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Descripcion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar ligandos de doble
especificidad que comprenden una primera regibn de dominio variable (nico de
inmunoglobulina que se une a un primer antigeno o epitopo, y una segunda regiéon de dominio
variable Unico de inmunoglobulina complementaria que se une a un segundo antigeno o
epitopo. También se describen los ligandos de doble especificidad y sus usos.

Introduccion

El dominio de unién al antigeno de un anticuerpo comprende dos regiones separadas:
un dominio variable de cadena pesada (Vy) y un dominio variable de cadena ligera (V.: que
puede ser V. o V,;). El propio sitio de uniéon al antigeno estd formado por 6 bucles
polipeptidicos: 3 de dominio Vy (H1, H2 y H3) y 3 de dominio V_ (L1, L2 y L3). Mediante la
reordenacién combinatoria de segmentos de genes se produce un repertorio principal diverso
de genes de V que codifican los dominios Vy y V.. El gen de Vy se produce por recombinacién
de 3 segmentos de genes, Vy, D y Ju. En los seres humanos hay aproximadamente 51
segmentos Vy funcionales (Cook y Tomlinson (1995) Immunol. Today, 16: 237), 25 segmentos
D funcionales (Corbett y col. (1997) J. Mol. Biol., 268: 69) y 6 segmentos Jy funcionales
(Ravetch y col. (1981) Cell, 27: 583), dependiendo del halotipo. El segmento Vy codifica la
region de la cadena de polipéptido que forma el primer y segundo bucles de unién al antigeno
del dominio V4 (H1 y H2), mientras que los segmentos Vy, D y Jy se combinan para formar el
tercer bucle de unién al antigeno del dominio Vy (H3). El gen de V. se produce por la
recombinacién de solo dos segmentos de genes, V. y J.. En los seres humanos, hay
aproximadamente 40 segmentos Vi funcionales (Schable y Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-
Seyler, 374: 1001), 31 segmentos V; funcionales (Williams y col. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220;
Kawasaki y col. (1997) Genome Res., 7: 250), 5 segmentos J, funcionales (Hieter y col. (1982)
J. Biol. Chem., 257: 1516) y 4 segmentos J, funcionales (Vasicek y Leder (1990) J. Exp. Med.,
172: 609), dependiendo del halotipo. El segmento V|, codifica la region de la cadena de
polipéptido que forma el primer y segundo bucles de union al antigeno del dominio V_ (L1 y
L2), mientras que los segmentos V| y J. se combinan para formar el tercer bucle de unién al
antigeno del dominio V| (L3). Se cree que los anticuerpos seleccionados de este repertorio
principal son suficientemente diversos para unirse a practicamente todos los antigenos con
una afinidad al menos moderada. Los anticuerpos de alta afinidad se producen por
“maduracion de afinidad” de genes reordenados, en los que se generan mutaciones puntuales
y son seleccionadas por el sistema inmunitario basandose en la unién mejorada.

El analisis de las estructuras y secuencias de anticuerpos ha mostrado que 5 de los 6
bucles de unién al antigeno (H1, H2, L1, L2, L3) tienen un namero limitado de conformaciones
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de la cadena principal o estructuras canoénicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901;
Chothia y col. (1989) Nature, 342: 877). Las conformaciones de la cadena principal se
determinan por (i) la longitud del bucle de unién al antigeno, y (ii) restos particulares, o tipos de
restos, en determinadas posiciones clave en el bucle de unién al antigeno y el marco
conservado del anticuerpo. El andlisis de las longitudes de los bucles y los restos clave ha
permitido a los autores de la invencion predecir las conformaciones de las cadenas principales
de H1, H2, L1, L2 y L3 codificadas por la mayoria de las secuencias de anticuerpos humanos
(Chothia y col. (1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y col. (1995) EMBO J., 14: 4628;
Williams y col. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220). Aunque la regién H3 es mucho mas diversa en
términos de secuencia, longitud y estructura (debido al uso de segmentos D), también forma
un numero limitado de confirmaciones de la cadena principal para longitudes de bucle cortas
que dependen de la longitud y la presencia de restos particulares, o de tipos de restos, en
posiciones clave en el bucle y el marco conservado del anticuerpo (Martin y col. (1996) J. Mol.
Biol., 263: 800; Shirai y col. (1996) FEBS Letters, 399: 1.

Se conocen en la técnica anticuerpos biespecificos que comprenden parejas
complementarias de las regiones VH y VL. Estos anticuerpos biespecificos deben comprender
dos parejas de VH y VL, uniéndose cada pareja de VH/VL a un solo antigeno o epitopo. Los
procedimientos descritos implican hibridomas hibridos (Milstein y Cuello AC, Nature 305:537-
40), minianticuerpos (Hu y col., (1996) Cancer Res 56:3055-3061), fragmentos bivalentes
(Holliger y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448; documento WO 94/13804),
anticuerpos recombinantes quelantes (CRAbs; (Neri y col., (1995) J. Mol. Biol. 246, 367-373),
biscFv (p. ej., Atwell y col., (1996) Mol. Immunol. 33, 1301-1312), anticuerpos estabilizados de
"boton en ojal" (Carter y col., (1997) Protein Sci. 6, 781-788). En cada caso, cada especie de
anticuerpo comprende dos sitios de uniéon al antigeno, cada uno formado por una pareja
complementaria de dominios VH y VL. De esta forma, cada anticuerpo se puede unir a dos
antigenos o epitopos diferentes al mismo tiempo, con la unién a cada antigeno o epitopo
mediada por un dominio VH y su complementario VL. Cada una de estas técnicas presenta
sus desventajas particulares; por ejemplo, en el caso de los hibridomas hibridos, las parejas
VH/VL inactivas pueden reducir mucho la fraccién de IgG biespecifica. Ademas, la mayoria de
los procedimientos biespecificos se basan en la asociacién de diferentes parejas VH/VL o la
asociacion de cadenas de VH y VL para recrear los dos sitios de union de VH/VL diferentes.
Por lo tanto es imposible controlar la relacion de sitios de unién a cada antigeno o epitopo en
la molécula ensamblada y por lo tanto, muchas de las moléculas ensambladas se uniran a un
antigeno o epitopo pero no al otro. En algunos casos ha sido posible disefar las cadenas
pesada o ligera en las interfases de subunidades (Carter y col., 1997) con el fin de mejorar el
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namero de moléculas que tienen sitios de unidbn a ambos antigenos o epitopos, pero esto
nunca da como resultado todas las moléculas que tienen unién a ambos antigenos o epitopos.

Existen algunas pruebas de que se pueden incorporar dos especificidades de unién de
anticuerpos en el mismo sitio de unidén, pero esto generalmente representa dos o mas
especificidades que corresponden a antigenos o epitopos estructuralmente relacionados, o a
anticuerpos que tienen reactividad cruzada amplia. Por ejemplo, se han descrito anticuerpos
de reactividad cruzada, normalmente cuando los dos antigenos tienen secuencia y estructura
relacionadas, tales como la lisozima de clara de huevo de gallina y la lisozima de pavo
(McCafferty y col., documento WO 92/01047) o el hapteno libre y el hapteno conjugado con
vehiculo (Griffiths AD y col. EMBO J. 1994 13:14 3245-60). En un ejemplo adicional, el
documento WO 02/02773 (Abbott Laboratories), publicado después de la fecha de prioridad de
la presente solicitud, describe moléculas de anticuerpo con “especificidad doble”. Las
moléculas de anticuerpo a las que se hace referencia son anticuerpos preparados o
seleccionados contra antigenos multiples, de modo que su especificidad se extiende mas que
un solo antigeno. Cada pareja complementaria Vy/V, en los anticuerpos del documento WO
02/02773 especifica una sola especificidad de union para dos o mas antigenos
estructuralmente relacionados; los dominios Vy y V. en dichas parejas complementarias no
tienen cada una, una especificidad separada. Por lo tanto, los anticuerpos tienen una extensa
especificidad Unica que abarca dos antigenos, que estan estructuralmente relacionados.
Ademas, se ha descrito que los autoanticuerpos naturales son polirreactivos (Casali y Notkins,
Ann. Rev. Immunol. 7, 515-531), reaccionando con al menos dos (normalmente mas)
antigenos o epitopos diferentes que no estan estructuralmente relacionados. También se ha
mostrado que las selecciones de repertorios de péptidos aleatorios usando la tecnologia de
presentacion en fagos de un anticuerpo monoclonal, identificara una variedad de secuencias
de péptidos que se ajustan al sitio de unién al antigeno. Algunas de las secuencias estan muy
relacionadas, ajustandose a una secuencia consenso, mientras que otras son muy diferentes y
se han denominado mimotopos (Lane y Stephen, Current Opinion in Immunology, 1993, 5,
268-271). Por lo tanto, esta claro que el sitio de unién de un anticuerpo, que comprende los
dominios VH y VL asociados y complementarios, tiene el potencial de unirse a muchos
antigenos diferentes de un gran universo de antigenos conocidos. Estd menos claro cémo
crear un sitio de unibn a dos antigenos dados, en particular a aquellos que no estan
estructuralmente relacionados.

Se ha sugerido que los procedimientos de disefio de proteinas pueden tener un apoyo
en esto. Por ejemplo, también se ha propuesto que se podria crear un anticuerpo catalitico con
una actividad de unién a un ion metalico a través de un dominio variable, y a un hapteno
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(sustrato) a través de contactos con el ion metalico y un dominio variable complementario
(Barbas y col., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci USA 90, 6385-6389). Sin embargo, en este caso, se
propone que la unién y la catalisis del sustrato (primer antigeno) requiera la unién al ion
metalico (segundo antigeno). Por lo tanto, la unién a la pareja VH/VL se refiere a un solo
antigeno pero multicomponente.

Se han descrito procedimientos para la creacion de anticuerpos biespecificos a partir
de dominios Unicos de cadena pesada de anticuerpo de camello en los que se crean contactos
de unién para un antigeno en un dominio variable, y para un segundo antigeno en un segundo
dominio variable. Sin embargo, los dominios variables no eran complementarios. Por lo tanto,
se selecciona un primer dominio variable de cadena pesada contra un primer antigeno, y un
segundo dominio variable de cadena pesada contra un segundo antigeno, y después ambos
dominios se conectan entre si en la misma cadena para dar un fragmento de anticuerpo
biespecifico (Conrath y col., J. Biol. Chem. 270, 27589-27594). Sin embargo, los dominios
Unicos de cadena pesada de camello son raros en cuanto que derivan de anticuerpos de
camello naturales que no tienen cadenas ligeras, y realmente los dominios Unicos de cadena
pesada no se pueden asociar con cadenas ligeras de camello para formar parejas de VHy VL
complementarias.

También se han descrito dominios variables unicos de cadena pesada, derivados de
anticuerpos naturales que normalmente se asocian con cadenas ligeras (de anticuerpos
monoclonales o de repertorios de dominios, documentos EP-A-0368684). Se ha sugerido
hacer fragmentos de anticuerpos biespecificos por unién entre si de dominios variables de
cadena pesada de diferente especificidad (como se ha descrito antes). La desventaja de este
procedimiento es que los dominios variables de anticuerpo aislados pueden tener una interfase
hidréfoba que normalmente crea interacciones con la cadena ligera y estd expuesta al
disolvente y puede ser “pegajosa” dejando al dominio Unico unirse a superficies hidréfobas.
Ademas, en este caso los dominios variables de cadena pesada no estarian asociados con
dominios variables de cadena ligera complementarios y por lo tanto pueden ser menos
estables y desplegarse facilmente (Worn y Pluckthun, 1998 Biochemistry 37, 13120-7).

Resumen de la invencion

Los autores de la invencion se dieron cuenta de que es conveniente preparar
anticuerpos biespecificos en los que la unién de un primer antigeno o epitopo no facilite
necesariamente la unién de un segundo antigeno o epitopo. También se dieron cuenta de que
la solucidn esta en crear contactos de unién para el primer antigeno o epitopo en un dominio
variable, y contactos de unién para el segundo antigeno o epitopo en otro dominio variable,
seleccionandose los dominios de modo que sean mutuamente complementarios, y que se
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pueden obtener mas ventajas significativas frente a los anticuerpos biespecificos de la técnica
anterior, al poner juntos dominios variables Unicos complementarios de diferentes
especificidades; por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada que se une a un primer
antigeno o epitopo con un dominio variable de cadena ligera que se une a un segundo
antigeno o epitopo. Por lo tanto cada pareja VH/VL tiene dos especificidades de union. Estas
combinaciones de dominios se denominan ligandos de “doble especificidad”.

Los autores de la invencién han encontrado que el uso de dominios variables
complementarios permite empaquetarse juntas las dos superficies de los dominios y
secuestrarlas del disolvente. Ademas, los dominios complementarios pueden estabilizarse
entre si. Ademas, permite la creacién de anticuerpos IgG de doble especificidad sin las
desventajas de los hibridomas hibridos previamente discutidos, o la necesidad de disenar
cadenas pesadas o ligeras en las interfases de de las subunidades. Los ligandos de doble
especificidad de la presente invencion tienen al menos una pareja VH/VL. Una IgG biespecifica
segun esta invencién comprendera, por lo tanto, dos de dichas parejas, una pareja en cada
brazo de la molécula en forma de Y. Por lo tanto, a diferencia de los anticuerpos biespecificos
o fragmentos bivalentes convencionales en los que la relacion de cadenas usada es
determinante en el éxito de su preparacidén y conduce a dificultades practicas, los ligandos de
doble especificidad de la invencion no tienen problemas de equilibrio de cadenas. El
desequilibrio de las cadenas en los anticuerpos biespecificos convencionales es resultado de
la asociacion de dos cadenas VL diferentes con dos cadenas VH diferentes, en las que la
cadena VL 1 junto con la cadena VH 1 puede unirse al antigeno o epitopo 1 y la cadena VL 2
junto con la cadena VH2 puede unirse al antigeno o epitopo 1 y las dos parejas correctas
estan de alguna forma unidas entre si. Por lo tanto, solo cuando la cadena VL 1 se empareja
con la cadena VH 1 y la cadena VL 2 se empareja con la cadena VH2 en una sola molécula,
se crea la biespecificidad. Dichas moléculas biespecificas se pueden crear de dos formas
diferentes. Primero, se pueden crear por asociacion de dos parejas VH/VL existentes que se
une cada una a un antigeno o epitopo diferente (por ejemplo, en una IgG biespecifica). En este
caso, las parejas VH/VL deben juntarse con una relacién 1:1 con el fin de crear una poblacion
de moléculas todas las cuales sean biespecificas. Esto no ocurre nunca (incluso cuando el
dominio CH complementario se potencia mediante manipulacion por “botén en ojal”)
conduciendo a una mezcla de moléculas biespecificas y moléculas que solo pueden unirse a
un antigeno o epitopo pero no al otro. La segunda forma de crear un anticuerpo biespecifico es
por la asociacion simultanea de dos cadenas VH diferentes con dos cadenas VL diferentes
(por ejemplo en un fragmento divalente biespecifico). En este caso, aunque tiende a haber una
preferencia por que la cadena VL 1 empareje con la cadena VH 1 y la cadena VL 2 empareje
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6
con la cadena VH 2 (lo cual se puede potenciar por manipulacién por “botén en ojal” de los
dominios VL y VH), este emparejamiento no se logra nunca en todas las moléculas,
conduciendo a una formulacién mixta por lo que se producen emparejamientos incorrectos que
no son capaces de unirse ni al antigeno ni al epitopo.

Los anticuerpos biespecificos construidos segun el procedimiento del ligando de doble
especificidad segun la presente invencidn, superan todos estos problemas porque la unién al
antigeno o epitopo 1 reside en el dominio VH o VL y la unién al antigeno o epitopo 2 reside en
el dominio VL o VH complementario, respectivamente. Puesto que los dominios VH y VL se
emparejan en una base 1:1, todos las parejas VH/VL seran biespecificas y por lo tanto todos
los formatos construidos usando estas parejas VH/VL (Fv, scFv, Fab, minianticuerpos, 1g9G,
etc.) tendran actividad 100% biespecifica.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento
para producir un ligando de doble especificidad que comprende un primer dominio variable
Unico de inmunoglobulina que tiene una primera especificidad de uniéon y un dominio variable
Unico de inmunoglobulina complementario que tiene una segunda especificidad de unién, en el
qgue los dominios variable se unen a sus respectivos antigenos o epitopos simultaneamente,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) seleccionar un primer dominio variable por su capacidad para unirse a un primer
epitopo,

(b) seleccionar una segunda regidn variable por su capacidad para unirse a un segundo
epitopo,

(c) combinar las regiones variables; y

(d) seleccionar el ligando de doble especificidad por su capacidad para unirse a dichos
primer y segundo epitopos.

En el contexto de la presente invencion, se entiende que el primer y segundo “epitopos”
son epitopos que no son iguales y no estan unidos por un solo ligando monoespecifico.
Pueden estar en diferentes antigenos o en el mismo antigeno, pero separados por una
distancia suficiente de modo que no formen una sola entidad que podria unirse a una sola
pareja de unién Vy/V,. monoespecifica de un anticuerpo convencional. Experimentalmente, si
los dos dominios variables individuales en forma de anticuerpo de una cadena (anticuerpos de
un dominio o dAb) compiten por separado por un ligando V/V_. monoespecifico contra dos
epitopos, entonces estos dos epitopos no estan suficientemente separados para considerarse
epitopos separados segun la presente invencion.

Los ligandos de doble especificidad de la invencién no incluyen los ligandos descritos
en el documento WO 02/02773. Por lo tanto, los ligandos de la presente invencion no



10

15

20

25

30

35

ES 2348 602 T3

7
comprenden parejas Vy/V. complementarias que se unen a uno cualquier 0 mas antigenos o
epitopos de forma cooperativa. En su lugar, los ligandos segun la invencién comprenden una
pareja Vy/V. complementaria, en la que los dominios V tienen diferentes especificidades.

