgat
agagaatgcc
catgtattac
cccggggace
tcttaataga

ggtgcaggtt
tgttcctaaa
agttctttcg
catcttctta
ggacactgcc
gaattactgg
ctcctcacta

tgggggaggc
tactgggacc
tattacgcct
ccgagacaac
ggccgtgtat
atacttcgga
gtacgacgtt

ggagggtctce
gggtggtacc
ggtactccat
tccagagaca
acggccatgt
ccctggtegy
gtctccectcecac

ggagggtcte
gegtggtacc
ggcaaaacat
aagaatacat
tgtgcgccegg
caggtcaccg
attce

ggagggtctce
tetttggcet
actaaggatg
gataatgaca
gactactact
ctctctgtgg
gttacccgta

tcggtgeagg
atgggatggt
gatggtatga
gcccagaaaa
tactgtgegg
cagtggggtc
ccggactacyg

30

tgagactctc
gccaggctce
atacaaagag
acgccaagaa
attactgcgc
tccaatgtga
tagttacccg

tgagactctc
gccagactce
actacgtcga
tgtatctaca
ttgaatatcc
tectcctcact

tgaaactctc
ggttccgceca
gtaagacatt
agaccacttt
gcgctgcaaa
gtgcatatgc
cgacgttccg

ctggggggtce
ttcgccaggce
¢cttecattga
cgttgtettt
cagattggaa
agggggccca
gttcttaata

ttgcgaaatc
aggggatgag
tggagactat
catgatatac
ggtagatggt
agatggttat
tacgacgttc

ctgtgtagcec
aggaaatgtg
ccgcatgaag
actgagcggce
tattgcagac
agttacccgt

ctgtaaaatc
ggctccagag
ctatgccgac
ctccttacaa
tcaattagct
catctggggce
gactacggtt

tctgacactc
tccagggaaa
tgaaccegtg
gcgaatgaat
atactggact
ggtcaccgtc
gaattc

60
120
180
240
300
360
420
445

60
120
180
240
300
360
3384

60
120
180
240
300
360
420
433

60
120
180
240
300
360
416
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<400> 106
ctcgagtctg ggggaggctc ggtccaacct ggaggatctc tgacactctce ctgtacagtt 60
tctggggeca cctacagtga ctacagtatt ggatggatcc gccaggctcc agggaaggac 120
cgtgaagtag tcgcagceccge taatactggt gcgactagta aattctacgt cgactttgtg 180
aagggccgat tcaccatttc ccaagacaac gccaagaata cggtatatct gcaaatgagc 240
ttcctgaaac ctgaggacac ggccatctat tactgtgegg cagecggacce aagtatatat 300
tatagtatcc tccattgagt ataagtactg gggccagggg acccaggtca ccgtctccte 360
a 36l
<210> 107
<211> 354
<212> ADN
<213> Camelus dromaderius
<400> 107
ctcgagtcag ggggaggctc ggtggaggct ggagggtctc tgagactctc ctgtacagec 60
tctggatacg tatcctctat ggcecctggttc cgccaggttc cagggcagga gcgcgagggg 120
gtcgcegtttg ttcaaacggc tgacaatagt gcattatatg gcgactccgt gaagggccga 180
ttcaccatct cccacgacaa cgccaagaac acgcetgtatce tgcaaatgcg caacctgcaa 240
cctgacgaca ctggcgtgta ctactgtgcg gcccaaaaga aggatcgtac tagatgggcc 300
gagcctcgag aatggaacaa ctggggccag gggacccagg tcaccgtctc ctca 354
<210> 108
<211> 381
<212> ADN
<213> Camelus dromaderius
<400> 108
ctcgagtcag gtgtceggte tgatgtgcag ctggtggegt ctgggggagg cteggtgcag 60
gctggaggct ctctgagact ctcctgtaca gcctctggag acagtttcag tagatttgcc 120
atgtcttggt tccgccaggce tccagggaag gagtgcgaat tggtctcaag cattcaaagt 180
aatggaagga caactgaggc cgattccgtg caaggccgat tcaccatctc ccgagacaat 240
tccaggaaca cagtgtatct gcaaatgaac agcctgaaac ccgaggacac ggccgtgtat 300
tactgtgggg cagtctccct aatggaccga atttcccaac atgggtgccg gggccaggga 360
acccaggtca ccgtctcctt a 381
<210> 109
<211> 18
<212> PRT
<213> Camelus dromedarius
<400> 109
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
1 5 10 15
Glu Leu
<210> 110
<211> 18
<212> PRT
<213> Camelus dromedarius
<400> 110
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Glmn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu
1 5 10 15
Glu Met
<210> 111
<211> 18
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<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 111

