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DESCRIPCION
Polipéptidos solubles
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere de manera general a polipéptidos, tales como moléculas de anticuerpos, que
demuestran alta estabilidad y solubilidad. En particular, la presente divulgacién se refiere a polipéptidos que
comprenden dominios VL y Vi emparejados que demuestran una expresion soluble y un plegamiento en un
ambiente reductor o intracelular. La presente divulgacion también se refiere a polinucledtidos que codifican tales
polipéptidos, a bibliotecas de tales polipéptidos o polinucledtidos, y a métodos de uso de tales polipéptidos en
investigacion, en aplicaciones de diagndstico y terapéuticas. Por ejemplo, se pueden usar los polipéptidos en
métodos de seleccidn sistematica para identificar un polipéptido que se une a una molécula diana particular.

Antecedentes de la invenciéon

El repertorio de anticuerpos de vertebrados se formé mediante la duplicaciéon y la diversificacion de los genes
ancestrales de un heterodimero de dos pliegues de inmunoglobulina (Ig). La diversidad generada por el sistema
inmunolégico no solo se basa en las familias de genes germinales de los genes de lg, sino también de la
recombinacion in vivo de exones del subdominio durante el desarrollo de los cayados para formar numerosos linajes
unicos con diversidad adicional en los limites del exdn que se da en los bucles expuestos en la superficie de la
proteina Ig. Este proceso de recombinacion se denomina recombinacién V(D)J, llamado asi después de que los dos
exones ligeros variables (VL) y los tres exones pesados variables (V1) se recombinen para formar los dominios de
unién a antigeno de N-terminal de la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo, respectivamente. Sin
embargo, dado que los genes duplicados divergen de sus pares ancestrales, el efecto acumulado de las mutaciones
ha dado como resultado un ajuste entre superficies de contacto menos perfecto entre las unidades heterodiméricas
de los dominios variables. La presién de seleccion no se aplica a ningln gen, sino a la familia completa. Por lo tanto,
la maxima diversidad, que es algo bueno para el sistema inmunolégico, puede dar como resultado estabilidades en
el plegamiento menos ideales para los miembros de la familia individual. Ademas, los propios dominios de unién
pueden tener diferentes estabilidades de plegamiento. El requisito de formar un heterodimero funcional a partir de
numerosas subunidades divergentes se compensa por la presencia de enlaces disulfuro conservados entre las
laminas beta de los dominios. Sin embargo, la superficie de contacto ain puede no ser un ajuste estable, que
requiere un punto de control de plegamiento en el RE.

Como resultado del enfoque de "consenso" para un ajuste de proteina aplicado por los dominios variables del
anticuerpo, algunos emparejamientos tienen una baja estabilidad de plegamiento y son propensos tanto a una mala
expresion en hospedadores bacterianos/mamiferos, como propensos a agregarse. Ademas, en casi todos los casos,
hay un requisito total para que se formen enlaces disulfuro interlaminares en los dominios VL y Vu. Se requiere que
para la expresién de bibliotecas de anticuerpos en un hospedador bacteriano tal como E. coli, se exprese el
anticuerpo en el periplasma de la célula, un espacio oxidante que tiene chaperonas disulfuro, y a menudo como una
fusion entre los dominios VL y Vu (anticuerpo monocatenario; scFv). Sin embargo, la exportacion al periplasma
requiere la excrecion a través de la membrana interna, que se satura a los niveles deseados para la alta expresion
del anticuerpo, dando como resultado rendimientos mucho mas bajos que la expresion citoplasmica.

Ademas de la ventaja de una produccion mas barata de anticuerpos scFv en el citoplasma de E. coli, un armazoén de
anticuerpo que es competente para plegarse en un ambiente reductor también se podria usar como reactivo de
afinidad en el citoplasma de los mamiferos. Esto permitiria la extensiéon de los usos de los anticuerpos como
reactivos cientificos en el citoplasma o en el nicleo para la obtencion de imagenes o el bloqueo de funciones
proteicas y, de manera similar, en agentes terapéuticos y de diagndstico.

Como casi todos los anticuerpos de mamiferos son insolubles en el citoplasma, los grupos han investigado
combinaciones de genes poco comunes que se pliegan para formar un heterodimero estable para su uso como un
armazon para la construccion de diversidad adicional. La estrategia adoptada para encontrar anticuerpos solubles en
citoplasma es la observacién casual de que un clon de anticuerpo se expresa de manera estable en el citoplasma
(Tavladoraki et al., 1999; Vaccaro et al., 2006) lo que puede ser la base de un armazén de anticuerpo intracelular
("intracuerpo") o, como alternativa, se puede tomar una estrategia evolutiva para llevar un gen de scFv hacia la
estabilidad, bien in vivo (Martineau et al., 1998; Visintin et al., 1999; Auf der Maur et al., 2002; Fisher and DelLisa,
2009) o in vitro (Contreras-Martinez y Delisa, 2007; Jermutus L., et al. 2001). Ademas, los anticuerpos de dominio
unico, en donde solo un Unico dominio variable no emparejado se une al antigeno diana, han demostrado ser
solubles y estables en el citoplasma. Se han descrito dos anticuerpos de dominio Unico de camélido que se pliegan y
son solubles cuando se expresan en el citoplasma (Kirchhofer Al., et al, 2010; Saerens et al., 2005).

Otra estrategia para la produccién de anticuerpos intracelulares en el citosol bacteriano es el uso de mutantes de E.
coli que tienen mutaciones que cambian el estado redox de proteinas en el citoplasma de reductor a oxidante. Esto
produce scFv que se pliegan y se oxidan parcial y/o totalmente en el citoplasma de E. coli (He et al, 1995; Jurado P.,
et al., 2002).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 682254 T3

Dos grupos que usaron el sistema de dos hibridos en levadura (Y2H) como una seleccion sistematica in vivo para
los scFv que se unen a antigenos de las bibliotecas de scFv compilaron secuencias para sus clones solubles. El
primer grupo (Tse et al., 2002) descubrié que el clado VH3 se empareja con los clados VLK 1 y 4. Alineando
multiples scFv solubles compilaron un consenso para los genes de VL y Vu solubles que casi coinciden exactamente
con el consenso de la familia compilado para la biblioteca Morphosys HUCAL ™ para familias VH3 y VLk1 (Knappik
et al., 2000). El segundo grupo que us6 el Y2H informé en el documento WO 03/097697 que sus scFv solubles eran
secuencias lo mas estrechamente relacionadas con miembros de los clados VH3, VH1a o VH1b combinados con las
secuencias mas estrechamente relacionadas con los miembros de los clados VLk1 o VLA1 o VLA3. Sin embargo, su
configuracién éptima fue VLA3 emparejado con VH1b. Cabe destacar, sin embargo, que ninguna de las secuencias
documentadas fueron coincidencias exactas con la traduccion de la secuencia de la linea germinal del gen de
inmunoglobulina homdélogo mas cercano, con multiples mutaciones a través de la secuencia. Esto fue
presumiblemente debido al uso por ambos grupos de bibliotecas de fagos preseleccionados para enriquecer los
clones de unién a antigeno antes de la etapa limitante de la transformacion de levadura. Sin embargo, esto implica
que una, o mas, de las mutaciones en cada gen puede estar confiriendo un efecto estabilizante sobre el plegamiento
de scFv en el citoplasma.

El documento WO 2010/136698 se refiere a métodos de identificacién de pares de clases VH y VL en el repertorio
inmunolégico humano, determinando los pares de clases VH y VL que son mas prevalentes y los que tienen
propiedades biofisicas favorables.

El documento WO 2016/028791 se refiere a una biblioteca de presentacion de anticuerpos que contiene moléculas
de anticuerpo de la linea germinal humana con variacion en la CDR3 de VH, y en CDR3 de VL, y en la posicion 52
de la CDR2 del VH, para la deteccién y la seleccion de moléculas de anticuerpo especificas para antigenos de
interés.

El documento WO 2016/028791 desvela anticuerpos y moléculas relacionadas que se unen de manera especifica a
Reg IV. Tales anticuerpos tienen usos, por ejemplo, en la prevencion y el tratamiento de canceres gastrointestinales,
enfermedad inflamatoria del intestino, y diabetes.

El documento WO 2011/075761 se refiere a métodos para seleccionar de manera sistematica un polipéptido para
una actividad deseada frente a una molécula diana expresando el polipéptido en una célula bacteriana y
permeabilizando la célula.

El documento US 2011/0118149 desvela composiciones y métodos para generar bibliotecas de secuencias de ADN
que codifican polipéptidos homdlogos, y usos de las bibliotecas para identificar las variantes de polipéptido
diversificadas de forma natural.

Hasta la fecha, no se han publicado informes de un anticuerpo intracelular que tiene una identidad exacta con la
secuencia de aminoacidos de la linea germinal humana de los correspondientes genes de VL y Vu. Talo anticuerpo
seria un armazén ventajoso para generar diversificacion porque permitiria una alta produccion de expresion
citoplasmatica, proporcionaria una mayor estabilidad en forma oxidada, proporcionaria mayor estabilidad estructural,
asegurando una mayor tolerancia de la diversificacion de bucles, y comprenderia una secuencia completamente
natural que da como resultado un mejor rechazo del paciente a partir de la produccion de un anticuerpo completo.

Los presentes inventores informan en el presente documento de la aplicacién de un método de presentacion de
proteinas descrito anteriormente en el documento WO 2011/075761 para la seleccidn sistematica de una biblioteca
de scFv humano y el aislamiento de genes de scFv solubles que tienen regiones marco idénticas a la secuencia de
la linea germinal humana. Ademas, los presentes inventores demuestran la notable termoestabilidad y tolerancia de
injerto de CDR3 en el armazon de scFv.

Sumario de la invencién

En un aspecto, la divulgacion proporciona una biblioteca de polipéptidos que comprende una pluralidad de diferentes
polipéptidos, que comprenden:

i) una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regiéon de armazon que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12);

en donde la V1 y la VL son capaces de formar un sitio de unién a antigeno; y
en donde al menos dos de los polipéptidos difieren entre si en la secuencia de aminoacidos presente en una o mas
regiones determinantes de complementariedad (CDR, del inglés complementary determining regions) en las
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regiones variables Vu y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones reductoras, que no son
suficientes para la oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos para la formacion de
enlaces disulfuro. Preferentemente, la secuencia de aminoacidos en una o mas de las CDR de los dominios
variables Vu y/o Vi es aleatoria o semialeatoria o deriva de un anticuerpo humano.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un procedimiento de construir una biblioteca de polipéptidos que es
soluble en condiciones reductoras, que no son suficientes para la oxidacién de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una
proteina y no son permisivas para la formacién de enlaces disulfuro, comprendiendo el método la preparacién de
una pluralidad de diferentes polipéptidos, que comprenden:

i) una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una region de armazoén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazon de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regién de armazoén de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12);en donde la Vu y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polipéptidos difieren entre si en la secuencia de aminoacidos presente en una o mas
CDR en las regiones variables Vu y/o VL.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona una biblioteca de polinucledtidos que comprende una pluralidad de
diferentes polinucleétidos,
en donde cada polinucleétido codifica un polipéptido que comprende:

i) una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una region de armazoén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazon de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vn y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polinucledtidos difieren entre si codificando polipéptidos que comprenden una o mas
CDR diferentes en las regiones variables Vu y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones
reductoras, que no son suficientes para la oxidacidon de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son
permisivos para la formacion de enlaces disulfuro.

Preferentemente, los polinucleétidos codifican una secuencia de aminoacidos en una o mas de las CDR de los
dominios variables Vu y/o VL que es aleatoria o semialeatoria o deriva de un anticuerpo humano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de construccion de una biblioteca de polinucleétidos,
comprendiendo el método la preparacion de una pluralidad de diferentes polinucleétidos que codifican un
polipéptido, que comprende:

i) una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regiéon de armazon que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regidon de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vu y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polinucledtidos difieren entre si codificando polipéptidos que comprenden una o mas
CDR diferentes en las regiones variables V1 y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones
reductoras, que no son suficientes para la oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos
para la formacion de enlaces disulfuro.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un polipéptido aislado y/o recombinante que comprende:
i) una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regiéon de armazon que es al

menos el 95 % idéntica a la region de armazoén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y
i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
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menos el 95 % idéntica a la region de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12);

en donde la V4 y la VL son capaces de formar un sitio de unién a antigeno y en donde el polipéptido es soluble en
condiciones reductoras, que no son suficientes para la oxidacién de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no
son permisivos para la formacion de enlaces disulfuro.

La VL preferentemente comprende una regién de armazén que es al menos el 90 % idéntica a la regién de armazon
de IGLV3-1 tal como se establece en la SEQ ID NO: 6.

Preferentemente, el polipéptido es un fragmento variable (Fv), tal como un fragmento Fab, un fragmento Fab', un
fragmento F(ab'), un scFv, un diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo o un complejo polipeptidico de mayor orden.
Mas preferentemente, el polipéptido es un scFv y la Vu y la VL estan enlazadas entre si a través de un enlazador
peptidico.

Preferentemente, la region de armazon de las regiones variables Vi y VL en el polipéptido desvelado en el presente
documento es al menos el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a la region del armazon de cualquiera
de las secuencias dadas.

El polipéptido desvelado en el presente documento es preferentemente en condiciones reductoras. Ademas, el
polipéptido desvelado en el presente documento es preferentemente soluble y capaz de formar de manera estable
un sitio de unién a antigeno cuando se produce en condiciones reductoras que no son suficientes para la oxidacion
de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos para la formacion de enlaces disulfuro.

En otra realizacion preferente, el polipéptido desvelado en el presente documento se conjuga con un compuesto. El
compuesto se puede seleccionar del grupo que consiste en un radioisétopo, un marcador detectable, un compuesto
terapéutico, un coloide, una toxina, un acido nucleico, un péptido, una proteina, un compuesto que aumenta la
semivida del polipéptido en un sujeto, y mezclas de los mismos.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polinucleétido aislado y/o exdgeno que codifica el polipéptido
desvelado en el presente documento, o una region variable de cadena pesada o ligera del mismo.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método de seleccion sistematica que se une a una molécula
diana tal como se describe anteriormente en donde el polinucledtido se expresa en el citoplasma y/o en el
periplasma de una célula hospedadora, y en donde la célula hospedadora es una célula bacteriana, una célula de
levadura o una célula de mamifero. Preferentemente, la célula hospedadora es una célula bacteriana y el método
comprende:

a) cultivar una célula bacteriana que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de una cualquiera
de las reivindicaciones 5-8, de manera que se produce el polipéptido,

b) permeabilizar la célula bacteriana, en donde el polinucleétido y el polipéptido se mantiene dentro de la célula
bacteriana permeabilizada,

c) poner en contacto la célula bacteriana permeabilizada con la molécula diana de manera que difunda a la célula
bacteriana permeabilizada, y

d) determinar si el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 se une a la molécula diana.

En un aspecto adicional, la divulgacién proporciona una biblioteca de células hospedadoras que comprende una
pluralidad de células hospedadoras que comprenden un polipéptido desvelado en el presente documento, en donde
al menos una célula hospedadora comprende un polipéptido que difiere de un polipéptido presente en otra célula
hospedadora en la biblioteca en la secuencia de aminoacidos presente en una o mas CDR en los dominios variables
VH y/o VL. Una o mas células hospedadoras en la biblioteca de células hospedadoras pueden comprender uno o
mas polinucleétidos que codifican el polipéptido desvelado en el presente documento. Por ejemplo, una célula
hospedadora en la biblioteca de células hospedadoras puede contener un polinucleétido que codifica la Vu y otro
polinucleétido que codifica la VL.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende el polinucleétido desvelado en el
presente documento, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como sera evidente, las cualidades y caracteristicas preferidas de un aspecto de la divulgaciéon son aplicables a
cualquier otros aspectos de la divulgacion, haciendo los cambios necesarios.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la palabra "comprender”, o variaciones tales como "comprende", o
"comprendiendo”, se entendera que implican la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa indicados, o grupo
de elementos, numeros enteros o etapas, pero no la exclusiéon de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 682254 T3

grupo de elementos, numeros enteros o etapas.

La divulgacion de describe en lo sucesivo en el presente documento mediante los siguientes Ejemplos no limitantes
y con referencia a las figuras adyacentes.

Breve descripcion de los dibujos adjuntos

La FIGURA 1 demuestra la apariencia tipica de un clon de scFv soluble, bien expresado (1A y recuadro), junto
con un clon de scFv bien expresado pero insoluble (1B y recuadro).

La FIGURA 2 muestra un alineamiento multiple de los clones solubles seleccionados que tienen alta similitud o
identidad total, con los genes de VL IGLV3-1, IGLV3-21 y IGLV6-57.

La FIGURA 3 demuestra el comportamiento de dos clones, un IGLV3-1 y un IGLV3-21, con la expresion a
temperaturas en aumento.

La FIGURA 4 demuestra la solubilidad de un clon de IGLV3-1 cuando se expresa en el citosol de E. coli a 25 °C.
La proteina de fusion scFv::127::FLAG esta por completo en fraccién soluble (S).

La FIGURA 5 demuestra el comportamiento de termoestabilidad del clon original (n.° 8.93) con sustitucion de la
regién A J por J1 o0 J2.

La FIGURA 6A demuestra la solubilidad y la elevada expresién de 4 clones independientes con la CDR3 de
IGLV3-1 diversificada.

La FIGURA 6B demuestra una muestra de toda la poblacién de clones con la CDR3 de IGHV3-23 diversificada.
La FIGURA 7 ilustra las CDR ejemplares (en negrita y/o subrayado) en regiones variables preferidas descritas en
el presente documento.

La FIGURA 8 ilustra un ejemplo de una secuencia de polinucleétidos que codifica un armazon IGLV3-1::1IGHV3-
23 con regiones variables de CDR3, y la correspondiente, secuencia de aminodacidos traducida. Las CDR estan
subrayadas y en negrita. En cursiva esta una secuencia de enlazador peptidico.

La FIGURA 9 muestra la biblioteca IGLV3-1::IGHV3-23 scFv marcada con el ligando SNAP, que demuestra la
alta frecuencia de miembros solubles de la biblioteca.

La FIGURA 10 muestra el aislamiento de los scFv de unién a mAG de una seleccion de RED. El clon 34 fue
positivo para la uniéon a mAG. El clon 25 fue negativo.

La FIGURA 11 ilustra la naturaleza soluble del armazén IGLV3-1::IGHV3-23 scFv con la totalidad del scFv o-
mAG aislado de la seleccion de RED clonado como una proteina de fusion de C-terminal His6 FLAG presente en
la fracciéon soluble (S), sin proteina en la fraccion insoluble (P). La deteccidon estaba usando un anticuerpo
monoclonal a-FLAG.

La FIGURA 12 muestra la unién de mAG mediante la fusion de a-mAG scFv His6FLAG unido a IMAC Ni-
sefarosa.

La FIGURA 13 demuestra la especificidad de la interaccién a-mAG scFv para mAG mediante un "despliegue" de
mAG no purificado a partir del lisado de E. coli. a-mAG scFv His6 FLAG se unié a resina IMAC Ni-Sepharose con
la adicion de mAG en lisado celular total de E. coli (carriles 6 y 7) dando como resultado la unién de una proteina
del tamafio esperado de mAG (~ 26 kD).

La FIGURA 14 muestra una captura de seleccion (superior) de la etapa FACS de la seleccion de biblioteca de
MAG "dopada" que usa el bacteriéfago defectuoso de lisis encapsulado que muestra la proteina de fusion
gpD::a-mAG scFv. Las células positivas para mAG que contienen fagos encapsulados estan en la zona derecha.
El bacteriofago recuperado de la seleccion de FACS se indujo para la replicacion del bacteriéfago y la expresion
de gpD::a-mAG y se marcé con mAG usando el método RED (abajo).

LEYENDA DEL LISTADO DE SECUENCIAS

SEQID NO: 1 - secuencia de polinucleétidos que codifica IGHV3-23 (Ref. del NCBI NT_026437.12).
SEQID NO: 2 - secuencia de polinucleétidos que codifica IGHV3-23, excluyendo los intrones.
SEQID NO: 3 - secuencia de aminoacidos de IGHV3-23
SEQ ID NO:4- secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV3-1 (Ref. del NCBI NT_011520.12).
SEQID NO: 5 - secuencia de polinucleotidos que codifica IGLV3-1, excluyendo los intrones.
SEQID NO:6-  secuencia de aminoacidos de IGLV3-1
SEQID NO: 7 - secuencia de polinucledtidos que codifica IGLV3-21 (Ref. del NCBI NT_011520.12)
SEQ ID NO: 8 - secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV3-21, excluyendo los intrones.
SEQID NO: 9 - secuencia de aminoacidos de IGLV3-21
SEQ ID NO: 10 - secuencia de polinucledtidos que codifica IGLV6-57 (Ref. del NCBI: NW_00183 8745.1)
SEQ ID NO: 11 - secuencia de polinucledtidos que codifica IGLV6-57, excluyendo los intrones.
SEQID NO: 12 - secuencia de aminoacidos de IGLV6-57

i secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV1-51 (Secuencia de referencia del NCBI:
SEQIDNO:13- 1 011520.12)
SEQID NO: 14 - secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV1-51, excluyendo los intrones.
SEQ ID NO: 15- secuencia de aminoacidos de IGLV1-51

. secuencia de polinucleotidos que codifica IGLV1-40 (Secuencia de referencia del NCBI:
SEQ ID NO:16- NT 011520.12)
SEQ ID NO: 17 - secuencia de polinucledtidos que codifica IGLV1-40, excluyendo los intrones.
SEQID NO: 18 - secuencia de aminoacidos de IGLV1-40
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secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV1-44 (Secuencia de referencia del NCBI:
NT_011520.12)

secuencia de polinucleotidos que codifica IGLV1-44, excluyendo los intrones.
secuencia de aminoacidos de IGLV1-44
secuencia de polinucleotidos que codifica IGLV1-47 (Secuencia de referencia del NCBI:
NT_011520.12)

secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV1-47, excluyendo los intrones.
secuencia de aminoacidos de IGLV1-47
secuencia de polinucleétidos que codifica IGLV3-19 (Secuencia de referencia del NCBI:
NT_011520.12)

secuencia de polinucleotidos que codifica IGLV3-19, excluyendo los intrones.
secuencia de aminoacidos de IGLV3-19
Enlazador peptidico preferido

Secuencia de variante de CDR
Secuencia de variante de CDR alternativa
Cebador HVK1 F1

Cebador HVK1 F2

Cebador HVK2 F

Cebador HVK3 F

Cebador HVK4 F

Cebador HVKS5 F

Cebador HVK6 F

Cebador HVKCL R

Cebador HVL1 F1

Cebador HVL1 F2

Cebador HVL2 F

Cebador HVL3 F1

Cebador HVL3 F2

Cebador HVL4 F1

Cebador HVL4 F2

Cebador HVL5 F

Cebador HVL6 F

Cebador HVL7/8 F

Cebador HVL9/10 F

Cebador 01115 HVLCL R

Cebador 01116 HVLCL R2

Cebador HVK1 2F1

Cebador HVK1 2F2

Cebador HVK2 2F

Cebador HVK3 2F

Cebador HVK4 2F

Cebador HVKS5 2F

Cebador HVK6 2F

Cebador HVKCL 2R

Cebador HVL1 2F1

Cebador HVL1 2F2

Cebador HVL2 2F

Cebador HVL3 2F1

Cebador HVL3 2F2

Cebador HVL4 2F1

Cebador HVL4 2F2

Cebador HVL5 2F

Cebador HVL6 2F

Cebador HVL7/8 2F

Cebador HVL9/10 2F

Cebador HVLCL 2R

Regién J1 de Lamda J

Regién J2 de Lamda J

Regién J3 de Lamda J

Region J4 de Lamda J

Region J5 de Lamda J

Regién J6 de Lamda J

Regién J7 de Lamda J

Secuencia de la region J hibrida

Cebador de PCR

Secuencia traducida
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SEQID NO: 82 - Cebador de PCR

SEQ ID NO: 83 - Secuencia traducida

SEQ ID NO: 84 - Sequencia de polinucleotidos que codifica un armazén IGLV3-1::IGHV3-23 con regiones
variables de CDR3

SEQ ID NO: 85- Secuencia de aminoacidos codificada por el polinucledtido de la SEQ ID NO: 84

SEQ ID NO: 86 - Secuencia de molde de CDR3

SEQ ID NO: 87 - Secuencia alternativa de molde de CDR3

SEQ ID NO: 88 - Secuencia marco de IGLV3-1y la region J de IGHV3-23

SEQ ID NO: 89 - secuencia de intervencion

SEQID NO: 90 - Cebador degenerado 1

SEQID NO: 91 - Cebador degenerado 2

SEQID NO: 92 - Bucle L1 de CDR3

SEQ ID NO: 93 - Bucle H1 de CDR3

SEQ ID NO: 94 - Bucle L2 de CDR3

SEQ ID NO: 95 - Bucle H2 de CDR3

SEQ ID NO: 96 - Bucle L3 de CDR3

SEQ ID NO: 97 - Bucle H3 de CDR3

SEQ ID NO: 98 - Bucle L4 de CDR3

SEQ ID NO: 99 - Bucle H4 de CDR3

SEQ ID NO: 100 - Bucle L5 de CDR3

SEQ ID NO: 101 - Bucle H5 de CDR3

SEQ ID NO: 102 - Bucle L6 de CDR3

SEQ ID NO: 103 - Bucle H6 de CDR3

SEQ ID NO: 104 - Bucle L8 de CDR3

SEQ ID NO: 105 - Bucle H8 de CDR3

SEQ ID NO: 106 - Bucle L9 de CDR3

SEQ ID NO: 107 - Bucle H9 de CDR3

SEQ ID NO: 108 - Bucle L10 de CDR3

SEQ ID NO: 109 - Bucle H10 de CDR3

SEQ ID NO: 110 - proteina mAG-BioHis6

SEQ ID NO: 111 - Secuencia de scFv anti-mAG-BioHis6

SEQ ID NO: 112 - Secuencia de polinucleétidos de construccion de fusion gpD::a-mAG scFv

SEQ ID NO: 113 - Secuencia de proteina de fusién gpD::a-mAG scFv

SEQ ID NO: 114 - IGLV 3-1 humana de tipo silvestre

SEQ ID NO: 115 - Clon soluble 8.93

SEQ ID NO: 116 - Clon soluble 8.184

SEQ ID NO: 117 - Clon soluble 8.174

SEQ ID NO: 118 - Clon 8.186 de IGLV 3-21 humano soluble

SEQ ID NO: 119 - Clon 8.39 de IGLV 3-21 humano soluble

SEQ ID NO: 120 - IGLV 3-21 humana de tipo silvestre

SEQ ID NO: 121 - Clon 9.19 de IGLV 3-21 humano soluble

SEQ ID NO: 122 - IGLV 6-57 humana de tipo silvestre

SEQ ID NO: 123 - Clon soluble 16.26

SEQ ID NO: 124 - Clon soluble 16.1

SEQ ID NO: 125 - Clon soluble 16.121

Descripcion detallada

Técnicas y definiciones generales

Salvo que se defina especificamente de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el
presente documento se deben interpretar como que tienen el mismo significado que el normalmente entendido por
un experto en la materia (por ejemplo, en quimica de proteinas, bioquimica, cultivo celular, genética molecular,
microbiologia e inmunologia).

Salvo que se indique lo contrario, la proteina recombinante, el cultivo celular y las técnicas inmunoldgicas utilizadas
en la presente divulgacién son procedimientos convencionales, bien conocidos por el experto en la materia. Tales
técnicas se describen y se explican a través de las fuentes bibliogréaficas tales como, J. Perbal, A Practical Guide to
Molecular Cloning, John Wiley y Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32
edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press (2001), R. Scopes, Protein Purification - Principals and Practice, 32
edicion, Springer (1994), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volumenes 1y 2,
IRL Press (1991), D.M. Glover y B.D. Hames (editores), DNA Cloning: A Practical Approach, Volumenes 1-4, IRL
Press (1995 y 1996), y F.M. Ausubel et al. (editores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub.
Associates and Wiley-Interscience (1988, incluyendo todas las actualizaciones hasta la actualidad), Ed Harlow y
David Lane (editores) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), y J.E. Coligan et al.
(editores) Current Protocols in Immunology, John Wiley y Sons (incluyendo todas las actualizaciones hasta la
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actualidad).

Los términos "polipéptido”, "proteina" y "péptido" generalmente se usan de manera intercambiable en el presente
documento. Tal como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptido exégeno" se refiere a un
polipéptido codificado por un polinucleétido exégeno. La expresién "polinucleétido exdgeno” tal como se usa en el
presente documento se refiere a un polinucleétido que es extrafio para la célula en la que se ha introducido, o que la
secuencia es homodloga para una secuencia en la célula en la que se ha introducido, pero en una posicion en el
acido nucleico de la célula hospedadora en la que el polinucleétido no se encuentra normalmente.

Los términos "anticuerpo”, "anticuerpos”, "molécula de anticuerpo" y "moléculas de anticuerpo" tal como se usan en
el presente documento incluyen anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos,
diacuerpos, triacuerpos, multicuerpos, anticuerpos heteroconjugados, anticuerpos quiméricos que incluyen
moléculas intactas asi como fragmentos de los mismos, tales como Fab, F(ab')2, Fv y scFv y otras moléculas de tipo
anticuerpo. El experto en la materia sabra que generalmente se considera que un anticuerpo es una proteina que
comprende una region variable hecha de una pluralidad de cadenas de polipéptidos, por ejemplo, una regién
variable de cadena ligera (VL) y una region variable de cadena pesada (VH). Un anticuerpo también puede
comprender dominios constantes, que pueden estar dispuestos en una region constante o en un fragmento
constante o fragmento cristalizable (Fc). Los anticuerpos se pueden unir de manera especifica a un antigeno o a
unos pocos antigenos estrechamente relacionados. Los anticuerpos de longitud completa generalmente comprenden
dos cadenas pesadas (de aproximadamente 50-70 kD) unidos covalentemente y dos cadenas ligeras (de
aproximadamente 23 kD cada una). Una cadena ligera generalmente comprende una regioén variable y un dominio
constante y en mamiferos es o bien una cadena ligera k 0 una cadena ligera A. Una cadena pesada generalmente
comprende una regioén variable y uno o dos dominios constantes enlazados mediante una region de bisagra a un(os)
dominio(s) constante(s) adicional(es). Las cadenas pesadas de mamiferos son de uno de los siguientes tipos q, 9, ¢,
y o y. Cada cadena ligera esta unida covalentemente a una de las cadenas pesadas. Por ejemplo, las dos cadenas
pesadas y las cadenas pesada y ligera se pueden mantener juntas mediante enlaces disulfuro intercatenarios y/o
mediante interacciones no covalentes. El numero de enlaces disulfuro intercatenarios (si estan presentes) puede
variar entre los diferentes tipos de anticuerpos. Cada cadena tiene una region variable en N-terminal (V1 0 Vi, en
donde cada una son de aproximadamente 110 aminoacidos de longitud) y uno o mas dominios constantes en el
extremo C-terminal. El dominio constante de la cadena ligera (CL, que es de aproximadamente 110 aminoacidos de
longitud) se alinea a menudo con y se une mediante enlace disulfuro al primer dominio constante de la cadena
pesada (Cn que es de aproximadamente 330-440 aminoacidos de longitud). La region variable de la cadena ligera a
menudo se alinea con la region variable de la cadena pesada. La cadena pesada del anticuerpo puede comprender
2 0 méas dominios Cn (tales como, Cn2, CH3 y similares) y puede comprender una region de bisagra que se puede
identificar entre los dominios constantes Cu1 y Cm. Los anticuerpos pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, 1gG,
IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gGs, 1gG4, IgA1 e IgA2) o subclase. Preferentemente, el
anticuerpo es un anticuerpo de murino (ratén o rata) o un anticuerpo de primate (preferentemente humano). El
término "anticuerpo” también abarca anticuerpos humanizados, anticuerpos primatizados, anticuerpos humanos y
anticuerpos quiméricos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "region variable" se refiere a las partes de las cadenas
ligera y pesada de un anticuerpo, tal como se define en el presente documento, que incluyen secuencias de
aminoacidos de CDR; es decir, CDR1, CDR2 y CDR3, y regiones marco (FR, del inglés Framework region). V4 se
refiere a la region variable de la cadena pesada. VL se refiere a la region variable de la cadena ligera.