Ademas, los ligandos segun la invencion comprenden parejas complementarias Vy/V,
que tienen diferentes especificidades para epitopos o antigenos estructuralmente no
relacionados. Los epitopos o antigenos estructuralmente relacionados son epitopos o
antigenos que tienen suficiente similitud estructural para unirse a una pareja complementaria
Vy/V. convencional que actua de una forma cooperativa para unir un antigeno o epitopo; en el
caso de epitopos estructuralmente relacionados, los epitopos son suficientemente similares en
estructura de modo que “encajan” en el mismo bolsillo de unién formado en el sitio de unién al
antigeno del dimero Vy/V,.

En una realizacion preferida de la invencion, se puede seleccionar cada dominio
variable Unico para la unién a su antigeno o epitopo objetivo en ausencia de una regién
variable complementaria. En una realizacion alternativa, los dominios variables Unicos se
pueden seleccionar para la unién a su antigeno o epitopo objetivo en presencia de una region
variable complementaria. Asi, el primer dominio variable Unico se puede seleccionar en
presencia de un tercer dominio variable complementario, y el segundo dominio variable se
puede seleccionar en presencia de un cuarto dominio variable complementario. En este caso
la actividad de union del primer (o segundo) dominio variable puede no ser evidente excepto
en presencia del tercer (o cuarto) dominio variable complementario. El tercer o cuarto dominio
variable complementario puede ser el dominio variable cognado natural que tiene la misma
especificidad que el dominio Unico que se esta analizando, o un dominio complementario no
afin, tal como un dominio variable “simulado”.

Ventajosamente, los dominios variables Unicos se obtienen de anticuerpos
seleccionados por la actividad de unién contra diferentes antigenos o epitopos.

Preferiblemente, el ligando de doble especificidad de la invencion comprende solo 2
dominios variables complementarios, aunque algunos de dichos ligandos se pueden incorporar
juntos en la misma proteina, por ejemplo, dos de dichos ligandos se pueden incorporar en una
IgG o una inmunoglobulina multimérica, tal como IgM. Alternativamente, en otra realizacion se
combina una pluralidad de ligandos de doble especificidad para formar un multimero. Por
ejemplo, se combinan dos ligandos de doble especificidad diferentes para crear una molécula
tetraespecifica.

Los ligandos de doble especificidad se pueden combinar en estructuras multiligando
que no son inmunoglobulinas, para formar complejos multivalentes que unen moléculas
objetivo con mayor avidez. En un ejemplo de dichos multimeros, las regiones V unen
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diferentes epitopos en el mismo antigeno, proporcionando de esta forma una avidez superior.
En una realizacion, se pueden construir complejos multivalentes en proteinas armazén, como
se describe en el documento WO0069907 (Medical Research Council), que se basan por
ejemplo, en la estructura de anillo de la proteina GroEL bacteriana o en otros polipéptidos
carabina.

El experto en la materia observara que las regiones variables ligera y pesada del
ligando de doble especificidad producido segun el procedimiento de la presente invencion,
pueden estar en la misma cadena de polipéptido, o alternativamente, en diferentes cadenas de
polipéptido. En el caso de que las regiones variables estén en diferentes cadenas de
polipéptido, entonces pueden estar unidas por un conector, en general un conector flexible (tal
como una cadena de polipéptido), un grupo de conexidon quimico, o0 cualquier otro
procedimiento conocido en la materia.

El primer y el segundo dominios de unién al antigeno pueden estar asociados de forma
covalente o no covalente. En el caso de que los dominios estén asociados de forma covalente,
entonces la asociacion puede estar mediada, por ejemplo, por enlaces disulfuro.

El primer y el segundo antigeno o epitopos son diferentes. Pueden ser, o pueden ser
parte de, polipéptidos, proteinas o acidos nucleicos, que pueden ser naturales o sintéticos. Un
experto en la materia apreciard que la eleccidén es grande y variada. Pueden ser, por ejemplo,
proteinas animales o humanas, citocinas, receptores de citocinas, cofactores enzimaticos para
enzimas o proteinas de union a ADN. Las citocinas y factores de crecimiento adecuados
incluyen, pero sin limitar: ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, receptor de EGF,
ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, FGF-acido, FGF-basico, factor de crecimiento de
fibroblastos-10 (30), ligando FLT3, fractalcina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF, GF-p1,
insulina, IFN-y, IGF-I, IGF-II, IL- 1o, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 aa), IL-8 (77
aa), IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL- 16, IL-17, IL-18 (IGIF), inhibina a, inhibina B, IP-
10, factor de crecimiento de queratinocitos-2 (KGF-2), KGF, leptina, LIF, linfotactina, sustancia
inhibidora mulleriana, factor inhibidor de colonias de monocitos, proteina atractora de
monocitos (30, véase antes), M-CSF, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MCP-1 (MCAF), MCP-2,
MCP-3, MCP-4, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MIG, MIP-1a, MIP-1B, MIP-3a, MIP-33, MIP-4,
factor inhibidor de progenitores mieloides-1 (MPIF-1), NAP-2, neurturina, factor de crecimiento,
B-NGF, NT-3, NT-4, oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDF1q,
SDF1B, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TNF-B, TNF-B2, TGF-B3,
factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B, receptor de TNF I, receptor de TNF II, TNIL-1,
TPO, VEGF, receptor de VEGF 1, receptor de VEGF 2, receptor de VEGF 3, GCP-2,
GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCC1, 1-309, HER 1, HER 2, HER 3 y HER 4. Los receptores de
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citocinas incluyen receptores para las citocinas anteriores. Se observara que esta lista no es
de ningun modo exhaustiva. Cuando los ligandos de doble especificidad se unen a dos
epitopos (en el mismo o diferentes antigenos), el o los antigenos se pueden seleccionar de
esta lista.

En una realizacion de la invencion, los dominios variables se obtienen de un anticuerpo
dirigido contra el primer y/o segundo antigeno o epitopo. En una realizacion preferida, los
dominios variables se obtienen de un repertorio de dominios variables Unicos de anticuerpo.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un ligando de doble
especificidad segun la reivindicacion 1.

Ventajosamente, el ligando de doble especificidad segun el segundo aspecto de la
invencién se obtiene por el procedimiento del primer aspecto de la invencion.

En una realizacion, el ligando comprende un dominio variable Unico de cadena pesada
de un anticuerpo y un dominio variable Unico de cadena ligera complementario de un
anticuerpo, de modo que las dos regiones son capaces de asociarse para formar una pareja
de Vy/V. complementaria.

Un ligando de doble especificidad de esta naturaleza permite que las dos superficies de
regiones variables complementarias se empaqueten entre si y sean secuestradas del
disolvente, y ayuda a que se estabilicen entre si.

Ventajosamente, el ligando de doble especificidad puede comprender un primer
dominio capaz de unirse a una molécula objetivo y un segundo dominio capaz de unirse a una
molécula o grupo que prolonga la semivida del ligando. Por ejemplo, la molécula o grupo
puede ser un agente de volumen, tal como HSA o una proteina de la matriz celular.

Asi, por ejemplo, un ligando de doble especificidad se mantiene en la circulacion en el
torrente sanguineo de un sujeto mediante una molécula de volumen tal como HSA. Cuando se
encuentra una molécula objetivo, la competencia entre los dominios de unién del ligando de
doble especificidad da como resultado el desplazamiento del HSA y la union del objetivo.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona una o mas moléculas de &cido
nucleico que codifican al menos un ligando de doble especificidad como se define en el
presente documento. El ligando de doble especificidad puede ser codificado por una sola
molécula de &acido nucleico; alternativamente, cada dominio complementario puede ser
codificado por una molécula de acido nucleico separada. Cuando el ligando es codificado por
una sola molécula de &cido nucleico, los dominios complementarios pueden ser expresados
como un polipéptido de fusidn, en forma de una molécula scFV, o pueden ser expresados por
separado y posteriormente unidos entre si, por ejemplo usando agentes de unién quimicos.
Los ligandos expresados por &cidos nucleicos distintos se unirdn entre si por medios



10

15

20

25

30

35

ES 2348 602 T3

10
adecuados.

El acido nucleico puede codificar ademas una secuencia senal para exportar los
polipéptidos desde una célula huésped tras la expresion y se pueden fusionar con un
componente de superficie de una particula bacteriéfaga filamentosa (u otro componente de un
sistema de presentacion de seleccidn) tras la expresion.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un vector que comprende el
acido nucleico segun la presente invencion.

En un aspecto adicional mas, la presente invencion proporciona una célula huésped
transfectada con un vector segun la presente invencion.

La expresién a partir de dicho vector se puede configurar para producir, por ejemplo, en
la superficie de una particula bacteriéfaga, dominios variables para la seleccion. Esto permite
la seleccion de regiones variables presentadas y por lo tanto la seleccidén de “ligandos de doble
especificidad”, usando el procedimiento de la presente invencion.

Se describe un kit que comprende al menos un ligando de doble especificidad segun la
presente invencion.

Los ligandos de doble especificidad segun la presente invencién, comprenden
combinaciones de dominios de cadena ligera y pesada. Por ejemplo, el ligando de doble
especificidad puede comprender un dominio Vi y un dominio V|, que pueden unirse entre si en
forma de un scFv. Ademas, los ligandos pueden comprender uno o0 mas dominios Cy 0 C,. Por
ejemplo, los ligandos pueden comprender un dominio C41, C42 0 dominio C3, y/0 un dominio
C., dominios C,1, C,2, C,3 o C,4, o cualquier combinacion de los mismos. También se puede
incluir un dominio de regién bisagra. Dichas combinaciones de dominios pueden imitar, por
ejemplo, anticuerpos naturales, tales como IgG o IgM, o fragmentos de los mismos tales como
moléculas Fv, scFv, Fab o F(ab’),. Se contemplan otras estructuras, tales como un solo brazo
de una molécula de IgG que comprende dominios Vy, V., Cy41y C,.

En una realizacion preferida de la invencién, las regiones variables se seleccionan de
un repertorio de genes de dominio V Unico. En general, el repertorio de dominios Unicos de
anticuerpos se presenta en la superficie de bacteriéfagos filamentosos. En una realizacion
preferida, cada dominio Unico de anticuerpo se selecciona por la uniéon de un repertorio en
fagos al antigeno.

Ademas, la presente invencidn proporciona un procedimiento para el tratamiento de
enfermedades usando un “ligando de doble especificidad” o una composicién segun la
presente invencion.

En una realizacion preferida de la invencion la enfermedad es el cancer. Por ejemplo,
se puede usar un ligando de doble especificidad “puente” para reclutar células T citotoxicos
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contra un marcador de cancer, o para unir dos antigenos o epitopos diferentes en la superficie
de una célula de cancer, aumentado asi la afinidad o especificidad de la union a la superficie
de la célula. Para una IgG completa compuesta de ligandos de doble especificidad puente, el
anticuerpo sera capaz de unirse a cuatro moléculas de antigeno o cuatro epitopos diferentes.
Alternativamente, si la uniéon de un antigeno o epitopo desplaza al otro, dichos anticuerpo se
pueden usar para liberar un farmaco en la unién de un marcador de superficie e células de
cancer. Cuando el anticuerpo de doble especificidad es al menos divalente, tal como una IgG
de doble especificidad, pueden suministrarse efectores multiples a la misma célula, tal como
un farmaco antitumoral y un marcador de linfocitos T citotéxicos.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un procedimiento para el
diagnostico, que incluye el diagnéstico de enfermedades, usando un ligando de doble
especificidad, o una composicidn segun la presente invencién. Por lo tanto, en general se
puede explotar la unién de un analito a un ligando de doble especificidad para desplazar a un
agente, lo cual conduce a la generacion de una sefal al producirse el desplazamiento. Por
ejemplo, la unién del analito (segundo antigeno) podria desplazar una enzima (primer
antigeno) unida al anticuerpo proporcionando la base para un inmunoensayo, en especial si la
enzima se mantuviera en el anticuerpo por su sitio activo.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: muestra la diversificacion de VH/HSA en las posiciones H50, H52, H52a, H53,
H55, H56, H58, H95, H96, H97, HI8 (codificados en DVT o NNK respectivamente) que estan
en el sitio de union del antigeno de VH HSA. La secuencia de Vi esta diversificada en las
posiciones L50, L53.

Figura 2: muestra la Biblioteca 1: linea germinal V¢ /DVT Vy, Biblioteca 2: linea germinal
Vik/NNK Vy, Biblioteca 3: linea germinal V/DVT V, Biblioteca 4: linea germinal Vi//NNK Vk en
formato plT2/ScFv. Estas bibliotecas se preseleccionaron para la unién a los ligandos
genéricos proteina A y proteina L, de modo que la mayoria de los clones y bibliotecas
seleccionadas son funcionales. Las bibliotecas se seleccionaron en HSA (primer ciclo) y B-gal
(segundo ciclo), seleccion HSA/B-gal, o en B-gal (primer ciclo) y HSA (segundo ciclo),
seleccion B-gal/HSA. Se amplifica la secuencia de los scFv solubles de estos clones de la
PCR. Se eligié un clon que codificaba un anticuerpo de doble especificidad K8 para el trabajo
posterior.

Figura 3: muestra un alineamiento de cadenas Vy y cadenas V.

Figura 4: muestra la caracterizacion de las propiedades de unién del anticuerpo K8, las
propiedades de unién del anticuerpo K8 se caracterizaron por ELISA de fagos monoclonales,
se encontrd6 que el anticuerpo K8 de doble especificidad se unia a HSA y B-gal, y se
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presentaba en la superficie del fago con sefales de absorbancia mayores de 1,0. No se
detecté reactividad cruzada con otras proteinas.

Figura 5: muestra el ELISA de scFv soluble realizado usando concentraciones
conocidas del fragmento de anticuerpo K8. Se recubrié una placa de 96 pocillos con 100 ug de
HSA, BSA y B-gal 10 ug/ml y 100 ul de proteina A en una concentracién de 1 ug/ml. Se
aplicaron 50 ul de diluciones seriadas del scFv K8 y los fragmentos de anticuerpo unidos se
detectaron con proteina L-HRP. Los resultados de ELISA confirman la naturaleza de doble
especificidad del anticuerpo K8.

Figura 6: muestra las caracteristicas de unién del clon KBV,/VH simulado analizadas
usando ELISA de scFv soluble. La producciéon de los fragmentos de scFv solubles se indujo
mediante IPTG como describen Harrison y col., Methods Enzymol. 1996; 267:83-109 y se
ensay6 directamente el liquido sobrenadante que contenia los scFv. El ELISA de scFv soluble
se lleva a cabo como se describe en el ejemplo 1, y los scFv unidos se detectaron con
Proteina L-HRP. Los resultados del ELISA pusieron de manifiesto que este clon todavia era
capaz de unirse a -gal, mientras que se habia abolido la unién a BSA.

Figura 7: muestra la union de los anticuerpos scFv de doble especificidad dirigidos
contra APS y B-gal y de un anticuerpo scFv de doble especificidad dirigido contra la proteina
BCL10 y B-gal, a sus respectivos antigenos.

Figura 8: muestra las caracteristicas de unién de K8Vy/Vy2/KBVy/Vyd y K8Vi/VC11
usando ELISA de scFv soluble como se describe en el presente documento. Todos los clones
tenian doble especificidad sin ninguna reactividad cruzada con otras proteinas.

Figura 9: muestra las caracteristicas de unién de los clones producidos Vy2sd y Vp4sd
analizadas por ELISA de fago monoclonal. Se produjeron particulas de fago como describieron
Harrison y col. en 1996. Se recubrieron placas de ELISA de 96 pocillos con 100 ug/ml de APS,
BSA, HSA, B-gal, ubiquitina, a-amilasa y miosina con una concentracion de 10 ug/ml en PBS
durante la noche a 4°C. Se sigui6é un protocolo de ELISA estandar usando la deteccion de fago
unido con el conjugado anti-M13-HRP. Los resultados del ELISA demostraron que los
dominios Vy Unicos reconocian especificamente la APS cuando se presentaba en la superficie
del bacteri6fago filamentoso.

Figura 10: muestra el ELISA de Vu2sd y Vu4sd solubles. Se obtienen los mismos
resultados que con el ELISA de fago mostrado en la figura 9, lo que indica que estos dominios
Unicos también pueden reconocer la APS o fragmentos solubles.

Figura 11: muestra la seleccion de los anticuerpos de dominio Vy Unico dirigidos contra
la APS y los anticuerpos de dominio Vi Unico dirigidos contra la B-gal de un repertorio de
dominios Unicos de anticuerpos. Se llevo a cabo el ELISA del dominio Unico soluble como el
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ELISA de scFv soluble descrito en el ejemplo 1 y se detectaron los dominios Unicos Vi y Vy
unidos con Proteina L-HRP y Proteina A-HRP, respectivamente. Se encontr6 que 5 dominios
VH unicos V4A10sd, VyA1sd, V3ASsd, ViC5sd y VC11sd seleccionados de la biblioteca 5 se
unian a la APS y se encontré que un dominio V, unico VKE5SD seleccionado de la biblioteca 6
se unia a la B-gal. Ninguno de los clones tenia reactividad cruzada con la BSA.

Figura 12: muestra la caracterizacién de los anticuerpos scFv de doble especificidad
VKES5/Vy2 y VKES/VL4 dirigidos contra la APS y B-gal. Se llevé a cabo el ELISA de scFv soluble
como se ha descrito en el ejemplo 1, y los scFv unidos se detectaron con Proteina L-HRP. Se
encontré que tanto los clones VKES/Vy2 como VKES/Vi4 tenian especificidad doble. No se
detecté reactividad cruzada con la BSA.