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu
1 S 10 15
Glu Met

<210> 112
<211>24
<212> PRT

<213> Camelus dromedarius

<400> 112
Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
1 S 10 15
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
20
<210> 113
<211> 23
<212> PRT
<213> Humano
<400> 113
val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
1 S 10 15
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
20
<210> 114
<211>24
<212> PRT
<213> Humano
<400> 114
Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp
1 5 10 15
Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
20
<210> 115
<211> 19
<212> PRT
<213> Humano
<400> 115
Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
1 S 10 15

Asp Glu Leu

<210> 116
<211>19
<212> PRT
<213> Humano
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<400> 116

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

<210> 117
<211> 19
<212> PRT
<213> Humano

<400> 117

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
1 5 10 " 15
Glu Glu Met

<210> 118
<211> 30
<212> PRT
<213> mirido

<400> 118

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Glu Pro Gly Gly
1 S 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Ser

20 25 30

<210> 119
<211>29

<212> PRT
<213> Humano

<400> 119

Glu val Gln Leu Leu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser
1 5 10 15
Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25
<210> 120
<211> 11
<212> PRT

<213> Humano

<400> 120

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
1 S 10

<210> 121
<211> 11
<212> PRT
<213> Humano

<400> 121

Trp Gly Gln Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
1 5 10
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<210> 122
<211> 11
<212> PRT
<213> murido

<400> 122

ES 2338791 T3

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

1

<210> 123
<211>11
<212> PRT

<213> murido

<400> 123

5

10

Trp Gly Gln Gly Thr Ser val Thr val Ser Ala

1

<210> 124
<211>11
<212> PRT
<213> mdrido

<400> 124

5

10

Trp Gly Ala Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser

1

<210> 125
<211> 21
<212> PRT
<213> miirido

<400> 125

Asp Tyr Tyr Gly

1

)

val Thr val Ser Ser

<210> 126
<211> 67
<212> PRT
<213> Humano

<400> 126

Lys Val
1
His Thr

Pro Cys

Cys Pro

50
Leu Phe
65

20

Asp Lys Arg Val
5
Cys Pro Arg Cys
20
Pro Arg Cys Pro
35
Arg Cys -Pro Ala

Pro

Glu
Pro
Glu

Pro
5%

Ser Ser Tyr Phe Asp
5

Leu Lys

Glu Pro
25

Pro Lys

40

-Glu Leu

10

val Trp Gly Ala Gly Thr Thr

10

Thr Pro Leu
10

Lys Cys Ser
Ser Cys Asp

Leu Gly Gly
60

34

15

Gly Asp Thr.

1S
Asp Thr Pro
30
Thr Pro Pro
45
Pro -Ser Val

Thr

Pro

Pro

Phe
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<210> 127
<211> 35
<212> PRT
<213> Humano

<400> 127

Lys Val Asp Lys Lys Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr
1 5 10 15
Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe

20 25 30
Leu Phe Pro
35
<210> 128
<211> 31
<212> PRT

<213> Humano
<400> 128

Lys Vval Lys val Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro

1 S 10 15
Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
20 25 30
<210> 129
<211>32
<212> PRT

<213> Humano

<400> 129

Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser

1 5 10 15
Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
20 25 30
<210> 130
<211> 11
<212> PRT

<213> Humano

<400> 130

Trp Gly Arg Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 131
<211>98
<212> PRT
<213> Humano
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<400> 131

Gln
1
Ser

Met
Ile
Leu

65
Thr

val
val
His
Asp
50

Thr

Ser

Gln
Lys
Trp
35

Asn

val

Glu

Leu
Leu
20

Lys
Ser
Asp

Asp

Gln
Ser
Gln
Gly
Lys

Ser
85

Gln
Cys
Arg
Gly
Pro

70
Ala

ES 2338791 T3

Pro Gly
Lys Ala

Pro Gly
40

Thr Lys

55

Ser Ser

val Tyr

Ala
Ser
25

Arg

Asn

Tyr

Glu
10

Gly
Gly
Glu

Ala

Cys
90

36

Leu
Tyr
Arg
Phe
Tyx

5
Ala

Gly
Phe
Glu
Lys
60

Met

Arg

Lys
Thr

Trp
45
Sex

Gln

Pro
Ser
30

Ile
Lys

Ser

Gly
15

Tyr
Gly
Ala

Ser

Ala

Arg
Thr

Leu
80
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