Tal como se usa en el presente documento, la expresidon "regién del armazén" se refiere a todos los restos de la
region variable que no sean restos de CDR.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "region marco" (FR) se entendera que significa una
secuencia contigua de restos de regién variable que no son restos de CDR. Por lo tanto, todas las FR juntas
constituyen la "region de armazoén". Cada region variable de un anticuerpo de origen natural tipicamente tiene cuatro
FR, identificadas como FR1, FR2, FR3 y FR4. Si se definen las CDR de acuerdo con Kabat, los restos ejemplares de
la FR de cadena ligera (LCFR, de light chain FR) se colocan en aproximadamente los restos 1-23 (LCFR1), 35-49
(LCFR2), 57-88 (LCFR3) y 98-107 (LCFR4). Notese que la ALCFR1 no comprende el resto 10, que se incluye en
KLCFR1. Los restos ejemplares de la FR de cadena pesada (HCFR, de heavy chain FR) se colocan en
aproximadamente los restos 1-30 (HCFR1), 36-49 (HCFR2), 66-94 (HCFR3) y 103-113 (HCFR4).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "regiones determinantes de complementariedad" (CDR; es
decir, CDR1, CDR2 y CDR3 o region hipervariable) se refiere a los restos de aminoacidos de una region variable de
inmunoglobulina cuya presencia es necesaria para la unién a antigeno. Cada region variable tipicamente tiene tres
regiones CDR identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada CDR puede comprender restos de aminoacidos de
una "regién determinante de complementariedad" tal como se define por Kabat (1987 y/o 1991). Por ejemplo, en una
cadena pesada, la regidn variable CDRH1 esta entre los restos 31-35, la CDRH2 esta entre los restos 50-65 y la
CDRH3 esta entre los restos 95-102. En una cadena ligera, la CDRL1 esta entre los restos 24-34, la CDRL2 esta
entre los restos 50-56 y la CDRL3 esta entre los restos 89-97. Estas CDR también pueden comprender numerosas
inserciones, por ejemplo, tal como se describe en Kabat (1987 y/o 1991).
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La expresion "region constante" (CR (de constant region) o fragmento cristalizable o Fc) tal como se usa en el
presente documento, se refiere a una parte de un anticuerpo que comprende al menos un dominio constante y que
generalmente (aunque no necesariamente) se glucosila y que se une a uno o mas receptores y/o componentes de la
cascada del complemento (por ejemplo, confiere funciones efectoras). La regidon constante de la cadena pesada se
puede seleccionar a partir de cualquiera de los cinco isotipos: a, d, €, y 0 4. Ademas, las cadenas pesadas de las
diversas subclases (tales como las subclases de IgG de cadenas pesadas) son responsables de las diferentes
funciones efectoras vy, por lo tanto, eligiendo la regién constante de cadena pesada, se pueden producir proteinas
con la funcién efectora deseada. Las regiones constantes de cadena pesada preferidas son gamma 1 (IgG 1),
gamma 2 (IgG 2) y gamma 3 (IgG 3).

Un "dominio constante" es un dominio en un anticuerpo cuya secuencia es altamente similar en anticuerpos del
mismo tipo, por ejemplo, IgG o IgM o IgE. Una regién constante de un anticuerpo generalmente comprende una
pluralidad de dominios constantes, por ejemplo, la region constante de las cadenas pesadas y, a y & comprenden
tres dominios constantes y el Fc de las cadenas pesadas comprenden dos dominios constantes. Una region
constante de las cadenas pesadas p y € comprende cuatro dominios constantes y la region del Fc comprende dos
dominios constantes.

Tal como se usa en el presente documento, el término "Fv" se debe interpretar como que se refiere a cualquier
proteina, bien comprendida de multiples polipéptidos o un uUnico polipéptido, en el que se asocian VL y Vu y forman
un complejo que tiene un sitio de unidén a antigeno, es decir, capaz de unirse de manera especifica a un antigeno. El
Vh y el VL que forman el sitio de union a antigeno pueden estar en una Unica cadena de polipéptido o en diferentes
cadenas de polipéptidos. Ademas, un Fv desvelado en el presente documento (asi como cualquier polipéptido
desvelado en el presente documento) puede tener multiples sitios de unién a antigeno que pueden o no unirse al
mismo antigeno. Debe entenderse que el término "Fv" abarca fragmentos que derivan directamente de un
anticuerpo, asi como de proteinas que se corresponden con tal fragmento producido usando medios recombinantes.
En realizaciones preferidas, el Vi1 no esta unido al dominio constante 1 (CH) de la cadena pesada y/o el VL no esta
unido al dominio constante de una cadena ligera (CL). Los Fv ejemplares que contienen polipéptidos o proteinas
incluyen un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab'), un scFv, un diacuerpo, un triacuerpo, un
tetracuerpo o un complejo de mayor orden, o cualquiera de los anteriores enlazados a una regién constante o
dominio del mismo, por ejemplo, los dominios Cx2 o Cn3. Un "fragmento Fab" consiste en un fragmento de unién a
antigeno monovalente de un anticuerpo, y se puede producir, por ejemplo, mediante la digestion de un anticuerpo
completo con la enzima papaina, para producir un fragmento que consiste en una cadena ligera intacta y en una
parte de una cadena pesada o se puede producir usando medios recombinantes. Se puede obtener un "fragmento
Fab™ de un anticuerpo, por ejemplo, tratando una inmunoglobulina completa con pepsina, seguido por reduccion,
para producir una molécula que consiste en una cadena ligera intacta y en una parte de una cadena pesada. Se
obtienen dos fragmentos Fab' por anticuerpo tratado de este modo. También se puede producir un fragmento Fab'
por medios recombinantes. Un "fragmentos F(ab’)2" de un anticuerpo consiste en un dimero de dos fragmentos Fab'
gque se mantienen juntos mediante dos enlaces disulfuro, y se obtiene tratando un anticuerpo completo con la enzima
pepsina, sin la posterior reduccion. Un fragmento "Fab2" es un fragmento recombinante que comprende dos
fragmentos Fab enlazados usando, por ejemplo, una cremallera de leucina o un dominio CH3.

Un "Fv de cadena simple" o "scFv" es una molécula recombinante que contiene el fragmento de la region variable
(Fv) de una inmunoglobulina en la que la region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada
se unen de manera covalente mediante un enlazador polipeptidico flexible y adecuado. Un tratamiento detallado del
Fv que contiene polipéptidos que se encuentra dentro del alcance de este término se proporciona en el presente
documento a continuacion.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de unidon a antigeno" se puede considerar que
significa una estructura formada por un polipéptido que es capaz de unirse de manera especifica a un antigeno. El
sitio de unién a antigeno no necesita ser una serie de aminoacidos contiguos, o incluso aminoacidos en una sola
cadena de polipéptido. Por ejemplo, en un Fv producido a partir de dos cadenas de polipéptidos diferentes, el sitio de
union a antigeno esta constituido por una serie de regiones de un VL y un V4 que interactian con el antigeno y que
generalmente, sin embargo, no siempre estan en una o mas de las CDR en cada region variable.

Cualquiera de las posiciones de aminoacidos asignadas a las CDR y a las FR en el presente documento se definen
de acuerdo con Kabat (1987 y 1991). El experto en la materia sera facilmente capaz de usar otros sistemas de
numeracion en la realizacion de la presente divulgacion, por ejemplo, el sistema de numeracién de bucles
hipervariables de Chothia y Lesk (1987 y/o 1989) y/o Al-Lazikani et al (1997).

El experto en la materia sabra que un "enlace disulfuro" es un enlace covalente formado mediante el acoplamiento
de grupos tiol. El enlace también se denomina enlace SS- o puente disulfuro. En polipéptidos, un enlace disulfuro
generalmente tiene lugar entre los grupos tioles de dos restos de cisteina.

El experto en la materia también sabra que la expresién "condiciones no reductoras" incluye condiciones suficientes

para la oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina, por ejemplo, permisivas para la formacién de enlaces
disulfuro. Por consiguiente, el término "condiciones reductoras" incluye condiciones que no son suficientes para la
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oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina, por ejemplo, no permisivas para la formacién de enlaces
disulfuro.

Tal como se usa en el presente documento, el término "antigeno" deberia interpretarse como cualquier composicion
de materia frente a la cual se puede generar una respuesta de anticuerpos. Los antigenos ejemplares incluyen
proteinas, péptidos, polipéptidos, hidratos de carbono, grupos fosfato, fosfopéptidos o polipéptidos, péptidos
glucosilados o péptidos, etc.

La descripcion y las definiciones de regiones variables y partes de las mismas, de inmunoglobulinas, de anticuerpos
y de fragmentos de los mismos en el presente documento se pueden clarificar adicionalmente mediante la discusion
en Kabat (1987 y/o 1991), Bork et al (1994) y/o Chothia y Lesk (1987 y 1989) o Al-Lazikani et al (1997).

Tal como se usa en el presente documento, los términos "conjugar”, "conjugado” o variaciones de los mismos se
usan ampliamente para referirse a cualquier forma de asociacién covalente o no covalente entre un compuesto util
en los métodos desvelados en el presente documento y otro agente.

El término "y/o", por ejemplo, "X y/o Y" se deber interpretar bien como "X e Y" 0 "X 0 Y", y se debe considerar que
proporcionan un soporte explicito para ambos significados o para cualquiera de los significados.

El término "aproximadamente" tal como se usa en el presente documento, se refiere a un intervalo de +/-5 % del
valor especificado.

Tal como se entendera a partir de la siguiente descripcion, los presentes inventores han aplicado métodos de
presentacion de proteinas para identificar polipéptidos, (por ejemplo, anticuerpos) que se pueden expresar en forma
soluble en el citoplasma celular y que demuestran niveles sorprendentes de solubilidad, termoestabilidad y tolerancia
a la diversificacion de CDR. Los inventores han demostrado adicionalmente que el repertorio de inmunoglobulinas
humanas tiene la capacidad de solubilidad y estabilidad citoplasmatica usando solo secuencias de la linea germinal
en las regiones marco de los dominios variables de los anticuerpos.

Presentacion encapsulada retenida (RED):

Los presentes inventores han identificado polipéptido que se pueden expresar en forma soluble en el citoplasma
celular y que demuestran niveles sorprendentes de solubilidad, termoestabilidad y tolerancia a la diversificacion de
CDR usando el método de presentacion encapsulada retenida (RED, del inglés Retained Encapsulated Display).
RED es una plataforma de presentacion de proteinas para bacterias gram negativas que se describe en el
documento WO 2011/075761. En RED, la proteina que se va a presentar se expresa bien en el periplasma o en el
citoplasma de la célula. Las membranas celulares se permeabilizan después con detergentes o disolventes
organicos mientras que la pared celular se deja intacta. La proteina de presentacion esta retenida por la pared
celular, bien mediante la fusion a proteinas que aumenta su tamafio molecular por encima del limite de porosidad
para la pared celular (por ejemplo, la fusidbn a monémeros de tetrameros), o mediante la fusién a dominios de
proteina que se unen o bien a ADN, a la propia pared celular, o0 a ambos. La unién fenotipo-genotipo requerida para
un sistema de presentacién se proporciona a través de la corretencion del plasmido y del ADN gendémico en la pared
celular de la célula permeabilizada.

Polipéptidos:

El repertorio de anticuerpos humanos contiene regiones variables funcionales y pseudogénicas (resumidas por
Lefranc, 2000). Estas se pueden clonar como exones de ADN genémico en linajes no inmunolégicos o de ARNm
procedente de células inmunoldgicas que se han sometido a recombinaciéon V(D)J, con el fin de preparar una
construccion genética que se pueda usar para expresar el anticuerpo. Durante tal proceso, los dominios variables de
las cadenas ligera y pesada se pueden clonar bien como un scFv monomérico o en disposiciones que forman
valencias bivalentes o de mayor orden. También se pueden clonar las regiones constantes aguas abajo de los
dominios variables para crear anticuerpos Fab o de longitud completa.

En todas las formas, para lograr el correcto plegamiento y mantener la estabilidad y la solubilidad durante la
produccién de un anticuerpo, las construcciones genéticas que codifican el anticuerpo casi siempre se deben
expresar en condiciones tales que se puedan formar enlaces disulfuro intradominio entre las laminas 3 (es decir, en
condiciones no reductoras). Por lo tanto, en células de mamifero, los anticuerpos se insertan en el reticulo
endoplasmatico (RE) y en el Golgi para la secrecién o la insercion en la membrana. Si se expresan en un
hospedador bacteriano tal como E. coli, se deben de dirigir al espacio periplasmico, en donde residen las
chaperonas del enlace disulfuro DsbA, B y C. Si un anticuerpo se expresa en un ambiente no oxidante, (tal como el
citoplasma celular), la ausencia de enlaces disulfuro estabilizantes da como resultado el mal plegamiento y la
degradacion o, si se expresa en un elevado nivel en el citoplasma de E. coli, da como resultado la agregaciéon como
un cuerpo de inclusién subcelular.

Los presentes inventores han identificado polipéptidos que comprende armazones de region variable de anticuerpos,
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que son capaces de formar un sitio de unién a antigeno incluso cuando los polipéptidos se expresan en un ambiente
no oxidante (reductor).

Por consiguiente, la divulgacién proporciona un polipéptido aislado y/o recombinante que comprende una region
variable de cadena pesada de anticuerpos (VH) de la familia de Vu3 de dominios variables de inmunoglobulina
enlazada mediante un enlazador peptidico a una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) de las familias
VLA1, 3 o 6 de dominios variables de inmunoglobulinas, en donde el Vu y el VL son capaces de formar un sitio de
union a antigeno.

El polipéptido desvelado en el presente documento se puede proporcionar en la forma de una cualquiera de las
formas conocidas de anticuerpos o de fragmentos de anticuerpos. Por lo tanto, el polipéptido desvelado en el
presente documento puede ser: (i) un anticuerpo; (ii) un anticuerpo de dominio Unico; (iii) un Fv de cadena simple
(scFv); (iv) un diacuerpo, un triacuerpo o un tetracuerpo; (v) una proteina de fusién que comprende uno cualquiera
de (ii)-(iv) y un dominio Fc de un anticuerpo o un dominio del mismo; (vi) una proteina de fusion que comprende uno
cualquiera de (ii)-(iv) y una proteina capaz de unirse a una célula efectora inmunolégica, o cualquier otra forma
conocida de anticuerpo.

Preferentemente, el polipéptido desvelado en el presente documento es un Fv. Por ejemplo, el polipéptido desvelado
en el presente documento es un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab'), un scFv, un diacuerpo, un
triacuerpo, un tetracuerpo o un complejo polipeptidico de mayor orden.

Lo mas preferentemente, el polipéptido desvelado en el presente documento es un scFv. Los scFv comprenden
regiones Vi y VL en una uUnica cadena polipeptidica. Preferentemente, la cadena polipeptidica comprende
adicionalmente un enlazador de polipéptidos entre el Vi y el VL que permite que el scFv forme la estructura deseada
para la union a antigeno (es decir, para que el Vi y el Vi de la unica cadena polipeptidica se asocien entre si para
formar el sitio de unién a antigeno). Esto es distinto de un diacuerpo o de un multimero de orden superior desvelado
en el presente documento, en los que las regiones variables de diferentes cadenas polipeptidicas se asocian o se
unen entre si. El enlazador peptidico puede comprender 12 o mas restos de aminoacidos. Por ejemplo, el enlazador
peptidico puede comprender 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 aminoacidos o
mas. Preferentemente, el enlazador peptidico comprende mas de 12 restos de aminoacidos, siendo (GlysSer)s (es
decir, GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 28)) uno de los enlazadores mas favorecidos para un scFv. Se
conocen otros enlazadores de polipéptidos en la materia. Los polipéptidos desvelados en el presente documento
preferentemente comprenden una regién de armazén de un Vi de la familia Vi3 de inmunoglobulina variable y/o una
regiéon de armazon de un Vi de las familias VA1, 3 o 6 de los dominios variables de inmunoglobulina. Por lo tanto,
los polipéptidos desvelados en el presente documento preferentemente comprenden todos los restos de
aminoacidos de cualquiera de las regiones variables desveladas en el presente documento, excluyendo los restos de
CDR. Los restos de la CDR se pueden identificar facilmente por el experto en la materia, con referencia a la
discusion en Kabat (1987 y/o 1991), Bork et al (1994) y/o Chothia y Lesk (1987 y 1989) o Al-Lazikani et al (1997).
Por lo tanto, los polipéptidos desvelados en el presente documento pueden comprender todas las FR de cualquier
region variable desvelada en el presente documento. Los polipéptidos pueden comprender adicionalmente una o
mas de las CDR de las regiones variables desveladas en el presente documento. Los polipéptidos también pueden
comprender una o mas CDR que no estan presentes en las regiones variables desveladas en el presente
documento. Por lo tanto, se pueden insertar una o mas CDR de un origen diferente en la regiéon del armazoén de las
regiones variables desveladas en el presente documento. En el presente documento se incluye un tratamiento
adicional de estas posibilidades, a continuacion.

En una realizacién preferida, los scFv desvelados en el presente documento comprenden una regién de un Vu de la
familia Vi3 de dominios variables de inmunoglobulina enlazados mediante un enlazador peptidico a un VL de las
familias VLA1, 3 0 6 de dominios variables de inmunoglobulina. En realizaciones preferidas adicionales, los scFv
desvelados en el presente documento comprenden una region de armazén de IGHV3-23 y una region de armazon
de una cualquiera de IGLV1-40, IGLV1-44, IGLV1-47, IGLV1-51, IGLV3-1, IGLV3-19, IGLV3-21 y IGLV6-57. Lo mas
preferentemente, los scFv desvelados en el presente documento comprenden una region de armazoén de IGHV3-23
y una region de armazén de IGLV3-1.

Los polipéptidos desvelados en el presente documento se pueden definir en términos de su porcentaje de identidad
con una secuencia de referencia. El porcentaje de identidad se puede calcular mediante cualquier método adecuado
conocido en la materia. Se conocen varios algoritmos para comparar secuencias alineadas, y se pueden usar para
determinar el porcentaje de identidad de un polipéptido desvelado en el presente documento con una secuencia de
referencia. Por ejemplo, las secuencias de aminoacidos y de polinucleétidos se pueden comparar de forma manual o
usando herramientas de comparacion e identificacion de secuencias basadas en informatica que emplean algoritmos
tales como BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool o herramienta basica de busqueda de alineacion
local; Altschul et al., 1993); véase también www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), el método de alineamiento Clustal
(Higgins y Sharp, 1989) y otros, en donde los parametros apropiados para cada comparaciéon de secuencia
especifica se pueden seleccionar tal como entenderia un experto en la materia.

Preferentemente, el polipéptido desvelado en el presente documento es un polipéptido aislado y/o recombinante. El
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término "aislado" o "purificado" tal como se usa en el presente documento pretende significar un polipéptido que se
ha separado generalmente de los lipidos, de los acidos nucleicos, de otros polipéptidos y péptidos, y de otras
moléculas contaminantes con las que se asocia en su estado natural. Preferentemente, el polipéptido aislado esta al
menos al 60 %, mas preferentemente al menos al 75 % y mas preferentemente al menos al 90 % sin otros
componentes con los que se asocia de manera natural.

El término "recombinante" en el ambito de un polipéptido se refiere al polipéptido cuando se produce por una célula,
0 en un sistema de expresion sin células, en un cantidad alterada o en una tasa alterada en comparacion con su
estado natural. En una realizacién, la célula es una célula que no produce de forma natural el polipéptido. Sin
embargo, la célula puede ser una célula que comprende un gen no endégeno que provoca una cantidad alterada,
preferentemente elevada, del péptido que se va a producir. Un polipéptido recombinante tal como se describe en el
presente documento incluye polipéptidos que no se han separado de otros componentes de la célula transgénica
(recombinante) o del sistema de expresion sin células en el que se produce, y los polipéptidos producidos en tales
células o sistemas sin células que se purifican posteriormente sin al menos algunos otros componentes.

Por lo tanto, el polipéptido desvelado en el presente documento preferentemente comprende secuencias de
aminoacidos que derivan de un anticuerpo de murino (ratén o rata) o de un anticuerpo de primate (preferentemente
humano). Por lo tanto, las regiones variables y/o las regiones de armazon incluidas en los polipéptidos desvelados
en el presente documento pueden ser regiones variables y/o regiones de armazén de murino (ratén o rata) o de
primate (preferentemente, humano).

Preferentemente, los polipéptidos desvelados en el presente documento son solubles. Los métodos para determinar
la solubilidad de un polipéptido son bien conocidos en la materia, por ejemplo, tal como se describe por J. Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbour Laboratory Press (2001). Se puede
determinar que los polipéptidos son solubles si, por ejemplo, no se pueden separar de una fraccion celular lisada y/o
permeabilizada mediante separacion fisica (por ejemplo, mediante centrifugacién). Ademas, se puede determinar
que los polipéptidos desvelados en el presente son solubles si no forman cuerpos de inclusion en el citoplasma
celular. Por lo tanto, se puede considerar que los polipéptidos son solubles si, cuando se expresan en una célula
hospedadora, se retienen en una fraccién soluble producida tras la lisis de la célula hospedadora mediante
cualquiera de los métodos mecanicos, de detergentes y/o enzimaticos adecuados. Los métodos mecanicos
adecuados incluyen, por ejemplo, el uso de ultrasonido. Los métodos de detergentes adecuados incluyen, por
ejemplo, el uso de n-Octil-B-D-Tioglucésido (8TGP). Los métodos enzimaticos adecuados incluyen, por ejemplo, el
uso de lisozima. Preferentemente, los polipéptidos desvelados en el presente documento se pueden retener en una
fraccion soluble de un lisado celular a un nivel de al menos el 25 %, tal como al menos el 50 %, al menos el 75 %, al
menos el 90 %, al menos el 95 %, o al menos el 95 %.

Los polipéptidos desvelados en el presente documento preferentemente son capaces de formar de manera estable
un sitio de unién a antigeno. Por lo tanto, los polipéptidos preferentemente son capaces de unirse a un antigeno
diana a un nivel que es suficiente como para permitir la deteccion del complejo polipéptido-antigeno. Tal deteccion
puede tener lugar en cualquiera de las condiciones experimentales adecuadas, tales como una temperatura de al
menos 5 °C, al menos 10 °C, al menos 15 °C, al menos 20 °C, al menos 25 °C, al menos 30 °C, al menos 35 °C, al
menos 40 °C, al menos 45 °C o al menos 50 °C.

Conjugados

El polipéptido desvelado en el presente documento se puede conjugar con uno 0 mas compuestos usando cualquier
método adecuado conocido en la materia. Los ejemplos de compuestos con los que se puede conjugar un
polipéptido se seleccionan del grupo que consiste en un radioisétopo, un marcador detectable, un compuesto
terapéutico, un coloide, una toxina, un acido nucleico, un péptido, una proteina, un compuesto que aumenta la
semivida de la proteina en un sujeto y mezclas de los mismos. Los agentes terapéuticos ejemplares incluyen, pero
no se limitan a un agente antiangiogénico, un agente de antineovascularizacion y/u otro agente de vascularizacion,
un agente antiproliferativo, un agente proapoptoético, un agente quimioterapéutico o un acido nucleico terapéutico.

Una toxina incluye cualquier agente que sea perjudicial para las células (por ejemplo, las destruye). Para una
descripcion de estas clases de farmacos que se conocen en la materia y sus mecanismos de accion, véase
Goodman et al.,, "The Pharmacological Basis of Therapeutics", de Goodman y Gilman, 82 edicion, Macmillan
Publishing Co., 1990. Las técnicas adicionales relevantes para la preparacion de conjugados inmunoglobulina-
inmunotoxina se proporcionan en, por ejemplo, Vitetta (1993) y en el documento US 5.194.594. Las toxinas
ejemplares incluyen la cadena A de difteria, los fragmentos activos de no unién de la toxina de difteria, la cadena A
de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de
modeccina, sarcina alfa, las proteinas de Aleurites fordii, las proteinas de diantina, las proteinas de Phytolaca
americana (PAPI, PAPII y PAP-S), el inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, el inhibidor de sapaonaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo,
documento WO 93/21232.

Los agentes quimioterapéuticos adecuados para formar los inmunoconjugados que comprenden los polipéptidos de
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la presente divulgacion incluyen auristatinas y maitansinas, taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina, etopdsido, tenopodsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-des-hidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina, antimetabolitos (tales como metotrexato, 6-mercaptopurina,
6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, dacarbazina, hidroxiurea, asparaginasa, gemcitabina,
cladribina), agentes alquilantes (tales como mecloretamina, tioepa, clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU),
lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC), procarbazina,
mitomicina C, cisplatino y otros derivados del platino, tales como carboplatino), antibiéticos (tales como
dactinomicina (formalmente actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (formalmente daunomicina), doxorrubicina,
idarrubicina, mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)).

Los ejemplos de inhibidores de angiogénesis adecuados (agentes antiangiogénicos) incluyen, aunque sin limitacion,
inhibidores de urocinasa, inhibidores de metaloproteasa de matriz (tales como marimastat, neovastat, BAY 12-9566,
AG 3340, BMS-275291 y agentes similares), inhibidores de migracion y proliferacién de células endoteliales (tales
como TNP-470, escualamina, 2-metoxiestradiol, combretastatinas, endostatina, angiostatina, penicilamina,
SCH66336 (Schering-Plough Corp, Madison, NJ), R115777 (Janssen Pharmaceutica, Inc, Titusville, NJ) y agentes
similares), antagonistas de factores de crecimiento angiogénico (tales como ZD6474, SU6668, anticuerpos contra
agentes angiogénicos y/o sus receptores (tales como VEGF, bFGF, y angiopoyetina-1), talidomida, analogos de
talidomida (tales como CC-5013), Sugen 5416, SU5402, ribozima antiangiogénica (tal como angiozima), interferén a
(tal como interferén a2a), suramina y agentes similares), inhibidores de VEGF-R cinasa y otros inhibidores de
tirosina cinasa antiangiogénica (tales como SU011248), inhibidores de sefializacion de integrina/supervivencia
especifica de endotelio (tales como vitaxina y agentes similares), antagonistas/quelantes de cobre (tales como
tetratiomolibdato, captopril y agentes similares), carboxiamido-triazol (CAl), ABT-627, CM101, interleucina-12 (IL-12),
IM862, PNU145156E asi como moléculas de nucledtidos que inhiben la angiogénesis (tales como ADNc antisentido
de VEGF, ADNc que codifica angiostatina, ADNc que codifica p53 y ADNc que codifica el receptor-2 deficiente de
VEGF) y agentes similares. Otros ejemplos de inhibidores de angiogénesis, neovascularizacién y/u otra
vascularizacion son derivados antiangiogénicos de heparina y moléculas relacionadas (por ejemplo, heperinasa lll),
temozolomida, NK4, factor inhibidor de migraciéon de macrofagos (MIF), inhibidores de ciclooxigenasa-2, inhibidores
de factor 1 inducible por hipoxia, isoflavonas antiangiogénicas de soja, oltipraz, fumagilina y analogos de los mismos,
analogos de somatostatina, polisulfato de pentosan, tecogalan sodio, dalteparina, tumstatina, trombospondina, NM-
3, combrestatina, canstatina, avastatina, anticuerpos contra otras dianas relevantes (tales como mAb anti-alfa-
v/beta-3 integrina y anti-kininostatina) y agentes similares.

En un ejemplo, un polipéptido tal como se describe en el presente documento de acuerdo con cualquier realizacion
se conjuga o se enlaza a otro polipéptido, incluyendo otro polipéptido desvelado en el presente documento o un
polipéptido que comprende una region variable de inmunoglobulina, tal como una inmunoglobulina o un polipéptido
que deriva de la misma, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento. Otras proteinas no se
excluyen. Las proteinas adicionales seran evidentes para el experto en la materia e incluyen, por ejemplo, un
inmunomodulador o una proteina de prolongacién de semivida o un péptido u otra proteina que se une a la albumina
del suero, entre otros.

Los inmunomoduladores ejemplares incluyen citocinas y quimiocinas. El término “citocina” es un término genérico
para proteinas o péptidos liberados por una poblacién celular que actian en otra célula como mediadores
intercelulares. Los ejemplos de citocinas incluyen linfocinas, monocinas, factores de crecimiento y hormonas de
polipéptido tradicionales. Entre las citocinas se incluyen hormonas del crecimiento, tal como la hormona de
crecimiento humana, la hormona de crecimiento humana con N-metionilo y la hormona de crecimiento bovina; la
hormona paratiroidea, tiroxina, insulina, proinsulina, relaxina, prorrelaxina, hormonas glucoproteicas, tales como la
hormona foliculo estimulante (FSH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la hormona luteinizante (LH), el
factor de crecimiento hepdatico; prostaglandina, el factor de crecimiento de fibroblastos, prolactina, lactégeno
placentario, proteina OB, factores a y 3 de necrosis tumoral; sustancia inhibidora mulleriana, péptido asociado a
gonadotropina, inhibina, activina, factor de crecimiento endotelial vascular, integrina, trombopoyetina (TPO), factores
de crecimiento neural, tal como NGF-f3, factor de crecimiento de plaquetas, factores de crecimiento transformante
(TGF), tales como TGF-a y TGF-B, factor de crecimiento | o Il de tipo insulina, eritropoyetina (EPO), factores
osteoinductivos, interferones tales como interferén-a, interferon-g, o interferén-y; factores estimulantes de colonias
(CSF), tales como CSF de macréfagos (M-CSF), CSF de granulocitos-macrofagos (GM-CSF); y CSF de granulocitos
(G-CSF), interleucinas (IL), tales como IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; IL-13,
IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-21 y LIF.

Las quimiocinas generalmente actian como quimioatrayentes para reclutar células inmunolégicas efectoras al sitio
de expresion de quimiocina. Las quimiocinas incluyen, aunque sin limitacion, RANTES, MCAF, MIPl-alfa o MIPI-
Beta. El experto en la materia reconocera que también se sabe que determinadas citocinas tienen efectos
quimioatrayentes y también podrian clasificarse bajo el término quimiocinas.

Los péptidos o proteinas de unién a albumina sérica ejemplares se describen en los documentos US20060228364 o
US20080260757.
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Hay una variedad de radionucleidos disponible para la produccién de proteinas radioconjugadas. Los ejemplos
incluyen, aunque sin limitacion, nucleos radiactivos de baja energia (por ejemplo, adecuados para fines de
diagnostico), tales como 13C, SN, 2H, 1251, 1231, 99T¢, 43K, %2Fe, 67Ga, %8Ga, ""'In y similares. Preferentemente, el
radionucleido es un radionucleido emisor de gama, de fotones o de positrones con una semivida adecuada para
permitir la actividad o la deteccién tras el tiempo transcurrido entre la administracion y la localizacion en el sitio de la
imagen. La presente divulgacion también abarca nucleos radiactivos de alta energia (por ejemplo, con fines
terapéuticos), tales como 251, 1311, 1231 111|n 105RK, 153Sm, 67Cu, 67Ga, '%Ho, '"7Lu, '®Re y '88Re. Estos isotopos
tipicamente producen particulas a o 3 de alta energia que tienen longitud de onda corta. Tales radionucleidos
destruyen las células con las que estan en estrecha proximidad, por ejemplo, células neoplasicas a las que se ha
unido o en las que ha entrado el conjugado. Tienen poco o no tienen efecto sobre células no localizadas y son
esencialmente no inmunogénicos. Como alternativa, se pueden generar isétopos de alta energia mediante radiacion
térmica de un is6topo estable de otra forma, por ejemplo, como en la terapia de captura de neutrones de boro (Guan
etal., 1998).

En otra realizacion, el polipéptido se conjuga con un "receptor" (tal como estreptavidina) para la utilizacion en el
predireccionamiento celular en donde el conjugado se administra al paciente, seguido de la eliminacion del
conjugado no unido de la circulaciéon usando un agente clarificador y después la administraciéon de un “ligando” (por
ejemplo avidina) que se conjuga con un agente terapéutico (por ejemplo un radionucleétido).

Las proteinas de la presente divulgacion se pueden modificar para que contengan restos no proteinicos adicionales
que son conocidos en la materia y estan facilmente disponibles. Preferentemente, los restos adecuados para la
derivatizacién de la proteina son polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros hidrosolubles
incluyen, aunque sin limitacién, polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico (PVA), copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1, 3-dioxolano,
poli-1, 3, 6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros
aleatorios), y dextrano o poli (n-vinilpirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol (PPG),
copolimeros de oxido de prolipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol; POG), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion
debido a su estabilidad en agua.

Las moléculas de polimeros tipicamente se caracterizan por tener, por ejemplo, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 1000, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 300 unidades de repeticion.

Por ejemplo, los polimeros solubles en agua, que incluyen, pero sin limitacion, PEG, poli(6xido de etileno) (PEO),
polioxietileno (POE), alcoholes de polivinilo, hidroxietil celulosas, o dextranos, comunmente se conjugan con
proteinas para aumentar la estabilidad o el tamafio, etc., de la proteina.

PEG, PEO o POE se refiere a un oligédmero o polimero de 6xido de etileno. En el caso de PEG, estos oligdmeros o
polimeros se producen mediante, por ejemplo, la polimerizacién por apertura del anillo aniénico del éxido de etileno
iniciada mediante ataque nucleofilico de un ién hidréxido sobre el anillo de epdxido. Una de las formas de PEG mas
utiles para la modificacion de proteinas es monometoxi PEG (mPEG).

Los compuestos particularmente preferidos para la conjugacion del polipéptido de la presente divulgacion se
establecen en la Tabla 1.