Figura 13: muestra la construccion del vector Vi y el vector VG3. VG se amplificé por
PCR a partir de un clon individual, A4, seleccionado de una biblioteca de Fab usando BK
BACKNOT como un cebador inverso 5 y CKSACFORFL como un cebador 3’ (directo). Se
llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacion de la PCR excepto que se uso la polimerasa Pfu
como enzima. El producto de la PCR se digiri6 con Not/EcoR/ y se ligb en un vector
pHEN14V digerido con NotlEcoRl para crear un vector Cy.

Figura 14: muestra el vector Cy al que se hace referencia en la figura 13.

Figura 15: muestra un fagémido Ck/glll. El gen Il se amplificé por la PCR a partir de un
vector pIT2 usando G3BACKSAC como un cebador 5’ (inverso) y LMB2 como un cebador 3’
(directo). Se llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacién por la PCR como se describe en el
presente documento. El producto de la PCR se digirié con SAC/EcoR/y se ligb en un vector
Cx digerido con Sac// EcoRl.

Figura 16: muestra un vector Cy. El gen de Cy se amplificé por la PCR a partir de un
clon individual A4 seleccionado de una biblioteca de Fab usando CHBACKNOT como un
cebador 5’ (inverso) y CHSACFOR como un cebador 3’ (directo). Se llevaron a cabo 30 ciclos
de amplificacién por la PCR como se describe en el presente documento. El producto de la
PCR se digirié con Not/Bgl/l'y se ligd a un vector PACYC4Vy, digerido con Not/Bgl/l para crear
un vector Cy.

Figura 17: muestra el vector Cy al que se hace referencia en la figura 16.

Figura 18: muestra un ELISA de Fab VE5/V,2 .

Figura 19: muestra los ELISA competitivos de scFv VKE5/V2 y Fab VKE5/V 2.

Descripcion detallada de la invencidn

Definiciones
Complementario. Dos dominios de inmunoglobulina son “complementarios” cuando
pertenecen a familias de estructuras que forman parejas o grupos relacionados o derivan de
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dichas familias y retienen dicha caracteristica. Por ejemplo, un dominio Vi y un dominio V,_ de
un anticuerpo son complementarios; dos dominios Vy no son complementarios; y dos dominios
VL no son complementarios. Se pueden encontrar dominios complementarios en otros
miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas, tales como los dominios V, (0 vy &) del
receptor de células T. En el contexto de la presente invencién, los dominios complementarios
no se unen a una molécula objetivo de forma cooperativa, sino que actiuan
independientemente en diferentes epitopos objetivos que pueden estar en la misma o en
diferentes moléculas.

Inmunoglobulina. Esto se refiere a una familia de polipéptidos que retienen la
caracteristica de plegado de la inmunoglobulina de las moléculas de anticuerpo, que contienen
dos laminas B y, normalmente, un enlace disulfuro conservado. Los miembros de la
superfamilia de inmunoglobulinas estan implicados en muchos aspectos de las interacciones
celulares y no celulares in vivo, incluyendo funciones ampliamente extendidas en el sistema
inmunitario (por ejemplo, anticuerpos, moléculas receptoras de células T y similares),
implicacion en la adhesion celular (por ejemplo, las moléculas de ICAM) y sefalizacion
intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tales como receptor del PDGF). La presente
invencién se puede aplicar a todas las moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas que
tienen dominios complementarios. Preferiblemente, la presente invencion se refiere a
anticuerpos.

Combinar. Los dominios variables complementarios segun la invencion se combinan
para formar un grupo de dominios complementarios; por ejemplo, los dominios V| se combinan
con dominios Vy. Los dominios se pueden combinar en una serie de formas, que implican la
union de los dominios por medios covalentes y no covalentes.

Dominio. Un dominio es una estructura de proteina plegada que retiene su estructura
terciaria independientemente del resto de la proteina. En general, los dominios son
responsables de las propiedades funcionales discretas de las proteinas, y en muchos casos se
pueden anadir, eliminar o transferir a otras proteinas sin pérdida de la funcién del resto de la
proteina y/o del dominio. Por dominio variable Unico de anticuerpo se entiende un dominio de
polipéptido plegado que comprende secuencias caracteristicas de dominios variables del
anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios variables completos del anticuerpo y dominios
variables modificados, en los que, por ejemplo, uno 0 mas bucles se han sustituido por
secuencias que no son caracteristicas de los dominios variables del anticuerpo, o dominios
variables del anticuerpo que se han truncado o comprenden extensiones N o C-terminales, asi
como fragmentos plegados de dominios variables que retienen al menos en parte la actividad
de unién y la especificidad del dominio de longitud completa.
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Repertorio. Una coleccién de variantes diferentes, por ejemplo variantes de
polipéptidos que difieren en su secuencia primaria. Una biblioteca usada en la presente
invencién abarcara un repertorio de polipéptidos que comprende al menos 1000 miembros.

Biblioteca. El término biblioteca se refiere a una mezcla de polipéptidos o acidos
nucleicos heterogéneos. La biblioteca estd compuesta de miembros que tienen una secuencia
Unica de acido nucleico o polipéptido. En este punto, biblioteca es sinbnimo de repertorio. Las
diferencias de secuencia entre miembros de la biblioteca son responsables de la diversidad
presente en la biblioteca. La biblioteca puede tener la forma de una simple mezcla de
polipéptidos o0 &cidos nucleicos, o puede estar en forma de organismos o células, por ejemplo,
bacterias, virus, células de animales o plantas y similares, transformados con una biblioteca de
acidos nucleicos. Preferiblemente, cada organismo o célula individual contiene solo uno o un
namero limitado de miembros de la biblioteca. Ventajosamente, los acidos nucleicos se
incorporan en vectores de expresion, con el fin de permitir la expresion de los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos. Por lo tanto, en un aspecto preferido, una biblioteca
puede tener la forma de una poblacion de organismos huésped, conteniendo cada organismo
una o mas copias de un vector de expresion que contiene que contiene un solo miembro de la
biblioteca en forma de acido nucleico, que se puede expresar para producir el correspondiente
miembro polipéptido. Por lo tanto, la poblacion de organismos huésped tiene el potencial de
codificar un repertorio grande de variantes de polipéptidos genéticamente diversos.

Anticuerpo. Un anticuerpo (por ejemplo, 1gG, IgM, IgA, IgD o IgE) o fragmento (tal
como un Fab, F(Ab’),, Fv unido por disulfuro, Fv unido por disulfuro, scFv, scFv unido por
disulfuro, fragmento bivalente), sea obtenido de cualquier especie que produce naturalmente
un anticuerpo, o sea creado por tecnologia de ADN recombinante; sea aislado de suero,
células B, hibridomas, transfectormas, levadura o bacterias).

Ligando de doble especificidad. Un ligando comprende un primer dominio variable
unico de inmunoglobulina y un segundo dominio variable Unico de inmunoglobulina como se
define en el presente documento, en el que las regiones variables son capaces de unirse a dos
antigenos o dos epitopos diferentes en el mismo antigeno, a los que normalmente no se une
una inmunoglobulina monoespecifica. Por ejemplo, los dos epitopos pueden estar en el mismo
hapteno, pero no son el mismo epitopo, o estar suficientemente adyacentes para unirse un
ligando monoespecifico. Los ligandos de doble especificidad segun la invencion, estan
compuestos de parejas de dominios variables mutuamente complementarios que tienen
diferentes especificidades, y no contienen parejas de dominios variables complementarios que
tengan la misma especificidad.

Antigeno. Un ligando que se une a una pequeia fraccion de miembros de un
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repertorio segun la presente invencién. Puede ser un polipéptido, proteina, acido nucleico u
otra molécula. En general, los ligandos de doble especificidad de la invencion se seleccionan
segun la especificidad objetivo contra un antigeno particular. En el caso de anticuerpos
convencionales y fragmentos de los mismos, el sitio de union del anticuerpo definido por los
bucles variables (L1, L2, L3 y H1, H2, H3) es capaz de unirse al antigeno.

Epitopo. Una unidad de estructura unida convencionalmente por una pareja de Vu/V,
de inmunoglobulina. Los epitopos definen el sitio de unién minimo para un anticuerpo, y por lo
tanto representan el objetivo de especificidad de un anticuerpo. En el caso de un anticuerpo de
dominio Unico, un epitopo representa la unidad de estructura unida por un dominio variable en
forma aislada.

Ligando genérico especifico. Un ligando que se une a todos los miembros de un
repertorio. En general, no unido por el sitio de unién al antigeno como se ha definido antes.
Los ejemplos incluyen la proteina Ay proteina L.

Seleccion. Obtenida por cribado u obtenida por un procedimiento de seleccion
Darwiniano, en el que las interacciones de unién se hacen entre un dominio y el antigeno o
epitopo, o entre un anticuerpo y un antigeno o epitopo. Por lo tanto, se puede seleccionar un
primer dominio variable para la unién a un antigeno o epitopo en presencia o en ausencia de
un dominio variable complementario.

Marco conservado universal. Una secuencia de regién de armazén Unica de
anticuerpo que corresponde a las regiones de un anticuerpo de secuencia conservada como
define Kabat ("Sequences of Proteins of Immunological Interest", US Department of Health and
Human Services) o que corresponde al repertorio de inmunoglobulinas de linea germinal
humana como definen Chothia y Lesk, (1987) J. Mol. Biol. 196: 910-917. La invencion
proporciona el uso de un marco conservado Unico, o0 un conjunto de dichos marcos
conservados, que se ha encontrado que permiten la obtencién de casi cualquier especificidad
de unidn por variacién solo en las regiones hipervariables.

Descripcion detallada de la invencidn

Salvo que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en
el presente documento tienen el mismo significado que entiende normalmente el experto en la
materia (p. €j., en cultivo celular, genética molecular, quimica de acidos nucleicos, técnicas de
hibridacion y bioquimica). Se usan técnicas estandar para los procedimientos moleculares,
genéticos y bioquimicos (véase en general, Sambrook y col., “Molecular Cloning: A Laboratory
Manual”, 2d ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y
Ausubel y col., “Short Protocols in Molecular Biology” (1999), 42 Ed., John Wiley & Sons, Inc.,
gue se incorporan en el presente documento por referencia) y procedimientos quimicos.
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Los ligandos de doble especificidad segun la invencién, se pueden preparar segun
técnicas previamente establecidas, usadas en el campo de la ingenieria de anticuerpos para
preparar anticuerpos scFv, “fago” y otras moléculas de anticuerpo modificadas por ingenieria.
Las técnicas para la preparacion de anticuerpos, y en particular de anticuerpos biespecificos,
se describen por ejemplo en las siguientes revisiones y las referencias citadas en las mismas:
Winter & Milstein, (1991) Nature 349:293-299; Plueckthun (1992) Immunological Reviews
130:151-188; Wright y col., (1992) Crti. Rev. Immunol. 12:125-168; Holliger, P. y Winter, G.
(1993) Curr. Op. Biotechn. 4, 446-449; Carter, y col. (1995) J. Hematother. 4, 463-470;
Chester, K.A. & Hawkins, R.E. (1995) Trends Biotechn. 13, 294-300; Hoogenboom, H.R (1997)
Nature Biotechnol. 15, 125-126; Fearon, D. (1997) Nature Biotechnol. 15, 618-619; Plickthun,
A. y Pack, P. (1997) Immunotechnology 3, 83-105; Carter, P. y Merchant, A.M. (1997) Curr.
Opin. Biotechnol. S, 449-454; Holliger, P. y Winter, G. (1997) Cancer Immunol. Immunother.
45,128-130.

La invencién como se define en las reivindicaciones proporciona la seleccion de
dominios variables complementarios contra dos antigenos o epitopos diferentes, y la posterior
combinacién de los dominios variables.

Las técnicas usadas para la seleccibn de dominios variables usan bibliotecas y
procedimientos de seleccidn que son conocidos en la materia. Las bibliotecas naturales (Marks
y col. (1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Vaughan y col. (1996) Nature Biotech., 14: 309) que usan
genes de V reordenados recogidos de células B humanas son conocidos para los expertos en
la materia. Las bibliotecas sintéticas (Hoogenboom y Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381;
Barbas y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457; Nissim y col. (1994) EMBO J., 13:
692; Giriffiths y col. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif y col. (1995) J. Mol. Biol., 248: 97) se
preparan por clonacién de genes de V de inmunoglobulina, usando normalmente la PCR. Los
errores en el procedimiento de la PCR pueden conducir a un alto grado de aleatorizacion. Las
bibliotecas de Vy y/o V. se pueden seleccionar contra antigenos diana o epitopos por
separado, en cuyo caso se selecciona directamente para la unién al dominio Unico, o juntos.

Un procedimiento preferido para hacer un ligando de doble especificidad segun la
presente invencién, comprende usar un sistema de seleccion en el que se selecciona en un
repertorio de dominios variables la uniéon a un primer antigeno o epitopo y se selecciona en un
repertorio de dominios variables la unién a un segundo antigeno o epitopo. El primer y
segundo dominios variables seleccionados después se combinan y se selecciona la doble
especificidad para la unién tanto al primero como al segundo antigeno o epitopo.

A. Sistemas de bibliotecas de vectores

Se conoce una variedad de sistemas de seleccion en la técnica que son adecuados
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para usar en la presente invencion. Se describen a continuacién ejemplos de dichos sistemas.

Los sistemas de expresion de bacteriéfagos lambda se pueden cribar directamente
como placas de bacteriéfagos o como colonias de lisbgenos, ambos como se ha descrito
previamente (Huse y col. (1989) Science, 246: 1275; Caton and Koprowski (1990) Proc. Natl.
Acad Sci. U.S.A., 87; Mullinax y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 87: 8095; Persson y
col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88: 2432) y son utiles en la invencién. Aunque dichos
sistemas de expresion se pueden usar para cribar hasta 10° miembros diferentes de una
biblioteca, no son realmente adecuados para cribar cantidades mayores (mas de 10°
miembros).

Tienen utilidad particular en la construccidbn de bibliotecas son los sistemas de
seleccién de presentacién, que permiten que un acido nucleico se una al polipéptido que
expresa. Como se usa en el presente documento, un sistema de seleccién de presentacion es
un sistema que permite la seleccién, por medios de presentacion adecuados, de los miembros
individuales de la biblioteca por unién de los ligandos genéricos y/u objetivos.

Los protocolos de seleccion para aislar los miembros deseados de bibliotecas grandes
son conocidos en la materia, como se ilustra con las técnicas de presentacion en fagos. Dichos
sistemas en los que se presentan secuencias de péptidos diversas en la superficie de
bacteriéfagos filamentosos (Scott y Smith (1990) Science, 249: 386), han demostrado ser Utiles
para crear bibliotecas de fragmentos de anticuerpos (y las secuencias de nucle6tidos que los
codifican) para la seleccion in vitro y amplificacién de fragmentos de anticuerpos especificos
gue unen un antigeno objetivo (McCafferty y col., documento WO 92/01047). Las secuencias
de nucleédtidos que codifican las regiones Vy y V| estan unidas a fragmentos de genes que
codifican sefales lider que los dirigen al espacio periplasmico de E. coliy como resultado, los
fragmentos de anticuerpos resultantes son presentados en la superficie del bacteri6fago,
normalmente como fusiones a proteinas de recubrimiento del bacteri6éfago (p. €j., plll o pVIII).
Alternativamente, se presentan fragmentos de anticuerpos externamente en las capsides de
fago lambda (cuerpos de fagos). Una ventaja de los sistemas de presentacion basados en
fagos es que debido a que son sistemas biolégicos, se pueden amplificar miembros de la
biblioteca seleccionados simplemente haciendo crecer el fago que contiene el miembro de
biblioteca seleccionado en células bacterianas. Ademas, puesto que la secuencia de
nucleétidos que codifica el miembro de la biblioteca de polipéptidos estd contenida en un
vector de fago o fagémido, la secuenciacion, expresién y posterior manipulacion genética son
relativamente directas.

Los procedimientos para la construccion de bibliotecas de presentacion de anticuerpos
en bacteriéfagos y bibliotecas de expresion en fagos lambda son conocidas en la materia
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(McCafferty y col. (1990) Nature, 348: 552; Kang y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88:
4363; Clackson y col. (1991) Nature, 352: 624; Lowman y col. (1991) Biochemistry, 30: 10832;
Burton y col. (1991) Proc. Natl. Acad Sci U.SA., 88: 10134; Hoogenboom y col. (1991) Nucleic
Acids Res., 19: 4133; Chang y col. (1991) J. Immunol., 147: 3610; Breitling y col. (1991) Gene,
104: 147; Marks y col. (1991) véase antes; Barbas y col. (1992) véase antes; Hawkins y Winter
(1992) J. Immunol., 22: 867; Marks y col., 1992, J. Biol. Chem., 267: 16007; Lerner y col.
(1992) Science, 258: 1313, incorporados en el presente documento por referencia).

Un procedimiento particularmente ventajoso ha sido el uso de bibliotecas de scFv en
fagos (Huston y col., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 85: 5879-5883; Chaudhary y col.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 87: 1066-1070; McCafferty y col. (1990) véase antes;
Clackson y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks y col. (1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Chiswell y
col. (1992) Trends Biotech., 10: 80; Marks y col. (1992) J. Biol. Chem., 267). Se han descrito
diferentes realizaciones de bibliotecas de scFv presentadas en proteinas de recubrimiento de
bacteriéfagos. También se conocen modificaciones de los procedimientos de presentacidon en
fagos, por ejemplo como se describe en los documentos WO96/06213 y W0O92/01047 (Medical
Research Council y col.) y WO97/08320 (Morphosys), que se incorporan en el presente
documento por referencia.