Tabla 1: Compuestos preferidos para la conjugacion

Grupo Detalle

Radioisétopos (bien . 123|, 125|, 130|, 133|, 135|, 47SC, 72AS, 72301 90Y, 88Y, 97Ru, 100pd, 101mRh, 101mRh, 1198b,
directa o indirectamente) | '2Ba, '97Hg, 2"1At, 2'2Bi, 153Sm, '%°9Eu, 2'2Pb, 199Pd, ""'In, 67Gu, %8Gu, 5Cu, "°Br, "*Br,
77BI’, 99mTC, 11C, 13N, 150’ 18|’ 188RC, 203pb’ 64CU, 105Rh’ 198AU, 199Ag o 177|_u

Prolongadores de * Polietilenglicol
semivida * Glicerol

* Glucosa
Sondas fluorescentes * Ficoeritrina (PE)

* Aloficocianina (APC)

* Alexa Fluor 488

* Cy5.5

Agentes biologicos * Proteinas fluorescentes tales como luciferasa de Renilla, GFP
* Inmunomodulador

* Toxinas

* Una inmunoglobulina

* Prolongadores de semivida tales como albimina
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Grupo Detalle
Agentes * Taxol
quimioterapéuticos * 5-Fluorouracil

» Doxorrubicina

* |darrubicina

En otro ejemplo de la divulgacion, se incluye un resto de espaciador entre el compuesto y el polipéptido con el que
se conjuga. Los restos de espaciador desvelados en el presente documento pueden ser escindibles o no escindibles.
Por ejemplo, el resto de espaciador escindible puede ser un resto de espaciador escindible por redox, de manera
que el resto de espaciador es escindible en ambientes con un potencial redox mas bajo, tales como el citoplasma y
otras regiones con altas concentraciones de moléculas con grupos sulfhidrilo libres. Los restos de espaciador que se
pueden escindir debido a un cambio en el potencial redox incluyen aquellos que contienen disulfuros. El estimulo de
escision se puede proporcionar tras la absorcion intracelular de la proteina conjugada donde el potencial redox mas
bajo del citoplasma facilita la escision del resto de espaciador.

En otro ejemplo, un descenso en el pH provoca la escision del espaciador para liberar de este modo el compuesto
en una célula diana. Un descenso en el pH esta implicado en muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos, tales como
el trafico de endosomas, el crecimiento tumoral, la inflamacion y la isquemia miocardica. El pH cae desde un pH
fisiolégico de 7,4 a 5-6 en endosomas 0 4-5 en lisosomas. Los ejemplos de restos de espaciador sensibles al acido
que se pueden usar para el direccionamiento de lisosomas o endosomas de células cancerosas, incluyen aquellos
con uniones escindibles con acido tales como los que se encuentran en acetales, cetales, ortoésteres, hidrazonas,
tritilos, cis-aconitilos o tiocarbamoilos (véase por ejemplo, las Pat. de EE.UU. N.° 4.569.789, 4.631.190, 5.306.809, y
5.665.358). Otros restos de espaciadores sensibles al acido ejemplares comprenden secuencias de dipéptido Phe-
Lys y Val-Lys.

Los restos de espaciadores escindibles pueden ser sensibles a agentes de escision suministrados por via bioldgica
que se asocian con una célula diana particular, por ejemplo, enzimas lisosémicas o asociadas al tumor. Los
ejemplos de restos de unién que se pueden escindir de forma enzimatica incluyen, aunque sin limitacion, péptidos y
ésteres. Los restos de union escindibles por enzimas incluyen los que son sensibles a proteasas asociadas al tumor
tales como catepsina B o plasmina. Los sitios escindibles por catepsina B incluyen las secuencias de dipéptido
valina-citrulina, fenilalanina-lisina y/o valina-alanina.

Complejos proteicos

Los polipéptidos desvelados en el presente documento se conjugan preferentemente con uno o0 mas compuestos
que los hace particularmente adecuados para su uso en el ensayo RED al que se refiere el presente documento. Por
ejemplo, el polipéptido se puede asociar con al menos un segundo polipéptido (citado en lo sucesivo en el presente
documento como "el segundo polipéptido") para formar un complejo proteico que tiene un tamafio molecular de
manera que el complejo proteico se mantiene dentro de una célula bacteriana permeabilizada. El polipéptido se
puede asociar con el segundo polipéptido mediante, por ejemplo, enlaces covalentes tales como puentes disulfuro o
mediante asociacion no covalente. "Asociacion no covalente" se refiere a interacciones moleculares que no implican
enlaces interatdmicos. Por ejemplo, las interacciones no covalentes implican enlaces idnicos, enlaces de hidréogeno,
interacciones hidréfobas y fuerzas de van der Waals. Las fuerzas no covalentes se pueden usar para mantener las
cadenas de polipéptidos separadas juntas en proteinas o en complejos proteicos. Por lo tanto, el polipéptido y el
segundo polipéptido se pueden expresar como polipéptidos separados bien del mismo vector o bien de vectores
diferentes, o uno o ambos polipéptidos se pueden expresar a partir de ADN que codifica los polipéptidos que se ha
integrado en el genoma de la célula bacteriana.

Como alternativa, el polipéptido y el segundo polipéptido que se asocian en un complejo proteico pueden ser una
proteina de fusion. Tal como se usa en el presente documento, "proteina de fusiéon" se refiere a una proteina hibrida,
que consiste en dos o mas polipéptidos, o fragmentos de los mismos, que es resultado de la expresién de un
polinucledtido que codifica al menos una parte de cada uno de los dos polipéptidos.

Complejos proteicos retenidos en la célula bacteriana permeabilizada por tamafio molecular

El segundo polipéptido puede ser cualquier polipéptido que tenga un tamafio molecular suficiente, es decir, suficiente
peso molecular o radio molecular, de manera que al menos algunos de los complejos formados con el polipéptido
que se seleccionan sistematicamente para una actividad deseada sean incapaces de difundir a partir de la célula
bacteriana permeabilizada. Por lo tanto, el complejo proteico se mantiene dentro de la célula bacteriana después de
la permeabilizacion de la célula. El experto en la materia apreciara que la naturaleza del segundo polipéptido,
incluyendo su peso molecular y si es una proteina globular o en bastén (filamentosa), determinara su capacidad para
evitar o inhibir la difusién del complejo proteico a través de la pared celular bacteriana. En una realizacion, el peso
molecular del segundo polipéptido es al menos de aproximadamente 30 kDa, o al menos aproximadamente 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 120, 130, 140, 150 o méas kDa. En una realizacion, el segundo polipéptido es al menos
aproximadamente 120 kDa.
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En una realizacién, el segundo polipéptido forma multimeros que tienen un tamafo molecular mayor que el tamafio
de exclusion de poro de la célula bacteriana permeabilizada. Tal como se usa en el presente documento, el término
"multimero" y las variaciones gramaticales del mismo se refieren a la formacion de un complejo multimérico entre
dos 0 mas moléculas distintas. EI multimero puede comprender, por ejemplo, dos 0 mas moléculas de la misma
proteina (es decir, un homomultimero) o una mezcla de dos o mas proteinas diferentes o no idénticas (es decir, un
heteromultimero). Las proteinas que forman multimeros adecuadas para su uso en los métodos desvelados en el
presente documento incluyen los que forman dimeros, trimeros, tetrameros, pentdmeros, hexameros y multimeros
de mayor orden que comprenden siete o mas subunidades.

Las proteinas multiméricas incluyen homodimeros, por ejemplo, receptor a de PDGF, e isoformas (3, receptor de
eritropoyetina, MPL y receptor de G-CSF, cuyas subunidades del heterodimero tienen cada una dominios de unién al
ligando y dominios efectores, por ejemplo, la isoforma af3 del receptor de PDGF, y los multimeros que tienen
subunidades de componentes con funciones dispares, por ejemplo, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 y receptores de
GM-CSF. Los ejemplos no limitantes de otras proteinas multiméricas que se pueden utilizar en los métodos de la
presente divulgacioén incluyen factores implicados en la sintesis o replicacién de ADN, tales como las proteinas ADN
polimerasa implicadas en la produccion de ARNm, tales como TFIID y TFIIH; proteinas celulares, nucleares y otras
proteinas asociadas a la membrana, tales como hormonas y otros receptores de transduccion de la sefial, proteinas
de transporte activo y canales ionicos, proteinas multiméricas en la sangre, incluyendo la hemoglobina, el
fibrinégeno y el Factor de Willabrand; proteinas que forman estructuras dentro de la célula, tales como actina,
miosina y tubulina, y otras proteinas del citoesqueleto; proteinas que forman estructuras en el ambiente extracelular,
tales como colageno, elastina y fibronectina; proteinas implicadas en el transporte intracelular y extracelular, tales
como cinesina y dineina, la familia SNARE de proteinas (receptor de proteina de unidon NSF soluble) y clatrina;
proteinas que ayudan a regular la estructura de la cromatina, tales como histonas y protaminas, Swi3p, Rsc8p y
moira; factores de transcripcién multiméricos tales como Fos, Jun y CBTF (factor de transcripcion de caja CCAAT);
enzimas multiméricas tales como acetilcolinesterasa y alcohol deshidrogenasa; proteinas chaperonas tales como
GroE, Gro EL (chaperonina 60) y Gro ES (chaperonina 10); antitoxinas, tales como veneno de serpiente, toxina
botulinica, super antigenos de Streptococcus; lisinas (enzimas de bacteriéfagos y de virus); asi como la mayoria de
las proteinas alostéricas. En una realizacién, la proteina multimérica es una proteina de E. coli. Los ejemplos no
limitantes de proteinas de E. coli que forman multimeros incluyen L-ramnosa isomerasa (RhnA; por ejemplo, el
registro del NCBI CAA43002), B-galactosidasa (B-gal; por ejemplo, el registro del NCBI YP 001461520), betaina
aldehido deshidrogenasa (BetB; por ejemplo, el registro del NCBI AAA23506), glutamato-5-cinasa (G5K; por
ejemplo, el registro del NCBI AAB08662), glutation sintasa (GshB; por ejemplo, el registro del NCBI AP_003504), y
un aldehido deshidrogenasa de cadena media (YdcW; por ejemplo, el registro del NCBI AP_002067).

En una realizacion, el polipéptido tiene un tamafio molecular suficiente como para mantener el polipéptido dentro de
la pared celular bacteriana. Por lo tanto, el experto en la materia apreciara que tal polipéptido no necesariamente
necesita estar asociado con un segundo polipéptido para mantener el polipéptido dentro de la célula bacteriana
permeabilizada.

Proteinas de unién a ADN

Los presentes inventores han descubierto que el ADN se mantiene dentro de una célula bacteriana tras la
permeabilizacion. Por lo tanto, en una realizacion, el polipéptido se asocia con una proteina de unién a ADN para
formar un complejo proteico que se une al ADN y que se mantiene dentro de la célula bacteriana. Tal como se usa
en el presente documento, "proteina de unién a ADN" se refiere a cualquier proteina que comprende un dominio de
union a antigeno que comprende al menos un motivo que reconoce ADN de cadena doble o de cadena sencilla. Tal
como sabria un experto en la materia, los dominios de uniéon a ADN incluyen la hélice-giro-hélice, los dedos de zinc,
la cremallera de leucina, la hélice alada, la hélice alada-giro-hélice, la hélice-bucle-hélice, el pliegue de
inmunoglobulina que reconoce ADN, o los dominios B3. Asociar el polipéptido con una proteina de unién a ADN
ventajosamente proporciona una mejor recuperacion de ADN, por ejemplo, un plasmido, que codifica el polipéptido
en los métodos de seleccion sistematica desvelados en el presente documento.

Los ejemplos de proteinas de unién a ADN incluyen proteinas de competencia bacteriana tales como, aunque sin
limitacion, proteinas de union a ADN de E. coli, proteinas de unién a ADN de Neisseria gonorhoeae, por ejemplo
ComE, proteinas E2 de adenovirus, factor de transcripcién AraC, factores de transcripcion basicos de hélice-bucle-
hélice, factores de transcripcién basicos de cremallera de leucina, factor de respuesta de butirato, proteina B del
centrémero, factores de transcripcion COUP, factores de transcripcion de respuesta de crecimiento temprano,
factores de unién a la G-box, factores de transcripcion GATA, proteinas HMGA, proteinas de homodominio,
proteinas B I|-kappa, factores de integraciéon del hospedador, factores reguladores de interferon, factor 3 del gen
estimulado por interferdn, factores de transcripcion de tipo Kruppel, proteina reguladora sensible a la leucina,
proteinas de unién a la regidon de union a la matriz, proteina de unién a metil-CpG, proteina MutS homdloga 2,
proteina de leucemia mieloide-linfoide, NF-Kappa B, factores de transcripcion NF1, factores respiratorios nucleares,
proteina oncogénica p55, complejo de reconocimiento de origen, factores de transcripcién de cajas emparejadas,
factores de dominio POU, factores protooncogénicos, recombinasa Rad51, proteina de recombinacion y reparacion
de ADN Rad52, proteina A de replicacion, proteina C de replicacion, proteina de retinoblastoma, proteinas Smad,
factores de transcripcion SOX, proteinas de dominio T-box, factores de transcripcion TCF, proteina de union a
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telémero, receptor 9 de tipo Toll, transactivadores y factores de transcripcion de hélice alada. En una realizacion, la
proteina de uniéon a ADN es una proteina de unién a ADN de E. coli. En otra realizacion, la proteina de union a ADN
es una proteina de Neisseria goborrhoeae, por ejemplo, ComE.

Proteinas de union a pared celular

El polipéptido se puede asociar con una proteina de unién a la pared celular bacteriana. El experto en la materia
entenderd que la eleccion de una proteina de unién a la pared celular dependeria de la especie de célula
hospedadora, ya que las diferentes bacterias tienen diferentes composiciones de pared celular. Aunque las bacterias
tienen paredes celulares hechas de peptidoglucano (PG), las modificaciones quimicas entre especies pueden afectar
a la union de especies cruzadas. El experto en la materia sera facilmente capaz de determinar las proteinas de unién
a la pared celular adecuadas para su uso en una especie bacteriana particular.

Las proteinas de unién a la pared celular bacteriana incluyen proteinas conocidas por tener una estructura de
dominio, por lo que parte de la cadena polipeptidica en la estructura natural es capaz de reconocer y unirse a
moléculas especificas o conformaciones moleculares en la pared celular bacteriana. Por lo tanto, el término
"proteinas de uniéon a pared celular" incluye un dominio de proteina que es parte de la proteina que se une
especificamente a la pared celular bacteriana. Los ejemplos de proteinas de unién a la pared celular bacteriana
incluyen las hidrolasas de pared celular codificadas por bacteri6éfagos, las hidrolasas de pared celular de bacterias y
diferentes autolisinas. También se incluyen moléculas de receptor codificadas por el ADN de bacteriéfagos y otros
virus. Cuando la proteina de unién a la pared celular bacteriana es de enzimas hidroliticas de origen bacteriéfago,
gue son capaces de unirse especificamente a las bacterias, la proteina de unién a la pared celular mantiene su
capacidad de unidn, pero preferentemente no tiene actividad hidrolitica significativa.

En una realizacion, la proteina de union a la pared celular se une de manera no covalente a la pared celular de E.
coli. Por ejemplo, para una célula hospedadora E. coli hay proteinas de unién a PG enddgeno con un dominio de
unién a PG de aproximadamente 100 aminoacidos conservados que se da en PAL, OmpA, YiaD, YfiB y MotB
(Parsons et al., 2006). Sin embargo, se ha demostrado que las proteinas de otros organismos se expresan bien en
E. coli y se unen a la pared celular con alta afinidad, por ejemplo, el dominio de unién a PG de aproximadamente 70
aminoacidos de Pseudomonas @KZ fago (KzPG) (Briers et al., 2009). Por lo tanto, un dominio de unién a PG de una
proteina que se une a PG se puede usar como una proteina de unién a la pared celular bacteriana en los métodos
desvelados en el presente documento.

En una realizacion ejemplar, el dominio de unién a PG se puede fusionar con el polipéptido desvelado en el presente
documento y expresar en el citosol de la célula bacteriana. Tras la permeabilizacién de la membrana, el dominio de
union a PG se une a la pared celular, dando como resultado la retencion del polipéptido de interés en la célula
permeabilizada. Ademas, para mejorar potencialmente la retencion del polipéptido de interés en la célula, el experto
en la materia entendera que el polipéptido se puede asociar con una proteina de unién a ADN ademas de una
proteina de unién a la pared celular.

Como alternativa, el polipéptido se puede asociar con una proteina que es capaz de unirse covalentemente a la
pared celular bacteriana. Preferentemente, la proteina comprende una sefal de direccionamiento periplasmico. Por
lo tanto, el polipéptido se expresa en el citosol de la célula bacteriana, pero se dirige al periplasma, en donde se
enlaza a la pared celular antes de la permeabilizacion de la membrana.

A modo de ejemplo no limitante, la proteina de unién a la pared celular bacteriana que se une de manera covalente a
la pared celular puede ser una lipoproteina capaz de unirse a la pared celular y que carece de una secuencia sefal
en N-terminal funcional necesaria para la unién a la membrana externa. Por ejemplo, la lipoproteina puede ser LPP
de E. coli. La LPP es una proteina de E. coli abundante que forma una superhélice trimérica. En su forma natural, un
extremo esta unido a la membrana externa mediante lipidacion y el otro esta unido de manera covalente a la pared
celular mediante una lisina en C-terminal. La lipoproteina puede comprender adicionalmente una secuencia que
dirige a la lipoproteina al periplasma, por ejemplo, una secuencia de direccionamiento periplasmico OmpF. En una
realizacion, la lipoproteina es lipoproteina de E. coli que carece de una secuencia sefial funcional en N-terminal
necesaria para la unién a la membrana externa.

A la luz de las ensefianzas de la presente divulgacion, el experto en la materia sera capaz de identificar o de disefiar
proteinas que se unen de manera covalente a la pared celular bacteriana y que son adecuadas para su uso en los
métodos de la presente divulgacion.

En una realizacion de la divulgacion, el polipéptido desvelado en el presente documento es un polipéptido de fusion
que comprende un dominio KzPG y uno o mas de otros dominios seleccionados de un espaciador, SNAP y/o DBP.
En una realizacién particular, el polipéptido de fusion comprende uno o mas espaciadores y los dominios KxPG,
SNAP y DBP.
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Polinucledtidos

La presente divulgacion también proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido desvelado en el presente
documento. Preferentemente, el polinucleétido es un polinucleétido aislado o recombinante.

El término "polinucledtido aislado" pretende significar un polinucleétido que se ha separado de manera general de

las secuencias de polinucledtidos con las que se asocia o enlaza en su forma natural. Preferentemente, el

polinucledtido aislado esta al menos al 60 %, mas preferentemente al menos al 75 % y mas preferentemente al

menos al 90 % sin otros componentes con los que se asocia de manera natural. Ademés, el término "polinucledtido”
" n

se usa de manera intercambiable en el presente documento con los términos "molécula de acido nucleico", "gen" y
"ARNmM".

El término "recombinante" en el contexto de un polinucledtido se refiere a cuando el polinucleétido esta presente en
una célula o en un sistema de expresion sin célula, en una cantidad alterada en comparacién con su estado natural.
En una realizacion, la célula es una célula que no comprende de forma natural al polinucleétido. Sin embargo, la
célula puede ser una célula que comprende un polinucleétido no endégeno, dando como resultado una cantidad de
produccién alterada, preferentemente aumentada, del polipéptido codificado. Un polinucleétido recombinante
desvelado en el presente documento incluye polinucleétidos que no se han separado de otros componentes de la
célula transgénica (recombinante) o del sistema de expresion sin célula, en el que esta presente, y polinucledtidos
producidos en tales células o sistemas sin células que posteriormente se purifican sin al menos algunos otros
componentes.

"Polinucledtido” se refiere a un oligonucledtido, un polinucleétido o cualquier fragmento del mismo. Puede ser ADN o
ARN de origen gendmico o sintético, de cadena doble o de cadena sencilla, y combinado con carbohidratos, lipidos,
proteinas u otros materiales para realizar una actividad particular definida en el presente documento.

El ADN que codifica un polipéptido que comprende una region variable se puede aislar usando métodos
convencionales en la materia. Por ejemplo, se pueden disefar cebadores para alinearse a regiones conservadas en
una region variable que flanquea a la regidn de interés, y estos cebadores se pueden usar después para amplificar el
acido nucleico intermedio, por ejemplo, mediante PCR. Los métodos adecuados y/o cebadores se conocen en la
materia y/o se describen, por ejemplo, en Borrebaeck (ed), 1995 y/o Froyen et al., 1995. Las fuentes adecuadas de
ADN molde para tales métodos de amplificacién pueden derivar de, por ejemplo, hibridomas, transfectomas y/o de
células que expresan proteinas que comprenden una region variable, por ejemplo, tal como se describe en el
presente documento.

El polinucleétido desvelado en el presente documento puede codificar todo el polipéptido de la divulgacién. Como
alternativa, el polinucleétido puede codificar una Unica cadena pesada o ligera del polipéptido desvelado en el
presente documento. Por lo tanto, dos polipéptidos, que codifican cada uno una de las cadenas pesada o ligera, se
pueden producir y expresar en una Unica célula para producir el polipéptido desvelado en el presente documento.

Preferentemente, los polinucleétidos codifican la region de armazdén de las regiones variables, y también una o mas
CDR. Lo més preferentemente, los polinucledtidos desvelados en el presente documento codifican la region de
armazon de las regiones variables y las tres CDR. Los polinucleétidos desvelados en el presente documento se
pueden mutagenizar con el fin de producir una variedad en las secuencias de aminoacidos de las CDR y
posiblemente también en las secuencias de aminoacidos de las regiones de armazoén. El experto en la materia sabra
de métodos adecuados para este fin.

El polinucledtido desvelado en el presente documento también puede codificar un conjugado de proteinas que esta
conjugado o es capaz de conjugarse con un polipéptido desvelado en el presente documento, tal como se describe
en el presente documento.

Produccién de polipéptidos

Los polipéptidos desvelados en el presente documento se pueden sintetizar mediante cualquiera de los métodos
conocidos en la materia, tales como la produccion y la recuperacién de polipéptidos recombinantes, y mediante la
sintesis quimica de los polipéptidos. Por lo tanto, la presente divulgacion también proporciona un método de
produccién de los polipéptidos desvelados en el presente documento.

Los polipéptidos desvelados en el presente documento se pueden producir en condiciones reductoras o no
reductoras. Preferentemente, los polipéptidos desvelados en el presente documento se producen en condiciones
reductoras, tales como en el citoplasma de una célula hospedadora.

En el caso de un polipéptido recombinante, el acido nucleico que codifica al mismo se coloca preferentemente en
uno o mas vectores de expresion, que después se transfectan a células hospedadoras, por ejemplo células de E.
coli, células de levadura, células de insecto o células de mamifero, tales como células COS de simio, células de
ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma que de otro modo no producen proteina inmunoglobulina, para
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obtener la sintesis de proteinas en las células hospedadoras recombinantes. Los articulos de revision sobre
expresion recombinante en bacterias de ADN que codifican la inmunoglobulina incluyen Skerra et al, (1993) y
Plickthun, (1992). Las técnicas de clonacién molecular para lograr estos fines se conocen en la materia y se
describen, por ejemplo, en Ausubel o Sambrook. Una amplia variedad de métodos de clonacion y de amplificacion in
vitro son adecuados para la construccion de acidos nucleicos recombinantes. Los métodos de produccién de
inmunoglobulinas recombinantes también se conocen en la materia. Véase los documentos US4.816.567;
US5225539, US6054297, US7566771 o US5585089.

Tras el aislamiento, el acido nucleico que codifica un polipéptido desvelado en el presente documento se inserta
preferentemente en una construccion de expresion o vector replicable para la clonacion adicional (amplificacion del
ADN) o para la expresion en un sistema sin células o en células. Preferentemente, el acido nucleico esta unido de
manera operativa a un promotor.

Tal como se usa en el presente documento, el término "promotor" debe tomarse en su contexto mas amplio e incluye
las secuencias reguladoras transcripcionales de un gen gendmico, incluyendo la caja TATA o el elemento iniciador,
que se requiere para una iniciacion de la transcripcion precisa, con o sin elementos reguladores adicionales (por
ejemplo, secuencias de activacion aguas arriba, sitios de unién de factor de transcripcién, potenciadores y
silenciadores) que alteran la expresion de un acido nucleico, por ejemplo, en respuesta a un estimulo de desarrollo
y/o externo, o de una forma especifica de tejido. En el presente contexto, el término "promotor" también se usa para
describir un acido nucleico recombinante, sintético o de fusién, o derivado que confiere, activa o mejora la expresion
de un acido nucleico al que esta unido de manera operativa. Los promotores preferidos pueden contener copias
adicionales de una o mas elementos reguladores especificos para mejorar adicionalmente la expresién y/o alterar la
expresion espacial y/o la expresion temporal de dicho acido nucleico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "unido de manera operativa a" significa colocar un promotor
en relacion con un acido nucleico de manera que la expresion del acido nucleico esté controlada por el promotor.

Los sistemas de expresion sin células también se contemplan mediante la presente divulgacion. Por ejemplo, un
acido nucleico que codifica un polipéptido desvelado en el presente documento puede estar unido de manera
operativa a un promotor adecuado, por ejemplo, un promotor de T7, y la construccién de expresion resultante
expuesta a condiciones suficientes para la transcripcion y la traduccién. Se han descrito vectores de expresion
tipicos para la expresion in vitro o la expresion sin células e incluyen, pero sin limitacién, los sistemas TNT T7 y TNT
T3 (Promega), los vectores pEXP1-DEST y pEXP2-DEST (Invitrogen).

Hay muchos vectores disponibles para la expresion en células. Los componentes del vector generalmente incluyen,
aunque sin limitacién, uno o mas de los siguientes: una secuencia sefial, una secuencia que codifica una proteina de
la presente divulgacion (por ejemplo, derivada de la informacién proporcionada en el presente documento), un
elemento potenciador, un promotor y una secuencia de terminacion de la transcripcion. El experto en la materia
sabra de secuencias adecuadas para la expresion de una proteina. Por ejemplo, las secuencias sefial ejemplares
incluyen sefiales de secrecidn en procariotas (por ejemplo, pelB, fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxina Il
termoestable), sefiales de secrecion en levadura (por ejemplo, lider de invertasa, lider de factor a o lider de fosfatasa
acida) o sefiales de secrecion en mamiferos (por ejemplo, sefial gD de herpes simple).

En una realizacion preferida, el polinucleétido que codifica el polipéptido desvelado en el presente documento se
inserta en un vector que es particularmente adecuado para la expresion en el sistema RED descrito en el presente
documento. Por lo tanto, el vector puede ser particularmente adecuado para la expresion en una célula bacteriana.
Por ejemplo, el vector puede comprender un sitio para insertar en el vector un polinucleétido que codifica un
polipéptido desvelado en el presente documento, y un marco de lectura abierta que codifica un segundo polipéptido
desvelado en el presente documento para formar un complejo proteico que se puede mantener dentro o se puede
unir a la pared celular de una célula bacteriana permeabilizada. Los vectores adecuados se describen en el
documento WO2011/075761.

Preferentemente, el vector también es capaz de replicarse en la célula bacteriana de manera independiente del
genoma del hospedador. Los vectores adecuados incluyen plasmidos, virus y cosmidos asi como elementos de ADN
lineal, tal como el fago lineal N15 de E. coli, y/o ADN extracromosémico que se replica de manera independiente del
genoma de la célula bacteriana.

El experto en la materia sera capaz de determinar facilmente cepas bacterianas adecuadas para la expresion de los
polipéptidos en los métodos desvelados en el presente documento. Los expertos en la materia entenderian que las
bacterias Gram negativas son adecuadas para su uso en los métodos desvelados en el presente documento,
incluyendo, por ejemplo, Salmonella, E. coli, Shigella, Campylobacter, Fusobacterium, Bordetella, Pasteurella,
Actinobacillus, Haemophilus y Histophilus. En una realizacion preferida, las bacteria Gram negativa es E. coli.

Los promotores ejemplares que se pueden incluir en el vector desvelado en el presente documento incluyen los

activos en procariotas (por ejemplo, el promotor phoA, los sistemas promotores de B-lactamasa y lactosa, fosfatasa
alcalina, un sistema de promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos, tales como el promotor tac). Estos
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promotores son utiles para la expresion en procariotas que incluyen eubacterias, tales como organismos Gram
negativos o Gram positivos, por ejemplo, Enterobacteriaceae tales como Escherichia, por ejemplo, E. coli,
Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo,
Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli tales como B. subtilis y B. licheniformis, Pseudomonas tales como
P. aeruginosa, y Streptomyces. Preferentemente, el hospedador es E. coli. Un hospedador de clonacién de E. coli
preferido es E. coli 294 (ATCC 31.446), aunque otras cepas tales como E. coli B, E. coli X 1776 (ATCC 31.537), y E.
coli W3110 (ATCC 27.325), DH5a o DH10B son adecuados.

Los promotores ejemplares activos en células de mamifero incluyen el promotor temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV-IE), el promotor de factor de elongacion 1-a humano (EF1), promotores de ARN nuclear
pequefio (U1a y U1b), el promotor de cadena pesada de a-miosina, el promotor del virus de simio 40 (SV40), el
promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), el promotor tardio principal de adenovirus, el promotor de B-actina; el
elemento regulador hibrido que comprende un potenciador de CMV/ promotor de B-actina o un promotor de
inmunoglobulina o fragmento activo de la misma. Los ejemplos de células de mamifero utiles son la linea CV1 de
rifidn de mono trasformada mediante SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifién embrionario humano (293 o
células 293 subclonadas para su crecimiento en cultivo en suspension; células de rifién de cria de hamster (BHK,
ATCC CCL 10); o células de ovario de hamster chino CHO.

Los promotores tipicos adecuados para la expresion en células de levadura tales como por ejemplo una célula de
levadura seleccionada del grupo que comprende Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae y S. pombe, incluyen,
aunque sin limitacion, el promotor ADH1, el promotor GAL1, el promotor GAL4, el promotor CUP1, el promotor
PHO5, el promotor nmt, el promotor RPR1 o el promotor TEF1.

Los promotores tipicos adecuados para la expresion en células de insecto incluyen, aunque sin limitacién, el
promotor OPEI2, el promotor de actina de insecto aislado de Bombyx muri, el promotor dsh de Drosophila sp. (Marsh
et al.,, 2000) y el promotor de metalotioneina inducible. Las células de insecto preferidas para la expresion de
proteinas recombinantes incluyen una célula de insecto seleccionada del grupo que comprende, células BT1-TN-
5B1-4 y células de Spodoptera frugiperda (por ejemplo, células sf19, células sf21). Los insectos adecuados para la
expresion de los fragmentos de acido nucleico incluyen, pero sin limitacion, Drosophila sp.. También se contempla el
uso de S. frugiperda.

Los medios para introducir la molécula de acido nucleico aislada o una construccién génica que comprenda a la
misma en una célula para la expresién son conocidos por los expertos en la materia. La técnica usada para una
célula dada depende de las técnicas de éxito conocidas. Los medios para la introduccién de ADN recombinante en
las células incluyen la microinyeccion, la transfecciéon mediada por DEAE-dextrano, la transfeccion mediada por
liposomas tales como usando lipofectamina (Gibco, MD, EE.UU.) y/o cellfectin (Gibco, MD, EE.UU.), la absorcién de
ADN mediada por PEG, la electroporacién y el bombardeo de microparticulas tales como mediante el uso de
particulas de tungsteno o de oro recubiertas de ADN (Agracetus Inc., WI, EE.UU.) entre otras.

Las células hospedadoras usadas para producir la proteina desvelada en el presente documento se pueden cultivar
en una variedad de medios, en funcién del tipo celular usado. Los medios comercialmente disponibles tales como
F10 de Ham (Sigma), medio minimo esencial ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), medio Eagle modificado de
Dulbecco ((DMEM), Sigma) son adecuados para cultivar las células de mamifero. Los medios para cultivar otros
tipos celulares tratados en el presente documento son conocidos en la materia.

Secuencias de armazon:

Hasta la fecha, las secuencias de las regiones estructurales de intracuerpos (moléculas de anticuerpo cuyas
secuencias se han disefiado genéticamente o han evolucionado hacia una mayor estabilidad de manera que se
puedan plegar de manera productiva en el citoplasma), es decir, las secuencias no de CDR, han diferido
sustancialmente de la secuencia genémica de la linea germinal afin. Tal como se desvela en el presente documento,
los inventores han seleccionado sistematicamente y han determinado secuencias de regiones variables de
anticuerpos que son idénticas o estan estrechamente relacionadas con, la secuencia gendmica de la linea germinal
afin, y que permiten el correcto plegamiento y una elevada estabilidad cuando se expresan en ambientes no
oxidantes. Las secuencias preferidas para su uso en la presente invencion se describen a continuacién. Para
cualquiera de las secuencias de region variable descritas en el presente documento, se apreciara que el experto en
la materia sera capaz de identificar las CDR (por ejemplo, muchas de las cuales se identifican en la base de datos
del NCBI) y la regién de armazon restante. Los ejemplos particulares de CDR en cada una de las regiones variables
descritas en el presente documento se muestran en la Figura 7. El polipéptido de la presente divulgacién comprende
una region variable de cadena pesada (Vu) de la familia Vu3 de dominios variables de inmunoglobulina.
Preferentemente, el Vi es IGHV3-23 (SEQ ID NO: 3).