Otros sistemas para generar bibliotecas de polipéptidos implican el uso de maquinaria
enzimdtica sin células para la sintesis in vitro de miembros de la biblioteca. En un
procedimiento, se seleccionan moléculas de ARN por ciclos alternados de seleccién frente a
un ligando objetivo y amplificacion por PCR (Tuerk y Gold (1990) Science, 249: 505; Ellington y
Szostak (1990) Nature, 346: 818). Se puede usar una técnica similar para identificar
secuencias de ADN que se unen a un factor de transcripcion humano predeterminado
(Thiesen y Bach (1990) Nucleic Acids Res., 18: 3203; Beaudry y Joyce (1992) Science, 257:
635; documentos W092/052 y WQ092/14843). De una forma similar, se puede usar la
traduccidn in vitro para sintetizar polipéptidos como un procedimiento para generar bibliotecas
grandes. Estos procedimientos que generalmente comprenden complejos de polisoma
estabilizados, se describen ademas en los documentos WO88/08453, WO90/05785,
WO90/07003, WO91/02076, WQO91/05058 y WO92/02536. Sistemas de presentacion
alternativos que no se basan en fagos, tales como los descritos en los documentos
WQ095/22625 y W0O95/11922 (Affymax) usan los polisomas para presentar polipéptidos para la
seleccion.

Otra categoria mas de técnicas implica la seleccion de repertorios en compartimentos
artificiales, que permiten la uniéon de un gen con su producto génico. Por ejemplo, se describe
un sistema de seleccién en el que se pueden seleccionar acidos nucleicos que codifican
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productos génicos deseables en microcapsulas formadas por emulsiones de agua en aceite,
en los documentos W099/02671, WO00/40712 y Tawfik y Giriffiths (1998) Nature Biotechnol.
16(7), 652-6. Se ponen en compartimentos elementos genéticos que codifican un producto
génico que tiene una actividad deseada en microcédpsulas y después se transcriben y/o
traducen para producir sus productos génicos respectivos (ARN o proteina) dentro de las
microcapsulas. Los elementos genéticos que producen el producto génico que tiene la
actividad deseada después se clasifican. Este procedimiento selecciona productos génicos de
interés por deteccion de la actividad deseada mediante una variedad de medios.
B. Construccién de bibliotecas

Las bibliotecas destinadas a la seleccién, se pueden construir usando técnicas
conocidas en la materia, por ejemplo como se ha expuesto antes, o se pueden adquirir de
fuentes comerciales. Las bibliotecas que son utiles en la presente invencion se describen, por
ejemplo, en el documento W099/20749. Una vez que se ha elegido un sistema vector y se
clonan una o mas secuencias de acidos nucleicos que codifican polipéptidos de interés en el
vector de la biblioteca, se puede generar diversidad en las moléculas clonadas llevando a cabo
la mutagénesis antes de la expresion; alternativamente, las proteinas codificadas pueden
expresarse y seleccionarse, como se ha descrito anteriormente, antes de la mutagénesis y se
llevan a cabo ciclos adicionales de seleccion. La mutagénesis de secuencias de acidos
nucleicos que codifican polipéptidos estructuralmente optimizados, se lleva a cabo mediante
procedimientos moleculares estandar. Es particularmente Util la reaccion en cadena de la
polimerasa, o PCR, (Mullis y Faloona (1987) Methods Enzymol., 155: 335, incorporado en el
presente documento por referencia). La PCR que usa mudltiples ciclos de replicaciéon del ADN
catalizados por una ADN polimerasa dependiente de ADN termoestable para amplificar una
secuencia objetivo de interés, es bien conocida en la materia. La construccion de diferentes
bibliotecas de anticuerpos se ha discutido en Winter y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12,
433-55, y referencias citadas en el mismo.

La PCR se realiza usando ADN molde (al menos 1 fg; mas normalmente, 1-1000 ng) y
al menos 25 pmol de cebadores oligonuclettidos; puede ser ventajoso usar una cantidad
mayor de cebador cuando la mezcla de cebadores es muy heterogénea, ya que cada
secuencia esta representada solo por una pequefa fraccién de moléculas de la mezcla, y las
cantidades se convierten en limitantes en los ultimos ciclos de amplificacion. Una mezcla de
reaccion tipica incluye: 2 ul de ADN, 25 pmol de cebador oligonucleétido, 2,5 ul de 10X tampdn
1 de la PCR (Perkin- Elmer, Foster City, CA), 0,4 ul de dNTP 1,25 uM, 0,15 ul (0 2,5 unidades)
de ADN polimerasa Taq (Perkin Elmer, Foster City, CA) y agua desionizada hasta un volumen

total de 25 ul. Se recubre con aceite mineral y la PCR se lleva a cabo usando un ciclador
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térmico programable. La longitud y temperatura de cada etapa de un ciclo de la PCR, asi como
el numero de ciclos, se ajustan segun los requisitos restrictivos vigentes. La temperatura y
tiempo de reasociacién estan determinado ambos por la eficacia con la que se espera que un
cebador se reasocie con un molde y el grado de apareamiento errébneo que se tolere;
obviamente, cuando las moléculas de acido nucleico se amplifican y se hace la mutagénesis
simultaneamente, se requiere el apareamiento erroneo, al menos en el primer ciclo de sintesis.
La capacidad para optimizar las restricciones de las condiciones de reasociacion del cebador
es conocida para el moderadamente experto en la materia. Se usa una temperatura de
reasociacion entre 30°C y 72°C. La desnaturalizacién inicial de las moléculas de molde
normalmente se produce entre 92°C y 99°C durante 4 minutos, seguido de 20-40 ciclos que
consisten en desnaturalizacién (94-99°C durante 15 segundos a 1 minuto), reasociacién
(temperatura determinada como se ha discutido antes; 1-2 minutos), y extension (72°C durante
1-5 minutos, dependiendo de la longitud del producto amplificado). La extension final en
general es 4 minutos a 72°C, y le puede seguir una etapa indefinida (0-24 horas) a 4°C.
C. Combinacion de dominios Unicos complementarios

Los dominios, una vez seleccionados, se pueden combinar por una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo procedimientos covalentes y no
covalentes.

Los procedimientos preferidos incluyen el uso de conectores polipeptidicos, como se
describe, por ejemplo, en relacion con moléculas scFv (Bird y col., (1988) Science 242: 423-
426). Los conectores preferiblemente son flexibles, dejando que los dos dominios Unicos
interaccionen. También se pueden usar los conectores usados en fragmentos bivalentes, que
son menos flexibles (Holliger y col., (1993) PNAS (USA) 90:6444-6448).

Los dominios variables complementarios se pueden combinar usando procedimientos
distintos de los conectores. Por ejemplo, se puede explotar el uso de puentes disulfuro,
proporcionados por restos de cisteina naturales o formados por ingenieria, para estabilizar
dimeros Vy-V, (Reiter y col., (1994) Protein Eng. 7:697-704) o mediante el remodelado de la
interfase entre los dominios variables para mejorar el “ajuste” y asi la estabilidad de la
interaccion (Ridgeway y col., (1996) Protein Eng. 7:617-621; Zhu y col., (1997) Protein Science
6: 781-788).

Se pueden usar otras técnicas para unir o estabilizar dominios variables de
inmunoglobulinas, y en particular dominios Vy y V| de anticuerpos, segun sean adecuadas.

Se contempla que los ligandos de doble especificidad pueden existir en
conformaciones “abierta” o “cerrada” en disolucion. Una conformacion “abierta” es una
confirmacién en la que cada uno de los dominios de inmunoglobulina esta presente en una
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forma no asociada con otros dominios; en otras palabras, cada dominio esta presente como un
dominio unico en disoluciéon (aunque combinado, p. €j., con un conector, con el otro dominio).
La configuracién “cerrada” es aquella en la que los dos dominios (por ejemplo Vy y V|) estan
presentes en forma asociada, tal como la de una pareja Vy-V, asociada que forma un sitio de
union del anticuerpo. Por ejemplo, scFv puede estar en una conformacion abierta o cerrada,
dependiendo de la disposicién del conector usado para unir los dominios Vy y V.. Si este es
suficientemente flexible para permitir que los dominios se asocien, o mantenerlos de forma
rigida en la posicidbn asociada, es probable que los dominios adopten una conformacion
cerrada. Sin embargo, se puede usar un conector corto o rigido para mantener los dominios Vy
y V| aparte, y prevenir que se forme una conformacion cerrada.

Los fragmentos Fab y los anticuerpos enteros existirdn principalmente en la
conformacion cerrada, aunque se apreciara que es probable que existan ligandos de doble
especificidad abiertos y cerrados en una variedad de equilibrios en diferentes circunstancias.
La unién del ligando a un objetivo es probable que desplace el equilibrio hacia la configuracion
abierta. Por lo tanto, los ligandos pueden existir en dos conformaciones en disolucién, una de
las cuales (la forma abierta) puede unir dos antigenos o epitopos independientemente,
mientras que la conformacién alternativa (la forma cerrada) solo puede unir un antigeno o
epitopo; asi los antigenos y epitopos compiten por la unién al ligando en esta conformacion.

Aunque la forma abierta del ligando de doble especificidad puede asi existir en
equilibrio con la forma cerrada en disolucion, se contempla que el equilibrio favorecera la forma
cerrada; ademas, la forma abierta puede ser secuestrada por la unién del objetivo en una
conformacion cerrada.

El ligando de doble especificidad puede estar presente en un equilibrio entre dos
conformaciones (abierta y cerrada).

Los ligandos de doble especificidad se pueden modificar con el fin de favorecer una
conformacion abierta o cerrada. Por ejemplo, la estabilizacién de las interacciones de Vy-V,
con enlaces disulfuro estabiliza la conformacién cerrada. Ademas, los conectores usados para
unir los dominios se pueden construir de forma que se favorezca la forma abierta; por ejemplo,
los conectores pueden impedir estéricamente la asociacién de los dominios, tal como por la
incorporacién de restos aminoacidos grandes en sitios oportunos, o el disefio de una
estructura rigida adecuada mantendra los dominios fisicamente espaciados entre si.

D. Caracterizacién del ligando de doble especificidad

La unién del ligando de doble especificidad a sus antigenos o epitopos especificos se
puede analizar por procedimientos que seran familiares para los expertos en la materia e
incluyen el ELISA. En una realizacion preferida de la invencion se analiza la union usando
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ELISA de fagos monoclonales.

El ELISA de fagos se pueden realizar segun cualquier procedimiento adecuado; se
expone un protocolo de ejemplo a continuacion.

Las poblaciones de fagos producidas en cada ciclo de seleccion se pueden cribar por
ELISA por la union al antigeno o epitopo seleccionado, para identificar anticuerpos
“policlonales” en fagos. Los fagos de colonias bacterianas infectadas Unicas de estas
poblaciones después se pueden cribar por ELISA para identificar los anticuerpos
“‘monoclonales” en fagos. También es conveniente cribar los fragmentos de anticuerpos
solubles por la unién al antigeno o epitopo, y esto también se puede llevar a cabo por ELISA
usando reactivos, por ejemplo, contra un marcador C o N-terminal (véase, por ejemplo, Winter
y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55, y referencias citadas en el mismo)

La diversidad de los anticuerpos monoclonales en fagos seleccionados también se
puede evaluar por electroforesis en gel de los productos de la PCR (Marks y col. 1991, véase
antes; Nissim y col. 1994 véase antes), sondas (Tomlinson y col., 1992, J. Mol. Biol. 227, 776)
0 por secuenciacion del vector de ADN.

E. Estructura de los “ligandos de doble especificidad”

Como se ha descrito antes, un anticuerpo se define en el presente documento como un
anticuerpo (por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgA, IgE) o fragmento (Fab, Fv, Fv unido por disulfuro,
scFv, fragmento bivalente) que comprende al menos un dominio variable de cadena pesada y
uno de cadena ligera que son complementarios entre si y por lo tanto se pueden asociar entre
si para formar una pareja Vy/V.. Se pueden obtener de cualquier especie que produce un
anticuerpo de forma natural, o se puede crear por tecnologia de ADN recombinante; sea
aislado de suero, células B, hibridomas, transfectomas, levaduras o bacterias.

En una realizacion, el ligando de doble especificidad comprende al menos un dominio
variable de cadena pesada Unico de un anticuerpo y un dominio variable de cadena ligera
Unico de un anticuerpo, de modo que las dos regiones son capaces de asociarse para formar
una pareja complementaria Vi/V__.

El primero y el segundo dominios variables de dicho ligando pueden estar en la misma
cadena de polipéptido. Alternativamente, pueden estar en cadenas de polipéptido separadas.
En el caso de que estén en la misma cadena de polipéptido, pueden estar unidos por un
conector flexible, que preferiblemente es una secuencia peptidica, como se ha descrito antes.

El primero y segundo dominios variables puede estar asociados de forma covalente o
no covalente. En el caso estar asociados de forma covalente, los enlaces covalentes pueden
ser enlaces disulfuro.

En el caso de que los dominios variables se seleccionen de repertorios de genes de V
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seleccionados, por ejemplo, usando tecnologia de presentacion en fagos como se describe en
el presente documento, entonces estos dominios variables comprenden un marco conservado
universal, de modo que después puede ser reconocida por un ligando genérico especifico
como se define en el presente documento. El uso de marcos conservados universales,
ligandos genéricos y similares, se describe en el documento VHO99/20749.

Cuando se usan repertorios de genes de V, la variacion en la secuencia de polipéptido
preferiblemente se localiza en los bucles estructurales de los dominios variables. Las
secuencias de polipéptidos de cualquier dominio variable se pueden alterar por barajado de
ADN o por mutacion con el fin de potenciar la interaccion de cada dominio variable con su
pareja complementaria.

En una realizacién preferida de la invencién, el “ligando de doble especificidad” es un
fragmento Fv de cadena sencilla. En una realizacion alternativa de la invencion, el “ligando de
doble especificidad” consiste en una region Fab de un anticuerpo.

En un aspecto adicional, la presente invencidon proporciona un acido nucleico que
codifica al menos un “ligando de doble especificidad” como se describe en el presente
documento,

Un experto en la materia apreciara que ambos antigenos o epitopos se pueden unir
simultdneamente a la misma molécula de anticuerpo. Alternativamente, pueden competir por la
union a la misma molécula de anticuerpo. Por ejemplo, cuando ambos epitopos se unen
simultdneamente, los dominios tanto Vy como V. de un ligando de doble especificidad pueden
unir independientemente sus epitopos objetivo. Cuando los dominios compiten, el Vi es capaz
de unir su objetivo, pero no al mismo tiempo que el V. une su objetivo cognado; o el V| es
capaz de unir su objetivo, pero no al mismo tiempo que el Vy une su objetivo cognado.

Las regiones variables pueden obtenerse de anticuerpos dirigidos contra antigenos o
epitopos objetivo. Alternativamente, se pueden obtener de un repertorio de dominios Unicos de
anticuerpo tales como los expresados en la superficie de un bacteriéfago filamentoso. La
seleccién se puede realizar como se describe a continuacion.

En general, las moléculas de acido nucleico y construcciones de vectores necesarios
para la realizacién de la presente invencion, se pueden construir y manipular como se expone
en los manuales de laboratorio estandar, tales como Sambrook y col. (1989) “Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor, USA.

La manipulacion de los acidos nucleicos en la presente invencién se lleva a cabo
normalmente en vectores recombinantes.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un vector que
comprende el acido nucleico que codifica al menos un “ligando de doble especificidad” como
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se define en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, vector se refiere a un elemento discreto que
se usa para introducir ADN heter6logo en las células para la expresion y/o replicacion del
mismo. Los procedimientos mediante los cuales seleccionar o construir, y posteriormente usar
dichos vectores son bien conocidos para la persona moderadamente experta en la materia.
Hay numerosos vectores disponibles al publico, incluyendo plasmidos bacterianos,
bacteriéfagos, cromosomas artificiales y vectores episdémicos. Dichos vectores se pueden usar
para la clonacion sencilla y mutagénesis; alternativamente se usa un vector de expresion de
genes. Un vector para usar segun la invencion se puede seleccionar para acomodar una
secuencia que codifica un polipéptido, de un tamafo deseado, normalmente de 0,25 kilobases
(kb) a 40 kb o mas de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector
después de las manipulaciones de clonacién in vitro. Cada vector contiene diferentes
componentes funcionales, que en general incluyen un sitio de clonacién (o “policonector”), un
origen de replicacion y al menos un gen marcador seleccionable. Si el vector dado es un vector
de expresion, ademas tiene uno o mas de lo siguiente: elemento potenciador, promotor,
terminacion de la transcripcion y secuencias sefial, cada uno situado en la proximidad del sitio
de clonacién, de modo que estan operativamente unidos al gen que codifica un miembro del
repertorio de polipéptidos segun la invencidn.

Tanto los vectores de clonacién como de expresion en general contienen secuencias
de acido nucleico que permiten que el vector se replique en una o mas células huésped
seleccionadas. Normalmente, en los vectores de clonacién, esta secuencia es una que permite
que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico del huésped e incluye
origenes de replicacion o secuencias que se replican de forma auténoma. Dichas secuencias
son bien conocidas para una variedad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacion
del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bacterias Gram negativas, el origen
del plasmido de 2 micrometros es adecuado para levaduras, y diferentes origenes viricos (p.
ej., SV40, adenovirus) son Utiles para vectores de clonacion en células de mamifero. En
general, el origen de replicacion no es necesario para vectores de expresiéon de mamiferos
salvo que estos se usen en células de mamiferos capaces de replicar niveles altos de ADN,
tales como las células COS.

Ventajosamente, un vector de clonacién o expresion puede contener un gen de
seleccion, también denominado marcador seleccionable. Este gen codifica una proteina
necesaria para la supervivencia o el crecimiento de células huésped transformadas hechas
crecer en un medio de cultivo selectivo. Por lo tanto, las células huésped no transformadas con
el vector que contiene el gen de seleccion no sobreviviran en el medio de cultivo. Los genes de
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seleccidn tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibiéticos y otras toxinas, p.
ej., ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, complementan deficiencias auxotréficas,
0 proporcionan nutrientes criticos no disponibles en el medio de crecimiento.

Puesto que la replicacion de vectores segun la presente invencion se lleva a cabo de
forma mas conveniente en E. coli, se puede usar un marcador seleccionable de E. coli, por
ejemplo, el gen de la B-lactamasa que confiere resistencia al antibiético ampicilina. Estos se
pueden obtener de los plasmidos de E. coli, tales como pBR322 o un plasmido pUC tal como
pUC18 o pUC19.

Los vectores de expresién normalmente contienen un promotor que es reconocido por
el organismo huésped y esta operativamente unido a la secuencia codificante de interés. Dicho
promotor puede ser inducible o constitutivo. La expresidén “operativamente unido” se refiere a
una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en una relacion que les permite
funcionar en su forma pretendida. Una secuencia de control “operativamente unida” a una
secuencia codificante esta ligada de forma que la expresién de la secuencia codificante se
logra en condiciones compatibles con las secuencias de control.

Los promotores adecuados para usar con huéspedes procariotas incluyen, por ejemplo,
los sistemas promotores de B-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema promotor del
triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como el promotor tac. Los promotores para usar en
sistemas bacterianos en general también contendran una secuencia de Shine-Delgarno
operativamente unida a la secuencia codificante.

Los vectores preferidos son vectores de expresion que permiten la expresion de una
secuencia de nucleotidos que corresponde a un miembro de la biblioteca de polipéptidos. Por
lo tanto, la seleccién con el primer y/o segundo antigeno o epitopo se puede realizar por
propagacion y expresion por separado de un solo clon que expresa el miembro de la biblioteca
de polipéptidos 0 usando cualquier sistema de seleccidén de presentacion. Como se ha descrito
antes, el sistema de seleccion de presentacion preferido es la presentacion en bacteriéfagos.
Por lo tanto, se pueden usar vectores de fago o fagémido. Los vectores preferidos son
vectores de fagémidos que tienen un origen de replicacion de E. coli (para la replicacion de
doble cadena) y también un origen de replicacién de fago (para producir ADN monocatenario).
La manipulacién y expresién de dichos vectores es bien conocida en la materia (Hoogenboom
y Winter (1992) véase antes; Nissim y col. (1994) véase antes). En resumen, el vector contiene
un gen de B-lactamasa para conferir selectividad en el fagémido y un promotor lac secuencia
arriba del casete de expresiéon que consiste en (N o C terminal) una secuencia lider pelB (que
dirige el polipéptido expresado al especio peripldsmico), un sitio de clonacion multiple (para la
clonacion de la version de nucleétido del miembro de la biblioteca), opcionalmente, uno o méas
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marcadores peptidicos (para la deteccién), opcionalmente uno o mas codones de parada TAG
y la proteina plll del fago. Por lo tanto, usando diferentes cepas supresoras y no supresoras de
E. coliy con la adicion de glucosa, isopropil-p-tiogalactésido (IPTG) o un fago auxiliar, tal como
VCS M13, el vector es capaz de replicarse como un plasmido sin expresion, producir grandes
cantidades del miembro polipeptidico de la biblioteca solo o producir fagos, algunos de los
cuales contienen al menos una copia de la fusién polipéptido-plll en su superficie.

La construccién de vectores segun la invencion usa técnicas de ligado convencionales.
Se escinden, disefian y se vuelven a ligar vectores o fragmentos de ADN aislados en la forma
deseada para generar el vector requerido. Si se desea, se puede llevar a cabo de una forma
conocida el andlisis para confirmar que esta presente la secuencia correcta en el vector
construido. Los procedimientos adecuados para construir vectores de expresion, preparar
transcritos in vitro, introducir ADN en células huésped y realizar analisis para evaluar la
expresion y funcién, son conocidos para el experto en la materia. La presencia de una
secuencia de gen en una muestra se detecta, o se cuantifica su amplificacién y/o expresion por
procedimientos convencionales tales como analisis Southern o Northern, transferencia
Western, transferencia en mancha de ADN, ARN o proteina, hibridacién in situ, inmunoquimica
o analisis de secuencias de acidos nucleicos o moléculas de proteina. Los expertos en la
materia contemplaran facilmente cémo pueden modificarse estos procedimientos, si se desea.

F. Marcos conservados para usar en la construccion de ligandos de doble especificidad

i. Seleccion de la conformacion de la cadena principal

Los miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas comparten todos un plegado
similar para la cadena de polipéptido. Por ejemplo, aunque los anticuerpos son muy diversos
en términos de su secuencia primaria, la comparacion de secuencias y las estructuras
cristalograficas han puesto de manifiesto, contrariamente a lo que se esperaba, que 5 de los 6
bucles de unién al antigeno de los anticuerpos (H1, H2, L1, L2, L3) adoptan un numero
limitado de conformaciones de la cadena principal, o estructuras candnicas (Chothia y Lesk
(1987) J. Mol. Biol., 196: 901; Chothia y col. (1989) Nature, 342: 877).

Por lo tanto, el analisis de las longitudes de los bucles y los restos clave ha permitido
predecir las conformaciones de las cadenas principales H1, H2, L1, L2 y L3 encontradas en la
mayoria de los anticuerpos humanos (Chothia y col. (1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y
col. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams y col. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220). Aunque la region
H3 es mucho mas diversa en términos de secuencia, longitud y estructura (debido al uso de
segmentos D), también forma un ndmero limitado de conformaciones de la cadena principal
para longitudes de bucle cortas que dependen de la longitud y la presencia de restos
particulares, o tipos de restos, en posiciones clave en el bucle y el marco conservado del



10

15

20

25

30

35

ES 2348 602 T3

28
anticuerpo (Martin y col. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai y col. (1996) FEBS Letters, 399:
1).

Los ligandos de doble especificidad de la presente invencibn se montan
ventajosamente a partir de bibliotecas de dominios, tales como bibliotecas de dominios Vy y
bibliotecas de dominios V.. Adema4s, los ligandos de doble especificidad de la invencidn,
pueden proporcionarse ellos mismos en forma de bibliotecas. En un aspecto de la presente
invencién, se disefian bibliotecas de ligandos de doble especificidad y/o dominios en los que
se han elegido algunas longitudes de bucle y restos clave para asegurar que la conformacién
de la cadena principal de los miembros sea conocida. Ventajosamente, estas son
conformaciones reales de moléculas de la superfamilia de inmunoglobulinas encontradas en la
naturaleza, para minimizar las posibilidades de que no sean funcionales, como se ha discutido
antes. Los segmentos de gen de V de la linea germinal sirven como un marco conservado
basica adecuada para construir bibliotecas de anticuerpos o receptores de células T; y también
son utiles otras secuencias. Se pueden producir variaciones con frecuencia baja, tal como que
un numero pequefo de miembros funcionales pueden tener una conformacién de la cadena
principal alterada, que no afecta a su funcion.

La teoria de la estructura candnica también es 0til para evaluar el numero de
conformaciones de la cadena principal diferentes codificadas por ligandos, para predecir la
conformacion de la cadena principal basada en secuencias de ligandos y para elegir restos
para la diversificacion que no afectan a la estructura canénica. Se sabe que en el dominio V
humano, el bucle L1 puede adoptar una de 4 estructuras canédnicas, el bucle L2 tiene una sola
estructura canonica y que el 90% de los dominios V. humanos adoptan una de 4 6 5
estructuras candnicas para el bucle L3 (Tomlinson y col. (1995) véase antes); por lo tanto, solo
en el dominio V, pueden combinarse diferentes estructuras candnicas para crear una variedad
de conformaciones de la cadena principal diferentes. Dado que el dominio V, codifica una
variedad de estructuras canédnicas diferentes para los bucles L1, L2 y L3, y que los dominios
Vi y V, pueden emparejarse con cualquier dominio Vy que pueda codificar varias estructuras
canodnicas para los bucles H1 y H2, el numero de combinaciones de estructuras candnicas
observado para estos 5 bucles es muy grande. Esto implica que la generacién de diversidad
en la conformacion de la cadena principal puede ser esencial para la produccién de una amplia
variedad de especificidades de unién. Sin embargo, al construir una biblioteca de anticuerpos
basada en una sola conformacion de la cadena principal conocida, se ha encontrado que,
contrariamente a lo que se esperaba, no es necesaria esta diversidad en la conformacion de la
cadena principal para generar una diversidad suficiente para dirigir sustancialmente todos los
antigenos. Incluso mas sorprendentemente, la conformacion Unica de la cadena principal no es
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necesario que sea una estructura consenso, se puede usar una conformacién Unica natural
como base para una biblioteca entera. Por lo tanto, en un aspecto preferido, los ligandos de
doble especificidad de la invencion tienen una conformacion de cadena principal Unica
conocida.

La conformacién de cadena principal unica que se elige preferiblemente es comun
entre las moléculas de la familia de inmunoglobulinas del tipo en cuestién. Una conformacion
es comun cuando se observa que la adopta un nimero significativo de moléculas naturales.
Por consiguiente, en un aspecto preferido de la invencién, se considera por separado la
incidencia natural de las diferentes conformaciones de la cadena principal para cada bucle de
unién de un dominio de inmunoglobulina, y después se elige un dominio variable natural que
tiene la combinacion deseada de conformaciones de la cadena principal para los diferentes
bucles. Si no estad disponible ninguna, se puede elegir el equivalente mas cercano. Es
preferible que la combinacion deseada de conformaciones de la cadena principal para
diferentes bucles se cree seleccionando segmentos de genes de la linea germinal que
codifican las conformaciones deseadas de la cadena principal. Es méas preferible que los
segmentos de genes de linea germinal seleccionados sean expresados con frecuencia en la
naturaleza, y mas preferible que sean los expresados con mayor frecuencia de todos los
segmentos de genes de linea germinal naturales.

Al disenar los ligandos de doble especificidad o las bibliotecas de los mismos, se puede
considerar por separado la incidencia de las diferentes conformaciones de la cadena principal
para cada uno de los 6 bucles de unién al antigeno. Para H1, H2, L1, L2 y L3, se elige una
conformacion dada que es adoptada por entre 20% y 100% de los bucles de unién al antigeno
de las moléculas naturales. Normalmente, su incidencia observada es superior a 35% (es
decir, entre 35% y 100%) e idealmente superior a 50% o incluso superior a 65%. Puesto que la
inmensa mayoria de los bucles H3 no tienen estructuras candnicas, es preferible seleccionar
una conformacion de la cadena principal que sea comun entre aquellos bucles que no
presentan estructuras canonicas. Por lo tanto, para cada uno de los bucles, se selecciona la
conformacion que se observa con mas frecuencia en el repertorio natural. En los anticuerpos
humanos, las estructuras canénicas (CS) mas populares para cada bucle son las siguientes:
H1 - CS 1 (79% del repertorio expresado), H2 - CS 3 (46%), L1 - CS 2 de Vk (39%), L2 - CS 1
(100%), L3 - CS1 de Vk (36%) (el célculo supone una relacién x:A de 70:30, Hood y col. (1967)
Cold Spring Harbor Symp. Quant Biol., 48: 133). Para los bucles H3 que tienen estructuras
canonicas, parece que la mas comun es CDR3 (Kabat y col. (1991) “Sequences of proteins of
immunological interest”, U.S. Department of Health and Human Services) de 7 restos de
longitud con un puente salino desde el resto 94 al resto 101. Hay al menos 16 secuencias de
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anticuerpos humanos en la biblioteca de datos de EMBL con la longitud de H3 y restos clave
requeridos para formar esta conformacion y al menos dos estructuras cristalograficas en el
banco de datos de proteinas que se pueden usar como una base para el modelado del
anticuerpo (2cgr y 1tet). Los segmentos de genes de la linea germinal expresados con mas
frecuencia en esta combinacién de estructuras candénicas son el segmento Vy 3-23 (DP-47), el
segmento Jy JH4b, el segmento V, 02/012 (DPK9) y el segmento J, J1. Los segmentos Vy
DP45 y DP38 también son adecuados. Por lo tanto, estos segmentos se pueden usar en
combinacién como una base para construir una biblioteca con la conformacién deseada de
cadena principal Unica.

Alternativamente, en lugar de elegir la conformacién de cadena principal Unica basada
en la incidencia natural de las diferentes conformaciones de la cadena principal para cada uno
de los bucles de union aislados, se usa la incidencia natural de las combinaciones de
conformaciones de la cadena principal como base para elegir la conformacién de cadena
principal unica. En el caso de anticuerpos, por ejemplo, se puede determinar la incidencia
natural de combinaciones de estructuras candnicas para cualquiera de los 2, 3, 4, 5 0 para los
6 bucles de unién al antigeno. Aqui, es preferible que la conformacién elegida sea comun en
los anticuerpos naturales y lo mas preferible que se observe con la mayor frecuencia en el
repertorio natural. Por lo tanto, en los anticuerpos humanos, por ejemplo, cuando se
consideran las combinaciones naturales de los 5 bucles de unién al antigeno, H1, H2, L1, L2 y
L3, se determina la combinacion mas frecuente de estructuras canonicas y después se
combinan con la conformacién mas popular para el bucle H3, como base para elegir la
conformacion de cadena principal unica.

ii. Diversificacion de la secuencia candnica

Habiendo seleccionado varias conformaciones de la cadena principal conocidas o,
preferiblemente, una conformacion de cadena principal Unica conocida, se pueden construir
ligandos de doble especificidad segun la invencion o bibliotecas para usar en la invencion,
variando el sitio de unién de la molécula con el fin de generar un repertorio con diversidad
estructural y/o funcional. Esto significa que se generan variantes tales que tienen suficiente
diversidad en su estructura y/o en su funcién de modo que son capaces de proporcionar una
variedad de actividades.

La diversidad deseada normalmente se genera variando la molécula seleccionada en
una o mas posiciones. Las posiciones que se van a cambiar se pueden elegir aleatoriamente o
preferiblemente se seleccionan. Por lo tanto, la variacion se puede lograr por distribucion
aleatoria, durante la cual el aminoacido residente se sustituye por cualquier aminoacido o
analogo del mismo, natural o sintético, produciendo un nimero muy grande de variantes, o
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sustituyendo el aminoacido residente por uno o mas de un subconjunto definido de
aminoacidos, produciendo un numero de variantes mas limitado.

Se han descrito varios procedimientos para introducir dicha diversidad. Se puede usar
la PCR propensa a error (Hawkins y col. (1992) J. Mol. Biol., 226: 889), mutagénesis quimica
(Deng y col. (1994) J. Biol. Chem., 269: 9533) o cepas mutadoras bacterianas (Low y col.
(1996) J. Mol. BioL, 260: 359) para introducir mutaciones aleatorias en los genes que codifican
la molécula. Los procedimientos para mutar posiciones seleccionadas también son bien
conocidas en la materia e incluyen el uso de oligonucleétidos con apareamientos erréneos u
oligonucledtidos degenerados, con o sin usar la PCR. Por ejemplo, se han creado varias
bibliotecas de anticuerpos sintéticos dirigiendo mutaciones a los bucles de unién al antigeno.
La region H3 de un Fab que se une al toxoide tetéanico humano se ha aleatorizado para crear
una variedad de especificidades de unién nuevas (Barbas y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 4457). Las regiones H3 y L3 aleatorias o0 semialeatorias se han agregado a
segmentos de genes de V de la linea germinal para producir bibliotecas grandes con marcos
conservados no mutadas (Hoogenboom y Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381; Barbas y col.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457; Nissim y col. (1994) EMBO J., 13: 692; Griffiths y
col. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif y col. (1995) J. Mol. Biol., 248: 97). Dicha
diversificacidon se ha extendido para incluir algunos o todos de los otros bucles de unién al
antigeno (Crameri y col. (1996) Nature Med., 2: 100; Riechmann y col. (1995) Bio/Technogy,
13: 475; Morphosys, documento WO97/08320, véase antes).

Puesto que la aleatorizacién de bucles tiene el potencial de crear aproximadamente
méas de 10" estructuras para H3 solo y un nimero igualmente grande de variantes para los
otros cinco bucles, no es factible usar la actual tecnologia de transformacién o incluso usar
sistemas sin células para producir una biblioteca que represente todas las posibles
combinaciones. Por ejemplo, en una de las bibliotecas méas grandes construidas hasta la
fecha, se generaron 6 x 10'° anticuerpos diferentes, que es solo una fraccién de la diversidad
potencial para una biblioteca de este disefio (Griffiths y col. (1994), véase antes).

Preferiblemente, solo se diversifican aquellos residuos que estan directamente
implicados en la creacion o modificacion de la funcion deseada de la molécula. Para muchas
moléculas, la funcién sera unir un objetivo y por lo tanto la diversidad se puede concentrar en
el sitio de unién objetivo, mientras que se evita el cambio de restos que son importantes para
el empaquetamiento global de la molécula o para mantener la conformacién de cadena
principal elegida.

Diversificacién de la secuencia canonica cuando se aplica a dominios de anticuerpo

En el caso de ligandos de doble especificidad de anticuerpos, el sitio de unién para el
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objetivo es, con mayor frecuencia, el sitio de unién al antigeno. Por lo tanto, en un aspecto
muy preferido, la invencion proporciona bibliotecas de o para el montaje de ligandos de doble
especificidad de anticuerpos, en los que solo se varian los restos en el sitio de unién al
antigeno. Estos restos son extremadamente diversos en el repertorio de anticuerpos humanos,
y se sabe que hacen contactos en complejos de anticuerpo/antigeno de alta resolucion. Por
ejemplo, se sabe que en L2 las posiciones 50 y 53 son diversas en los anticuerpos naturales y
se observa que hacen contacto con el antigeno. A diferencia de esto, el procedimiento
convencional habria sido diversificar todos los restos en la correspondiente regién
determinante de la complementariedad (CDR1) como definen Kabat y col. (1991, véase antes),
algunos grupos de siete restos, comprado con los dos diversificados en la biblioteca para usar
en la invencion. Esto representa una mejora significativa en términos de la diversidad funcional
necesaria para crear una variedad de especificidades de unién al antigeno.