IGHV3-23, también conocido como DP-47, pertenece a la familia Vi3 de dominios variables de Ilg humana. La familia
Vu3 tiene el 43 % (22/51) de los miembros funcionales de los genes de V4 y se ha citado IGHV3-23 como el gen
mas altamente expresado en el repertorio de VH (Stewart et al., 1993). También se halla a alta frecuencia en
reordenamientos de Ig productivos en linfocitos B (Brezinschek et al., 1997). Debido a su alta frecuencia en
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repertorios de Ig naturales, también se ha aislado con frecuencia de las bibliotecas de expresién en fagos de
regiones V humanas (Griffiths et al., 1994). También se ha usado como un compafiero de armazoén en bibliotecas
sintéticas (Jirholt et al., 1998; Pini et al., 1998; Soderlind et al., 2000; Ge et al., 2010). IGHV3-23 se seleccion6 como
el compafiero de region variable de cadena pesada en el estudio de los presentes inventores para identificar un
armazon de regién variable de anticuerpo soluble, estable.

Preferentemente, el polipéptido desvelado en el presente documento comprende una region variable de cadena
pesada de anticuerpo (VH) que comprende una region de armazoén que es al menos el 95 % idéntica a la region de
armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, la regiéon de armazoén puede ser al
menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la
region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3. Preferentemente, el polipéptido
desvelado en el presente documento comprende una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que
comprende una region de armazon que es al menos el 96% idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como
se establece en la SEQ ID NO: 3. la region de armazon comprende todos los restos de la region variable excluyendo
los restos de CDR. Por lo tanto, el polipéptido desvelado en el presente documento puede comprender una region de
armazén que comprende los aminogcidos 1 - 25, 33 - 51, 60 - 98 de la SEQ ID NO: 3 (o0 una region de armazon cuya
secuencia de aminoacidos es, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el
99 % o el 100 % idéntica a la secuencia de estos aminoacidos). Como alternativa, el polipéptido desvelado en el
presente documento puede comprender una region de armazoén que comprende los aminoacidos 1 - 25y 33 - 98 de
la SEQ ID NO: 3 (o una regién de armazon cuya secuencia de aminoacidos es al menos el 95 %, al menos el 96 %,
al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la secuencia de estos aminoacidos). En
otra alternativa, el polipéptido desvelado en el presente documento puede comprender una regiéon de armazén que
comprende los aminoacidos 1 -51 y 60 - 98 de la SEQ ID NO: 3 (o una regién de armazén cuya secuencia de
aminoacidos es al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100
% idéntica a la secuencia de estos aminoacidos).

Los polipéptidos desvelados en el presente documento pueden comprender cualquier secuencia o secuencias de
CDR. Por lo tanto, los polipéptidos desvelados en el presente documento pueden comprender las secuencias de
CDR de IGHV3-23 (es decir, los aminoacidos 26 - 32, 52 - 59 de la SEQ ID NO: 3). Como alternativa, los
polipéptidos desvelados en el presente documento pueden comprender cualquier otra secuencia o secuencias de
CDR. Por lo tanto, la regiéon de armazon del dominio variable de Vh3 puede servir como un molde en el que se
puede insertar cualquiera de las secuencias de CDR dadas. Las secuencias de CDR se pueden generar de manera
aleatoria. Como alternativa o ademas, las secuencias de CDR se pueden generar de manera semialeatoria
(asignando de manera aleatoria a cada posicion de aminoacido particular en la CDR un resto de aminoacido
seleccionado de un subconjunto de todos los aminoacidos posibles, sabiendo que el subconjunto es necesario o
particularmente favorecido en una posicion de aminoacido dada en la CDR).

Como alternativa, las secuencias de CDR pueden derivar de otro anticuerpo. Por lo tanto, las CDR de, por ejemplo,
un anticuerpo humano se pueden insertar en el armazoén del dominio variable de VH3. Se apreciara que el experto en
la materia pueda usar diversos métodos para asegurar que una region de armazon tal como se define en el presente
documento comprende una o mas secuencias de CDR tomadas de un anticuerpo humano. Preferentemente, tales
métodos incluyen clonar una o mas secuencias codificantes de CDR en un polinucleétido que codifica un polipéptido
desvelado en el presente documento, tal como se describe con mas detalle en el presente documento, a
continuacion. Las secuencias codificantes de CDR pueden variar de manera adicional mediante mutagénesis dirigida
o aleatorizada, con el fin de proporcionar una pluralidad de polipéptidos que comprenden una pluralidad de
diferentes secuencias de CDR. Tales métodos se pueden aplicar a una cualquiera o a una combinaciéon de CDR1,
CDR2 y CDR3.

Las secuencias de una CDR cualquiera o mas, CDR1, CDR2 y CDR3 se pueden introducir en los armazones del
dominio variable descritos en el presente documento, en cualquier combinacion. Preferentemente, al menos la
secuencia de una CDR3 se introduce en el armazon del dominio variable de Vu3 descrito en el presente documento.

Ademas, la longitud de las secuencias de CDR introducidas en el armazon del dominio variable de V13 descrito en el
presente documento puede variar. Por ejemplo, se puede insertar una secuencia de CDR3 de 15, 14, 13, 12, 11, 10,
9,8,7,6,5, 4, 3,20 1 aminoacidos en el armazoén. Los presentes inventores han descubierto que una secuencia de
CDR3 acortada de menos de 12, tal como 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1, y lo mas preferentemente, de 7
aminoacidos de longitud presenta una estabilidad mejorada.

Comparieros de cadena ligera de IGL e IGL para IGHV3-23

Los inventores de la presente divulgacion, aplicando solo el criterio de que la fusion de scFv es soluble en su
plataforma RED (al contrario de las selecciones funcionales realizadas anteriormente que requieren la unién del
anticuerpo a un antigeno diana in vivo y que, por lo tanto, seleccionaban anticuerpos que estaban sustancialmente
mutados a partir de sus respectivas secuencias de la linea germinal) fueron capaces de seleccionar cadenas ligeras
no expuestas anteriormente que no se habian mutado en la regién V. Por lo tanto, fueron capaces de identificar
secuencias de la linea germinal que conferian solubilidad tras las fusiones del scFv IGHV3-23. Esto tiene el beneficio
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significativo de asegurar que una biblioteca de armazén artificial construida de los dominios VL y Vy es idéntica en
secuencia a las abundantes proteinas de anticuerpos humanos, minimizando asi el reconocimiento inmunolégico y el
rechazo en tiempo prolongado a cualquier derivado.

Por consiguiente, el polipéptido desvelado en el presente documento preferentemente comprende una region
variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) de las familias VLA1, 3 o 6 de dominios variables de inmunoglobulinas
combinado con la secuencia de la linea germinal IGHV3-23. Los miembros preferidos de la familia VLA1, 3 o 6
incluyen IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO:
21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6),
IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 27), y IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12).
Por lo tanto, el polipéptido desvelado en el presente documento preferentemente comprende una region variable de
cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una region de armazén que es al menos el 95 % idéntica a la
region de armazoén de cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se
establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se
establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 27), y IGLV6-57 (tal como se
establece en la SEQ ID NO: 12). Por ejemplo, la region de armazén puede ser al menos el 95 %, al menos el 96 %,
al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la region de armazén de IGLV1-40 (tal
como se establece en la SEQ ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal
como se establece en la SEQ ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como
se establece en la SEQ ID NO: 27), y IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12).

Lo mas preferentemente, el compariero de VL de IGHV3-23 es IGLV3-1 (SEQ ID NO: 6). Por lo tanto, el polipéptido
desvelado en el presente documento preferentemente comprende una region variable de cadena ligera de
anticuerpos (VL) que comprende una region de armazon que es al menos el 95 % idéntica a la region de armazon de
IGLV3-1 (SEQ ID NO: 6). Por ejemplo, la region de armazon puede ser al menos el 95 %, al menos el 96 %, al
menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la regiéon de armazén de IGLV3-1 (SEQ ID
NO: 6 ). La regién de armazoén de IGLV3-1 puede comprender los aminoacidos 1 - 23, 32 - 48, 56 - 89 de la SEQ ID
NO: 6. Por consiguiente, el polipéptido desvelado en el presente documento puede comprender una regioén variable
de cadena ligera del anticuerpo (VL) que comprende una region de armazén que comprende los aminoacidos 1 - 23,
32 - 48, 56 - 89 de la SEQ ID NO: 6 (o una region de armazon cuya secuencia de aminoacidos es al menos el 95 %,
al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 % idéntica a la secuencia de estos
aminoacidos).

Un ejemplo preferido de una secuencia de polinucledtidos que codifica un armazén IGLV3-1::IGHV3-23 con regiones
variables de CDR3, y la correspondiente secuencia de aminoacidos traducida se representa en la Figura 8.

Preferentemente, el polipéptido desvelado en el presente documento comprende la region de armazoén del dominio
variable VL (por ejemplo, el polipéptido desvelado en el presente documento puede comprender la region de
armazén de IGHV3-1, por ejemplo, los aminoacidos 1 - 23, 32 - 48, 56 - 89 de la SEQ ID NO: 6). De nuevo, los
polipéptidos desvelados en el presente documento pueden comprender cualquier secuencia o secuencias de CDR.
Por lo tanto, los polipéptidos desvelados en el presente documento pueden las secuencias de CDR de cualquiera de
IGLV1-40, IGLV1-44, IGLV1-47, IGLV3-1, IGLV3-19 y/o IGLV6-57. Como alternativa, los polipéptidos desvelados en
el presente documento pueden comprender cualquier otra secuencia o secuencias de CDR. Por lo tanto, la region de
armazon del dominio variable VL puede servir como un molde en el que se puede insertar cualquiera de las
secuencias de CDR dadas, tal como se describe anteriormente con respecto al armazoén del dominio variable de
VH3. Por lo tanto, las secuencias de CDR se pueden generar de manera aleatoria. Como alternativa o ademas, las
secuencias de CDR se pueden generar de manera semialeatoria (asignando aleatoriamiente un resto de aminoacido
seleccionado de un subconjunto de todos los aminoacidos posibles para cada posicién particular de aminoacidos en
la CDR, sabiendo que el subconjunto es particularmente favorecido en una posicién de aminoacido dada en la CDR).

Como alternativa, las secuencias de CDR pueden derivar de otro anticuerpo. Por lo tanto, las CDR de, por ejemplo,
un anticuerpo humano se pueden insertar en el armazoén del dominio variable de VL. Se apreciara que hay diversos
métodos diferentes disponibles para el experto en la materia para asegurar que una regién de armazoén tal como la
que se define en el presente documento comprende una o mas secuencias de CDR tomadas de un anticuerpo
humano. Ademas, las secuencias de CDR de un anticuerpo humano se pueden mutagenizar aleatoriamente antes
de la insercion en un armazén de dominio variable Vi descrito en el presente documento.

Una cualquiera o mas de las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 se pueden insertaren el armazén del dominio
variable VL descrito en el presente documento, en cualquier combinacién. Preferentemente, al menos la secuencia
de una CDR3 se inserta en el armazén del dominio variable V. descrito en el presente documento.

Ademas, la longitud de las secuencias de CDR insertadas en el armazon del dominio variable VL descrito en el
presente documento puede variar. Por ejemplo, se puede insertar una secuencia de CDR3 de 15, 14, 13, 12, 11, 10,
9,8,7,6,5, 4, 3,20 1aminoacidos en el armazoén. Los presentes inventores han descubierto que una secuencia de
CDR3 acortada de menos de 12, tal como 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1, y lo mas preferentemente, de 7
aminoacidos de longitud presenta una estabilidad mejorada.
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Bibliotecas de polipéptidos sintéticos

Una biblioteca de secuencias de polipéptidos se puede clonar y expresar en una variedad de plataformas de
presentacion de proteinas para seleccionar proteinas de afinidad frente a una diana deseada. Por lo tanto, la
divulgacion proporciona una biblioteca que comprende una pluralidad de polipéptidos desvelados en el presente
documento. En una realizacion preferida, las bibliotecas se pueden preparar identificando un polipéptido y/o
secuencia de polinucleétidos "parental” y alterando esa secuencia para crear una pluralidad de secuencias variantes
para formar la biblioteca. La alteraciéon se puede realizar mediante cualquiera de los medios adecuados, por ejemplo,
mutagénesis de sitio dirigido o mutagénesis aleatorizada. Los métodos adecuados de la construccion de la biblioteca
se conocen en la materia.

Tal como se ha indicado anteriormente, los dominios variables se pueden clonar directamente a partir de una fuente
biolégica, de manera que tanto las secuencias estructurales como las CDR estén presentes tal como se forman
mediante recombinacion V(D)J. Como alternativa, la biblioteca de anticuerpos puede ser parcial o totalmente
sintética, con la CDR y las regiones estructurales ensambladas de novo. Por ejemplo, un Unico armazoén artificial que
representa un emparejamiento de genes de anticuerpos comunmente expresadoso particularmente estables podria
recodificarse para una expresion optimizada en un organismo hospedador. Incluso todo el armazén y las CDR se
pueden ensamblar en una Unica reaccion usando oligonucleétidos solapantes, tales como los descritos por Ge et al.
(2010).

Los métodos ara generar diversidad en las CDR de unién a antigeno se han descrito por completo en la técnica
anterior. Estos incluyen - generar las CDR de ARNm, de células inmunoldgicas no expuestas anteriormente o
preinmunizadas; disefiar y sintetizar las CDR mediante el andlisis de las secuencias de anticuerpo clasificadas;
disefar y sintetizar las CDR con una distribucion ponderada de aminoacidos basada en secuencias de anticuerpos
clasificadas; adoptar una region de CDR aleatorizada y no sesgada.

Cada dominio de Ig, VL y Vu, tiene tres regiones CDR, CDR1, CDR2 y CDR3, que son de longitud variable y tienen
diferentes frecuencias de contactos entre superficies con el antigeno. La CDR mas variante in vivo tanto para VL
como para Vu es CDR3, cuyo bucle se forma mediante recombinacion entre la unién del exén de los dominios V-J
(VL) o los dominios V-D-J (Vh). Esto es representativo del sistema inmunolégico no expuesto anteriormente. Sin
embargo, una vez que un linfocito B se ha estimulado para la expansion, entonces actia a menudo la hipermutacion
somatica para diversificar también las CDR 1y 2.

Sin embargo, para una biblioteca clonada de scFv de dominios variables construidos en un solo, o unos pocos,
armazones de VL y Vi, es comun que la diversidad de CDR se limite a CDR3, con la composicion de aminoacidos y
la variacion de la longitud del bucle considerando la unién a la diana.

En el caso de los polipéptidos estables descritos en la divulgacion, esto permite que la totalidad del scFv, distinto de
la region de bucle de CDR3 que varia de forma natural, sea idéntica, o casi igual, a la secuencia de la linea germinal
de los genes de anticuerpos afines. Esto permite la seleccion sistematica de proteinas de afinidad que se parecen
mucho al repertorio de anticuerpos humanos no expuestos anteriormente, minimizando de este modo la divergencia
de la secuencia de un armazoén disefiado genéticamente que podria desencadenar el reconocimiento inmunoldgico
del paciente. Por lo tanto, en la presente invencion, una biblioteca de polipéptidos puede comprender polipéptidos
que difieren entre si solo en la secuencia de CDR3.

Se puede construir una biblioteca de anticuerpos artificial usando un Unico armazoén, o se puede constituir mediante
una pluralidad de armazones. Por lo tanto, la biblioteca de la presente divulgacion puede comprender uno o mas
polipéptidos que tiene una combinacion particular de armazones de region variable de cadena pesada y ligera
desvelados en el presente documento y uno o mas polipéptidos que tienen otra combinacién diferente de armazones
de region variable de cadena pesada y ligera desvelados en el presente documento.

Por ejemplo, la biblioteca puede comprender:

- uno o mas polipéptidos que comprenden una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que
comprende una region de armazén que es al menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal
como se establece en la SEQ ID NO: 3, y una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende
una regién de armazoén que es al menos el 95 % idéntica a la regién de armazoén de IGLV3-1 (tal como se
establece en la SEQ ID NO: 6), en donde el V1 y el Vi son capaces de formar un sitio de union a antigeno; y

- uno o mas polipéptidos que comprenden una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que
comprende una region de armazoén que es al menos el 95 % idéntica a la region de armazoén de IGHV3-23 tal
como se establece en la SEQ ID NO: 3, y una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende
una region de armazén que es al menos el 95 % idéntica a la region de armazoén de una cualquiera o mas de
IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21),
IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 24), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 27),
o IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12), en donde el V1 y el VL son capaces de formar un sitio
de unioén a antigeno.
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Por lo tanto, la biblioteca de la presente divulgacién puede comprender uno o mas polipéptidos que tienen cualquier
combinacién de armazones de region variable de cadena pesada y ligera desvelados en el presente documento.

Una pluralidad de armazones puede representar las dos amplias clases de genes de Ig humanas, es decir, una
cadena pesada que se empareja con las clases de cadena ligera k y A, o pueden ser una mezcla de un solo armazén
de cadena ligera con mlltiples cadenas pesadas, o una mezcla de armazoén de cadena ligera y una sola cadena
pesada. También se podria extraer una pluralidad de armazones de un Unico miembro que sea el representante mas
estable de las diferentes subclases, o podria ser una combinacién de los armazones mas estables, pertenecientes a
cualquier clase.

En el caso desvelado en el presente documento, una biblioteca de polipéptidos preferentemente esta compuesta de
regiones de armazon que son idénticas o casi idénticas (por ejemplo, al menos el 95, 96, 97, 98 0 99 % idénticas), a
la region de armazén del gen IGHV3-23 humano, unido de manera operativa a una secuencia que es idéntica o casi
idéntica (por ejemplo, al menos el 95, 96, 97, 98 0 99 % idénticas), a la regidon de armazén de los genes humanos
para IGLV1-40, IGLV1-44, IGLV1-47, IGLV3-1, IGLV3-19 o IGLV6-53. La biblioteca puede constituir un Unico
emparejamiento de armazén de un gen de cadena pesada y ligera en un formato reconocido (por ejemplo scFv) o
puede ser un emparejamiento de armazén del gen IGHV3-23 con uno o mas de los genes de cadena ligera
mencionados anteriormente. Los inventores han demostrado que una biblioteca construida a partir de estos
armazones tiene unas propiedades de estabilidad y solubilidad superiores y deseables en el citoplasma de E. coli.
En efecto, es una biblioteca de intracuerpo superior cuya variacién de la homologia de secuencia ideal a sus genes
de linea germinal afines existe solo en las regiones de bucle de CDR.

El experto en la materia reconoceria que el método para la seleccién sistematica de polipéptidos solubles en
citoplasma que tienen comparieros de VL para el gen de VH, IGHV3-23, también podrian aplicarse para la seleccién
sistematica de compafieros solubles de otras regiones variables, bien VL o VH. Ademas, el método de seleccién
sistematica de polipéptidos solubles en citoplasma podria repetirse usando variantes de un Unico armazoén para
encontrar mutaciones que aumentan su estabilidad y su solubilidad. Por ejemplo, cualquiera de los pares de
armazon que se han identificado (IGHV3-23 con; IGLV1-40, IGLV1-44, IGLV1-47, IGLV3-1, IGLV3-19 o IGLV6-57)
se podria usar como el molde para una biblioteca adicional de variantes en un Unico armazoén con la intencion de
llevar a cabo la seleccion sistematica citoplasmatica a una temperatura en la que el armazoén parental tendria mala
solubilidad.

Los expertos en la materia también reconocerian que una biblioteca de polipéptidos también puede estar constituida
por los polipéptidos mencionados anteriormente presentes a menos del 100 % de abundancia. Una biblioteca
compuesta del 50 % de los polipéptidos descritos en la divulgacion; o del 25 % de los polipéptidos descritos en la
divulgacion; o del 10 % de los polipéptidos descritos en la divulgacion, aun serviria para producir proteinas de
afinidad de propiedades de estabilidad deseadas. Por lo tanto, la biblioteca de polipéptidos desvelada en el presente
documento puede comprender polipéptidos que no sean los de la presente divulgacion.

Ademas, aunque los inventores han descubierto soprendentemente que un armazén de scFv que es idéntico o casi
idéntico en la secuencia a los genes de la linea germinal para los dominios VH y VL descritos tiene unas
propiedades de estabilidad y solubilidad superiores y deseables en el citoplasma de E. coli, los expertos en la
materia reconocerian que estas secuencias podrian obtenerse para ser mas polimérficas de lo que se ha informado,
y aun funcionar como proteinas de afinidad con propiedades de estabilidad deseadas. Por lo tanto, la presente
invencidn proporciona una region de armazén con una secuencia que diverge de las secuencias de la region del
armazén desveladas en el presente documento en hasta el 10 % o el 5 %, y que aun sirve para producir proteinas
de afinidad con propiedades de solubilidad y/o de estabilidad deseadas. Por lo tanto, los polipéptidos desvelados en
el presente documento pueden comprender secuencias de la regién del armazon que son al menos el 95 %, el 96 %,
el 97 %, el 98 % o el 99 % idénticas a cualquiera de las secuencias de la region del armazén desveladas en el
presente documento.

La presente invencién proporciona tanto una biblioteca de polipéptidos como una biblioteca de polinucleétidos (por
ejemplo, una biblioteca de ADN). Las bibliotecas de ADN son una coleccion de vectores recombinantes que
contienen inserciones de ADN (fragmentos de ADN) que codifican el polipéptido. El origen de las inserciones de
ADN puede ser gendmico, ADNc, sintético o semisintético.

La clonacién y construccion de bibliotecas de ADN que codifican polipéptidos desvelados en el presente documento
se puede realizar usando métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, Lutz y Patrick (2004) han revisado métodos
de generar variabilidad de la biblioteca y estrategias para la recombinacion génica para su uso en el disefio genético
de proteinas. Para la seleccidon sistematica de las variantes de polipéptido presentadas, se podrian adoptar las
estrategias usadas para las bibliotecas de presentacion en superficie y adaptarlas para los métodos de la presente
divulgacion (Becker et al., 2004; Kenrick et al., 2007; Miller et al., 2006; Daugherty et al., 2000).

Se puede introducir una biblioteca de acidos nucleicos en una pluralidad de células bacterianas dando como

resultado la expresion de un miembro de la biblioteca en cada una de las células bacterianas. Ademas de
expresarse, los polipéptidos se mantienen en la célula bacteriana permeabilizada, o se unen a la pared celular, con
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el fin de evaluar su funcién o caracteristica. Las bibliotecas de acido nucleico de un polipéptido, por ejemplo, se
pueden generar mediante una variedad de métodos, incluyendo mediante la introduccion de mutaciones tales como
mutaciones puntuales, deleciones e inserciones, o mediante fendmenos de recombinacion. Los métodos para la
generacion de bibliotecas de variantes se conocen en la materia e incluyen la PCR propensa a errores, la sintesis de
ADN en bacterias comprometidas en la reparacion del ADN, y la modificacion quimica del ADN. Los métodos para la
generacién de bibliotecas mediante recombinacion se conocen en la materia e incluyen el reordenamiento de genes,
el ensamblaje de ADN en bacterias altamente recombinogénicas, el ensamblaje de la biblioteca de acido nucleico
sintético, etc., o cualquier combinacién de los mismos. De este modo se puede introducir una biblioteca de
polinucledtidos que codifica polipéptidos en una pluralidad de células bacterianas dando como resultado la expresion
de uno de los miembros de la biblioteca en cada una de las células bacterianas.

En algunas realizaciones, una biblioteca comprende dos o mas variantes de un polipéptido en donde cada una de
las variantes comprende un Unico polipéptido con un cambio menor en la secuencia de aminoacidos, por ejemplo, en
una secuencia de CDR. Una biblioteca puede tener al menos 2, al menos 5, al menos 10, al menos 50, al menos
100, al menos 1000, al menos 10.000, al menos 100.000, al menos 1.000.000, al menos 107 o mas miembros.

Método de seleccidn sistematica

Las bibliotecas de polipéptidos (0 de anticuerpos) desveladas en el presente documento se pueden usar para
seleccionar sistematicamente un polipéptido que se une a una molécula diana. Se apreciara que el polipéptido se
puede seleccionar o explorar en el contexto de una biblioteca de células que expresan cada una un polipéptido o
variante de polipéptido diferente, o en el contexto de un Unico tipo de célula que expresa un Unico polipéptido. El
término "molécula diana" se refiere a una molécula que se une a y/o que se modifica mediante el polipéptido y puede
ser, por ejemplo, un antigeno, una enzima, un anticuerpo, un receptor, etc. Por tanto, "molécula diana" se puede
usar para referirse a un sustrato tal como un sustrato enzimatico o una molécula que esta siendo evaluada para la
union (por ejemplo, un ligando, epitopo, antigeno, compafero de multimerizacion tal como un compaiiero
homodimérico o heterodimérico, etc., o cualquier combinacién de los mismos).

Por lo tanto, la divulgacién proporciona un método de seleccidon sistematica de un polipéptido que se une a un
polipéptido diana, comprendiendo el método poner en contacto un polipéptido desvelado en el presente documento
con el polipéptido diana, y determinar su el polipéptido desvelado en el presente documento se une al polipéptido
diana. Preferentemente, en tales métodos se usa una pluralidad de polipéptidos desvelados en el presente
documento.

Una serie de métodos adecuados de seleccion sistematica son conocidos en la materia, que se pueden usar de
acuerdo con la presente invencion.

Por ejemplo, el método puede comprender un método de presentacion de proteinas. El método mas antiguo de
presentacion de proteinas es la presentacion en fago (Smith, 1985), en el que la proteina de interés se fusiona a una
de las proteinas de recubrimiento externo del fago en donde puede estar presente junto con copias de tipo silvestre
de la proteina. Por ejemplo, se puede usar una plataforma de presentacion basada en el fago filamentoso M13 que
usa fusiones a la proteina plll.

Otros métodos de presentacion adecuados incluyen los métodos de presentacion 'in vitro' en los que el polipéptido
se expresa usando un extracto de traduccién celular, y el acoplamiento entre el polipéptido y el acido nucleico
codificante se logra mediante la unién fisica (por ejemplo, presentaciéon en ribosoma, presentacion en ARNm) o
mediante la unidbn a un armazén comun o la encapsulacion dentro de una membrana, tal como la
compartimentalizacién in vitro (IVC, del inglés in vitro compartimentalization) en donde el ARNm se traduce en una
suspensién de micela que también puede incluir un sistema de captura de microperlas (magnéticas o de sefarosa)
tanto para el ARNm como para la proteina.

Otro método adecuado de presentacion del polipéptido es la presentacion en superficie microbiana, que implica la
localizacién dirigida de los polipéptidos al exterior de una pared microbiana, bien de eubacterias gram negativas, o
gram positivas o de levaduras. Los polipéptidos se fusionan a dominios de anclaje que los unen a la superficie
celular. Los dominios de anclaje pueden tener motivos que dictan lipidacién o unién covalente a la pared celular, o
pueden ser una fusién a una proteina integral de membrana en una region de bucle expuesta.

La presente solicitud demuestra que los polipéptidos y los polinucledtidos desvelados en el presente documento son
particularmente eficaces cuando se usan en métodos de seleccién sistematica que comprenden sistemas de
expresion sin células. El uso de los polipéptidos y de los polinucledtidos de la presente divulgacién en tales sistemas
de expresion acelera enormemente el proceso de seleccidon sistematica de polipéptidos que demuestran alta
expresion, alta solubilidad y alta afinidad por un polipéptido diana. Las ventajas resultan de la alta solubilidad,
estabilidad y expresién demostradas por los polipéptidos de la presente divulgacion, en particula en condiciones
reductoras.

Por lo tanto, los polipéptidos y los polinucleétidos de la presente divulgacion son particularmente adecuados para su
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uso en un método de seleccion sistematica que comprende cualquiera de los sistemas de expresion in vitro sin
células descritos en el presente documento y otros conocidos en la materia. Por ejemplo, los polipéptidos y los
polinucledtidos de la presente divulgacion son particularmente adecuados para su uso en un método de seleccion
sistematica que comprende la presentacion en ribosoma, la presentacion en ARNm, la presentacion en cis (en
donde un polipéptido expresado permanece conjugado con su secuencia de polinucleétido codificante) u otro de
tales métodos conocidos en la materia.

Ademas, la presente solicitud demuestra que los polipéptidos y los polinucledtidos desvelados en el presente
documento son particularmente eficaces cuando se usan en métodos de seleccion sistematica basados en métodos
de presentacion de proteinas. Por ejemplo, los polipéptidos y los polinucleétidos desvelados en el presente
documento son particularmente eficaces cuando se usan en métodos de seleccion sistematica que comprenden la
presentacion en fago (por ejemplo, el fago lambda litico, el fago M13 filamentoso, el fago de lisis defectuosa y otros
conocidos en la materia). En un ejemplo, los polipéptidos y los polinucleétidos desvelados en el presente documento
son sorprendentemente eficaces cuando se usan en un método de seleccion sistematica que comprende el fago
lambda.

Ademas, los polipéptidos y los polinucledtidos de la presente divulgacién se pueden usar en un método de seleccion
sistematica basado en un fago de lisis defectuosa (por ejemplo, tal como se describe en la Solicitud de Patente
Internacional publicada como WO 2013/000023) en combinacién con el sistema RED descrito en el presente
documento y en el documento WO 2011/075761.

Kits

Los componentes necesarios para realizar los métodos desvelados en el presente documento se pueden
proporcionar de manera conveniente en forma de un kit. Tal como entendera un experto en la materia, los diversos
componentes en el kit se pueden suministrar en recipientes individuales o alicuotas, o los componentes de la
solucion se pueden combinar en diferentes combinaciones y en diferentes concentraciones para lograr un
rendimiento 6ptimo de los métodos desvelados en el presente documento. Esta dentro de los conocimientos del
destinatario experto en la materia determinar qué componentes del kit se pueden combinar de manera que los
componentes se mantengan de forma estable antes de su uso.

Los kits desvelados en el presente documento tipicamente contendran como minimo un vector que comprende un
sitio para insertar en el vector un polinucleétido que codifica un polipéptido desvelado en el presente documento, y
un marco de lectura abierta que codifica un segundo polipéptido que se asocia con el primer polipéptido para formar
un complejo proteico que se puede mantener dentro o se puede unir a la pared celular de una célula bacteriana
permeabilizada. Preferentemente, el kit también contiene un agente para permeabilizar una célula bacteriana. En
una realizacion, el kit comprende adicionalmente células bacterianas, preferentemente, células bacterianas Gram
negativas. Otros componentes adicionales pueden estar incluidos con el kit, u otros componentes se pueden
suministrar por el usuario final, si fuera necesario.

Usos

Los polipéptidos de la presente divulgacion son utiles en una variedad de aplicaciones, que incluyen la investigacion,
aplicaciones de diagnostico y terapéuticas. En funcion del antigeno al que se une, el polipéptido puede ser util para
la administraciéon de un componente a una célula, por ejemplo, para destruir una célula o evitar su crecimiento y/o
para obtener imagenes y/o para ensayos in vitro. En un ejemplo, el polipéptido es util tanto para la obtencion de
imagenes como para administrar un agente citotdxico a una células, es decir, se conjuga con un marcador
detectable y un agente citotoxico o una composicién comprende una mezcla de proteinas, algunas de las cuales se
conjugan con un agente citotoxico, y algunas de las cuales se conjugan con un marcador detectable.

Los polipéptidos descritos en el presente documento también pueden actuar como inhibidores para inhibir (que
puede ser la reduccion o la prevencion) (a) la union (por ejemplo, de un ligando, de un inhibidor) a un receptor, (b)
una funcién de sefalizacion del receptor, y/o (c) una funcién estimuladora. Los polipéptidos que actian como
inhibidores de la funcién del receptor pueden bloquear la unién del ligando de forma directa o de forma indirecta (por
ejemplo, provocando un cambio conformacional). Los polipéptidos descritos en el presente documento pueden ser
particularmente adecuados para aplicaciones que implican una interaccién de unién que tiene lugar dentro de una
célula hospedadora, dada la estabilidad y el tamafio de los polipéptidos preferidos descritos en el presente
documento.

Composiciones farmacéuticas y métodos de tratamiento

Los polipéptidos desvelados en el presente documento (sin. principios activos) son Utiles para la administracion
parenteral, tépica, oral o local, la administracion de aerosoles, o la administracién transdérmica para tratamiento
profilactico o terapéutico. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en una variedad de formas de
dosificaciéon unitaria en funcion del método de administracion. Por ejemplo, las formas de dosificacion unitaria
adecuadas para la administracién oral incluyen polvos, comprimidos, pildoras, capsulas y pastillas para chupar o
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mediante administracion parenteral. Se reconoce que las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion,
cuando se administran por via oral, se deberian de proteger de la digestién. Esto se logra tipicamente bien
complejando las proteinas con una composicion para hacerlas resistente a la hidrolisis acida y enzimatica o
mediante empaquetamiento del compuesto en un vehiculo resistente de manera apropiada tal como un liposoma.
Los medios de proteccidn de proteinas frente a la digestion se conocen en la materia.

Por lo general, se formulara una cantidad terapéuticamente eficaz del polipéptido en una composiciéon para la
administracion a un sujeto. La frase "una cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente como
para promover, inducir y/o mejorar el tratamiento u otro efecto terapéutico en un sujeto. Como sera evidente, la
concentracion de las proteinas de la presente divulgacion en estas formulaciones puede variar ampliamente, y se
seleccionara principalmente basandose en los volimenes de liquido, en las viscosidades, en el peso corporal y
similares, de acuerdo con el modo particular de administracion seleccionado y con las necesidades del paciente.
Dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser de
aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1-20 mg/kg) de molécula, ya sea, por ejemplo, mediante una o
mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una dosificaciéon diaria tipica puede variar desde
aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas. Una dosificacion ejemplar de la proteina a administrar al paciente
estd en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso del paciente. Para
administraciones repetidas a lo largo de varios dias o un periodo mayor, dependiendo de la afeccion, se continuara
el tratamiento hasta que suceda una supresion deseada de los sintomas de enfermedad. Un régimen de dosificacion
ejemplar comprende administrar una dosis de carga inicial de aproximadamente 4 mg/kg, seguido por una dosis de
mantenimiento semanal de aproximadamente 2 mg/kg de la proteina. Otros regimenes de dosificacion pueden ser
utiles. El progreso de esta terapia se controla facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

Como alternativa, el polipéptido desvelado en el presente documento se formula a una dosis concentrada que esta
diluida a una dosis terapéuticamente eficaz antes de la administracion a un sujeto.

Las composiciones farmacéuticas son particularmente Utiles para la administracion parenteral, por ejemplo,
formuladas para inyeccion por via intravenosa, intramuscular, subcutanea, transdérmica u otras de estas rutas,
incluyendo la administracién peristaltica y la instilaciéon directa en un sitio de tumor o enfermedad (administracion
intracavitaria). Las composiciones para la administracién cominmente comprenderan una solucién de las proteinas
desveladas en el presente documento disuelta en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, preferentemente un
transportador acuoso. Se puede usar una variedad de transportadores acuosos, por ejemplo, solucién salina
tamponada y similares. Otros vehiculos ejemplares incluyen agua, solucion salina, solucion de Ringer, solucién de
dextrosa, y albumina sérica humana al 5 %. Los vehiculos no acuosos tales como aceites mezclados y oleato de
etilo también se pueden usar. También se pueden usar liposomas como vehiculos. Los vehiculos pueden contener
pequefas cantidades de aditivos que mejoran la isotonicidad y la estabilidad quimica, por ejemplo, tampones y
conservantes. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables tal como se
requiere para aproximar las condiciones fisioldgicas tal como el ajuste del pH y los agentes tamponantes, agentes de
ajuste de la toxicidad, y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
calcio, lactato de sodio y similares.

Las técnicas para preparar composiciones farmacéuticas son generalmente conocidas en la materia tal como se
ejemplifica en "Pharmaceutical Sciences", de Remington, 162 edicion. Mack Publishing Company, 1980.

El documento W02002/080967 describe composiciones y métodos para administrar composiciones en forma de
aerosol que comprenden proteinas para el tratamiento de, por ejemplo, asma, que también son adecuadas para la
administracién de la proteina desvelada en el presente documento.

Las dosificaciones adecuadas de compuestos desvelados en el presente documento variaran dependiendo de la
proteina especifica, la afeccion a diagnosticar/tratar/prevenir y/o del sujeto que se estd tratando. Esta dentro de la
capacidad de un médico experto el determinar una dosificacion adecuada, por ejemplo, comenzando con una
dosificacion suboptima y modificando la dosis incrementalmente para determinar una dosificacién 6ptima o util.
Como alternativa, para determinar una dosificacion apropiada para el tratamiento/profilaxis, se usan datos de
ensayos de cultivos celulares o de estudios en animales, en donde una dosis adecuada esta en un intervalo de
concentraciones en circulacion que incluyen la DE50 del principio activo con poca o ninguna toxicidad. La
dosificaciéon puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificaciéon empleada y de la ruta de
administracién utilizada. Se puede estimar inicialmente una dosis terapéuticamente/profilacticamente eficaz a partir
de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de
concentracion en plasma en circulacion que incluye la CI50 (es decir, la concentracion del compuesto que logra una
inhibicion semimaxima de los sintomas) tal como se determina en un cultivo celular. Dicha informacién se puede
usar para determinar de manera mas precisa las dosis Utiles en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden
medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

Una proteina desvelada en el presente documento se puede combinar en una formulacion de combinacion

farmacéutica o régimen de dosificacion como terapia de combinacion, con un segundo compuesto. El segundo
compuesto de la formulacién de combinacion farmacéutica o régimen de dosificacion preferentemente tiene
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actividades complementarias para la proteina de la combinacion de manera que no se afectan adversamente entre
si.

El segundo compuesto puede ser un agente quimioterapéutico, un agente citotdxico, una citocina, un agente
inhibidor del crecimiento, un agente antihormonal y/o un cardioprotector. Dichas moléculas estan presentes de
manera conveniente en combinacion en cantidades que son eficaces para el fin que se pretende. Una composicion
farmacéutica que contiene una proteina desvelada en el presente documento también puede tener una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente quimioterapéutico tal como un inhibidor de la formacién de tubulina, un
inhibidor de la topoisomerasa o un aglutinante de ADN.

También se pueden usar capsulas o composiciones farmacéuticas de "liberacion lenta". Las formulaciones de
liberacion lenta generalmente se disefian para dar un nivel de farmaco constante sobre un periodo prolongado y se
pueden usar para administrar compuestos desvelados en el presente documento.

La presente divulgacion también proporciona un método de tratamiento o de prevencién de una afeccion en un
sujeto, comprendiendo el método la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina
desvelada en el presente documento a un sujeto que lo necesite.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "previniendo", "prevenir" o "prevencion” en el contexto de
prevenir una afeccién incluye la administracion de una cantidad de una proteina descrita en el presente documento
suficiente como para detener o impedir el desarrollo de al menos un sintoma de una enfermedad o afeccién
especifica.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "tratando", "tratar" o "tratamiento" incluye administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un(os) inhibidor(es) y/o agente(s) descritos en el presente documento suficiente
como para reducir o eliminar al menos un sintoma de una enfermedad o afeccidn especificada.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" de deberia de interpretar como cualquier animal,
incluyendo los seres humanos, preferentemente un mamifero. Los sujetos ejemplares incluyen pero no se limitan a
seres humanos, primates, ganado (por ejemplo, ovejas, vacas, caballos, burros, cerdos), animales de compafiia (por
ejemplo, perros, gatos), animales de ensayos de laboratorio (por ejemplo, ratones, conejos, ratas, cobayas o
hamsteres), animales salvajes cautivos (por ejemplo, zorro, ciervo). Preferentemente el mamifero es un ser humano
o un primate. Mas preferentemente el mamifero es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, una "afeccion" es una alteraciéon de o una interferencia con la funcion
normal, y no se limita a ninguna afeccion especifica, e incluird enfermedades o trastornos. En un ejemplo, la afeccion
es un cancer o un trastorno inmunopatolégico.

Los canceres ejemplares incluyen, aunque sin limitacion, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o
tumores malignos linfoides. Mas ejemplos particulares de dichos canceres incluyen cancer de células escamosas
(por ejemplo cancer de células escamosas epitelial), cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén microcitico,
cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso de pulmoén, cancer de
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estdmago incluyendo cancer gastrointestinal, cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma,
cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o uterino, carcinoma
de las glandulas salivales, cancer de rifidn o renal, cancer de prostata, cancer de vulva, cancer de tiroides,
carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma del pene, asi como cancer de cabeza y cuello.

La inmunopatologia es el estudio de enfermedades que tienen una causa inmunoldgica y la enfermedad
inmunolégica es cualquier afeccion causada por las reacciones de las inmunoglobulinas a los antigenos. Por lo
tanto, un "trastorno inmunopatolégico" se puede definir como un trastorno que surge de la reacciéon del sistema
inmunolégico de un sujeto a los antigenos. Los trastornos inmunopatolégicos incluyen las enfermedades
autoinmunitarias y las respuestas hipersensibles (por ejemplo, Tipo I: anafilaxis, urticaria, alergias alimenticias,
asma; Tipo Il: anemia hemolitica autoinmunitaria, reacciones de transfusion de sangre; Tipo lll: enfermedad del
suero, vasculitis necrosante, glomerulonefritis, artritis reumatoide, lupus; Tipo IV: dermatitis de contacto, rechazo al
injerto). Las enfermedades autoinmunitarias incluyen trastornos reumatoldgicos (tales como, por ejemplo, artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerodermia, lupus, tales como LES y nefritis lUpica,
polimiositis/dermatomiositis, crioglobulinemia, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos y artropatia psoriasica),
artrosis, trastornos gastrointestinales y del higado autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, enfermedades
inflamatorias del intestino (por ejemplo, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), gastritis autoinmunintaria y anemia
perniciosa, hepatitis autoinmunitaria, cirrosis biliar primaria, colangitis esclerosante primaria y celiaquia), vasculitis
(tales como, por ejemplo, vasculitis asociada a ANCA, incluyendo la vasculitis de Churg-Strauss, la granulomatosis
de Wegener y la poliarteritis), trastornos neurolégicos autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, esclerosis multiple,
sindrome de opsoclonia-mioclonia, miastenia grave, neuromielitis optica y polineuropatias autoinmunoldgicas),
trastornos renales (tales como, por ejemplo, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture y la enfermedad de
Berger), trastornos dermatoldgicos autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, psoriasis, urticaria, urticaria, pénfigo
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vulgar, pénfigo ampolloso y lupus eritematoso cutaneo), trastornos hematoldgicos (tales como, por ejemplo, purpura
tromobocitopénica, purpura trombocitopénica trombdtica, purpura postransfusional y anemia hemolitica
autoinmunitaria), ateroesclerosis, uveitis, enfermedades autoinmunitarias de la audicion (tales como, por ejemplo,
enfermedad del oido interno y pérdida de audicidn), enfermedad de Behcet, sindrome de Raynaud, trasplante de
érganos y trastornos endocrinos autoinmunitarios (tales como, por ejemplo, trastornos autoinmunitarios relacionados
con la diabetes tales como diabetes mellitus insulinodependiente (DMID), enfermedad de Addison y enfermedad
tiroidea autoinmunitaria (por ejemplo, enfermedad de Grave Yy tiroiditis)). Las mas preferidas de tales enfermedades
incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide, colitis ulcerosa, vasculitis asociada a ANCA, lupus, esclerosis multiple,
sindrome de Sjogren, enfermedad de Grave, DMID, anemia perniciosa, tiroiditis y glomerulonefritis. El trastorno
puede ser una enfermedad inflamatoria. La inflamacién es una respuesta protectora de los tejidos corporales a la
irritacion o al dafo y puede ser aguda o crénica. Por lo tanto, los trastornos inflamatorios incluyen enfermedades que
implican neutréfilos, monocitos, mastocitos, baséfilos, eosindfilos, macréfagos en donde tiene lugar la liberacion de
citocinas, la liberacion de histamina, el estallido oxidativo, la fagocitosis, la liberacién de otras enzimas granulares y
la quimiotaxis. Las respuestas hipersensibles (definidas anteriormente en trastornos inmunopatolégicos) también se
pueden considerar como enfermedades inflamatorias (agudas o crénicas) dado que a menudo implican la activacion
del complemento y el reclutamiento/infiltracién de diversos leucocitos tales como neutréfilos, mastocitos, basofilos,
etc.

Las composiciones desveladas en el presente documento se administraran de una manera compatible con la
formulacion de la dosificacion y en una cantidad tal como sea terapéuticamente/profilacticamente eficaz. Las
formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas, por ejemplo, mediante ingesta o inyeccion o
inhalacion.

Se pueden combinar otros regimenes terapéuticos con la administracion de un polipéptido desvelado en el presente
documento. La terapia de combinaciéon puede administrarse como un régimen simultaneo o secuencial. Cuando se
administra secuencialmente, la combinacién se puede administrar en dos 0 mas administraciones. La administraciéon
combinada incluye la coadministracion, usando formulaciones separadas o una unica formulacién farmacéutica, y la
administracion consecutiva en cualquier orden, en la que, preferentemente, hay un periodo de tiempo en el que
ambos (o todos) los agentes activos ejercen sus actividades bioldgicas de forma simultanea.

A continuacion se describira en detalle la invencidn con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1. Clonacién de sub-bibliotecas de VL humano en un vector de presentaciéon de IGHV3-23

Para seleccionar sistematicamente los compafieros de la cadena ligera humana para IGHV3-23 que estarian bien
expresados y fuesen solubles en el citoplasma de E. coli, los inventores clonaron las familias de cadena ligera, 10 A
y 5 K, como fusiones de scFv para IGHV3-23. La biblioteca de scFv se clond en una construccion de expresion que
era inducible con arabinosa y se fusion6 adicionalmente a los dominios aguas abajo que conferian la unién a la
pared celular (dominio de unién a peptidoglucano (PG)), un dominio reportero de la expresion (SNAP; New England
Biolabs) y un dominio de uniéon a ADN (DBP), en ese orden. Estos dominios aguas abajo permiten la retencién del
resto de scFv cuando las membranas externa e interna de la célula hospedadora bacteriana se permeabilizan
mediante detergente o disolventes organicos anclando la proteina de fusion tanto al ADN como a la pared celular.

Las familias de cadena ligera A y k se amplificaron a partir de ADNc preparado a partir de células mononucleares de
sangre periférica humana (PBMC). Las subfamilias de la cadena ligera k y A se amplificaron en 7 y 11 reacciones de
PCR, respectivamente. Cada sub-biblioteca se seleccioné sistematicamente por separado para caracterizar de forma
amplia el porcentaje de la biblioteca que contenia aparentemente los miembros solubles. Las sub-bibliotecas que
contenian un porcentaje apreciable de miembros solubles (> 1 %) se seleccionaron de manera sistematica como
clones individuales.

Los cebadores de oligonucledtidos se basaron en las secuencias descritas por Hust y Dubel (2010) con
modificaciones en los extremos para la clonacién mediante BsmBI. Se hicieron cambios adicionales a las secuencias
de cebadores inversos que originariamente se disefiaron frente al dominio constante C1 de la cadena ligera. Se
considerd que esto incluia una secuencia innecesaria, y se disefiaron cebadores degenerados frente a las regiones J
para la cadena ligera. Las secuencias de oligonucledtidos para la amplificacion de las regiones de la cadena ligera
se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos para la amplificacion de las regiones de cadena ligera.

Primera ronda k Secuencia de oligonucleétidos

HVK1 F1 GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CC (SEQ ID NO: 31)
HVK1 F2 GMC ATC CRG WTG ACC CAG TCT CC (SEQ ID NO: 32)
HVK2 F GAT RTT GTG ATG ACY CAG WCT CC (SEQ ID NO: 33)
HVK3 F GAA ATW GTG WTG ACR CAG TCT CC (SEQ ID NO: 34)
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Primera ronda k
HVK4 F

HVK5 F

HVK®6 F

HVKCL R

Primera ronda A
HVL1 F1

HVL1 F2

HVL2 F

HVL3 F1

HVL3 F2

HVL4 F1

HVL4 F2

HVL5 F

HVL6 F

HVL7/8 F
HVL9/10 F
01115 HVLCL R

01116 HVLCL R2

Segunda ronda k

HVK1 2F1

HVK1 2F2

HVK2 2F

HVK3 2F
HVK4 2F

HVKS 2F

HVK6 2F

HVKCL 2R

Segunda ronda A
HVL1 2F1

HVL1 2F2
HVL2 2F
HVL3 2F1

HVL3 2F2
HVL4 2F1
HVL4 2F2
HVL5 2F

ES 2 682254 T3

Secuencia de oligonucleoétidos
GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CC (SEQ ID NO: 35)

GAA ACG ACACTC ACG CAG TCT CC (SEQ ID NO: 36)
GAW RTT GTG MTG ACW CAG TCT CC (SEQ ID NO: 37)
ACACTC TCC CCT GTT GAA GCT CTT (SEQ ID NO: 38)

CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CC (SEQ ID NO: 39)
CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG CC (SEQ ID NO: 40)
CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT (SEQ ID NO: 41)
TCC TAT GWG CTG ACW CAG CCA CC (SEQ ID NO: 42)
TCT TCT GAG CTG ACT CAG GAC CC (SEQ ID NO: 43)
CTG CCT GTG CTG ACT CAG CCC (SEQ ID NO: 44)
CAG CYT GTG CTG ACT CAATCR YC (SEQ ID NO: 45)
CAG SCT GTG CTG ACT CAG CC (SEQ ID NO: 46)

AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC CA (SEQ ID NO: 47)
CAG RCT GTG GTG ACY CAG GAG CC (SEQ ID NO: 48)
CAG SCW GKG CTG ACT CAG CCA CC (SEQID NO: 49)
TGAACATTC TGT AGG GGC CAC TG (SEQ ID NO: 50)
TGAACATTC CGT AGG GGC AAC TG (SEQ ID NO: 51)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT
CC (SEQ ID NO: 52)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GMC ATC CRG WTG ACC CAG TCT
CC (SEQ ID NO: 53)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAT RTT GTG ATG ACY CAG WCT
CC (SEQ ID NO: 54)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAA ATW GTG WTG ACR CAG TCT
CC (SEQ ID NO: 55)
ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CC (SEQ ID NO: 56)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT
CC (SEQ ID NO: 57)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT GAW RTT GTG MTG ACW CAG TCT
CC (SEQ ID NO: 58)

GATCAG GGT CTG AGA CGA TTT RAT HTC CAS YYK KGT CCC HBS
GCC RAA VGT (SEQ ID NO: 59)

ATCTAGAATGGGAGACGGTCAGTCTGTGCTGACT CAGCCACC (SEQIDNO:60)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG
CC (SEQ ID NO: 61)
ATCTAGAATG GGA GAC GGT CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT (SEQ ID NO: 82)

ATCTAGAATG GGA GAC GGT TCC TAT GWG CTG ACW CAG CCA

CC (SEQ ID NO: 63)

ATCTAGAATG GGAGACGGTTCTTCTGAGCTGACTCAGGACCC(SEQIDNO: 64)
ATCTAGAATG GGA GAC GGT CTG CCT GTG CTG ACT CAG CCC (SEQ ID NO: 65)
ATCTAGAATG GGAGAC GGT CAG CYTGTG CTGACT CAATCR YC (SEQID NO: 66)
ATCTAGAATG GGA GAC GGT CAG SCT GTG CTG ACT CAG CC (SEQ ID NO: 67)

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 682254 T3

Segunda ronda A
ATCTAGAATG GGA GAC GGT AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCC CA

HVL6 2F (SEQ ID NO: 68)
HVL7/8 2F ATCTAGAATG GGA GAC GGT CAG RCT GTG GTG ACY CAG GAG
cC (SEQ ID NO: 69)
VLOM0 2 ATCTAGAATG GGA GAC GGT CAG SCW GKG CTG ACT CAG CCA
cc (SEQ ID NO: 70)
HVLCL 2R GATCAG GGT CTG AGA CGA RRY GRT SAS CTB SGT BCC HBY DCC

RAA BAC (SEQ ID NO: 71)

Los genes VL para las sub-bibliotecas de la cadena ligera A y k se amplificaron en dos rondas de PCR usando la
ADN polimerasa Vent (New England Biolabs). Cada sub-biblioteca se clond por separado en el vector de
presentacion RED usando BsmBI (New England Biolabs). Se estimé que cada biblioteca producia aproximadamente
20 - 40.000 colonias.

Ejemplo 2. Seleccion sistematica de fusiones de scFv humanos usando la presentaciéon encapsulada
retenida (RED)

Como una seleccién sistematica inicial de solubilidad, cada placa de la biblioteca se raspo y se suspendié en 10 ml
de LB/glicerol (al 10 %). Se cultivé una parte de la suspension (~50 ul) en 1 ml de medio LB (10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 10 g de NaCl por litro) a 37 °C durante 1 hora y después se indujo con arabinosa al 0,2 % y se
cultivé durante 2 horas adicionales a 25 °C. En este punto, las células se permeabilizaron mediante resuspensién del
sedimento bacteriano en n-Octil-B-D-Tioglucésido (8TGP) al 0,5 % en medio LB durante 10 minutos a 25 °C. Las
células permeabilizadas se lavaron una vez mediante sedimentacion y resuspension en medio LB antes de que la
proteina de fusiéon de scFv se marcara mediante la adicidén de reactivo SNAP-surface 488 (S9124S; New England
Biolabs) e incubacién a 25 °C durante 20 minutos. Las células marcadas se lavaron después de nuevo mediante
sedimentacion y se resuspendieron en PBS antes de que se montase una muestra para su visionado mediante
microscopia de fluorescencia.

El examen a microscopio mostré que aunque todas las bibliotecas tenian algunas células en cada campo de vision
que parecian bien expresadas y solubles, se descubrié que solo las sub-bibliotecas que representaban los clados
VA1, VA3 y VA6 tenian mas del 1 % de las células que tenian una morfologia soluble. Por lo tanto, se consider6 que
todas las sub-bibliotecas, salvo las VA1, VA3 y VA6, no tenian una frecuencia de clones solubles lo suficientemente
alta y no se seleccionaron mas.

Las sub-bibliotecas VA1, VA3 y VA6 se colocaron en diluciones que producian clones unicos y se seleccionaron
sistematicamente para la solubilidad de manera individual. Por lo tanto, las sub-bibliotecas VA1, VA3 y VA6 se
colocaron en placas a diluciones que permitian obtener picos limpios de colonias individuales, a las que se indujo
después su expresion y se prepararon para microscopia, tal como se ha descrito anteriormente.

La Figura 1 demuestra la apariencia tipica de un clon de scFv soluble, bien expresado (1A y recuadro), junto con un
clon de scFv bien expresado pero insoluble (1B y recuadro). Las células se marcan con fluoréforo SNAP tras la
permeabilizacion tal como se describe anteriormente. La agrupacion distintiva de un clon insoluble se contrasta con
la localizacion mas difusa y periférica del clon soluble.

Los clones de scFv que demostraron una expresion soluble se cultivaron después durante toda una noche a 37 °C
bajo la seleccion de 100 pg/ml de ampicilina, una preparacion de plasmido realizada usando métodos
convencionales (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3?2 edicién, Cold Spring Harbour
Laboratory Press (2001) y el ADN se secuencid con un cebador en la regidon de promotor aguas arriba de la
construccion de expresion. Después se analizaron los archivos de secuencias frente a la base de datos del genoma
humano GenBank usando el algoritmo BLAST del NCBI.

La Figura 2 representa un alineamiento multiple de los clones solubles seleccionados que tienen alta similitud o
identidad total, con los genes de VL IGLV3-1, IGLV3-21 y IGLV6-57. El alineamiento multiple se prepardé usando
CLUSTAL X. Las imagenes de los clones solubles (enumeradas por nimero de aislado) por encima de la alineacién
se corresponden con las secuencias alineadas abajo.

Los clones se comprobaron mediante aislamiento y secuenciacion.

La seleccion sistematica de 779 miembros de sub-biblioteca para individuos solubles produjo 11 clones de IGLV1-40
(SEQ ID NO: 18); 2 clones de IGLV1-44 (SEQ ID NO: 21); 3 clones de IGLV1-47 (SEQ ID NO: 24); 3 clones de
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IGLV1-51 (SEQ ID NO: 15); 25 clones de IGLV3-1 (SEQ ID NO: 6); 2 clones de IGLV3-19 (SEQ ID NO: 27); 4 clones
de IGLV3-21 (SEQ ID NO: 9); 18 clones de IGLV6-57 (SEQ ID NO: 12). En analisis de las secuencias de los clones
de scFv solubles demostré que aparentemente eran secuencias que no se habian expuesto anteriormente para los
miembros IGLV1-40, IGLV1-51, IGLV3-1 e IGLV3-19 que no se habian seleccionado por afinidad o madurado in vivo
durante la presentacion de linfocitos B. Ademas, determinados clones de IGLV6-57 tenian alta solubilidad con solo 1
(2 clones) o 2 (1 clon) cambios de aminoacidos a partir de la traduccién de la secuencia de la linea germinal, para
una identidad total del 99 % y del 98 %, respectivamente.

Por lo tanto, al contrario de los resultados de la seleccion sistematica previa de anticuerpos solubles y estables
humanos en el citoplasma de la levadura por Tse et al., (2002), que descubrieron anticuerpos solubles que
comprendian un dominio de Vnx3 estaban emparejados por completo con compafieros VLK 1 y 4, los inventores
descubrieron que las subfamilias VLk tenian una mala solubilidad aparente como clase, con mas del 99 % de las
sub-bibliotecas de clones emparejadas de manera especifica con el dominio IGHV3-23 bien expresado mal en E. coli
0 que presenta signos de mal plegamiento. Tissot et al. (documento WO 03/097697) también llevaron a cabo una
seleccion sistematica de Y2H para scFv humanos solubles, y documentaron que sus scFv solubles eran secuencias
lo mas estrechamente relacionadas con miembros de los clados VH1a, VHIb o VH3, combinados con secuencias lo
mas estrechamente relacionadas con miembros de los clados VLk1 o VLA1 o VLA3. Sin embargo, su configuracion
6ptima fue VLA3 emparejado con VH1b.

Sin embargo, dado que tanto Tse et al. (2002) como Tissot (documento WO 03/097697) aplicaron una seleccion
sistematica funcional (es decir, la unién de un anticuerpo a un antigeno diana in vivo) como un requisito adicional
para la solubilidad, sus anticuerpos resultantes que tenian una sefial de Y2H positiva requerian tanto 1) solubilidad;
como 2) unién a la diana, y por lo tanto, necesariamente, se mutaron sustancialmente a partir de su secuencia de la
linea germinal.

La mayoria de los miembros de VL aislados en la seleccién sistematica para fusiones solubles al dominio IGHV3-23
fueron IGLV3-1, también conocido como DPL23. Aunque algunos clones tenian numerosas mutaciones, un numero
significativo fueron idénticas a la secuencia V de la linea germinal de IGLV3-1 (SEQ ID NO: 4), lo que indica que la
secuencia de la linea germinal es inherentemente estable y soluble en el citoplasma cuando se asocia con IGHV3-
23.

IGLV3-1 tiene una expresion moderadamente alta en el sistema inmunolégico humano, lo que representa el 15 % de
las cadenas ligeras A (Knappik et al., 2000) pero no es el miembro A expresado de manera mas abundante (DPL11).
En las referencias publicadas no esta caracterizado, carece de cualquier cita especifica y no se han documentado
estructuras con alta identidad. Aunque las bibliotecas de armazén de scFv artificial que usan IGHV3-23 se han
creado anteriormente, los compaferos de VL se eligieron principalmente basandose en los niveles de expresion
relativa in vivo, es decir, PK22 altamente expresado (Pini et al., 1998; y Ge et al., 2010), DPL3 (también conocido
como IGLV1-47) (Kobayashi et al, 1997; Soderlind et al, 2000) y DPL16 (también conocido como IGLV3-19) (Viti et
al., 2000).

El unico informe publicado de un analisis global de la termoestabilidad del repertorio del dominio variable humano se
realizé sobre la biblioteca Morfosys HUCAL ™ por Ewert et al. (2003). En su articulo titulado "Biophysical Properties
of Human Antibody Variable Domains", los autores examinaron tanto la estabilidad de los dominios individuales,
como la estabilidad de las parejas de dominios (VL::VH), cuando se expresan en el periplasma de E. coli.

El consenso de VH3, con el que se relaciona IGHV3-23, se declard el mas estable en estabilidad y solubilidad
termodinamica de las regiones variables de cadena pesada, mientras que el Vk3 consenso fue la region variable de
cadena ligera mas estable.

Las combinaciones de Vh::VL que producian los emparejamientos mas estables fueron las formadas entre H3::k3,
H1b::k3, H5::k3 y H3::k1. Es destacable que ninguno de los emparejamientos mas estables incluyé la familia V3.
Ademas, la construccion de la biblioteca de scFv de los presentes inventores usando un compafiero de Vu3 (IGHV3-
23) no fue, en si misma, suficiente como para conferir estabilidad en la proteina de fusién cuando se expresé en el
citoplasma de E. coli, ya que la mayoria de los clones en la mayoria de las sub-bibliotecas estaban mal plegados o
mal expresados.

En resumen, basandose en la técnica anterior, la combinacion de uso de los dominios IGHV3-23 e IGLV3-1 como
una fusion de scFv no podria predecirse como que poseen una estabilidad y solubilidad mejoradas cuando se
expresan en un ambiente reductor, tal como el citoplasma de E. coli.

Ejemplo 3. Ensayo de termoestabilidad de clones de scFv

Tras la seleccion sistematica inicial de las sub-bibliotecas de VL con induccién y expresion a 25 °C, los clones de

scFv se sometieron a una seleccion sistematica adicional para clasificar los clones y las familias en funcion de la
termoestabilidad.
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Cada clon se indujo a temperaturas de 26 °C, 28 °C, 30 °C, 32 °C, 34 °C, 36 °C y 38 °C durante 90 minutos antes de
la permeabilizacién y el marcaje con SNAP, tal como se describe para el Ejemplo 2. Se puntud la solubilidad de los
clones usando la microscopia de fluorescencia, tal como se describe para el Ejemplo 2.

La Figura 3 demuestra el comportamiento de dos clones, un IGLV3-1 y un IGLV3-21, con la expresion a
temperaturas en aumento. Las proteinas de fusién de scFv permanecen solubles hasta al menos los 36 °C para el
clon IGLV3-1, aunque el clon IGLV3-21 presenta signos de mal plegamiento entre los 32 y los 34 °C.

Este gradiente de temperatura de expresion demostré que los clones de scFv relacionados o idénticos a, IGLV3-1 e
IGLV6-57 se juzgaron como que tienen la mejor solubilidad como una clase, aunque los clones individuales de los
otros genes A también demostraron niveles variables de solubilidad. La Figura 4 demuestra la solubilidad de los
clones representativos de cada especie del dominio V. aislado de la seleccion.

Que la aparente solubilidad de los scFv por microscopia no era artificial, se confirmé subclonando el fragmento scFv,
junto con el dominio 127 aguas abajo de titina de humano, en una construccion de expresion con un epitopo FLAG
en C-terminal. La proteina de fusion scFv::127::FLAG se indujo con arabinosa a temperaturas que varian desde 26
°C a 38 °C y las células de E. coli se lisaron usando ultrasonidos. Las proteinas solubles se separaron de los
sedimentos insolubles y los agregados proteicos mediante centrifugacion (14K 1 min).

La Figura 4 demuestra la excelente solubilidad de un clon de IGLV3-1 cuando se expresa en el citosol de E. coli a 25
°C. La proteina de fusion scFv::127::FLAG esta por completo en fraccion soluble. Esto demuestra algo de escision en
N-terminal de una fraccion menor de la proteina total, aunque esto se elimind cuando la proteina se extrajo en
condiciones desnaturalizantes, lo que sugiere que fue causada por la interaccion de proteasas periplasmaticas que
se liberaron con la permeabilizacion mediante el detergente 8TGP.

Por lo tanto, debido a la alta frecuencia de recuperacion de IGLV3-1 de la seleccion sistematica de solubilidad en E.
coli, se caracteriz6 adicionalmente por los rasgos necesarios para un armazon ejemplar de una biblioteca de scFv
soluble - estabilidad en el citoplasma a temperaturas cercanas a 37 °C, y tolerancia para un bucle CDR3
diversificado. El IGLV3-1 se ensay0 para termoestabilidad en el citoplasma de E. coli a una temperatura que varia de
28 °C a 38 °C. Se descubrié que era altamente soluble a 36 °C cuando se acoplaba con las regiones J1 y J2 de
cadena ligera, asi como con las regiones J que se formaron usando los oligonucleétidos degenerados como
cebadores durante la PCR del ADNc de las PBMC. A 36 °C y por encima, se demuestra un grado de mal
plegamiento. Esto se confirmé tanto mediante inmunofluorescencia como mediante andlisis por transferencia de
Western de scFv marcado con FLAG.

Ejemplo 4. Intercambio de dominio J de IGLV3-1

Las secuencias de oligonucledtidos degenerados enumeradas en la Tabla 2 que se usaron para amplificar los
dominios VL tuvieron que cebar las 7 regiones A J en el genoma humano (Tabla 3). Por tanto, los clones aislados de
la seleccion sistematica tenian regiones A J hibridas que representaban una secuencia no candnica que podia haber
reducido su estabilidad del plegamiento.

Tabla 3. Regiones J de A humanas
Region lambda J  Secuencia de aminoacidos

J1 VEGTGTKVTVs (SEQ ID NO: 72)
J2 VFGGGTKLTVs (SEQ ID NO: 73)
J3 VFGGGTKLTVs (SEQ ID NO: 74)
J4 VFGGGTQLIIs (SEQ ID NO: 75)

J5 VFGEGTELTVs (SEQ ID NO: 76)
J6 VFGSGTKVTVs (SEQ ID NO: 77)
J7 VFGGGTQLTAs (SEQID NO: 78)

La comparacion de las regiones J de los clones IGLV3-1 mas estables que tenian la secuencia de la linea germinal
de las regiones marco demostré la similitud més alta con las regiones J 1 y 2/3. Por lo tanto, la region J hibrida
("VFGTGTKLIIS" (SEQ ID NO: 79)) se reemplazé con las secuencias A J1 0 J2/3 de la linea germinal (Tabla 3) para
probar si la termoestabilidad del armazén IGLV3-1 se podria mejorar adicionalmente. Las variantes se probaron a
temperaturas entre 30 °C, 32 °C, 34 °C, 36 °C y 38 °C. De manera subjetiva, se consideré que AJ1 dio un
plegamiento y una solubilidad ligeramente mejores que J2/3 o la regién J hibrida original del clon ensayado.