En la naturaleza, la diversidad de anticuerpos es el resultado de dos procesos: la
recombinacién somatica de los segmentos de genes de V, D y J de la linea germinal para
crear un repertorio principal virgen (llamado linea germinal y diversidad de unién) y la
hipermutacion somatica de los genes de V reorganizados resultantes. El andlisis de las
secuencias de anticuerpos humanos ha mostrado que la diversidad en el repertorio principal
esta enfocada en el centro del sitio de union al antigeno, mientras que la hipermutacion
somatica extiende la diversidad a regiones en la periferia del sitio de unién al antigeno que son
muy conservadas en el repertorio principal (véase Tomlinson y col. (1996) J. Mol. Biol., 256:
813). Esta complementariedad probablemente ha evolucionado como una estrategia eficaz
para buscar espacio de secuencias, y aunque aparentemente es Unico de anticuerpos, se
puede aplicar facilmente a otros repertorios de polipéptidos. Estos restos que varian son un
subconjunto de los que forman el sitio de unidn para el objetivo. Diferentes subconjuntos
(incluyendo la superposicion) de restos en el sitio de union objetivo se diversifican en
diferentes etapas durante la seleccién, si se desea.

En el caso de un repertorio de anticuerpos, se crea un repertorio inicial “virgen” en el
que algunos, pero no todos los restos en el sitio de unién al antigeno estan diversificados.
Como se usa en el presente documento en este contexto, el término “virgen” se refiere a
moléculas de anticuerpo que no tienen objetivo predeterminado. Estas moléculas se parecen a
las que son codificadas por los genes de inmunoglobulina de un individuo que no ha
experimentado diversificacion inmunitaria, como es el caso en los individuos fetales y recién
nacidos, cuyos sistemas inmunitarios no han sido estimulados por una amplia variedad de
estimulos antigénicos. Después, este repertorio se selecciona contra una variedad de
antigenos o epitopos. Si es necesario, entonces se puede introducir mas diversidad fuera de la
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region diversificada en el repertorio inicial. Este repertorio madurado se puede seleccionar
para la funcién, especificidad o afinidad modificadas.

Se pueden proporcionar dos repertorios virgenes diferentes de dominios de unién para
construir los ligandos de doble especificidad, o una biblioteca virgen de ligandos de doble
especificidad, en los que algunos o todos los restos en el sitio de unién al antigeno se han
variado. La biblioteca “principal” imita el repertorio principal natural, con la diversidad
restringida a los restos en el centro del sitio de unién al antigeno que son diversos en los
segmentos de genes de V de la linea germinal (diversidad de la linea germinal) o se
diversifican durante el procedimiento de recombinacion (diversidad de unién). Los restos que
se diversifican incluyen, pero sin limitar, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, H97,
H98, L50, L53, L91, L92, L93, L94 y L96.

En la biblioteca “somética”, la diversidad esta restringida a los restos que se diversifican
durante el proceso de recombinacion (diversidad de unién), o tienen una alta mutacién
somatica. Aquellos restos que se diversifican incluyen, pero sin limitar H31, H33, H35, H95,
H96, H97, HI8, L30, L31, L32, L34 y L96. Todos los restos listados antes son adecuados para
la diversificacion en estas bibliotecas, y se sabe que hacen contactos en uno o mas de los
complejos de anticuerpo-antigeno. Puesto que en ambas bibliotecas no todos los restos en el
sitio de union al antigeno han variado, se incorpora diversidad adicional durante la seleccion
variando los restos que quedan, si se desea hacer esto. Sera evidente para un experto en la
materia que cualquier subconjunto de cualquiera de estos restos (o restos adicionales que
comprenden el sitio de unién al antigeno) se puede usar para la diversificacion inicial y/o
posterior del sitio de unién al antigeno.

En la construccién de las bibliotecas para usar en la invencion, la diversificacion de las
posiciones elegidas normalmente se logra a nivel de los &cidos nucleicos, alterando la
secuencia codificante que especifica la secuencia del polipéptido, de modo que se puede
incorporar una serie de posibles aminoacidos (los 20 o un subconjunto de los mismos) en esa
posicion. Usando la nomenclatura de ILTPAC, el codén mas versatil es NNK, que codifica
todos los aminoacidos asi como el coddén de parada TAG. El codon NNK se usa
preferiblemente con el fin de introducir la diversidad requerida. También son Utiles otros
codones que consiguen los mismos fines, incluyendo el codén NNN, que conduce a la
produccion de los codones de parada adicionales TGA y TAA.

Una caracteristica de la diversidad de la cadena lateral en el sitio de union del antigeno
de los anticuerpos humanos es una predisposicién pronunciada que favorece algunos restos
de aminoacidos. Si se suma la composicion de aminoacidos de las 10 posiciones mas diversas

en cada una de las regiones Vy, V. y V,, mas del 76% de la diversidad de la cadena lateral
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viene de solo 7 restos diferentes, siendo estos, serina (24%), tirosina (14%), asparagina (11%),
glicina (9%), alanina (7%), aspartato (6%) y treonina (6%). Esta predisposicién por restos
hidréfilos y restos pequenos que pueden proporciona flexibilidad a la cadena lateral,
probablemente refleja la evolucion de las superficies que estan predispuestas a unir una
amplia variedad de antigenos o epitopos y pueden ayudar a explicar la promiscuidad necesaria
de los anticuerpos en el repertorio primario,

Puesto que es preferible imitar esta distribucion de aminoacidos, la distribucién de
aminoacidos en las posiciones que se van a variar imitan preferiblemente la observada en el
sitio de unién al antigeno de los anticuerpos. Dicha predisposicién en la sustitucion de
aminoacidos que permite la seleccién de determinados polipéptidos (no solo polipéptidos
anticuerpos) contra una variedad de antigenos objetivo, se aplica facilmente a cualquier
repertorio de polipéptidos. Hay diferentes procedimientos para predisponer la distribucion de
aminoacidos en la posicidbn que se va a variar (incluyendo el uso de la mutagénesis de
trinucledtidos, véase el documento WO 97/08320), de los cuales el procedimiento preferido,
debido a la facilidad de sintesis, es el uso de codones degenerados convencionales.
Comparando el perfil de aminoacidos codificados por todas las combinaciones de codones
degenerados (con degeneracion sencilla, doble, triple y cuadruple en proporciones iguales en
cada posicién) con el uso de aminoacidos naturales, se puede calcular el codén mas
representativo. Los codones (AGT)(AGC)T, (AGT)(AGC)C y (AGT)(AGC) (CT), es decir, DVT,
DVC y DVY, respectivamente usando la nomenclatura IUPAC, son los més cercanos al perfil
de aminoacidos deseado: codifican 22% de serina y 11% de tirosina, asparagina, glicina,
alanina, aspartato, treonina y cisteina. Por lo tanto, preferiblemente las bibliotecas se
construyen usando el codon DVT, DVC o DVY en cada una de las posiciones diversificadas.

G: Uso de ligandos de doble especificidad segun la invencion

Los ligandos de doble especificidad seleccionados segun el procedimiento de la
presente invencion, se pueden usar en aplicaciones terapéuticas y profilacticas in vitro,
aplicaciones de diagndstico in vitro e in vivo, aplicaciones de ensayos y reactivos in vitro, y
similares. Por ejemplo, se pueden usar moléculas de anticuerpo en técnicas de ensayo
basadas en anticuerpos, tales como técnicas ELISA, segun procedimientos conocidos para los
expertos en la materia.

Como se ha mencionado antes, las moléculas seleccionadas segun la invencién tienen
utilidad en procedimientos de diagndstico, profilacticos y terapéuticos. Los anticuerpos de
doble especificidad seleccionados segun la invencién, son Utiles para el diagnéstico en andlisis
Western y en deteccién de proteinas in situ por procedimientos inmunohistoquimicos estandar;
para usar en estas aplicaciones, los anticuerpos de un repertorio seleccionado se pueden
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marcar segun técnicas conocidas en la materia. Ademas, dichos polipéptidos anticuerpos se
pueden usar de forma preparativa en procedimientos de cromatografia por afinidad, cuando
forman complejo con un soporte cromatografico, tal como una resina. Todas dichas técnicas
son bien conocidas para el experto en la materia.

Los usos para diagndéstico de los ligandos de doble especificidad segun la invencion,
incluyen ensayos homogéneos para analitos que explotan la capacidad de los ligandos de
doble especificidad para unir dos objetivos en competicion, de modo que dos objetivos no
pueden unirse simultaneamente (una conformacién cerrada) o, alternativamente, su capacidad
para unir dos objetivos simultaneamente (una conformacién abierta).

Los fabricantes han buscado con avidez un formato de inmunoensayo homogéneo
verdadero de sistemas de diagnéstico y de ensayos de investigacion usados en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos. Los mercados de diagnéstico principales incluyen
ensayos humanos en hospitales, consultorios y clinicas médicas, laboratorios de referencia
comerciales, bancos de sangre, y los diagndsticos no humanos domésticos (por ejemplo,
analisis de alimentos, andlisis de agua, andlisis medioambientales, biodefensa y andlisis
veterinarios), y finalmente investigacion (incluyendo el desarrollo de farmacos; investigacion
basica e investigacién académica).

Actualmente, todos estos mercados usan sistemas de inmunoensayo que se basan en
tecnologias de quimioluminiscencia, ELISA, fluorescencia o0 en casos raros
radioinmunoensayo. Cada uno de estos formatos de ensayo requiere una etapa de separacion
(separacién de reactivos unidos de no unidos). En algunos casos, se requieren varias etapas
de separaciéon. La adicion de estas etapas adicionales anade reactivos y automatizacion,
requiere tiempo, y afecta al resultado final de los ensayos. En los diagnésticos humanos, la
etapa de separacion puede ser automatica, lo cual enmascara el problema, pero no lo elimina.
La robotica, los reactivos adicionales, los tiempos de incubacién adicionales, y similares,
anaden un coste y complejidad considerables. En el desarrollo de farmacos, tal como el
cribado de alto rendimiento, en el que se ensayan de una vez literalmente millones de
muestras, con niveles muy bajos de moléculas de ensayo, la adicion de etapas de separacién
adicionales puede eliminar la capacidad de realizar un cribado. Sin embargo, el evitar la
separacion crea demasiado ruido en la lectura del resultado. Por lo tanto, existe la necesidad
de un formato homogéneo verdadero que proporcione sensibilidades en el intervalo que se
puede obtener a partir de los formatos de ensayo presentes. Ventajosamente, un ensayo
tendra lecturas completamente cuantitativas con alta sensibilidad y un intervalo dinamico
grande. La sensibilidad es un requisito importante, asi como lo es reducir la cantidad de
muestra requerida. Ambas caracteristicas son caracteristicas que ofrece un sistema
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homogéneo. Esto es muy importante en el analisis de diagndstico inmediato, y en el desarrollo
de farmacos donde las muestras son valiosas. Los sistemas heterogéneos, disponibles
actualmente en la técnica, requieren grandes cantidades de muestra y reactivos caros.

Las aplicaciones para los ensayos homogéneos incluyen el ensayo de cancer, en el
qgue el ensayo mayor es el del antigeno especifico prostatico, usado en el cribado de cancer de
préstata en hombres. Otras aplicaciones incluyen ensayos de fertilidad, que proporcionan una
serie de ensayos para mujeres que intentan concebir, incluyendo el beta-hCG para
embarazos. Ensayos para otras enfermedades infecciosas, incluyendo hepatitis, HIV, rubeola y
otros virus y microorganismos y enfermedades de transmisién sexual. Los ensayos los usan
los bancos de sangre, en especial los ensayos para el VIH, hepatitis A, B, C, no A no B. Los
ensayos de seguimiento de farmacos terapéuticos incluyen el seguimiento de los niveles de
farmacos prescritos en pacientes para la eficacia y evitar la toxicidad, por ejemplo la digoxina
para la arritmia, y niveles de fenobarbital en casos psicoticos; teofilina para el asma. Los
ensayos de diagnostico son utiles ademas en analisis de abuso de farmacos, tales como
analisis de cocaina, marihuana y similares. Los ensayos metabdlicos se usan para medir la
funcidn tiroidea, anemia y otros trastornos y funciones fisiologicas.

El formato de inmunoensayo homogéneo es ademas util en la fabricacion de ensayos
quimicos clinicos estandar. La inclusion de inmunoensayos y ensayos quimicos en el mismo
instrumento es muy ventajosa en los andlisis de diagndstico. Los ensayos quimicos adecuados
incluyen analisis de glucosa, colesterol, potasio, y similares.

Otra aplicacién principal para los inmunoensayos homogéneos es el descubrimiento y
desarrollo de farmacos: los cribados de alto rendimiento incluyen el analisis de bibliotecas
quimicas combinatorias frente a objetivos en volumenes ultragrandes. Se detecta la sefnal y
después los grupos positivos se dividen en grupos mas pequenos, y finalmente se analizan en
células y después en animales. Se pueden usar ensayos homogéneos en todos estos tipos de
andlisis. En el desarrollo de farmacos, en especial en estudios animales y ensayos clinicos, se
hace un uso intensivo de inmunoensayos. Los ensayos homogéneos aceleran y simplifican
mucho estos procedimientos. Otras aplicaciones incluyen el analisis de alimentos y bebidas:
andlisis de E. coli, salmonela, etc. en la carne y otros alimentos, incluyendo el analisis en
plantas acuaticas de todo tipo de contaminantes incluyendo E. coli; y andlisis veterinarios.

En una amplia realizacién, la descripcion proporciona un ensayo de uniéon que
comprende un agente detectable que se une a una ligando de doble especificidad segun la
invencion, y cuyas propiedades de deteccién son alteradas por la unién de un analito a dicho
ligando de doble especificidad. Dicho ensayo se puede configurar en varias formas diferentes,
que explota cada una las propiedades anteriores de los ligandos de doble especificidad.
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Cuando el ligando de doble especificidad estda en una conformacién cerrada, el ensayo
se basa en el desplazamiento directo o indirecto de un agente por el analito, que da como
resultado un cambio en las propiedades detectables del agente. Por ejemplo, cuando el agente
€s una enzima, que es capaz de catalizar una reaccion que tiene un punto final detectable,
dicha enzima se puede unir al ligando y asi obstruir su sitio activo, inactivando de esta forma la
enzima. El analito, que también se une al ligando de doble especificidad desplaza la enzima,
convirtiéndola en activa al liberar el sitio activo. La enzima después puede reaccionar con un
sustrato, para dar lugar a un suceso detectable. En una realizacién alternativa, el ligando se
puede unir a la enzima fuera del sitio activo, influyendo en la conformacion de la enzima y por
lo tanto alterando su actividad. Por ejemplo, la estructura del sitio activo puede estar limitada
por la unién del ligando, o se puede prevenir la unidon de cofactores necesarios para la
actividad.

La implementacion fisica del ensayo puede tener cualquier forma conocida en la
técnica. Por ejemplo, el complejo de ligando de doble especificidad/enzima se puede
proporcionar en una tira de analisis; el sustrato se puede proporcionar en una region diferente
de la tira de andlisis, y el disolvente que contiene el analito se deja migrar por el complejo de
ligando/enzima, desplazando la enzima, y llevandola a la region del sustrato para producir una
sefal. Alternativamente, el complejo de ligando/enzima se puede proporcionar en un bastén de
analisis u otra fase sélida, y sumergir en una disolucion de analito/sustrato, liberando la enzima
en la disolucion en respuesta a la presencia del analito.

Puesto que cada molécula de analito libera potencialmente una molécula de enzima, el
ensayo es cuantitativo, dependiendo la fuerza de la sefal generada en un momento dado, de
la concentracién de analito en la disolucion.

Son posibles otras configuraciones usando el analito en una conformacién cerrada. Por
ejemplo, el ligando de doble especificidad se puede configurar para unir una enzima en un sitio
alostérico, activando asi la enzima. En dicha realizacién, la enzima es activa en ausencia del
analito. La adicion del analito desplaza la enzima y elimina la activacion alostérica, inactivando
asi la enzima.

En el contexto de las realizaciones anteriores que usan la actividad enzimatica como
una medida de la concentracion de analito, la activacién o inactivacién de la enzima se refiere
a un aumento o disminucién de la actividad de la enzima, medida como la capacidad de la
enzima para catalizar una reaccion de generacion de senal. Por ejemplo, la enzima puede
catalizar la conversion de un sustrato no detectable en una forma del mismo detectable. Por
ejemplo, la peroxidasa de rabano picante se usa ampliamente en la técnica junto con sustratos
cromogénicos o0 quimioluminiscentes, que estan disponibles en el comercio. El nivel de
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aumento o disminucién de la actividad de la enzima puede ser entre 10% y 100%, tal como
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 0 90%; en el caso de un aumento de actividad, el
aumento puede ser mas de 100%, es decir 200%, 300%, 500% 0 mas, o puede no ser medible
como un porcentaje, si el valor base de la actividad de la enzima inhibida no es detectable.

En una configuracién adicional, el ligando de doble especificidad puede unir el sustrato
de una pareja de enzima/sustrato, en lugar de la enzima. Entonces, el sustrato no esta
disponible para la enzima hasta que es liberado del ligando de doble especificidad por unién
del analito. Las implementaciones para esta configuracion son como para las configuraciones
gue unen enzimas.

Ademas, el ensayo se puede configurar para unir una molécula fluorescente, tal como
una fluoresceina u otro fluoréforo, en una conformacién de modo que la fluorescencia es
atenuada al unirse al ligando. En este caso, la unién del analito al ligando desplazara la
molécula fluorescente, produciendo asi una sefal. Las alternativas a moléculas fluorescentes
que son utiles en la presente invencion incluyen agentes luminiscentes, tales como
luciferina/luciferasa, y agentes cromdgenos, incluyendo agentes usados normalmente en
inmunoensayos, tal como HRP.