La Figura 5 demuestra el comportamiento de termoestabilidad del clon original (n.° 8.93) con sustitucion de la region
A J por J1oJ2.
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Ejemplo 5. Tolerancia de IGLV3-1 y IGHV3-23 a la diversificacion de CDR3

Para que un scFv sea Gtil como un marco para una biblioteca de afinidad, necesita ser tolerante a sustituciones en la
region CDR3. Esto es especialmente cierto para scFv que se expresan en un ambiente reductor, tal como el citosol
de E. coli, donde los enlaces disulfuro intra-dominio estabilizadores estan ausentes.

Para ensayar la estabilidad del armazon de scFv preferido, IGLV3-1::1IGHV3-23, se diversifico por separado la region
CDR3 de cada dominio. Por lo tanto, ambos genes IGLV3-1 y IGHV3-23 se ensayaron para su tolerancia a la
diversificacion de CDR3. La Figura 2 muestra la region alrededor de CDR3 para ambas secuencias, asi como la
diversificacion propuesta. La CDR3 de IGLV3-1 de 2 aminoacidos se reemplazé con una region "-NNNGGNNN-"
(SEQ ID NO: 29) (en donde 'N' es un aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met). Asimismo, la CDR3 de IGHV3-
23 de 12 aminoacidos se reemplazé con una region "-NNNGNNN-" (SEQ ID NO: 29). Cada dominio se ensay6 por
separado para la permeabilidad y la expresion como una biblioteca agrupada de clones. Ademas, los clones
individuales tomados de manera aleatoria también se ensayaron y se secuenciaron para confirmar la diversidad
esperada.

La IGLV3-1 CDRS3 se reemplazé desde el resto 91 en adelante modificando el dominio IGLV3-1 mediante PCR
usando la secuencia de oligonucledtidos (inversa):

GATCAGGGTCTGAGACGAGACCGTCACTTTCGTACCGGTGCCGAACACCAC
AGTANNANNANNTCCGCCANNANNANNGTCCCACGCCTGACAGTAATAGT
CAGC (SEQ ID NO: 80)

La traduccion (inv/comp) de esta secuencia da (cuando "N" es cualquier otro aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys,
Glu, Met):

..ADYYCQAWD(91) NNNGGNNN TVVFGTGTKVTVSS (SEQ ID NO: 81)

El reemplazo de la CDR3 del IGLV3-1 fue un éxito rotundo. La aparicién de la poblacién con induccién proteica a 30
°C fue muy soluble clones con buena expresion. Se analizaron de manera individual 40 clones y 36 se clasificaron
como excelentes para la solubilidad y la expresiéon. Los 4 clones fallidos, y otros 16 con buena solubilidad y
expresion, se secuenciaron en todo el dominio de VL. Se confirmé que los cuatro clones fallidos fallaron debido a
desplazamientos del marco en el cebador oligonucleotidico largo usado para amplificar el gen. Los otros clones
examinados que tuvieron el correcto marco de lectura tuvieron una mezcla aleatoria de aminoacidos, y demuestran
que el marco de la linea germinal IGLV3-1 es muy tolerante de la diversificacion de CDR3.

Por lo tanto, para IGLV3-1, la solubilidad de una biblioteca de CDR3 diversificada cuando se expresaba a 30 °C en el
citoplasma de E. coli era sorprendentemente alta. Aproximadamente el 90 % de los clones fueron solubles con alta
expresion. El 10 % de los clones con baja expresidon o sin expresién, o se plegaron incorrectamente, se
secuenciaron y se demostré que estaban desplazados al marco, predominantemente en la region del cebador
inverso que era por necesidad de aproximadamente 100 bases de longitud. Las deleciones de bases son un error
comun cuando se construyen bibliotecas sintéticas usando oligonucleétidos largos y otros grupos han desarrollado
estrategias de seleccion previa basadas en la seleccion de antibidticos para enriquecer los alelos en fase (por
ejemplo, Ge et al., 2010).

La region de CDR3 del dominio de VH, IGHV3-23 se reemplazé usando un oligonucleétido inverso de manera similar
al método descrito anteriormente desde el resto 98 en adelante modificando el dominio IGHV3-23 mediante PCR
usando la secuencia de oligonucledétidos (inversa):

GATCAGGGTCTGAGACCCGCTGCTCACGGTAACCATGGTACCTTGACCCCA
AATATCAAACGCANNANNANNGCCANNANNANNTTTCGCACAGTAGTAAA
CAGC (SEQ ID NO: 82)

La traduccién (inv/comp) de esta secuencia da (cuando "N" es cualquier otro aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys,
Glu, Met):

VYYCAK(98) NNNGNNN AFDIWGQGTMVT (SEQ ID NO: 83)
El IGHV3-23 demostré ser tan robusto para la diversificacion de CDR3 como el dominio IGLV3-1, con un 80 % de
clones probados que muestran alta expresion soluble y el 20 % que se expresaron mal fueron explicables tras la

secuenciacion debido a discrepancias conservativas en el marco, o mas comunmente, deleciones de un solo par de
bases en la region del cebador oligonucleotidico largo, cambiando asi el marco de traduccion de la proteina.
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Por lo tanto, para IGHV3-23, la solubilidad de una biblioteca de CDR3 diversificada cuando se expresaba a 30 °C en
el citoplasma de E. coli era, de nuevo, sorprendentemente alta (aproximadamente el 80 %). De nuevo, el
desplazamiento del marco de la proteina de fusion fue responsable de muchos aspectos negativos. El acortamiento
del bucle de CDR3 de 12 a 7 aminoacidos también mejord la solubilidad de esta biblioteca en comparacion con el
clon parental.

La Figura 6A demuestra la solubilidad y la elevada expresion de 4 clones independientes con la CDR3 de IGLV3-1
diversificada. La Figura 6B demuestra una muestra de toda la poblaciéon de clones con la CDR3 de IGHV3-23
diversificada. Por lo tanto, en resumen, el marco IGLV3-1::1IGHV3-23 es un armazoén ejemplar para construir una
biblioteca de afinidad, que es idéntico a la secuencia de la linea germinal humana y permaneciendo robustamente
soluble con sustitucion de los bucles de CDR3 con la secuencia diversificada. Ademas, la combinacién del armazén
con el método de presentacion de proteinas RED en el citoplasma de E. coli permite la seleccion sistematica
simultanea de la estabilidad de la proteina de afinidad, la expresion y la unién a la molécula diana. El armazén es
altamente estable y soluble en el ambiente reductor del citoplasma de E. coli donde carece de los enlaces disulfuro
intradominio de estabilizacion que son un requisito inicial para el plegamiento y la estabilidad de casi todas las otras
proteinas de scFv. Este armazdén permitira la produccién a bajo coste de reactivos de afinidad en el citoplasma de E.
coli para investigacion, usos terapéuticos o de diagnoéstico, asi como el uso de tales reactivos en el citoplasma de
células de mamifero para dirigir proteinas endégenas.

Ejemplo 6. Construccion de una biblioteca diversificada de IGLV3-1::IGHV3-23 scFv

El armazon IGLV3-1:IGHV3-23 se diversificd usando la estrategia descrita para el Ejemplo 5 para introducir las
secuencias de aminoacidos 'NNNGGNNN' (SEQ ID NO: 86) y 'NNNGNNN' (SEQ ID NO: 87) en las regiones CDR3
de VL y VH, respectivamente.

La diversidad de introdujo, en primer lugar, creando un armazén de base que consistio en la secuencia del marco de
IGLV3-1y la region J para IGHV3-23 tal como sigue:

Secuencia marco:

ATG GGA GAC GGT CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CCC
TCAGTGTCCGTGTCCCCAGGACAGACAGCCAGCATCACCTGCTCTGGAGAT
AAATTGGGGGATAAATATGCTTGCTGGTATCAGCAGAAGCCAGGCCAGTCC
CCTGTGCTGGTCATCTATCAAGATAGCAAGCGGCCCTCAGGGATCCCTGAG
CGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACAGCCACTCTGACCATCAGCGGG
ACCCAGGCTATGGATGAGGCTGACTATTACTGTCAGGCG TGG GAC

tgagacctagacggtctct geg TTT GAT ATT TGG GGT CAA GGT ACC ATG GTT ACC
GTG AGC AGC TCG TCT CaG ACC (SEQ ID NO: 88).

Este marco se clond en el vector de expresion citoplasmatica con el PG y elementos de dominio de uniéon a ADN a
través de sitios BsmBlI flanqueantes. La secuencia de intervencion (la regiéon VL J y marco IGHV3-23) (SEQ ID NO:
89) estaba codificada en un plasmido separado que sirvi6 como un molde para una PCR usando cebadores
degenerados (SEQ ID NO: 90 y 91) que contenian la diversidad de CDR3 de ambas regiones VL y VH en los
extremos 5' y 3', respectivamente. Estas secuencias de cebadores tenian sitios de restricciéon Bsal terminales que
permitian la clonacién sin interrupciones del producto de PCR en sitios Bsal orientados apropiadamente en el
armazon.

Secuencia de intervencion:
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ACT GTG GTG TTC GGC acc ggt acg aaa gtg acT gtc TCA TCT CAG ACC
GGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGA
TCCGAAGTCCAACTGCTGGAGTCCGGCGGTGGCCTGGTGCAGCCAGGTGGC
AGCCTGCGCCTGAGCTGCGCCGCATCCGGTTTTACTTTCAGCAGCTACGCG
ATGTCGTGGGTGCGCCAGGCACCGGGCAAGGGCCTGGAGTGGGTCAGCGC
CATCAGCGGTAGCGGCGGTTCTACGTATTATGCGGACAGCGTCAAGGGCCG
TTTCACCATCAGCCGTGACAATTCCAAAAACACCCTGTACTTGCAGATGAA
CAGCTTGCGTGCGGAAGATACGGCTGTTTACTACTGTGCGAAA (SEQ ID NO:
89)

Cebador degenerado 1:

gatcag ggtctca ggac NNT NNT NNT ggc gga NNT NNT NNT ACT GTG GTG TTC
GGC acc ggt acg aaa gtg (SEQ ID NO: 90)

Cebador degenerado 2:

GATCAGGGTCTCAACGCANNANNANNGCCANNANNANNTTTCGCACAGTA
GTAAACAGCCGTATCTTC (SEQ ID NO: 91)

10 ug del vector de armazon de la base se cortaron con Bsal. El vector cortado se precipitd usando Sureclean
(Bioline). El inserto, que contiene las regiones de diversidad de CDR3, se generd por PCR a partir del marco nucleo
como molde usando las SEQ ID NOS: 90 y 91. Se purificaron en gel 2 pg de PCR de inserto antes de la digestion
con Rsal. El digesto de PCR se precipité usando Sureclean. Las cantidades equimolares del vector digerido y del
inserto de PCR se ligaron usando una ADN ligasa T4. El ligamiento se elimind por calor y se sometio a
electroporacion en serie en células Argentum de E. coli (Alchemy Bio). Las células electroporadas se extendieron
sobre placas de agar de 15 cm de LB + carbenilicina (40 ug/ml) + glucosa (al 0,1 %). El tamafio total de la biblioteca
fue mayor de 1 x 102 clones independientes.

La calidad de la construccion de la biblioteca se evalué mediante la expresion de los scFv diversificados. Tal como
se observo anteriormente, la expresion de los compaferos de fusidn solubles, parcialmente solubles o insolubles se
puede evaluar directamente mediante la aparicidon del scFv en el sistema de presentacion RED utilizando el dominio
de union a peptidoglucano (PG) y un reportero de expresion cromogénica tal como SNAP (New England Biolabs).
Una proteina de fusion soluble esta notablemente distribuida de manera uniforme alrededor del perimetro de la
célula ya que es libre para difundirse y unirse a la pared celular una vez que las membranas se han permeabilizado
(por ejemplo, Figura 1A). En comparacion, una proteina de fusion insoluble forma un agregado densamente tefiido
que no migra a la pared celular (por ejemplo, la Figura 1B). Una fusion parcialmente soluble tiene algunas
caracteristicas de cada. Los presentes inventores han descubierto una excelente correlacion entre la apariencia de
una proteina de fusion, tal como se describe anteriormente, y la cantidad que aparece en las porciones
solubles/insolubles en los andlisis por transferencia de Western tal como el scFv en la Figura 4.

Segun este estandar empirico, la biblioteca de los presentes inventores de scFv diversificado estaba compuesta de
aproximadamente el 90 % de miembros solubles y bien expresados, lo que indicaba la tolerancia del armazén
IGLV3-1::IGHV3-23 para la diversidad de CDR3 insertada. La Figura 9 es una imagen marcada con SNAP de una
muestra de la biblioteca expresada.

Para confirmar adicionalmente que la biblioteca estaba compuesta de las regiones de CDR3 de VL y Vu
aleatorizadas, se secuenciaron 10 clones independientes. La secuenciacion mostré que la composicién de los bucles
de CDR3 (mostrada en la Tabla 4) era la esperada para una diversidad de codén creada por el triplete de
nucledtidos 'NTT' usado para degeneracion, es decir, la ausencia de codones de parada y los aminoacidos W, Q, M,
KyE.

Tabla 4. Muestra de secuencias de bucle de CDR3 en la biblioteca aleatorizada

Clon CDR3 de VL CDR3 de VH
1 PFGGGGYV (SEQ ID NO:92) PPHGAPA (SEQ ID NO:93)
2 LCIGGVAS (SEQ ID NO:94) HNSGNNF (SEQ ID NO:95)
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Clon CDR3 de VL CDR3 de VH

3 FVSGGIST (SEQ ID NO:96) FNFGNAY (SEQ ID NO:97)
4 INSGGASF (SEQ ID NO:98) XXXGTNY (SEQ ID NO:99)
5 SRAGGCNG (SEQ ID NO:100) FDYGHCI (SEQ ID NO:101)
6 TNRGGVCA (SEQ ID NO:102) TAAGVPF (SEQID NO:103)
7 Clon mezclado Clon mezclado

8 FSTGGCAF (SEQ ID NO:104) AICGATA (SEQ ID NO:105)
9 FXGGGDGT (SEQ ID NO:1086) PYRGSFF (SEQIDNO:107)
10 IIPGGLYA (SEQ ID NO:108) PVIGSNT (SEQ ID NO:109)

Ejemplo 7. Seleccion sistematica de la biblioteca IGVL3-1::IGVH3-23 para la unién a la diana mAG1

La biblioteca diversificada se selecciond sistematicamente para clones que se unian a la proteina diana, mAG. El
verde Azami (AG) es un ortélogo distante de la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés green fluorescent
protein) de Aequorea victoria. Aunque es de baja identidad de secuencia (5 %), es similarmente verde fluorescente
con un pico de absorcion a 492 nm y un pico de emisién a 510 nm. Se ha documentado una forma monomérica
(mAG) por Karasawa et al. (2003) y se recodificd para la expresion optima en E. coli mediante DNA2.0 (EE.UU.). Se
incluyé un motivo de biotinilacion de E. coli BirA en C-terminal y un marcador 6 x His para ayudar en la purificacion y
la unién de la matriz de mAG. La secuencia de aminoacidos de la proteina mAG-BioHis6, se enumera como la SEQ
ID NO:110.

Secuencia de la proteina mAG BioHis6:

MVSVIKPEMKIKLCMRGTVNGHNFVIEGEGKGNPYEGTQILDLNVTEGAPLPF
AYDILTTVFQYGNRAFTKYPADIQDYFKQTFPEGYHWERSMTYEDQGICTATS
NISMRGDCFFYDIRFDGTNFPPNGPVMQKKTLKWEPSTEKMY VEDGVLKGDV
NMRLLLEGGGHYRCDFKTTYKAKKEVRLPDAHKIDHRIEILKHDKDYNKVKL
YENAVARYSMLPSQAKSGGLNDIFEAQKIEWHEDTGGSHHHHHH (SEQ ID
NO: 110)

10'° células de la biblioteca diversificada, que representan una redundancia de aproximadamente 100 veces se
indujeron para la presentacion RED tal como se describe en el Ejemplo 2 y en el documento WO 2011/075761. Las
células permeabilizadas se suspendieron en 50 ml de PBS y se marcaron con mAG purificado que se habia preunido
a microperlas conjugadas con estreptavidina de MACS (130-048-102, Miltenyi Biotec). Las células y las microperlas
se agitaron suavemente durante toda una noche a 4 °C. Después se cargaron en columnas de 3 x LS (130-042-401,
Miltenyi Biotec) que se fijaron a un soporte magnético. Cada columna se lavé con 50 ml de PBS. Las células se
eluyeron en 10 ml de PBS, se agruparon y se sedimentaron. EI ADN del plasmido que codifica la biblioteca en el
vector de presentacion de RED se aislo del sedimento celular mediante la lisis alcalina. Después se electroporé de
nuevo el plasmido en células Argentum y la induccion, la unién y la purificacién en columna se repitieron. Tras cuatro
iteraciones de la seleccion por afinidad, se observé una baja abundancia de células permeabilizadas por RED
mediante microscopia de fluorescencia que se unian a la proteina mAG. En la quinta iteracion, las células
permeabilizadas se clasificaron para la union de mAG por FACS. Las células se marcaron para FACS usando el
ligando SNAP, para normalizar la expresién de la proteina de fusion y mAG. El FACS de la poblacién celular durante
la coleccion de 4.428 eventos positivos en mAG de 2,46 x 108 eventos totales mostr6 una abundancia de
aproximadamente 1 evento de unién en 105 células. El scFv de las células positivas para mAG que eran la salida de
FACS se recuperé mediante PCR usando cebadores de oligonucleétidos que flanquean la secuencia de scFv y el
producto se volvié a clonar en el vector de presentacién RED. El andlisis del resultado de la seleccion final para las
células que fueron positivas para la unién de mAG mostr6é que aproximadamente el 40 % (23/60) de los clones eran
positivos para mAG1. Por lo tanto, la etapa de FACS era capaz de un enriquecimiento de aproximadamente 10°
veces de células positivas del fondo de la biblioteca.

La Figura 10 muestra la union de mAG a células permeabilizadas de RED para clones que fue negativa (clon 25) y
positiva (clon 34) para la uniéon a mAG.

Se secuenciaron 20 clones positivos en mAG y se descubrié que los 20 eran idénticos. La secuencia de la proteina
del clon IGLV3-1::1IGHV3-23 de unidon a mAG se enumeran en la SEQ ID NO: 111 a continuacién (con las secuencias
de CDRS3 en negrita y agrandado, y el enlazador peptidico subrayado). Se descubrié que la CDR3 de VL era
'FNLGGCGD' y la CDR3 de VH era 'HIDGPVA', lo que se ajusta a la diversidad disefiada.
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scFv de unién a anti-mAG:

MGDGQSVLTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGDKYACWYQQKPGQSPVLVIYQDSKRP
SGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDFNLGGCGDTVVFGTGTKVTVSSQ
TGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKHID
GPVAAFDIWGQGTMVTVSSSSQTSILVA (SEQ ID NO: 111)

Para determinar las propiedades de scFv a-mAG, se clond el gen en un vector de expresién con 6x His en C-
terminal y un marcador de epitopo FLAG. La expresion de scFv se indujo mediante arabinosa y las células se
permeabilizaron con 8TGP al 0,5 % para liberar scFv soluble en el sobrenadante. El material celular insoluble se
sedimentd y las muestras de ambos extractos se hirvieron con colorante de carga SDS-PAGE y se sometieron a
electroforesis en un gel al 15 % de SDS-PAGE. Las proteinas redisueltas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se sondearon con un anticuerpo monoclonal de ratéon a-FLAG. La Figura 11 demuestra que el scFv a-
mAG estaba casi exclusivamente en la fraccion soluble.

Para demostrar que el scFv a-mAG era especifico para proteina mAG, y no meramente un anticuerpo 'pegajoso’, las
células permeabilizadas de a-mAG scFv se marcaron con proteina relacionada estructuralmente y funcionalmente
con mAG, EGFP. Estas células, mientras que se unen a mAG, no se unen a EGFP (datos no mostrados). Para
evaluar adicionalmente la especificidad de scFv a-mAG, la proteina a-mAG scFv His6-FLAG también se uni6 a la
resina IMAC Ni-sepharose. Un lisado celular crudo de proteina mAG 'limpia' (con los marcadores His6 y FLAG
eliminados) se mezclo con la resina. Las proteinas no unidas se eliminaron con el lavado. Las imagenes de
microscopia de fluorescencia en la Figura 12 demuestran que las perlas de resina con scFv unido a a-mAG se
unieron a mAG, mientras que las perlas de control no se unieron. Las proteinas unidas se eluyeron con imidazol y se
sometieron a electroforesis en gel SDS-PAGE. La tincién de Coomassie del gel (Figura 13) demostré una banda en
la muestra de scFv a-mAG que era del tamafo correcto para ser proteina mAG sin otras bandas especificas para el
lisado celular de mAG evidentes.

Por lo tanto, la presente invencién se puede usar con éxito para generar una biblioteca de polipéptidos de scFv que
contienen bucles de CDR3 aleatorizados y seleccionada sistematicamente para identificar scFv que presenta
actividad de unioén especifica.

Ejemplo 8. Presentacion en fago lambda usando el scFv a-mAG IGLV3-1::IGHV3-23

Para demostrar la utilidad de un armazén que presentaba una estabilidad mejorada y un plegamiento productivo en
el ambiente reductor del citoplasma, el scFv de a-mAG IGLV3-1::IGHV3-23 se cloné como una fusion de C-terminal
a la proteina de la capside gpD del bacteriéfago lambda. El bacteriéfago Lambda se ha descrito durante mucho
tiempo como un vehiculo ejemplar para la presentacion de proteinas, ya que tiene una serie de ventajas sobre el
fago filamentoso. La proteina de la capside de lambda, gpD, esta presente en aproximadamente 400 copias por
cabeza de fago, un es un compafiero de presentacion robusto y tolerante, que permite que mas del 80 % de la gpD
cargada por capside sea proteinas de fusion recombinantes mientras se mantiene la viabilidad infecciosa (Vaccaro
et al., 2006). Ademas, tolera fusiones bien a su extremo N-terminal o a C-terminal.

Por lo tanto, un bacteriéfago lambda o vector empaquetado de manera equivalente, tiene una presentacion
multivalente de la proteina de la biblioteca, en comparacién con la presentacién nominal de molécula Unica de fago
filamentoso. Esta presentacion multivalente puede dar como resultado eficacias de captura fenomenales del fago a
partir de una solucion de union de hasta casi el 100 % de captura (Mikawa et al., 1996). Adicionalmente, el
ensamblaje de bibliotecas del bacteriéfago lambda se facilita mediante la disponibilidad comercial de kits que
permiten una elevada eficacia de empaquetamiento de lambda (de hasta 2 x 10° ufp/ug).

Sin embargo, el bacteriéfago lambda no ha disfrutado de la popularidad del uso del fago filamentoso para la
presentacion de anticuerpos debido al hecho singular de que lambda y fagos relacionados como P2/P4, P22, T7 y
T4, tienen un estilo de vida litico que resulta de su ensamblaje en el citoplasma. Como la gran mayoria de
armazones no se pliegan de manera productiva sin puentes disulfuro interdominio oxidados, esto ha impedido en
gran medida el uso del bacteriéfago lambda para la presentacién del anticuerpo.

La identificacion de los presentes inventores de una serie de comparieros de IGLV para el dominio IGHV3-23 que
forma un armazén de scFv citoplasmaticamente estable les ha permitido demostrar la aplicacién ejemplar de
presentacion en lambda para la seleccion sistematica de anticuerpos. El scFv de a-mAG se cloné como una fusion
en C-terminal a la proteina de la capside gpD de lambda con la expresion de la proteina de fusidn bajo el control del
promotor araBAD inducible por arabinosa y del regulador araC. Esta unidad se cloné en el genoma del bacteriéfago
lambda de manera similar a otras plataformas de presentaciéon en lambda (Mikawa et al., 1996; Sternberg y Hoess,
1995; Minenkova et al., 2003), con la notable excepcion de que el genoma de lambda usado era genéticamente
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¢/857 gpD* RS'. La delecion de los genes RS, que constituyen los genes de endolsina (R) y de porina (S) necesarios
para la lisis celular, se describié en la Solicitud de Patente Internacional N.° PCT/AU2012/000761 para el uso de
bacteriéfagos de lisis defectuosa en la presentacion lamdoide. Un vector de fago de lisis defectuosa usado para la
presentacion lambdoide permite el empaquetamiento de una particula infectiva de bacteriéfago en el citoplasma.
Estas particulas contindan acumulandose dentro de la célula, con su proteina de fusion de la capside unida a su
superficie a alta densidad, hasta que el crecimiento es detenido por el investigador que procesa las células
bacterianas hospedadoras para la presentacion citoplasmatica de RED. De este modo, la preparacién resultante se
puede seleccionar de manera sistematica para la unién del antigeno de proteina de fusion por FACS. Para liberar las
particulas del bacteriéfago que estan encapsuladas dentro de la célula permeabilizada que han sido clasificadas
positivamente por FACS para la union al antigeno simplemente se requiere la adicion de una lisozima. Una
preparacion de lisozima altamente activa se puede comprar comercialmente para esta tarea (por ejemplo, Ready-
Lyse de Epicentre). Para completar la recuperacion de los clones seleccionados por afinidad, las particulas
infecciosas de bacteriéfago pueden infectarse en células hospedadoras de E. coli y crecer como liségenos. Por lo
tanto, los expertos en la técnica deben apreciar que el uso de un fago defectuoso de lisis, junto con un armazén de
anticuerpo humano estable citoplasmicamente, permite altas frecuencias de captura de clones de biblioteca
polivalente en el formato de bacteriéfago libre, con la ultima seleccién llevada a cabo mediante FACS. De forma
importante, este cambio en el formato de seleccién ocurre sin ningln requisito para reformatear la construccion de
expresion de la biblioteca. Por lo tanto, este es un sistema de seleccion sistematica que tiene doble capacidad para
la seleccion altamente paralela (seleccidon de bacteriéfagos libres) con baja selectividad clonal y una seleccion
sistematica con alta selectividad clonal pero bajo rendimiento (FACS de bacteriéfago encapsulado).

Para demostrar los beneficios de la presentacion en fago lambda usando los polipéptidos de la presente divulgacion,
se clon6 el modelo de fusién scFv a-mAG (como uno de los muchos ejemplos adecuados de polipéptidos de la
presente divulgacion) como una fusién en C-terminal al gen de gpD de la capside de lambda.

La secuencia de ADN de la construccién de fusion gpD::a-mAG scFv usada fue:

ATGACGAGCAAAGAAACCTTTACCCATTACCAGCCGCAGGGCAACAGTGA
CCCGGCTCATACCGCAACCGCGCCCGGCGGATTGAGTGCGAAAGCGCCTGC
AATGACCCCGCTGATGCTGGACACCTCCAGCCGTAAGCTGGTTGCGTGGGA
TGGCACCACCGACGGTGCTGCCGTTGGCATTCTTGCGGTTGCTGCTGACCA
GACCAGCACCACGCTGACGTTCTACAAGTCCGGCACGTTCCGTTATGAGGA
TGTGCTCTGGCCGGAGGCTGCCAGCGACGAGACGAAAAAACGGACCGCGT
TTGCCGGAACGGCAATCAGCATCGTTGGAGGTAGCGGCGGATCGGATGAC
GACGATAAGTCTAGAAATGGCGGAGACGGTCAGTCTGTGCTGACTCAGCCA
CCCTCAGTGTCCGTGTCCCCAGGACAGACAGCCAGCATCACCTGCTCTGGA
GATAAATTGGGGGATAAATATGCTTGCTGGTATCAGCAGAAGCCAGGCCAG
TCCCCTGTGCTGGTCATCTATCAAGATAGCAAGCGGCCCTCAGGGATCCCT
GAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACAGCCACTCTGACCATCAGC
GGGACCCAGGCTATGGATGAGGCTGACTATTACTGTCAGGCGTGGGACTTT
AATCTTGGCGGATGTGGTGATACTGTGGTGTTCGGCACCGGTACGAAAGTG
ACTGTCTCATCTCAGACCGGTGGTTCTGGTGGCGGTGGTTCTGGCGGCGGC
GGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGAAGTCCAACTGCTGGAGTCCGGTGGTGGC
CTGGTGCAGCCAGGTGGCAGCCTGCGCCTGAGCTGCGCCGCATCCGGTTTT
ACTTTCAGCAGCTACGCGATGTCGTGGGTGCGCCAGGCACCGGGCAAGGGC
CTGGAGTGGGTCAGCGCCATCAGCGGTAGCGGCGGTTCTACGTATTATGCG
GACAGCGTCAAGGGCCGTTTCACCATCAGCCGTGACAATTCCAAAAACACC
CTGTACTTGCAGATGAACAGCTTGCGTGCGGAAGATACGGCTGTTTACTAC
TGTGCGAAACATATTGATGGCCCTGTTGCTGCGTTTGATATTTGGGGTCAAG
GTACCATGGTTACCGTGAGCAACTCGAGCGATTACAAGGACGATGATGACA
AATAA (SEQ ID NO: 112)

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 682254 T3

La secuencia proteica de la proteina de fusién gpD::a-mAG scFv usada fue:

MTSKETFTHYQPQGNSDPAHTATAPGGLSAKAPAMTPLMLDTSSRKLVAWDGTTDGAAVG
ILAVAADQTSTTLTFYKSGTFRYEDVLWPEAASDETKKRTAFAGTAISIVGGSGGSDDDD
KSRNGGDGQSVLTQPPSVSVSPGQTASITCSGDKLGDKYACWYQQKPGQSPVLVIYQDSK
RPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWDFNLGGCGDTVVFGTGTKVTVS
SQTGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQ
APGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKH
IDGPVAAFDIWGQGTMVTVSNSSDYKDDDDK* (SEQ ID NO: 113)

La fusion gpD:: a-mAG scFv se cloné entonces en el vector de presentacion en lambda bajo el control del promotor
araBAD. Las células huésped se indujeron para empaquetamiento lambda calentando el clon de liségeno a 42 °C
durante 15 minutos (el fondo genético lambda era c/857 gpD*RS- con el represor cl sensible a la temperatura). La
proteina de fusién se indujo con arabinosa al 0,2 % inmediatamente después de la induccién térmica. Se dejé crecer
el cultivo, con aireacion, a 32 °C durante 75 minutos adicionales. Las células se sedimentaron y se resuspendieron
en 1/3 de volumen de cultivo de medio LB + 8TGP al 0,5 % y se incub6é a 25 °C durante 10 minutos para
permeabilizar las células mediante el método RED para la seleccion sistematica. Para liberar el fago, se afiadio
1/10.000 de volumen de lisozima Ready-Lyse (Epicentre) a la suspension. Se afadié una gota de cloroformo para
inactivar cualquier célula superviviente y las particulas del bacteriéfago liberadas se titularon para unidades
formadoras de liségeno (ufc/ml). Se prepararon dos reservorios de bacteriéfagos - uno con la construccién con la
fusion clonada gpD::a-mAG scFv, el otro con una construccion vacia. La fusion gpD::a-mAG scFv se diluyé a 1 clon
en 10° de construccion vacia, para simular una densidad de biblioteca de scFv inicial de solo unos pocos clones
positivos. Esta biblioteca "dopada" se sometié entonces a cribado contra mAG biotinilado unido a un soporte de
perlas de estreptavidina. El cribado se llevo a cabo de acuerdo con los métodos cominmente usados para el cribado
de fagos conocidos por los expertos en la materia. Se llevaron a cabo dos rondas de cribado, recuperandose la
ronda final en la cepa del hospedador E. coli como liségenos. La tercera ronda de seleccion sistematica se llevo a
cabo mediante FACS. Las células de liségeno se trataron tal como se describié anteriormente para la induccién de
calor del bacteriéfago junto con la induccion con arabinosa de la fusion gpD::a-mAG scFv. Sin embargo, en lugar de
liberar particulas de bacteri6fago con tratamiento de lisozima, las células permeabilizadas se incubaron con proteina
mAG. Las células permeabilizadas se lavaron una vez, se resuspendieron en TBS + MgSO4 10 mM y después se
clasificaron por la unién a mAG (es decir, las células positivas en mAG se marcarian de verde) mediante FACS. La
Figura 14 (SUPERIOR) muestra una captura de pantalla de la clasificacion de FACS en operaciéon que demuestra la
incidencia de células positivas en mAG. La incidencia final de células positivas en mAG tras el FACS, evaluada
mediante microscopia de fluorescencia (Figura 14, INFERIOR), fue del 20 %.

Por lo tanto, se ha demostrado que la presentacion en capside de lambda, junto con los armazones de scFv estables
y solubles de la presente divulgacién, puede aislar de manera robusta los clones de unién a partir de una diluciéon de
inicio relativamente alta (1 en 10°). Ademas, cuando se combina con un bacteriéfago de lisis defectuosa y se trata
mediante el método ensefiado por RED, permite una magnificacion adicional de las propiedades para incluir la
capacidad de seleccion sistematica de FACS sin volver a clonar los miembros de la biblioteca.

La combinacion de estos métodos acelera enormemente el proceso de seleccion para clones de anticuerpos con
propiedades ideales (alta expresion, alta solubilidad y alta afinidad).