El ensayo puede ademas configurarse usando un ligando de doble especificidad en la
conformacion “abierta”. En esta conformacion, el ligando de doble especificidad es capaz de
unir dos objetivos simultdneamente. Por ejemplo, en una primera realizacion, el ensayo se
puede configurar de modo que el ligando de doble especificidad une una enzima y un sustrato,
en el que la enzima tiene una afinidad baja por el sustrato; y cualquiera de la enzima o el
sustrato es el analito. Cuando tanto el sustrato como la enzima son llevados juntos por el
ligando de doble especificidad, se potencia la interaccion entre los dos, conduciendo a una
sefnal potenciada.

Alternativamente, el ligando de doble especificidad puede unir una molécula
fluorescente, como antes, que es atenuada por la unién del analito. Por lo tanto, en esta
realizacién, la fluorescencia se puede detectar en ausencia del analito, pero se atenua en
presencia del mismo.

La implementacién basica de dicho ensayo es como se ha proporcionado antes para
los ensayos de conformacion cerrada.

Los usos terapéuticos y profilacticos de los ligandos de doble especificidad preparados
segun la invencion, implican la administracion de ligandos seleccionados segun la invencion, a
un mamifero receptor, tal como un ser humano. La doble especificidad puede permitir que los
anticuerpos se unan a antigenos multiméricos con gran avidez. Los anticuerpos de doble
especificidad pueden permitir el entrecruzamiento de dos antigenos, por ejemplo en el
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reclutamiento de linfocitos T citotdxicos para mediar en la muerte de lineas celulares
tumorales.

Se prefieren los anticuerpos sustancialmente puros o proteinas de unién a los mismos
de al menos 90 a 95% de homogeneidad, para la administracion a un mamifero, y se prefiere
de 98 a 99% o mas de homogeneidad para usos farmacéuticos, en especial cuando el
mamifero es un ser humano. Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad
segun se desee, los polipéptidos seleccionados se pueden usar en diagnéstico o en forma
terapéutica (incluyendo extracorpérea) o en el desarrollo y realizacion de procedimientos de
ensayo, tinciones inmunofluorescentes y similares (Lefkovite y Pernis, (1979 y 1981)
“Immunological Methods”, Volumenes | y II, Academic Press, NY).

Los anticuerpos o proteinas de unién a los mismos seleccionados de la presente
invencién normalmente seran utiles para prevenir, suprimir o tratar estados inflamatorios,
hipersensibilidad alérgica, cancer, infeccion bacteriana o virica y trastornos autoinmunes (que
incluyen, pero sin limitar, diabetes de tipo |, esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn y miastenia grave).

En la presente solicitud, el término “prevencion” implica la administracion de la
composicion protectora antes de la induccidén de la enfermedad. “Supresion” se refiere a la
administracién de la composicidén después de un suceso inductivo, pero antes de la aparicion
clinica de la enfermedad. El “tratamiento” implica la administracibn de la composicion
protectora después de que los sintomas de la enfermedad se han puesto de manifiesto.

Se encuentran disponibles sistemas de modelos animales que se pueden usar para
cribar la eficacia de los anticuerpos o proteinas de unién a los mismos en la proteccion contra
o en el tratamiento de la enfermedad. Se conocen en la técnica procedimientos para analizar el
lupus eritematoso sistémico (LES) en ratones susceptibles (Knight y col. (1978) J. Exp. Med.,
147: 1653; Reinersten y col. (1978) New Eng. J. Med., 299: 515). La miastenia grave (MG) se
ensaya en ratones hembra SJL/J induciendo la enfermedad con la proteina AchR soluble de
otras especies (Lindstrom y col. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La artritis es inducida en una
cepa de ratones susceptible por inyeccion de colageno de tipo Il (Stuart y col. (1984) Ann. Rev.
Immunol., 42: 233). Se ha descrito un modelo mediante el cual se induce la artritis adyuvante
en ratas susceptibles por inyeccion de la proteina de choque térmico micobacteriana (Van
Eden y col. (1988) Nature, 331: 171). La tiroiditis es inducida en ratones por administracién de
tiroglobulina como se ha descrito (Maron y col. (1980) J. Exp. Med., 152: 1115). La diabetes
mellitus dependiente de insulina (DMDI) aparece de forma natural o se puede inducir en
determinadas cepas de ratones tales como las descritos por Kanasawa y col. (1984)
Diabetologia, 27: 113. La EAE en ratones y ratas sirve de modelo para la EM en seres
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humanos. En este modelo, la enfermedad de desmielinizacion es inducida por administracién
de proteina basica de mielina (véase Paterson (1986) “Textbook of Immunopathology”, Mischer
y col., eds., Grune y Stratton, New York, pag. 179-213; McFarlin y col. (1973) Science, 179:
478:y Satoh y col. (1987) J. Immunol., 138:179).

En general, los presentes anticuerpos seleccionados se usaran en forma purificada
junto con vehiculos farmacoldégicamente adecuados. Normalmente, estos vehiculos incluyen
disoluciones acuosas o alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo cualquier
medio salino y/o tamponado. Los vehiculos parentales incluyen disolucion de cloruro sédico,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro soédico y Ringer lactato. Los adyuvantes
fisioldgicamente aceptables adecuados, si son necesarios para mantener un complejo de
polipéptido en suspension, se pueden elegir de espesantes tales como carboximetilcelulosa,
polivinilpirrolidona, gelatina y alginatos.

Los vehiculos intravenosos incluyen reabastecedores de fluidos y nutrientes vy
reabastecedores de electrolitos, tales como los basados en dextrosa de Ringer. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, tales como antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) “Remington’s Pharmaceutical
Sciences”, 162 Edicidn).

Los polipéptidos seleccionados de la presente invencion se pueden usar como
composiciones administradas por separado o junto con otros agentes, Estos pueden incluir
diferentes farmacos inmunoterapéuticos, tales como ciclosporina, metotrexato, adriamicina o
cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir “cécteles” de
diferentes agentes citotdxicos u otros agentes junto con los anticuerpos, receptores o proteinas
de unién a los mismos seleccionados de la presente invencion, o incluso combinaciones de
polipéptidos seleccionados segun la presente invencion que tienen diferentes especificidades,
tales como los polipéptidos seleccionados usando diferentes ligandos objetivo, se mezclen o
no antes de la administracion.

La via de administracion de composiciones farmacéuticas segun la invencién, puede
ser cualquiera de las conocidas normalmente por los expertos en la materia. Para terapia,
incluyendo sin limitacion inmunoterapia, los anticuerpos, receptores o proteinas de union a los
mismos seleccionados de la invencion, se pueden administrar a cualquier paciente segun
técnicas estandar. La administracién puede ser cualquier por modo adecuado, incluyendo la
via parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, pulmonar, o también
adecuadamente por infusién directa con un catéter. La dosificacion y frecuencia de
administracién dependeran de la edad, sexo y afeccion del paciente, administracion simultanea
de otros farmacos, contraindicaciones y otros parametros que tendra que tener en cuenta el
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medico.

Los polipéptidos seleccionados de esta invencion se pueden liofilizar para almacenar y
reconstituir en un vehiculo adecuado antes de usar. Se ha mostrado que esta técnica es eficaz
con inmunoglobulinas convencionales y se pueden usar las técnicas de liofilizacion y
reconstitucion conocidas en la materia. Los expertos en la materia apreciaran que la
liofilizacion y reconstitucién pueden conducir a diferentes grados de pérdida de actividad del
anticuerpo (p. €j., con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienen a tener
una mayor pérdida de actividad que los anticuerpos IgG) y que los niveles de uso deben
ajustarse hacia arriba para compensar.

Las composiciones que contienen los presentes polipéptidos seleccionados o un coctel
de los mismos, se pueden administrar para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En
algunas aplicaciones terapéuticas, una cantidad adecuada para llevar a cabo, al menos
parcialmente, la inhibicién, supresion, modulacién, muerte o algun otro parametro medible, de
una poblacién de células seleccionadas, se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”.
Las cantidades necesarias para lograr esta dosificacidn dependeran de la gravedad de la
enfermedad, y el estado general del sistema inmunitario del propio paciente, pero en general
esta en el intervalo de 0,005 a 5,0 mg del anticuerpo, receptor (p. €j., receptor de células T) o
proteina de union al mismo seleccionado por kilogramo de peso corporal, usandose de forma
mas habitual dosis de 0,05 a 2,0 mg/kg/dosis. Para aplicaciones profilacticas, las
composiciones que contienen los presentes polipéptidos seleccionados o cocteles de los
mismos, también se pueden administrar de una forma similar o con dosificaciones ligeramente
inferiores.

Se puede usar una composicion que contiene un polipéptido seleccionado segun la
presente invencién en marcos profilacticos y terapéuticos para ayudar a la alteracion,
inactivacién, muerte o eliminacion de una poblacion de células objetivo seleccionada en un
mamifero. Ademas, los repertorios de polipéptidos seleccionados descritos en el presente
documento se pueden usar de forma extracorpérea o in vitro, para matar, reducir
drasticamente o eliminar eficazmente de otra forma, de manera selectiva, una poblacién de
células objetivo de una coleccion heterogénea de células. Se puede combinar la sangre de un
mamifero de forma extracorpérea con los anticuerpos, receptores de superficie celular o
proteinas de union a los mismos seleccionados, de modo que las células indeseadas mueran o
sean eliminadas de otra forma de la sangre, para devolverla al mamifero segun técnicas
estandar.

La invencion se describe ademas, so6lo con propésitos de ilustrar, en los siguientes
ejemplos.
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Ejemplo 1. Selecciéon de un anticuerpo scFv de doble especificidad (K8) dirigido
contra albumina de suero humano (HSA) y B-galactosidasa (-gal)

Este ejemplo explica un procedimiento para hacer un anticuerpo de doble especificidad
dirigido contra B-gal y HSA, en el que se selecciona un repertorio de dominios variables V,
unidos a un dominio Vy (simulado) de linea germinal para la unién a B-gal, y se selecciona un
repertorio de dominios variables Vy unidos a un dominio V, (simulado) de linea germinal para
la unibn a HSA. Los dominios variables seleccionados Vy HSA y V. B-gal después se
combinan y se seleccionan los anticuerpos para la unién a -gal y HSA.

En este experimento se usaron 4 bibliotecas de anticuerpos humanos en fagos.
Biblioteca 1 linea germinal V,/DVT Vy 8,46 x 107
Biblioteca 2 linea germinal V,/NNK Vy 9,64 x 107
Biblioteca 3 linea germinal Vi/DVT V, 1,47 x 108
Biblioteca 4 linea germinal Vi/NNK V, 1,45 x 108

Todas las bibliotecas se basan en un marco conservado humano anico para Vy (V3-
23/DP47 y Judb) y V, (O12/02/DPK9 y J1) con diversidad de la cadena lateral incorporada en
regiones determinantes de la complementariedad (CDR2 y CDR3).

La biblioteca 1 y biblioteca 2 contienen una secuencia V, simulada, mientras que la
secuencia de Vy esta diversificada en las posiciones H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58,
H95, H96, H97 y HI8 (codificadas por DVT o NNK, respectivamente) (Figura 1). La biblioteca 3
y la biblioteca 4 contienen una secuencia Vy simulada, mientras que la secuencia de V esta
diversificada en las posiciones L50, L53, L91, L92, L93, L94 y L96 (codificadas por DVT o
NNK, respectivamente) (Figura 1). Las bibliotecas estan en formato plT2/ScFv de fagémido
(Figura 2) y se han preseleccionado para la unién a ligandos genéricos, proteina A y proteina
L, de modo que la mayoria de los clones en las bibliotecas no seleccionadas son funcionales.
Los tamaros de las bibliotecas mostradas antes corresponden a los tamafnos después de la
preselecciéon. La biblioteca 1 y biblioteca 2 se mezclaron antes de las selecciones en el
antigeno para dar una sola biblioteca de Vy/V, simulado, y la biblioteca 3 y biblioteca 4 se
mezclaron para formar una sola biblioteca de V,/Vy simulado.

Se llevaron a cabo 3 ciclos de selecciones en B-gal usando la biblioteca de V./Vy
simulado y se llevaron a cabo 3 ciclos de selecciones en HSA usando la biblioteca de Vu/Vi
simulado. En el caso de B-gal, las valoraciones de fagos fueros desde 1,1 x 10° en el primer
ciclo a 2,0 x 10® en el tercer ciclo. En el caso de HSA, las valoraciones de fagos fueron desde
2 x 10* en el primer ciclo a 1,4 x 10° en el tercer ciclo. Las selecciones se llevaron a cabo
como describen Giriffith y col., (1993), excepto que se usé el fago auxiliar KM13 (el cual
contiene una proteina plll con un sitio de escisién de proteasa entre los dominios D2 y D3) y
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los fagos se eluyeron con tripsina 1 mg/ml en PBS. La adicién de tripsina escinde las proteinas
plll derivadas del fago auxiliar (pero no las del fagémido) y eluye las fusiones de scFv-fago
unidas por escisién en el marcador c-myc (figura 2), proporcionando asi un enriquecimiento
adicional para fagos que expresan los scFv funcionales y una correspondiente reduccién de
fondo (Kristensen y Winter, 1998). Las selecciones se llevaron a cabo usando inmunotubos
recubiertos con HSA o B-gal en una concentracion de 100 ug/ml.

Para comprobar la unién, se cribaron 24 colonias del tercer ciclo de cada seleccion por
ELISA de fagos monoclonales. Las particulas de fagos se produjeron como describen Harrison
y col., (1996). Placas de ELISA de 96 pocillos se recubrieron con 100 ul de HSA o B-gal en una
concentracion de 10 ug/ml en PBS durante la noche a 4°C. Se siguié un protocolo de ELISA
estandar (Hoogenboom y col., 1991) usando la deteccion de fagos unidos con conjugado anti-
M13-HRP. Una seleccion de clones dio sefiales en ELISA mayores que 1,0 con 50 ul de
liquido sobrenadante (no se muestran los datos).

Después, las preparaciones de ADN se hicieron a partir de la biblioteca de Vu/Vi
simulado seleccionada en HSA y a partir de la biblioteca de V,/Vy simulado seleccionada en j3-
gal usando el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Para acceder a la mayor diversidad, las
preparaciones de ADN se hicieron a partir de cada uno de los tres ciclos de selecciones y
después se mezclaron entre si para cada uno de los antigenos. Después las preparaciones de
ADN se digirieron con Sal//Not/ durante la noche a 37°C. Después de purificacion en gel de los
fragmentos, las cadenas de V. de la biblioteca de V,/Vy simulado seleccionadas en B-gal se
ligaron en el lugar de una cadena de V. simulado de la biblioteca de V./V, simulado
seleccionada en HSA creando una biblioteca de 3,3 x 10° clones.

Después, esta biblioteca se seleccion6 en HSA (primer ciclo) y B-gal (segundo ciclo),
seleccion HSA/B-gal, o en B-gal (primer ciclo) y HSA (segundo ciclo), seleccion B-gal/HSA. Las
selecciones se llevaron a cabo como se ha descrito antes. En cada caso, después del segundo
ciclo, se ensay6 en 48 clones la union a HSA y B-gal por el ELISA de fagos monoclonales
(como se ha descrito antes) y por ELISA de los fragmentos scFv solubles. Los fragmentos de
anticuerpo solubles se produjeron como describen Harrison y col., (1996), y se siguio el
protocolo de ELISA estdndar (Hoogenboom y col., 1991), excepto que se us6é Tween al
2%/PBS como tampo6n de bloqueo y los scFv unidos se detectaron con Proteina L-HRP. Tres
clones (E4, E5 y E8) de la seleccién HSA/B-gal y dos clones (K8 y K10) de la seleccién B-
gal/HSA eran capaces de unir ambos antigenos (no se muestran los datos). Los scFv de estos
clones se amplificaron por PCR y se secuenciaron como describen Ignatovich y col., (1999)
usando los cebadores LMB3 y pHENseq (Tabla 1). El analisis de la secuencia puso de
manifiesto que todos los clones eran idénticos. Por lo tanto, solo se eligi6 un clon que
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codificaba un anticuerpo de doble especificidad (K8) para el trabajo posterior (figura 3).

Ejemplo 2. Caracterizacion de las propiedades de unién del anticuerpo K8.

El primer lugar se caracterizaron las propiedades de union del anticuerpo K8 por el
ELISA de fagos monoclonales. Una placa de 96 pocillos se recubrié con 100 ul de HSA y B-gal
junto con fosfatasa alcalina (APS), albumina de suero bovino (BSA), aglutinina de cacahuete,
lisozima y citocromo ¢ (para comprobar la reactividad cruzada) en una concentracion de 10
ug/ml en PBS, durante la noche a 4°C. El fagémido del clon K8 se rescaté con KM13 como
describen Harrison y col., (1996). y se ensay06 directamente el liquido sobrenadante (50 pl) que
contenia fagos. Se siguié un protocolo de ELISA estandar (Hoogenboom y col., 1991) usando
la deteccion de fagos unidos con conjugado anti-M13-HRP. Se encontré que el anticuerpo K8
de doble especificidad se unia a HSA y B-gal cuando se presenta en la superficie del fago, con
sefnales mayores que 1,0 (figura 4). También se observé una unién fuerte a la BSA (figura 4).
Puesto que la HSA y la BSA son 76% homdlogas a nivel de aminoacidos, no es sorprendente
que el anticuerpo K8 reconozca ambas proteinas estructuralmente relacionadas. No se detecto
reactividad cruzada con otras proteinas (figura 4).