Los expertos en la materia apreciaran que se pueden hacer numerosas variaciones y/o modificaciones tal como se
muestra en las realizaciones especificas. Las presentes realizaciones, por lo tanto, se deben considerar en todos los
respectos como ilustrativas y no como restrictivas.

Cualquier tratamiento de documentos, actas, materiales, dispositivos, articulos o similares que se han incluido en la
presente memoria descriptiva es Unicamente con el propédsito de proporcionar un contexto para la presente
invencion. No debe tomarse como una admision de que alguno o todos estos asuntos forman parte de la base de la
técnica anterior o eran conocimientos generales comunes en el campo relevante para la presente invencion tal como
existia antes de la fecha de prioridad de cada reivindicacion de la presente solicitud.
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<210> 1

<211> 456

<212> ADN
<213> Homo sapiens

42



10

15

20

<400> 1

tctttegeac
agcgtgttct
tatgtgctac
tggcggacce
ctcagggacc
tggacacctg
tctcactctt
agccacaaga
<210>2

<211> 296
<212> ADN

agtaatatac
tggaattgtc
caccactacc
agctcatggce
cceccaggetg
caaacaaaaa
atccattcac

aaaagccagc

<213> Homo sapiens

<400> 2

gaggtgcagce
tcectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
<210>3

<211>98
<212> PRT

tgttggagtc
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggeeg

acagcctgag

<213> Homo sapiens

<400> 3

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

1

ES 2 682254 T3

ggccgtgtcee
tctggagatg
actaatagct
atagctgcta
taccaagcct
gaaaccctgg
actcaatttt

tcagcccaaa

tgggggagge

cacctttagce
ggtctcagcet
gttcaccatc

agccgaggac

5

tcggectcectea
gtgaaccgge
gagacccact
aaggtgaatc
ccecccagact
tcagaaactg
tctatttcte

ctccat

ttggtacagce
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccgtat

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

43

ggctgttcat
ccttcacgga
ccagccccett
cagaggctgce
ccaacagctg
ccacacgtat

catgaattac

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa

attactgtgce

ttgcagatac
gtctgegtag
ccctggagece
acaggagagt
cacctcacac
ccactgtttc

cttttaaaat

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaaga

15

60

120

180

240

300

360

420

456

60

120

180

240

296



10

15

Ser

Ala

Ser

Leu

Met

Ala

Leu
20

Arg

Ser
35

Trp

Ile Ser

50

Lys
65

Leu

Ala

<210> 4
<211> 481
<212> ADN

Gly

Gln

Arg Phe

Met Asn

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgaccctgce
gtgctcacac
gaagatttac
tgtaggatcc
acagacagcc
tcagcagaag
agggatccct
cgggacccag

a

<210>5
<211> 285
<212> ADN

tgcaggtgga
tgccttaggg
ttggagttca
gtggcectcect
agcatcacct
ccaggccagt
gagcgattct

gctatggatg

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2 682254 T3

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Gly Ser Gly

Thr Ile

70

Ser

Ser Leu

85

Arg

tgggctegge
ctctttcatce
gctectcecagt
atgagctgac
gctctggaga
cceetgtget
ctggctccaa

aggctgacta

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

ggggctgaaa

cctggatctg
ttcaagcecctt
tcagccacce
taaattgggg
ggtcatctat
ctctgggaac

ttactgtcag

44

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe Thr

Lys Gly

Phe Ser

Leu Glu

Ser
30

Trp

45

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys

Thr Ala

tccccccaca
tgtccaggece
ttctectecceg
tcagtgtccg
gataaatatg
caagatagca

acagccactc

gcgtgggaca

Ala Asp

Asn Thr

Val Tyr

Ser

Leu

Tyr
95

cagtgctcat
aggcacgtgg
ttttetectee
tgtcceccagg
cttgctggta
agcggcecctce
tgaccatcag

gcagcactgce

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

481



10

15

tcctatgage
acctgctctg
cagtcccctg

ttctectgget

gatgaggctg

<210>6
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Gln
1

Thr

Cys

Gln

Asn
65

Asp

<210>7
<211> 781
<212> ADN

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val

Ser

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 7

tgactcagcce
gagataaatt
tgctggtcat

ccaactctgg

actattactg

Leu

Ile

20

Gln

Lys

Asn

Asp

ES 2 682254 T3

accctcagtg

gggggataaa

ctatcaagat

gaacacagcc

tcaggcgtgg

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

tcegtgtece
tatgcttgcet
agcaagcggce

actctgacca

gacagcagca

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

45

Val

10

Lys

Ser

Pro

Ile

Trp

ctgca

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser

75

Asp

caggacagac
ggtatcagca
cctcagggat

tcagcgggac

Val

Gly

Val

Arg

Gly

Ser

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Ser

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Thr

agccagcatc
gaagccaggce
ccctgagega

ccaggctatg

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ala
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met
80

60

120

180

240

285



10

15

atggcctgga
gtctcaccaa
aggagggccce
gtggggctga
ctgccaggag
gccactgggg
ttgtctggga
tctctcttat
gctctgtgac
cggccaggat

agaagccagg

tcectgageg
tcgaagcegg
c

<210>8

<211> 290
<212> ADN

ccgttctect
cctgccecage
ttcetgtggt
actcccccca
agagtagtga
ctggggctga
cagcagggca
ttatttattt
ctcctatgtg
tacctgtggg

ccaggcccect

attctctgge

ggatgaggcc

<213> Homo sapiens

<400> 8

tcctatgtge
acctgtgggyg
caggcccctg
ttctectgget
gatgaggccg
<210>9

<211>97
<212> PRT

tgactcagcce
gaaacaacat
tgectggtcegt
ccaactctgg

actattactg

<213> Homo sapiens

<400>9

ES 2 682254 T3

ccteggecte
ccaagggttc
gggcaggatg
aactgtgctc
gttttcagtt
ttgcagggga
agggatttca
atttatttat
ctgactcagc

ggaaacaaca

gtgctggteg

tccaactctg

gactattact

acccteggtg
tggaagtaaa
ctatgatgat

gaacacggcce

tcaggtgtgg

ctctctcact
tgggtccage
ctcatgaccc
aaaggcttgt
caaagtctcc
taccctgagg
taagaagcat
ttatttattt
cacccteggt
ttggaagtaa

tctatgatga

ggaacacggc

gtcaggtgtg

tcagtggcce
agtgtgcact
agcgaccggce
accctgacca

gatagtagta

46

gcacaggtga
gtgtcecttga
tgctgoaggg
gagagcctga
atacaacagg
gttcacagac
ctttcacctg
atttattttt
gtcagtggce
aagtgtgcac

tagcgaccgg

caccctgacce

ggatagtagt

caggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcagcagggt

gtgatcatcc

tccececcagg
ttctgagcectce
tgggaggctg
gggactgcac
aaagtcatgg
tctctggage
caagccaacc
atctttgcag
ccaggacaga
tggtaccagc

ccctcaggga

atcagcaggg

agtgatcatc

ggccaggatt
gaagccaggce
ccctgagega

cgaagccggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

781

60

120

180

240

290



10

15

Gln

Thr

His

Asp

Asn

65

Asp

Pro

<210> 10
<211> 478
<212> ADN

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

Val Leu

Ile
20

Arg

Tyr Gln

35

Ser Asp

Asn

Gly

Ala Asp

<213> Homo sapiens

<400> 10

atggecctggg
ggaattcagg
aaccagtctt
ccaattttat
tctcctgeac
gcccgggcag
ctgatcggtt
gactgaagac
<210> 11

<211> 296
<212> ADN

ctccactact
gagcgttcct
catctctcce
gctgactcag
cggcagcagt
tgccececcace

ctctggetcece

tgaggacgag

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2 682254 T3

Thr Gln Pro

Thr Cys Gly

Gln Lys Pro

Ser
55

Arg Pro

Thr Ala Thr

70

Tyr
85

Tyr Cys

tctcacccte
ggatgtcacc
cactgatctc
ccccactcetg
ggcagcattg
actgtgatct
atcgacagct

gctgactact

Pro Ser

Asn
25

Gly

Gly Gln

40

Gly Ile

Leu Thr

Gln Val

ctcgctcact
tgggctgatg
tgtgttgcte
tgtcggagtce
ccagcaacta
atgaggataa
ccteccaactce

actgtcagtc

47

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Ser Val

Ile

Gly

Pro Val

Ala

Ser

Leu

Pro Gly

15

Lys Ser

30

Val val

45

Glu Arg

Ser
75

Arg

Asp Ser

gcacaggtgg
atctgttecct
tcttettgea
tccggggaag
tgtgcagtgg
ccaaagaccc
tgcctececte

ttatgatagc

Phe

Val

Ser

Ser Gly

Glu Ala

Ser Asp

95

ctgcctgcaa
cctgecetggg
ggttcttggg
acggtaacca
taccagcagc
tctggggtce
accatctctg

agcaatca

Gln

Val

Tyr

Ser

Gly

His

60

120

180

240

300

360

420

478



10

15

aattttatgc
tcectgecacceg
ccgggcagtyg
gatcggttct

ctgaagactg

<210> 12
<211> 98
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Asn
1

Thr

Tyr

Ile

Gly
65

Leu

Ser

<210>13
<211> 462
<212> ADN

Phe

Val

Val

Tyr

50

Ser

Lys

Asn

Met

Thr

Gln

35

Glu

Ile

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 13

tgactcagcce
gcagcagtgg
ccecccaccac

ctggctccat

aggacgaggc

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Asp

Glu

ES 2 682254 T3

ccactctgtg

cagcattgcecce

tgtgatctat

cgacagctcc

tgactactac

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ser

Asp
85

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser
70

Glu

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Ala

tcggagtctce
agcaactatg
gaggataacc
tccaactctg

tgtcagtctt

His

Gly

Arg

40

Pro

Asn

Asp

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Tyr

48

Val
10

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr
90

Ser

Gly

Ser

Val

Ser
75

Cys

cggggaagac
tgcagtggta
aaagaccctc
cctecectcecac

atgatagcag

Glu

Ser

Ala

Pro

60

Leu

Gln

Ser

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Ser

caatca

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyr

ggtaaccatc
ccagcagcgce
tggggtccct

catctctgga

Gly
15

Ser

Thr

Phe

Ser

Asp
95

Lys

Asn

Val

Ser

Gly
80

Ser

60

120

180

240

296



10

15

20

atgacctgct
ggtcagggga
aagaatcacc
gcagccgccce
cagctccaac
caaactcctc
ctccaagtct
cgattattac
<210> 14

<211> 296
<212> ADN

cccctetect
ggggtccagg
gtgtctgtgt
tcagtgtctg
attgggaata
atttatgaca
ggcacgtcag

tgcggaacat

<213> Homo sapiens

<400> 14

cagtctgtgt
tcetgetcetg
ccaggaacag
gaccgattct

actggggacg

<210> 15
<211>99
<212> PRT

tgacgcagcce
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa

aggccgatta

<213> Homo sapiens

<400> 15

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gln

1

Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn

20

ES 2 682254 T3

cctcacccectt
aagcccatga
ctctectget
cggccccagg
attatgtatc
ataataagcg

ccaccctggg

gggatagcag

gccctecagtg
caacattggg
cctcatttat
gtctggcacg

ttactgcgga

5

ctcattcact
ggccctgett
tccagggtce
acagaaggtc
ctggtaccag
accctcaggg
catcaccgga

cctgagtgcet

tctgeggece
aataattatg
gacaataata
tcagccacce

acatgggata

10

25

49

gcacaggtgc
tctccttete
tgggcccagt
accatctcct
cagctcccag
attcctgacc

ctccagactg

g9

caggacagaa
tatcctggta
agcgaccctce
tgggcatcac

gcagcctgag

ccagacacag
tctctagacce
ctgtgttgac
gctctggaag
gaacagcccc

gattctctgg

gggacgaggc

ggtcaccatc
ccagcagctc
agggattcct

cggactccag

tgctgg

15

30

60

120

180

240

300

360

420

462

60

120

180

240

296



10

15

20

25

Tyr

Ile

Val

Tyr

Ser
35

Asp

50

Gly
65

Thr

Ser

<210> 16
<211> 466
<212> ADN

Ser

Gly

Ala

Lys

Asp

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 16

atggcctggt
gtccagggga
gccgaataat
cgcagccgcec
gcagctccaa
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
<210> 17

<211> 299
<212> ADN

ctcctectect
ggggccctgg
gatgcectgtg
ctcagtgtct
catcggggca
cctcatctat
gtctggcacce

ttactgccag

<213> Homo sapiens

<400> 17

cagtctgtgce
tcectgecactg
cttccaggaa
cctgaccgat
caggctgagyg
<210> 18

<211>100
<212> PRT

tgacgcagcce
ggagcagctc
cagcccccaa
tctctggete

atgaggctga

<213> Homo sapiens

ES 2 682254 T3

Trp Tyr Gln Gln

Asn Asn Lys Arg

55

Ser Gly Thr Ser

70

Glu Ala Asp Tyr

85

cctcactcte
gaagcctatg
tctctecccac
ggggccceccag
ggttatgatg
ggtaacagca
tcagcctcee

tcctatgaca

gccctecagtg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggce

ttattactge

Leu Pro

40

Pro Ser

Ala Thr

Tyr Cys

90

ctcgctcact
gattcttgct
ttccagggtce
ggcagagggt
tacactggta
atcggccectce
tggccatcac

gcagcctgag

tctggggece
gcaggttatg
tatggtaaca
acctcagcecct

cagtcctatg

50

Gly

Gly

Leu

Gly

Thr

Ala Pro Lys Leu

45

Ile
60

Gly
75

Thr

gcacaggtga
ttctecetgtt
ctgggcccag
caccatctce
ccagcagctt
aggggtccct
tgggctccag

tggttc

cagggcagag
atgtacactg
gcaatcggcecce
ccctggecat

acagcagcct

Pro Asp Arg Phe

Ile Thr Gly Leu

Trp Asp Ser Ser

95

ctggatacag
gtctctagaa
tctgtgctga
tgcactggga
ccaggaacag

gaccgattct

gctgaggatg

ggtcaccatc
gtaccagcag
ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttc

Leu

Ser

Gln

80

Leu

60

120

180

240

300

360

420

466

60

120

180

240

299



10

15

20

<400> 18

Gln

1

Arg

Tyr

Leu

Ser

Val

Asp

Ile

Val Leu

Thr Ile

20

Val
35

His

Tyr Gly

50

Ser
65

Gln

Leu

<210> 19
<211> 468
<212> ADN

Gly

Ala

Ser

Ser Lys

Glu

Asp

Ser
100

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 19

atggccagct
accaagaaag
tctcttgtea
gctgactcag
tggaagcagc
ggcccccaaa
ctctggetcece
tgaggctgat
<210> 20

<211> 296
<212> ADN

tccctctect
gggccctggg
atcaccatgt
ccaccctcag
tccaacatcg
ctcctecatcet
aagtctggca

tattactgtg

<213> Homo sapiens

<400> 20

ES 2 682254 T3

Thr Gln Pro

Ser Cys Thr

Trp Tyr Gln

Asn
55

Asn Ser

Ser Gly Thr

70

Glu
85

Ala Asp

cctcacccte
aagcccatgg
ctgtgtctct
cgtectgggac
gaagtaatac
atagtaataa
cctcagectce

cagcatggga

Pro Ser

Ser
25

Gly

Gln
40

Leu

Arg Pro

Ser Ala

Tyr Tyr

ctcactcact
ggccctgett
ctcacttcca
cccegggeag
tgtaaactgg
tcagecggcece
cctggecatce

tgacagcctg

51

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Ser Gly

Asn

Ser

Gly Thr

Ala

Ile

Ala

Pro Gly

15

Gly Ala

30

Pro Lys

45

Val
60

Gly

Leu Ala

75

Gln Ser

gtgcaggtga
tctcectettg
gggtcctggg
agggtcacca
taccagcagc
tcaggggtcce
agtgggctcc

aatggtcc

Pro

Ile

Tyr

Asp Arg

Thr

Gly

Ser
95

Asp

caggatgggg

tctcettttg
cccagtectgt
tctcttgtte
tcccaggaac
ctgaccgatt

agtctgagga

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser

60

120

180

240

300

360

420

468



10

15

cagtctgtgce

tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
<210> 21

<211>99
<212> PRT

tgactcagcce

gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa

aggctgatta

<213> Homo sapiens

<400> 21

Gln

1

Arg

Thr

Ile

Ser

Val

Val

Tyr

Val Leu

Thr Ile

20

Asn
35

Trp

Ser Asn

50

Gly
65

Ser

Asn

<210> 22
<211> 468
<212> ADN

Ser

Glu

Gly

Lys Ser

Glu

Asp

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 22

ES 2 682254 T3

accctcageg

caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacce

ttactgtgca

Thr Gln Pro

Ser Cys Ser

Tyr Gln Gln

Asn Gln Arg

55

Thr
70

Gly Ser

Ala
85

Asp Tyr

tctgggacce

agtaatactg
agtaataatc
tcagcctcee

gcatgggatg

Pro Ser

Ser
25

Gly

Leu Pro

40

Pro Ser

Ala

Ser

Tyr Cys

52

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
90

ccgggcagag

taaactggta
agcggeccte
tggccatcag

acagcctgaa

Ser Gly

Asn

Ser

Thr Ala

Thr

Ile

Pro

ggtcaccatc

ccagcagctc
aggggtccct
tgggctccag

tggtcc

Pro Gly

15

Gly Ser

Lys Leu

45

Val Pro

60

Ala
75

Ile

Ala Trp

Asp

Ser

Asp

Arg Phe

Gly

Leu

Ser
95

Asp

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

60

120

180

240

296



10

15

atggccggcet
accaagagag
tctcttgtcea
gctgactcag
tggaagcagc
ggcccccaaa

ctctggetcece

tgaggctgat

<210> 23
<211> 296
<212> ADN

tccctctect
gggccctggg
atcaccatgt
ccaccctcag
tccaacatcg
ctcctcatct

aagtctggca

tattactgtg

<213> Homo sapiens

<400> 23

cagtctgtgce
tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tccgaggatg
<210> 24

<211>99
<212> PRT

tgactcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccaa

aggctgatta

<213> Homo sapiens

<400> 24

ES 2 682254 T3

cctcacccte
aagcccatgg
ctgtgtectcet
cgtectgggac
gaagtaatta
atagtaataa

cctcagectce

cagcatggga

accctcageg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacce

ttactgtgceca

ctcactcact
ggccctgett
ctcacttcca
cccegggeag
tgtatactgg
tcagecggcece

cctggecatce

tgacagcctg

tctgggacce
agtaattatg
agtaataatc

tcagecctece

gcatgggatg

53

gtgcaggtga
tctectettg
gggtcctggg
agggtcacca
taccagcagc
tcaggggtcce

agtgggctcc

agtggtcc

ccgggcagag
tatactggta
agcggceccte
tggccatcag

acagcctgag

caggatgggg
tctecttteg
cccagtctgt
tctettgtte
tcccaggaac

ctgaccgatt

ggtccgagga

ggtcaccatc
ccagcagctc
aggggtccct

tgggctcegyg

tggtce

60

120

180

240

300

360

420

468

60

120

180

240

296



10

15

Gln

Arg

Tyr

Ile

Ser

Val

Val

Tyr

Val Leu

Thr Ile

20

Tyr
35

Trp

Ser Asn

50

Gly
65

Ser

Ser

<210> 25
<211> 493
<212> ADN

Ser

Glu

Gly

Lys Ser

Glu

Asp

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 25

atggcctgga

ggctcaaccce
cagggagtag
cctettttge
ccttgggaca
gctggtacca
ggccctcagg
ccatcactgg
gtggtaacca
<210> 26

<211> 290
<212> ADN

cceccectcetetg

catattatca
tgtagggtgt
aggttctgtg
gacagtcagg
gcagaagcca
gatcccagac

ggctcaggcg

tct

<213> Homo sapiens

<400> 26

ES 2 682254 T3

Thr Gln Pro

Ser Cys Ser

Tyr Gln Gln

Asn Gln Arg

55

Thr
70

Gly Ser

Ala
85

Asp Tyr

gctcactcte

tgctagcetgt
gggactctag
gtttcttetg
atcacatgcc
ggacaggccc
cgattctctg

gaagatgagg

Pro Ser

Ser
25

Gly

Leu Pro

40

Pro Ser

Ala Ser

Tyr Cys

ctcactcettt

gccaacctgg
gcgtgaaacc
agctgactca
aaggagacag
ctgtacttgt
gctccagetce

ctgactatta

54

Ala

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala
90

Ser Gly

Asn

Ser

Thr Ala

Thr

Ile

Pro

Pro Gly

15

Gly Ser

Lys Leu

45

Val Pro

60

Ala
75

Ile

Ala Trp

gcataggtgce

ccctgagett
cttatcctca
ggaccctgcet
cctcagaagce
catctatggt
aggaaacaca

ctgtaactcc

Asp

Ser

Asp

Arg Phe

Leu

Gly

Ser
95

Asp

tgcctecccag

cggctcaaca
cctettetgt
gtgtctgtgg
tattatgcaa
aaaaacaacc
gcttecettga

cgggacagca

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

80

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

493
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15

20

25

tcttctgage tgactcagga
acatgccaag gagacagcct
caggcccctg tacttgtcat
ttectectgget ccagcetcagg

gatgaggctg actattactg

<210> 27
<211>97
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Ser Ser
1

Thr Val

Ser Trp

Gly Lys
50

Ser Ser
65

Asp Glu

Leu

<210> 28
<211>15
<212> PRT

Glu

Arg

Tyr

35

Asn

Gly

Ala

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Enlazador peptidico

<400> 28

ES 2 682254 T3

ccectgetgtg

cagaagctat

ctatggtaaa

aaacacagct

taactccegg

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

85

Asp

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

tctgtggect
tatgcaagct
aacaaccggc
tccttgacca

gacagcagtg

Pro Ala

Gly Asp
25

Gly Gln

40

Gly Ile

Leu Thr

Asn Ser

Val Ser
10

Ser Leu

Ala Pro

Pro Asp

Ile Thr

75

Arg Asp

90

tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat

tcactggggce

Val

Arg

Val

Arg

60

Gly

Ser

gtaaccatct

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Ser

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Gly

agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga

tcaggcggaa

Gly Gln
15

Tyr Ala

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

80

Asn His

95

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

1

<210> 29
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

5

55

10

15

60

120

180

240

290
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<223> Secuencia de variante de CDR 1

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(8)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<400> 29

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de variante de CDR

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(3)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(7)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<400> 30

<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK1F1

<400> 31
gacatccaga tgacccagtc tce

<210> 32

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK1 F2

<400> 32
gmcatcergw tgacccagtc tce

<210> 33
<211>23
<212> ADN

Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa

1

23

23

ES 2 682254 T3

56

Xaa Xaa Xaa Gly Gly Xaa Xaa Xaa
5

5
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK2 F

<400> 33
gatrttgtga tgacycagwc tcc

<210> 34

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK 3F

<400> 34
gaaatwgtgw tgacrcagtc tcc

<210> 35

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 682254 T3

23

23

<223> GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CC

<400> 35
gacatcgtga tgacccagte tee

<210> 36

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK5 F

<400> 36
gaaacgacac tcacgcagtc tcc

<210> 37

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK6 F

<400> 37
gawrttgtgm tgacwcagtc tcc

<210> 38

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVKCL R

<400> 38
acactcteec ctgttgaagce tett

<210> 39
<211>23
<212> ADN

23

23

23

24

57
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL1 F1

<400> 39
cagtctgtgc tgactcagcec acc

<210> 40

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL1 F2

<400> 40
cagtctgtgy tgacgcagec gee

<210> 41

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL2F

<400> 41
cagtctgcec tgactcagec t

<210> 42

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL3 F1

<400> 42
tcectatgwgce tgacweagcec ace

<210> 43

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL3 F2

<400> 43
tettctgage tgactcagga ccc

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL4 F1

<400> 44
ctgcctgtge tgactcagee ¢

<210> 45
<211>23
<212> ADN

21

21

23

23

23

23

ES 2 682254 T3
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL4 F2

<400> 45
cagcytgtgc tgactcaate ryc 23

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL5F

<400> 46
cagsctgtgce tgactcagee 20

<210> 47

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>HVL6 F

<400> 47
aattttatgc tgactcagcc cca 23

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL7/8F

<400> 48
cagrctgtgg tgacycagga gee 23

<210> 49

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL9/10F

<400> 49
cagscwgkgce tgactcagece ace 23

<210> 50

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 01115 HVLCL R

<400> 50
tgaacattct gtaggggcca ctg 23

<210> 51
<211>23

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 682254 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 01116 HVLCL R2

<400> 51
tgaacattcc gtaggggcaa ctg 23

<210> 52

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK1 2F1

<400> 52
atctagaatg ggagacggtg acatccagat gacccagtct cc

<210> 53

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK1 2F2

<400> 53
atctagaatg ggagacggtg mecatccrgwt gacccagtcet cc

<210> 54

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK2 2F

<400> 54
atctagaatg ggagacggtg mcatccrgwt gacccagtct cc

<210> 55

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK3 2F

<400> 55
atctagaatg ggagacgotg aaatwgtgwt gacrcagtct cc

<210> 56

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVK4 2F

<400> 56
atctagaatg ggagacggtg acatcgtgat gacccagtct cc

<210> 57
<211>42

42

42

42

42

42

60
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVKS 2F

<400> 57
atctagaatg ggagacggtg aaacgacact cacgcagtct cc

<210> 58

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVKG6 2F

<400> 58
atctagaatg ggagacggtg awrttgtgmt gacwcagtct cc

<210> 59

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVKCL 2R

<400> 59

42

42

gatcagggtc tgagacgatt trathtccas yykkgtccch bsgecraavg t

<210> 60

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL1 2F1

<400> 60
atctagaatg ggagacggtc agtctgtgcet gactcageca cc

<210> 61

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL1 2F2

<400> 61
atctagaatg ggagacggtc agtctgtgyt gacgcageceg cc

<210> 62

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL2 2F

<400> 62
atctagaatg ggagacggtc agtctgecct gactcagect

<210> 63

42

42

40

61

51
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<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL3 2F1

<400> 63
atctagaatg ggagacggtt cctatgwgcet gacwcecagceca cc 42

<210> 64

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL3 2F2

<400> 64
atctagaatg ggagacggtt cttctgagcet gactcaggac cc 42

<210> 65

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL4 2F1

<400> 65
atctagaatg ggagacggtc tgccetgtgct gactcagece 40

<210> 66

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL4 2F2

<400> 66
atctagaatg ggagacggtc ageytgtgcet gactcaater yc 42

<210> 67

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVLS5 2F

<400> 67
atctagaatg ggagacggtc agsctgtgct gactcagece 39

<210> 68

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL6 2F

<400> 68
atctagaatg ggagacggta attttatgct gactcagecc ca 42
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<210> 69

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL7/8 2F

<400> 69
atctagaatg ggagacggtc agretgtggt gacycaggag cc 42

<210>70

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVL9/10 2F

<400> 70
atctagaatg ggagacggtc agscwgkgct gactcageca cc 42

<210> 71

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HVLCL 2R

<400> 71
gatcagggtc tgagacgarr ygrtsasctb sgtbcchbyd ccraabac 48

<210> 72

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Ser
1 5 10

<210>73

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 73

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Ser
1 5 10

<210>74

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 74

Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Ser
1 5 10

<210>75
<211> 11

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 682254 T3

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 75

Val Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Ile Ile Ser
1 5 10

<210>76

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Val Phe Gly Glu Gly Thr Glu Leu Thr Val Ser
1 5 10

<210>77

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 77

Val Phe Gly Ser Gly Thr Lys Val Thr Val Ser
1 5 10

<210>78

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 78

Val Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Thr Ala Ser
1 5 10

<210>79

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Ile Ile Ser
1 5 10

<210> 80

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<220>

<221> misc_feature
<222> (56)..(57)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (59)..(60)
<223>nesa,c,g,o0t

64
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<220>

<221> misc_feature
<222> (62)..(63)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (71)..(72)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (74)..(75)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (77)..(78)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 80

gatcagggtc tgagacgaga ccgtcacttt cgtaccggtg ccgaacacca cagtannann

anntccgcca nnannanngt cccacgcctg acagtaatag tcage

<210> 81

<211> 31

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> VARIANTE
<222> (10)..(12)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..(17)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<400> 81

Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Asp Xaa Xaa Xaa Gly Gly Xaa Xaa

1

Xaa Thr Val Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Ser Ser

20

<210> 82

<211> 105

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (65)..(66)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (68)..(69)
<223>nesa,c,g,0t

ES 2 682254 T3

10

25

65

30

60
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<220>

<221> misc_feature
<222> (71)..(72)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (77)..(78)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (80)..(81)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (83)..(84)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 82

ES 2 682254 T3

gatcagggtc tgagacccge tgctcacggt aaccatggta ccttgaccce aaatatcaaa 60
cgcannanna nngccannan nanntttcgc acagtagtaa acagce 105

<210> 83

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(9)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met
<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(13)

<223> X es cualquier aminoacido que no sea Trp, GIn, Lys, Glu, Met

<400> 83

Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Ala Phe Asp
1 5 10 15

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr

45

50

55

20

<210> 84

<211>771

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (286)..(287)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (289)..(290)
<223>nesa,c,g,o0t

25

66
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<220>

<221> misc_feature
<222> (292)..(293)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (301)..(302)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (304)..(305)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (307)..(308)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (706)..(707)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (709)..(710)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (712)..(713)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (718)..(719)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (721)..(722)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (724)..(725)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 84

ES 2 682254 T3
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atgggagacg gtcagtctgt gctgactcag ccaccctcag
acagccagca tcacctgcectc tggagataaa ttgggggata
cagaagccag gccagtcccce tgtgectggtc atctatcaag
atccctgage gattctctgg ctccaactct gggaacacag
acccaggcta tggatgaggc tgactattac tgtcaggcgt
nntnntnnta ctgtggtgtt cggcacgggc accaagctca
ggttctggtg gtggtggttc tggcggcgge ggctccggtg
ctgectggagt ccggeggtgg cctggtgcag ccaggtggceca
gcatceggtt ttactttcag cagctacgeg atgtcgtggg
ggcctggagt gggtcagcge catcagcggt agcggeggtt
gtcaagggcce gtttcaccat cagccgtgac aattccaaaa
aacagcttgc gtgcggaaga tacggctgtt tactactgtg

nntnntgcct ttgatatttg gggtcaaggt accatggtta

<210> 85

<211> 257

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (96)..(98)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (101)..(103)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature

<222> (236)..(238)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>
<221> misc_feature

<222> (240)..(242)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 85

68

tgtcegtgte
aatatgcttg
atagcaagcg
ccactctgac
gggacnntnn
tcatttcgtce
gtggtggatc
gcectgegect
tgcgecagge
ctacgtatta
acaccctgta
cgaaanntnn

ccgtgagcag

cccaggacag
ctggtatcag
gccctcaggg
catcagcggg
tnntggaggt
tcagaccggt
cgaagtccaa
gagctgcgecce
accgggcaag
tgcggacage
cttgcagatg
tnntggannt

Cc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

771



Met

Ser

Asp

Leu

Phe

65

Thr

Xaa

Val

Gly

Gly

Pro

Lys

Val

50

Ser

Gln

Xaa

Thr

Gly

Asp

Gly

Tyr

35

Ile

Gly

Ala

Gly

Val

115

Gly

Gly

Gln

20

Ala

Tyr

Ser

Met

Gly

100

Ser

Ser

Gln

Thr

Cys

Gln

Asn

Asp

85

Xaa

Ser

Gly

ES 2 682254 T3

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Xaa

Gln

Gly

Val

Ser

Tyr

Ser

55

Gly

Ala

Xaa

Thr

Gly

Leu

Ile

Gln

40

Lys

Asn

Asp

Thr

Gly

120

Gly

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Thr

Tyr

Val

105

Gly

Ser

69

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr

90

Val

Ser

Glu

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

75

Cys

Phe

Gly

Val

Pro

Gly

Gly

Gly

60

Leu

Gln

Gly

Gly

Gln

Ser

Asp

Gln

45

Ile

Thr

Ala

Thr

Gly

125

Leu

Val

Lys

30

Ser

Pro

Ile

Trp

Gly

110

Gly

Leu

Ser

15

Leu

Pro

Glu

Ser

Asp

95

Thr

Ser

Glu

Val

Gly

Val

Arg

Gly

80

Xaa

Lys

Gly

Ser



10

15

20

25

30

Gly
145

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

225

Xaa

Ser

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

130

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

210

Glu

Xaa

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Asn

Asp

Ala

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 86

<210> 87
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

Leu

Phe

Lys

180

Tyr

Ser

Thr

Phe

Val

Thr

165

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp
245

Xaa Xaa Xaa Gly Gly Xaa Xaa Xaa

1

ES 2 682254 T3

Gln

150

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

230

Ile

135

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

215

Tyr

Trp

Gly

Ser

Trp

Ser

200

Leu

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Val

185

Val

Tyr

Cys

Gln

5

70

Ser

Ala

170

Ser

Lys

Leu

Ala

Gly
250

Leu

155

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

235

Thr

140

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

220

Xaa

Met

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Xaa

Val

Ser

Val

Gly

190

Thr

Ser

Xaa

Thr

Cys

Arg

175

Ser

Ile

Leu

Gly

Val
255

Ala

160

Gln

Gly

Ser

Arg

Xaa

240

Ser



ES 2 682254 T3

<221> misc_feature
<222> (5)..(7)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 87

Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa

1 5
<210> 88
<211> 361
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 88
atgggagacg gtcagtctgt gctgactcag ccaccctcag tgtcegtgtce cccaggacag 60
acagccagca tcacctgcectc tggagataaa ttgggggata aatatgcttg ctggtatcag 120
cagaagccag gccagtcccce tgtgectggtc atctatcaag atagcaagcg gccctcaggg 180
atccctgage gattctctgg ctccaactcet gggaacacag ccactctgac catcageggg 240
acccaggcta tggatgagge tgactattac tgtcaggegt gggactgaga cctagacggt 300
ctctgegttt gatatttggg gtcaaggtac catggttacc gtgagcagcect cgtctcagac 360
c 361
<210> 89
<211> 396
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 89
actgtggtgt tcggcaccgg tacgaaagtg actgtctcat ctcagaccgg tggttctggt 60
ggtggtggtt ctggcggcgg cggctccggt ggtggtggat ccgaagtcca actgcectggag 120
tceggeggtg gectggtgeca gecaggtgge agectgegece tgagectgege cgcatccggt 180
tttactttca gcagctacge gatgtcgtgg gtgcgccagg caccgggcaa gggcctggag 240
tgggtcagcg ccatcagegg tagcggeggt tctacgtatt atgecggacag cgtcaaggge 300
cgtttcacca tcagccgtga caattccaaa aacaccctgt acttgcagat gaacagcettg 360
cgtgeggaag atacggetgt ttactactgt gcgaaa 396
<210> 90
<211>71
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (18)..(19)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (24)..(25)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (33)..(34)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (36)..(37)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (39)..(40)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 90

gatcagggtc tcaggacnnt nntnntggcg ganntnntnn tactgtggtg ttcggcaccg

gtacgaaagt g

<210> 91

<211> 68

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (19)..(20)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(26)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

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

<220>

<221> misc_feature
<222> (34)..(35)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

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

<400> 91

ES 2 682254 T3

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 682254 T3

gatcagggtc tcaacgcann annanngcca nnannanntt tcgcacagta gtaaacagcc

gtatcttc

<210> 92

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 92

<210> 93

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 93

<210> 94

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 94

<210> 95

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

<210> 96

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96

<210> 97

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97

<210> 98

Pro Phe Gly Gly Gly Gly Tyr Val
1 5

Pro Pro His Gly Ala Pro Ala
1 5

Leu Cys Ile Gly Gly Val Ala Ser
1 5

His Asn Ser Gly Asn Asn Phe
1 5

Phe Val Ser Gly Gly Ile Ser Thr
1 5

Phe Asn Phe Gly Asn Ala Tyr
1 5

73

60

68



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 98

<210> 99

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

ES 2 682254 T3

Ile Asn Ser Gly Gly Ala Ser Phe
1 5

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 99

<210> 100

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100

<210> 101

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101

<210> 102

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102

<210> 103

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 103

<210> 104

Xaa Xaa Xaa Gly Thr Asn Tyr
1 5

Ser Arg Ala Gly Gly Cys Asn Gly
1 5

Phe Asp Tyr Gly His Cys Ile
1 5

Thr Asn Arg Gly Gly Val Cys Ala
1 5

Thr Ala Ala Gly Val Pro Phe
1 5

74



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<211>8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 104

<210> 105

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

<210> 106

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

ES 2 682254 T3

Phe Ser Thr Gly Gly Cys Ala Phe
1 5

Ala Tle Cys Gly Ala Thr Ala
1 5

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 106

<210> 107

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

<210> 108

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

<210> 109

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 109

<210> 110
<211> 254

Phe Xaa Gly Gly Gly Asp Gly Thr
1 5

Pro Tyr Arg Gly Ser Phe Phe
1 5

Ile Ile Pro Gly Gly Leu Tyr Ala
1 5

Pro Val Ile Gly Ser Asn Thr
1 5

75
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<212> PRT
<213> Aequorea victoria

<400> 110

76



Met

Gly

Asn

Ala

Gly
65

Lys

Glu

Asp

Asn

Glu

145

Arg

Thr

Asp

Lys

Ala

225

Trp

Val

Thr

Pro

Pro

50

Asn

Gln

Asp

Cys

Gly

130

Lys

Leu

Tyr

His

Leu

210

Lys

His

Ser

Val

Tyr

35

Leu

Arg

Thr

Gln

Phe

115

Pro

Met

Leu

Lys

Arg

195

Tyr

Ser

Glu

Val

Asn

20

Glu

Pro

Ala

Phe

Gly

100

Phe

Val

Tyr

Leu

Ala

180

Ile

Glu

Gly

Asp

Ile

Gly

Gly

Phe

Phe

Pro

85

Ile

Tyr

Met

Val

Glu

165

Lys

Glu

Asn

Gly

Thr
245

ES 2 682254 T3

Lys

His

Thr

Ala

Thr
70

Glu

Cys

Asp

Gln

Glu

150

Gly

Lys

Ile

Ala

Leu

230

Gly

Pro

Asn

Gln

Tyr

55

Lys

Gly

Thr

Ile

Lys

135

Asp

Gly

Glu

Leu

Val

215

Asn

Gly

Glu

Phe

Ile

40

Asp

Tyr

Tyr

Ala

Arg

120

Lys

Gly

Gly

Val

Lys

200

Ala

Asp

Ser

Met

Val

25

Leu

Ile

Pro

His

Thr

105

Phe

Thr

Val

His

Arg

185

His

Arg

Ile

His

77

Lys

10

Ile

Asp

Leu

Ala

Trp

90

Ser

Asp

Leu

Leu

Tyr

170

Leu

Asp

Tyr

Phe

His
250

Ile

Glu

Leu

Thr

Asp
75

Glu

Asn

Gly

Lys

Lys

155

Arg

Pro

Lys

Ser

Glu

235

His

Lys

Gly

Asn

Thr

60

Ile

Arg

Ile

Thr

Trp

140

Gly

Cys

Asp

Asp

Met

220

Ala

His

Leu

Glu

Val

45

Val

Gln

Ser

Ser

Asn

125

Glu

Asp

Asp

Ala

Tyr

205

Leu

Gln

His

Cys

Gly

30

Thr

Phe

Asp

Met

Met

110

Phe

Pro

Val

Phe

His

190

Asn

Pro

Lys

His

Met

15

Lys

Glu

Gln

Tyr

Thr

95

Arg

Pro

Ser

Asn

Lys

175

Lys

Lys

Ser

Ile

Arg

Gly

Gly

Tyr

Phe
80

Tyr

Gly

Pro

Thr

Met

160

Thr

Ile

Val

Gln

Glu
240



ES 2 682254 T3

<210> 111
<211> 266
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 111

Met Gly Asp Gly Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val
1 5 10 15

Ser Pro Gly Gln Thr Ala Ser Ile Thr Cys Ser Gly Asp Lys Leu Gly
20 25 30

Asp Lys Tyr Ala Cys Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val
35 40 45

78



10

Leu

Phe

65

Thr

Asn

Val

Gly

Gly

145

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

225

Val

Ser

<210> 112
<211> 1176
<212> ADN

Val

50

Ser

Gln

Leu

Thr

Gly

130

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

210

Glu

Ala

Ser

Ile

Gly

Ala

Gly

Val

115

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

195

Asn

Asp

Ala

Ser

Tyr

Ser

Met

Gly

100

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

180

Tyr

Ser

Thr

Phe

Gln
260

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion de fusion

Gln

Asn

Asp

85

Cys

Ser

Gly

Val

Thr

165

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

245

Thr

ES 2 682254 T3

Asp

Ser

70

Glu

Gly

Gln

Gly

Gln

150

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

230

Ile

Ser

Ser

55

Gly

Ala

Asp

Thr

Gly

135

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

215

Tyr

Trp

Ile

Lys

Asn

Asp

Thr

Gly

120

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

200

Leu

Tyr

Gly

Leu

Arg

Thr

Tyr

Val

105

Gly

Ser

Gly

Tyr

Val

185

Val

Tyr

Cys

Gln

Val
265

79

Pro

Ala

Tyr

90

Val

Ser

Glu

Ser

Ala

170

Ser

Lys

Leu

Ala

Gly

250

Ala

Ser

Thr

75

Cys

Phe

Gly

Val

Leu

155

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

235

Thr

Gly

Leu

Gln

Gly

Gly

Gln

140

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

220

His

Met

Ile

Thr

Ala

Thr

Gly

125

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

205

Asn

Ile

Val

Pro

Ile

Trp

Gly

110

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

190

Thr

Ser

Asp

Thr

Glu

Ser

Asp

95

Thr

Ser

Glu

Cys

Arg

175

Ser

Ile

Leu

Gly

Val
255

Arg

Gly

80

Phe

Lys

Gly

Ser

Ala

160

Gln

Gly

Ser

Arg

Pro

240

Ser



10

15

<400> 112

atgacgagca
accgcaaccg
gacacctcca
attcttgcgg
ttcecgttatg
gcgtttgeceg
aagtctagaa
tcccecaggac
tgctggtatce
cggccctcag
accatcagcg
aatcttggeg
tctcagaccg
tccgaagtcee
ctgagctgeg
gcaccgggca
tatgcggaca
tacttgcaga
attgatggcc
aactcgagcg
<210> 113

<211> 391
<212> PRT

aagaaacctt
cgcccggegg
gccgtaagcet
ttgctgctga
aggatgtgct
gaacggcaat
atggcggaga
agacagccag
agcagaagcc
ggatccctga
ggacccaggce
gatgtggtga
gtggttctgg
aactgctgga
ccgcatcecgg
agggcctgga

gcgtcaaggyg

tgaacagctt
ctgttgetge

attacaagga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusion

<400> 113

Met Thr Ser Lys Glu Thr Phe Thr His Tyr Gln Pro Gln Gly Asn Ser

1

Asp Pro Ala His Thr Ala Thr Ala Pro Gly Gly Leu Ser Ala Lys Ala

Pro Ala Met Thr Pro Leu Met Leu Asp Thr Ser Ser Arg lLys Leu Val

20

ES 2 682254 T3

tacccattac
attgagtgcg
ggttgcgtgg
ccagaccagce
ctggeceggag
cagcatcgtt
cggtcagtct
catcacctgce
aggccagtcc
gcgattctcet
tatggatgag
tactgtggtg
tggcggtggt
gtccggtggt
ttttacttte
gtgggtcage
ccgtttcacce
gcgtgcggaa
gtttgatatt

cgatgatgac

5

cagccgcagg
aaagcgcctg
gatggcacca
accacgctga
gctgeccageg
ggaggtagcg
gtgctgactc
tctggagata
cctgtgetgg
ggctccaact
gctgactatt
ttcggcaccg
tctggeggeg
ggcctggtge
agcagctacg
gccatcageg
atcagccegtg
gatacggctg

tggggtcaag

aaataa

10

25

80

gcaacagtga
caatgacccc
ccgacggtgce
cgttctacaa
acgagacgaa
gcggatcgga
agccaccctce
aattggggga
tcatctatca
ctgggaacac
actgtcaggce
gtacgaaagt
gcggcteegg
agccaggtgg
cgatgtcegtg
gtagcggcegg
acaattccaa
tttactactg

gtaccatggt

ccecggcetcecat
gctgatgcetg
tgccgttgge
gtccggcacg
aaaacggacc
tgacgacgat
agtgtcegtg
taaatatgct
agatagcaag
agccactctg
gtgggacttt
gactgtctca
tggtggtgga
cagcctgcge
ggtgcgecag
ttctacgtat
aaacaccctg
tgcgaaacat

taccgtgage

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1176



Ala

Ala

65

Phe

Lys

Ser

Gln

Thr

145

Cys

Gln

Asn

Asp

Cys

225

Ser

Gly

Vval

Trp

Ala

Arg

Lys

Ser

130

Ala

Trp

Asp

Ser

Glu

210

Gly

Gln

Gly

Gln

35

Asp

Asp

Tyr

Arg

Gly

115

val

Ser

Tyr

Ser

Gly

195

Ala

Asp

Thr

Gly

Pro
275

Gly

Gln

Glu

Thr

100

Ser

Leu

Ile

Gln

Lys

180

Asn

Asp

Thr

Gly

Gly

260

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Asp

Thr

Thr

Gln

165

Arg

Thr

Tyr

vVal

Gly

245

Ser

Gly

ES 2 682254 T3

Thr

Ser

70

Val

Phe

Asp

Gln

Cys

150

Lys

Pro

Ala

Tyr

Val

230

Ser

Glu

Ser

Asp

Thr

Leu

Ala

Asp

Pro

135

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

215

Phe

Gly

Val

Leu

40

Gly

Thr

Trp

Gly

Asp

120

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

200

Gln

Gly

Gly

Gln

Arg
280

Ala

Leu

Pro

Thr

105

Lys

Ser

Asp

Gln

Ile

185

Thr

Ala

Thr

Gly

Leu

265

Leu

81

Ala

Thr

Glu

90

Ala

Ser

Val

Lys

Ser

170

Pro

Ile

Trp

Gly

Gly

250

Leu

Ser

Val

Phe

75

Ala

Ile

Arg

Ser

Leu

155

Pro

Glu

Ser

Asp

Thr

235

Ser

Glu

Cys

Gly

Tyr

Ala

Ser

Asn

val

140

Gly

val

Arg

Gly

Phe

220

Lys

Gly

Ser

Ala

45

Ile

Lys

Ser

Ile

Gly

125

Ser

Asp

Leu

Phe

Thr

205

Asn

Val

Gly

Gly

Ala
285

Leu

Ser

Asp

Val

110

Pro

Lys

val

Ser

1390

Gln

Leu

Thr

Gly

Gly

270

Ser

Ala

Gly

Glu

95

Gly

Asp

Gly

Tyr

Ile

175

Gly

Ala

Gly

vVal

Gly

255

Gly

Gly

val

Thr

80

Thr

Gly

Gly

Gln

Ala

160

Tyr

Ser

Met

Gly

Ser

240

Ser

Leu

Phe



10

15

Thr

Gly
305

Tyr

Lys

Ala

Asp

Tyr
385

<210> 114
<211> 89
<212> PRT

Phe

290

Leu

Ala

Asn

Val

Ile

370

Lys

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

355

Trp

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 114

Gln
1

Thr

Cys

Gln

Asn
65

Asp

<210> 115
<211> 93
<212> PRT

Ser

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Val

Ser

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 115

Ser

Trp

Ser

Leu

340

Tyr

Gly

Asp

Leu

Ile

20

Gln

Lys

Asn

Asp

Tyr

Val

Val

325

Tyr

Cys

Gln

Asp

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr
85
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Ala

Ser

310

Lys

Leu

Ala

Gly

Asp
390

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Met

295

Ala

Gly

Gln

Lys

Thr

375

Lys

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Ser

Ile

Arg

Met

His

360

Met

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Trp

Ser

Phe

Asn

345

Ile

Val

Ser

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ala

82

Val

Gly

Thr

330

Ser

Asp

Thr

Val

10

Lys

Ser

Pro

Ile

Arg

Ser

315

Ile

Leu

Gly

Val

Ser

Leu

Pro

Glu

Ser
75

Gln

300

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser
380

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Ala

Gly

Arg

Ala

Val

365

Asn

Ser

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Pro

Ser

Asp

Glu

350

Ala

Ser

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Gly

Thr

Asn

335

Asp

Ala

Ser

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Lys

Tyr

320

Ser

Thr

Phe

Asp

Gln

Ala

Tyr

Ser

Met
80
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Met Gly

Ser Pro

Asp Lys

Leu Val
50

Phe Ser
65

Thr Gln

<210> 116
<211> 93
<212> PRT

Asp

Gly

Tyr

35

Ile

Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 116

Met Gly
1

Ser Pro

Asp Lys

Leu Val
50

Phe Ser
65

Thr Gln

<210> 117
<211> 93
<212> PRT

Asp

Gly

Tyr

35

Ile

Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 117

Gly

Gln

20

Ala

Tyr

Ser

Met

Gly

Gln

20

Ala

Tyr

Ser

Met

Gln

Thr

Cys

Gln

Asn

Asp
85

Gln

Thr

Cys

Gln

Asn

Asp

ES 2 682254 T3

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Val

Ser

Tyr

Ser

55

Gly

Ala

Val

Ser

Tyr

Ser

55

Gly

Ala

Leu

Ile

Gln

40

Lys

Asn

Asp

Leu

Ile

Gln

40

Lys

Asn

His

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Thr

Tyr

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Thr

Tyr

83

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr
90

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr
90

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

75

Cys

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

75

Cys

Pro

Gly

Gly

Gly

60

Leu

Gln

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Asp

Gln

45

Ile

Thr

Ala

Ser

Asp

Gln

45

Ile

Thr

Thr

Val

Lys

30

Ser

Pro

Ile

Val

Lys

30

Ser

Pro

Ile

Ser

15

Leu

Pro

Glu

Ser

Ser

15

Leu

Pro

Glu

Ser

Val

Gly

Val

Arg

Gly
80

Val

Gly

Val

Arg

Gly
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20

Met

Ser

Asp

Leu

Phe
65

Thr

<210> 118
<211> 87
<212> PRT

Gly

Pro

Lys

Val

50

Ser

Gln

Asp

Gly

Phe

35

Ile

Gly

Val

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (41)..(41)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> misc_feature
<222> (61)..(61)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 118

Met
1

Ala

Ser

Leu

Phe
65

Val

<210> 119

Gly

Pro

Lys

Val

50

Ser

Glu

Asp

Glu

Ser

35

Ile

Gly

Val

Gly

Gln

20

Ala

Tyr

Ser

Met

Gly

Lys

20

Val

Tyr

Ser

Gly

Gln

Thr

Cys

Gln

Asn

Asp
85

Gln

Thr

His

Asn

Asn

Asp
85
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Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Ser

Ala

Trp

Asp

Ser
70

Glu

Val

Thr

Tyr

Tyr

55

Gly

Ala

Val

Thr

Tyr

Asn

55

Gly

Ala

Leu

Ile

Gln

40

Gln

Asn

Asp

Leu

Ile

Gln

40

Asp

Asn

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Thr

Tyr

Thr

Ala

25

Xaa

Arg

Thr

84

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Tyr
90

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Pro

Ser

Pro

Ser

Thr

75

Cys

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr
75

Pro

Gly

Gly

Gly

60

Leu

Gln

Pro

Gly

Gly

Gly

60

Leu

Ser

Asp

Gln

45

Ile

Thr

Ala

Ala

Asn

Gln

45

Xaa

Thr

Val

Lys

30

Ser

Pro

Ile

Val

Arg

30

Ala

Pro

Ile

Ser

15

Leu

Pro

Glu

Ser

Ser

15

Ile

Pro

Glu

Ser

Val

Gly

Val

Arg

Gly
80

Val

Gly

Val

Arg

Arg
80
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<211> 87
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 119

Met
1

Ala

Ser

Leu

Phe
65

Val

<210> 120
<211> 83
<212> PRT

Gly Asp

Pro Gly

Lys Ser
35

Val Ile
50

Ser Gly

Glu Vval

<213> Homo sapiens

<400> 120

Gln

1

Thr

His

Tyr

Asn
65

Ser Val

Ala Arg

Trp Tyr
35

Asp Ser
50

Ser Gly

Gly

Lys

20

Val

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp Glu Ala

<210> 121
<211> 87
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 121

Gln

Thr

His

Asn

Asn

Asp
85

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr
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Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala
70

Val

Thr

Tyr

Asn

55

Gly

Ala

Pro

Gly

Pro

Ser

55

Thr

Leu

Ile

Gln

40

Asp

Asn

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Thr

Ala

25

Gln

Arg

Thr

Ser

Asn

25

Gln

Ile

Thr

85

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Val

10

Asn

Ala

Pro

Ile

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr
75

Ser

Ile

Pro

Glu

Ser
75

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Val

Gly

Val

Arg

60

Arg

Ser

Asn

Gln

45

Ile

Thr

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Val

Val

Arg

30

Ala

Pro

Ile

Pro

Lys

30

Val

Ser

Glu

Ser

15

Ile

Pro

Glu

Ser

Gly

15

Ser

Ile

Gly

Ala

Val

Gly

Val

Arg

Arg
80

Lys

Val

Tyr

Ser

Gly
80
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Met

Ala

Asp

Leu

Phe
65

Val

<210> 122
<211> 95
<212> PRT

Gly

Pro

Lys

Val

50

Ser

Glu

Asp

Gly

Ser

35

Ile

Gly

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 122

Asn
1

Thr

Tyr

Ile

Gly
65

Leu

<210> 123
<211> 99
<212> PRT

Phe

Val

Val

Tyr

50

Ser

Lys

Met

Thr

Gln

35

Glu

Ile

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 123

Gly

Lys

20

Val

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Asp

Glu

Gln

Thr

His

Tyr

Asn

Asp
85

Thr

Ser

Tyr

Asn

Ser

Asp

85
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Ser

Ala

Trp

Asp

Ser

70

Glu

Gln

Cys

Gln

Gln

Ser

70

Glu

Val

Thr

Tyr

Thr

55

Gly

Ala

Pro

Thr

Gln

Arg

55

Ser

Ala

Leu

Ile

Gln

40

Asp

Asn

His

Gly

Arg

40

Pro

Asn

Asp

Thr

Thr

25

Gln

Arg

Thr

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Tyr

86

Gln

10

Cys

Lys

Pro

Ala

Val

10

Ser

Gly

Gly

Ala

Tyr

90

Pro

Gly

Pro

Ser

Thr
75

Ser

Gly

Ser

Val

Ser

75

Cys

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Glu

Ser

Ala

Pro

60

Leu

Gln

Ser

Asn

Gln

45

Ile

Thr

Ser

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Ser

Val

Asn

30

Ala

Pro

Ile

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Ile

Tyr

Ser

15

Ile

Pro

Glu

Asn

Gly

15

Ser

Thr

Phe

Ser

Asp

95

Val

Glu

Val

Arg

Arg
80

Lys

Asn

Val

Ser

Gly
80
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Met Gly

Ser Pro

Ile Ala

Pro Thr

50

Asp Arg

Thr Ile

Ser Tyr

<210> 124
<211>99
<212> PRT

Asp

Gly

Ser

35

Thr

Phe

Ser

Asp

<213> Homo sapiens

<400> 124

Met Gly
1

Ser Pro

Ile Ala

Pro Thr
50

Asp Arg
65

Ile Ile

Ser Tyr

<210> 125
<211>99
<212> PRT

Asp

Gly

Ser

35

Thr

Phe

Ser

Asp

<213> Homo sapiens

Gly

Lys

20

Asn

Val

Ser

Gly

Gly

Lys

20

Asn

val

Ser

Gly

Asn

Thr

Tyr

Ile

Gly

Leu
85

Asn

Thr

Ser

Ile

Gly

Leu
85
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Phe

Val

Val

Tyr

Ser

70

Lys

Fhe

Vval

val

Tyr

Ser
70

Gln

Met

Thr

Gln

Glu

55

Ile

Thr

Met

Thr

Gln

Glu

55

Ile

Thr

Leu

Ile

Trp

40

Asp

Asp

Glu

Leu

Ile

Arg

40

Asp

Asp

Glu

Thr

Pro

25

Tyr

Lys

Ser

Asp

Thr

Ser

25

Tyr

Asn

Ser

Asp

87

Gln
10

Cys

Gln

Gln

Ser

Glu
90

Gln
10

Cys

Gln

Arg

Ser

Glu
90

Pro His

Thr Gly

Gln Arg

Lys Pro

60

Ser Asn
75

Ala Asp

Pro His

Thr Gly

Gln Arg

Arg Pro

Ser Asn
75

Ala Asp

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Ser

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Val

Ser

30

Gly

Gly

Ala

Tyr

Val

Ser

30

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ser

15

Gly

Ser

Val

Ser

Cys
95

Ser
15

Gly

Ser

vVal

Ser

Cys
95

Glu

Ser

Ala

Pro

Leu

80

Gln

Glu

Ser

Ala

Fro

Leu
80

Gln



<400> 125

Met

1

Ser

Ile

Pro

Glu

65

Thr

Ser

Gly

Pro

Ala

Thr

50

Arg

Ile

Tyr

Asp

Gly

Asp

35

Ser

Phe

Ser

Asp

Gly

Lys

20

Asn

Val

Ser

Gly

Asn

Thr

Tyr

Ile

Gly

Leu
85
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Phe

Val

Val

Phe

Ser

70

Met

Met

Thr

Gln

Glu

55

Ile

Thr

Leu

Ile

Trp

40

Asp

Asp

Glu

Thr

Ser

25

Tyr

Asn

Ser

Asp

88

Gln

10

Cys

Gln

Gln

Ser

Glu
90

Pro

Thr

Gln

Arg

Ser

75

Ala

His

Gly

Arg

Pro

60

Asn

Asp

Ser

Arg

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Val

Ser

30

Gly

Gly

Ala

His

Ser

15

Gly

Ser

Val

Ser

Cys
95

Glu

Ser

Val

Pro

Leu

80

Gln
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REIVINDICACIONES
1. Una biblioteca de polipéptidos que comprende una pluralidad de polipéptidos diferentes, que comprenden:

i) una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regidon de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazoén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una regién variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vu y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polipéptidos difieren entre si en la secuencia de aminoacidos presente en una o mas
regiones determinantes de complementariedad (CDR, del inglés complementary determining regions) en las
regiones variables Vu y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones reductoras, que no son
suficientes para la oxidacién de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos para la formacion de
enlaces disulfuro.

2. Un método de construir una biblioteca de polipéptidos que es soluble en condiciones reductoras, que no son
suficientes para la oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivas para la formacion de
enlaces disulfuro, comprendiendo el método la preparacion de una pluralidad de diferentes polipéptidos, que
comprenden:

i) una regioén variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una region de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una region de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regidon de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vn y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polipéptidos difieren entre si en la secuencia de aminoacidos presente en una 0 mas
CDR en las regiones variables Vy y/o VL.

3. Una biblioteca de polinucledtidos que comprende una pluralidad de polinucleétidos diferentes, en donde cada
polinucleétido codifica un polipéptido que comprende:

i) una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regiéon de armazon que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regidon de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vu y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polinucledtidos difieren entre si codificando polipéptidos que comprenden una o mas
CDR diferentes en las regiones variables Vu y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones
reductoras, que no son suficientes para la oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son
permisivos para la formacion de enlaces disulfuro.

4. Un método de construccion de una biblioteca de polinucleétidos, comprendiendo el método la preparacion de una
pluralidad de diferentes polinucleétidos que codifican un polipéptido, que comprende:

i) una regioén variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una region de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regidon de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde la Vu y la VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno; y

en donde al menos dos de los polinucledtidos difieren entre si codificando polipéptidos que comprenden una o mas
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CDR diferentes en las regiones variables Vu y/o Vi, y en donde los polipéptidos son solubles en condiciones
reductoras, que no son suficientes para la oxidacion de grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos
para la formacion de enlaces disulfuro.

5. Un polipéptido aislado y/o recombinante que comprende:

i) una regién variable de cadena pesada de anticuerpo (VH) que comprende una regiéon de armazon que es al
menos el 95 % idéntica a la region de armazén de IGHV3-23 tal como se establece en la SEQ ID NO: 3; y

i) una region variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) que comprende una regién de armazén que es al
menos el 95 % idéntica a la regidon de armazon de uno cualquiera de IGLV1-40 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 18), IGLV1-44 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 21), IGLV1-47 (tal como se establece en la SEQ
ID NO: 24), IGLV3-1 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 6), IGLV3-19 (tal como se establece en la SEQ ID
NO: 27), IGLV6-57 (tal como se establece en la SEQ ID NO: 12); en donde el Vi y el VL son capaces de formar
un sitio de unién a antigeno, y

en donde el polipéptido es soluble en condiciones reductoras, que no son suficientes para la oxidacién de los grupos
sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos para la formacién de enlaces disulfuro.

6. El polipéptido de la reivindicacion 5, que es un fragmento variable (Fv) y/o en donde el polipéptido es un scFv y el
Vi y el VL estan unidos entre si mediante un enlazador peptidico.

7. El polipéptido de la reivindicaciéon 5, que es un fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab'), un scFv,
un diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo o un complejo polipeptidico de mayor orden.

8. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, que es soluble y capaz de formar de manera estable
un sitio de unién a antigeno cuando se produce en condiciones reductoras que no son suficientes para la oxidacion
de los grupos sulfhidrilo (-SH) en una proteina y no son permisivos para la formacion de enlaces disulfuro.

9. Un polinucleétido aislado y/o exdgeno que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

10. Un método de seleccion sistematica de un polipéptido que se une a una molécula diana, comprendiendo el
método poner en contacto un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 o la biblioteca de la
reivindicaciéon 1 con la molécula diana, y determinar si el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 se
une a la molécula diana.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde un polinucleétido que codifica el polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 5-8 se expresa en una célula hospedadora o en un sistema de expresion sin célula para producir el
polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde el polinucledtido se expresa en el citoplasma y/o en el periplasma de
una célula hospedadora, y en donde la célula hospedadora es una célula bacteriana, una célula de levadura o una
célula de mamifero.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde la célula hospedadora es una célula bacteriana y el método
comprende:

a) cultivar una célula bacteriana que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de una cualquiera
de las reivindicaciones 5-8, de manera que se produce el polipéptido,

b) permeabilizar la célula bacteriana, en donde el polinucledtido y el polipéptido se mantiene dentro de la célula
bacteriana permeabilizada,

c) poner en contacto la célula bacteriana permeabilizada con la molécula diana de manera que difunda a la célula
bacteriana permeabilizada, y

d) determinar si el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 se une a la molécula diana.

14. Una biblioteca de células hospedadoras que comprende una pluralidad de células hospedadoras que
comprenden un polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde al menos una célula
hospedadora comprende un polipéptido que difiere de un polipéptido presente en otra célula hospedadora en la
biblioteca en la secuencia de aminoacidos presente en una o mas CDR en los dominios variables Vu y/o VL.

15. Una composicion que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, y/o el
polinucledtido de la reivindicacion 9, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Armazdn IGLW3-1::1GHV3-23 con regiones variables de COR3 (SEQ 1D MO: 84)

ATG GOA GACGGT CAGTCT GTG CTG ACT CAG CCA CCC
TCAGTGTCCGTGTCCCCAGGACAGACAGCCAGCATCACCTGCTCTGGAGAT
AAATTGOGGGATAAATATGCTTGCTGGTATCAGCAGAAGCCAGGCCAGTCC
CCTGTGCTGGTCATCTATCAAGATAGCAAGCGGCCCTCAGGGATCCCTGAG
COATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACAGCCACTCTGACCATCAGCGGE
ACCCAGGCTATGGATGAGGUTGACTATTACTGTCAGGCGTGGGAC
NNTNNTNNTGGAGGTNNTNNTNNT
ACTGTGGTGTTCGGCACGGGCACCAAGCTCATCATTTCGTCT
CAGACCGGTGGTTCTGGTGGTGGTIGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCOGGTGGT
GGTGGATCC
GAAGTCCAACTGCTGCGAGTCCGGCGUGTOGCCTOGTGCAGCCAGGTGGCAGC
CTOGCGCCTCGAGCTGCGCCGCATCCOGTTTITACTTTCAGCAGCTACGCGATGT
COTGOGOTGCGCCAGGCACCGLGCAAGGLCCTOGGAGTGOGGTCAGCGCCATC
AGCGGTAGCGGCOGTTCTACGTATTATOCGOACAGCGTCAAGGGCCGTTTC
ACCATCAGCCGTOACAATTCCAAAAACACCCTGTACTTGCAGATGAACAGC
TTGCGTGCGGAAGATACGGCTGTTTACTACTGTGCGAAA
NNTNNTNNTGGANNTNNTNNT
GCCTTTGATATTTGOGOGTCAAGGTACCATGGTTACCGTGAGC AGC

Traduccion (SEQ |D NO: 85)

MEDEQSVLTOPPSVESVS PGOTAS I TOSGUE LG DK Y ACHYOOK PGOSPVLVIYODSKR PEG

AFDIWGRGETMVIVEE

Figura 8
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Figura 10
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clones o mAG1-FLAG-His
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Figura 11
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Campo claro mAG1 Fusionado

Perlas +
amAG1

Perlas +

lisado de
mAG1

Perlas +
amAG1 +
lisado de Arg

Perlas +

amAG1 +
lisado de MAG1

Figura 12
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Experimento de despegue de amAG1

St
i

1 - Lisado de ceélulas completas con mAG1 limpia
2 - Perlas + mAG1 "sucia"

3 - Perlas + GFP

4 - Perlas + amAG1

5 - Perlas + amAG1 + Lisado completo de Arg

6 - Perlas + amAG1 (C1) + mAG1

7 - Perlas + amAG1 (C4) + mAG1

Figura 13
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Presentacion lambdoide de mAG1 - FACs

Citdmetro

A-EEL HEDR

Células clasificadas por FACs
mAG1 Gel Red Fusionado

Figura 14
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