En segundo lugar, se ensayaron las propiedades de union del anticuerpo K8 en un
ELISA de scFv soluble. La produccion del fragmento scFv soluble se indujo mediante IPTG
como describen Harrison y col., (1996). Para determinar los niveles de expresién de scFv de
K8, los fragmentos de anticuerpo solubles se purificaron del liquido sobrenadante de
inducciones de 50 ml usando columnas de Proteina A-Sepharosa como describen Harlow y
Lane (1988). Después, se midid la DO.g y se calculd la concentracion de proteina como
describen Sambrook y col., (1989). El scFv de K8 se produjo en el liquido sobrenadante en 19
mg/ml.

Después se llevo a cabo un ELISA de scFv soluble usando concentraciones conocidas
del fragmento del anticuerpo K8. Se recubri6é una placa de 96 pocillos con 100 pl de HSA, BSA
y B-gal de 10 ug/mly 100 pl de Proteina A de 1 ug/ml de concentraciéon. Se aplicaron 50 ul de
diluciones seriadas del scFv de K8 y los fragmentos de anticuerpo unidos se detectaron con
Proteina L-HRP. Los resultados de ELISA confirmaron la naturaleza de doble especificidad del
anticuerpo K8 (figura 5).

Para confirmar esto, se determiné la unién a B-gal por el dominio V, y la unién a
HSA/BSA por el dominio Vy del anticuerpo scFv de K8, se cort6 el dominio V, del ADN de scFv
de K8 mediante digestién por Sall/Not/ y se ligéb en un vector pIT2 digerido con Sall/Not/ que
contiene la cadena de Vy simulado (figuras 1 y 2). Las caracteristicas de unién del clon
resultante KBV,/Vy simulado, por ELISA de scFv soluble. La produccion de los fragmentos
scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison y col., (1996), y se ensay6
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directamente el liquido sobrenadante (50 pl) que contenia los scFv. El ELISA de scFv soluble
se llevé a cabo como se describe en el ejemplo 1, y los scFv unidos se detectaron con
Proteina L-HRP. Los resultados del ELISA pusieron de manifiesto que este clon todavia podia
unirse a B-gal, mientras que se habia abolido la unién a BSA (figura 6).

Ejemplo 3. Creacion y caracterizacion de los anticuerpos scFv de doble
especificidad (K8V./V42 y KBV,/V,4) dirigidos contra APS y B-gal y de un anticuerpo
scFv de doble especificidad (K8V,/V4C11) dirigido contra la proteina BCL10 y g-gal.

Este ejemplo describe un procedimiento para hacer anticuerpos scFv de doble
especificidad (K8V,/Vy2 y KBV, /Vp4) dirigidos contra APS y 3-gal y de un anticuerpo scFv de
doble especificidad (K8V,/VyC11) dirigido contra la proteina BCL10 y B-gal, por el cual se
selecciona primero un repertorio de dominios variables Vi unidos a un dominio V, (simulado)
de linea germinal para la union a APS y la proteina BCL10. Los dominios Vy individuales
seleccionados (Vu2, Vy4 y V4C11) después se combinan con un dominio V, de unién a p-gal
individual (de scFv de K8, ejemplos 1 y 2) y se analiza la doble especificidad de los
anticuerpos.

Se usé una biblioteca de scFv de V/V, simulado descrita en el ejemplo 1, para llevar a
cabo 3 ciclos de selecciones en APS y 2 ciclos de selecciones en proteina BCL10. La proteina
BCL10 esta implicada en la regulacién de la apoptosis y se encuentran formas mutantes de
esta proteina en mudltiples tipos de tumores, lo que indica que la BCL10 puede estar
normalmente implicada en la patogénesis del cancer humano (Willis y col., 1999).

En el caso de la APS, las valoraciones de fagos fueron desde 2,8 x 10° en el primer
ciclo hasta 8,0 x 10% en el tercer ciclo. En el caso de la BCL10 las valoraciones de fagos fueron
desde 1,8 x 10° en el primer ciclo hasta 9,2 x 10’ en el segundo ciclo. Las selecciones se
llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 1, usando inmunotubos recubiertos con APS o
BCL10 de 100 pug/ml de concentracion.

Para comprobar la unidn, se cribaron 24 colonias del tercer ciclo de selecciones en
APS y 48 colonias del segundo ciclo de las selecciones en BCL10 por ELISA de scFv soluble.
Se recubrié una placa de 96 pocillos con 100 ul de APS, BCL10, BSA, HSA y B-gal en una
concentracion de 10 ug/ml en PBS durante la noche a 4°C. La produccion de los fragmentos
de scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison y col., (1996) y el liquido
sobrenadante (50 pl) que contenia los scFv se ensay6 directamente. El ELISA de scFv soluble
se llevo a cabo como se describe en el ejemplo 1 y los scFv unidos se detectaron con Proteina
L-HRP. Se encontrdé que dos clones (V42 y Vu4) se unian a la APS y un clon (V4C11) era
especifico para la BCL10 (figuras 3, 7). No se observé reactividad cruzada con otras proteinas.

Para crear anticuerpos de doble especificidad, cada uno de estos clones se digirié con
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Sall/Not/ para separar las cadenas de V, simulado y en su lugar se ligé un fragmento Sal/Not/
qgue contenia el dominio V, de unién a 3-gal de scFv de K8. Las caracteristicas de unioén de los
clones producidos (KSV,/Vy2, KBV/Vy4 y KSV,/VuC11) se analizaron en un ELISA de scFv
soluble como se ha descrito antes. Se encontré que todos los clones tenian doble
especificidad sin ninguna reactividad cruzada con otras proteinas (figura 8).

Ejemplo 4. Creacion y caracterizacion de anticuerpos de dominio V4 tunico (V42sd
y Vudsd) dirigidos contra la APS.

Este ejemplo demuestra que los dominios variables V2 y Vu4 dirigidos contra la APS
(descrito en el ejemplo 3) pueden unir este antigeno en ausencia de un dominio variable
complementario.

Las preparaciones de ADN de los clones de scFv de V2 y V4 (descritos en el ejemplo
3) se digirieron con Nco//Xho! para cortar los dominios Vy (figura 2). Después, estos dominios
se ligaron en un vector pIT1 digerido con Nco/Xho! (figura 2) para crear la fusiéon del dominio
unico Vy con el gen lll.

Después se analizaron las caracteristicas de union de los clones producidos (V42sd y
Vudsd) por ELISA de fagos monoclonales. Las particulas de fagos se produjeron como
describen Harrison y col., (1996). Se recubrieron placas de ELISA de 96 pocillos con 100 ul de
APS, BSA, HSA, B-gal, ubiquitina, a-amilasa y miosina en una concentracién de 10 pg/ml en
PBS durante la noche a 4°C. Se sigui6é un protocolo de ELISA estandar (Hoogenboom y col.,
1991) usando deteccién del fago unido con conjugado anti-M13-HRP. Los resultados del
ELISA demostraron que los dominios unicos Vy reconocian especificamente la APS cuando se
presentaba en la superficie del bacteriéfago filamentoso (figura 9). El ELISA de Vy2sd y Vpdsd
solubles dio los mismos resultados que el ELISA de fagos, indicando que estos dominios
Unicos son capaces de reconocer la APS como fragmentos solubles (figura 10).

Ejemplo 5. Seleccion de anticuerpos de dominio Vy unico dirigidos contra la APS
y anticuerpos de dominio V, unico dirigidos contra pB-gal de un repertorio de dominios
unicos de anticuerpos.

Este ejemplo describe un procedimiento para hacer anticuerpos de dominio Vy Unico
dirigidos contra la APS y anticuerpos de dominio V, Unico dirigidos contra la B-gal, por
seleccidn de repertorios de dominios variables Unicos de anticuerpos virgenes para la union a
estos antigenos en ausencia de dominios variables complementarios.

En este experimento se usaron dos bibliotecas de anticuerpos en fagos humanos.

Biblioteca 5 NNK dominio Gnico Vj 4,08 x 10®

Biblioteca 6  NNK dominio tnico V, 2,88 x 10°

Las bibliotecas se basan en un marco conservado humana unica para Vy (V3-23/DP47
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y Judb) y V¢ (O12/02/DPK9 y J(1) con diversidad en la cadena lateral incorporada en las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR2 y CDRS3). La secuencia de V4 en la
biblioteca 5 (estando ausente el dominio variable V, complementario) esta diversificada en las
posiciones H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H58, H95, H96, H97 y HI98 (codificado por NNK).
La secuencia V, en la biblioteca 6 (estando ausente el dominio variable Vy complementario)
esta diversificada en las posiciones L50, L53, L91, L92, L93, L94 y L96 (codificado por NNK)
(Figura 1). Las bibliotecas estan en formato de fagémido pIT1/dominio variable Unico (Figura
2).

Se llevaron a cabo 2 ciclos de selecciones en APS y B-gal usando la biblioteca 5 y la
biblioteca 6, respectivamente. En el caso de la APS, la valoracion de fagos iba desde 9,2 x 10°
en el primer ciclo hasta 1,1 x 10% en el segundo ciclo. En el caso de B-gal, la valoracién de
fagos iba desde 2,0 x 10° en el primer ciclo hasta 1,6 x 10® en el segundo ciclo. Las
selecciones se llevaron a cabo como se describe en el ejemplo 1, usando inmunotubos
recubiertos con APS o B-gal en una concentraciéon de 100 pg/ml.

Después del segundo ciclo, se analizé en 48 clones de cada seleccién la unidén a sus
respectivos antigenos en un ELISA de dominio unico soluble. Se recubrieron placas de 96
pocillos con 100 ul de APS y BSA (control negativo) para cribar los clones seleccionados de la
biblioteca 5 y con 100 ul de B-gal y BSA 10 ug/ml (control negativo) para cribar los clones
seleccionados de la biblioteca 6. La produccién de los fragmentos de dominios unicos V. y Vy
solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison y col., (1996) y el liquido
sobrenadante (50 pl) que contenia los dominios Unicos se ensayé directamente. EI ELISA de
dominio unico soluble se llevé a cabo como el ELISA de scFv soluble descrito en el ejemplo 1,
y los dominios unicos Vi y Vy unidos se detectaron con Proteina L-HRP y Proteina A-HRP,
respectivamente. Se encontré que 5 dominios unicos Vy (VyA10sd, VyA1sd, VyASsd, VChsd y
VyC11sd) seleccionados de la biblioteca 5 unian la APS y se encontr6 que un dominio unico V,
(VkE5sd) seleccionado de la biblioteca 6 unia la B-gal. Ninguno de los clones tenia reactividad
cruzada con la BSA (figuras 3, 11).

Ejemplo 6. Creacion y caracterizacion de anticuerpos scFv de doble especificidad
(V<E5/V42 y V(E5/V44) dirigidos contra la APS y B-gal.

Este ejemplo demuestra que los anticuerpos scFv de doble especificidad (VE5/Vp2 y
V(E5/Vi4) dirigidos contra la APS y B-gal se podian crear combinando el dominio variable
V(E5sd que se selecciond para la uniébn a P-gal en ausencia de un dominio variable
complementario (como se describe en el ejemplo 5) con dominios variables V2 y V4 que se
seleccionaron para la uniéon a la APS en presencia de dominios variables complementarios
(como se describe en el ejemplo 3).
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Para crear estos anticuerpos de doble especificidad, se digirié el fagémido pIT1 que
contenia V(E5sd (ejemplo 5) con Nco/l/Xho! (figura 2). Los fragmentos Nco/Xho/ que contenian
dominios variables Vy de los clones V2 y V4 (ejemplo 3) después se ligaron en el fagémido
para crear los clones scFv V(E5/V2 y V(E5/V 4, respectivamente.

Las caracteristicas de union de los clones producidos se ensayaron en un ELISA de
scFv soluble. Una placa de 96 pocillos se recubrié con 100 ul de APS, B-gal y BSA (control
negativo) de 10 ug/ml de concentracién en PBS durante la noche a 4°C. La produccion de los
fragmentos scFv solubles se indujo mediante IPTG como describen Harrison y col., (1996) y el
liquido sobrenadante (50 wl) que contenia los scFv se ensayé directamente. EI ELISA de scFv
soluble se llevo a cabo como se describe en el ejemplo 1, y los scFv unidos se detectaron con
Proteina L-HRP. Se encontré que tanto los clones V(E5/V42 como V(E5/Vp4 tenian doble
especificidad. No se detecto reactividad cruzada con BSA (figura 12).

Ejemplo 7. Construccion de vectores para convertir los anticuerpos scFv de
doble especificidad existentes en un formato Fab.

a. Construccion del vector C, y el vector Ck/glll.

El gen de C, se amplificé por PCR a partir de un clon individual A4 seleccionado de una
biblioteca de Fab (Griffith y col., 1994) usando Ck BACKNOT como un cebador 5’ (inverso) y
CKSACFORFL como un cebador 3 (directo) (tabla 1). Se llevaron a cabo 30 ciclos de
amplificacién de PCR como describen Ignatovich y col., (1997), excepto que se usé la
polimerasa Pfu como enzima. El producto de la PCR se digirié con Not/EcoR/y se ligb en un
vector pHEN14Vy digerido con Not//EcoR/ (figura 13) para crear un vector C, (figura 14).

Después el gen lll se amplificé por PCR a partir de un vector plIT2 (figura 2) usando
G3BACKSAC como un cebador 5’ (inverso) y LMB2 como un cebador 3’ (directo) (tabla 1). Se
llevaron a cabo 30 ciclos de amplificacién por PCR como antes. El producto de la PCR se
digirié con Sacl/EcoR/y se ligé a un vector Ci digerido con Sac// EcoR/ (figura 14) para crear
el fagémido Ck/glll (figura 15).

b. Construccion del vector Cy.

El gen de Cy se amplificé por PCR a partir de un clon individual A4 seleccionado de
una biblioteca de Fab (Giriffith y col., 1994) usando CHBACKNOT como un cebador 5’ (inverso)
y CHSACFOR como un cebador 3’ (directo) (tabla 1). Se llevaron a cabo 30 ciclos de
amplificacién por PCR como antes. El producto de la PCR se digiri6 con Not/Bgl/l'y se ligd a
un vector PACYC4Vy, digerido con Not//Bgl/l (figura 16) para crear un vector Cy (figura 17).

Ejemplo 8. Construccion del clon Fab V(E5/V42 y comparacion de sus
propiedades de unién con la version de scFv V.E5/Vy2 (Ejemplo 6).

Este ejemplo demuestra que se retiene la doble especificidad del anticuerpo scFv
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V(E5/Vy2 cuando los dominios variables V, y Vy estan situados en diferentes cadenas de
polipéptidos. Ademas, la unién del clon Fab V(E5/V,2 a B-gal y APS se hace competitiva. En
cambio, el anticuerpo scFv VE5/V2 puede unir ambos antigenos simultdneamente.

Para crear un Fab VE5/V,2, se digiri6 ADN del clon scFv V(E5/V2 con Sall/Not/y el
fragmento de ADN purificado que contenia el dominio variable V(E5 se ligé en un vector Gy
digerido con Sall/Not/ (figura 14). Los productos del ligado se usaron para transformar células
TG-1 de Escherichia coli competentes como describen Ignatovich y col., (1997), y los
transformantes (V(E5/Cy) se hicieron crecer en placas TYE que contenian glucosa al 1% y
ampicilina 100 pg/ml.

El ADN del clon scFv VE5/Vy2 también se digirié6 con Sfil/Xho!y el fragmento de ADN
purificado que contenia el dominio variable V42 se ligd en un vector Cy digerido con Sfil/Xho/
(figura 17). Los productos del ligado se usaron para transformar células TG-1 de E. coli
competentes como antes y los transformantes (Vy2/Cy) se hicieron crecer en placas de TYE
que contenian glucosa al 1% y cloranfenicol 10 pug/ml.

Después se hizo la preparacion de ADN a partir del clon V(E5/Cy y se usé para
transformar el clon V42/Cy como describen Chung y col., (1989). Los transformantes se
hicieron crecer en placas de TYE que contenian glucosa al 1%, ampicilina 100 pg/ml y
cloranfenicol 10 pg/ml.

El clon que contenia los plasmidos tanto V(E5/C, como V,2/Cy se indujo después
mediante IPTG para producir fragmentos Fab VE5/V2 solubles. Las inducciones se llevaron a
cabo como describen Harrison y col., (1996), excepto que el clon se mantuvo en el medio que
contenia dos antibiéticos (ampicilina 100 ug/ml y cloranfenicol 10 ug/ml) y después de la
adicion de IPTG la temperatura se mantuvo a 25°C durante la noche.

La union de los Fab V(E5/V,2 solubles se analizé por ELISA. Una placa de 96 pocillos
se recubrié con 100 ul de APS, B-gal y BSA (control negativo) de 10 ug/ml de concentracién en
PBS durante la noche a 4°C. El liquido sobrenadante (50 pul) que contenia los Fab se ensay6
directamente. El ELISA de Fab soluble se llevé a cabo como se describe en el ejemplo 1 y los
Fab unidos se detectaron con Proteina A-HRP. El ELISA demostr6 la naturaleza de doble
especificidad del Fab VE5/V,2 (figura 18).

El Fab V(E5/Vy2 producido también se purific6 de 50 ml de liquido sobrenadante
usando Proteina A-Sepharosa como describen Harlow y Lane (1988) y se llevo a un gel de
SDS-PAGE no reductor. La tincién del gel con Coomassie puso de manifiesto una banda de 50
kDa correspondiente a un fragmento Fab (no se muestran los datos).

Después se llevo a cabo un ELISA competitivo para comparar las propiedades de union
del Fab VE5/V2 y el scFv VE5/V2. Una placa de 96 pocillos se recubrié con 100 ul de B-gal
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de 10 ug/ml de concentracion en PBS durante la noche a 4°C. Se eligié una dilucion de los
liquidos sobrenadantes que contenian Fab V(E5/VL2 y scFv V(E5/Vy2 de modo que se
alcanzara una DO de 0,2 después de deteccion con Proteina A-HRP. Se incubaron 50 pul de
los liquidos sobrenadantes diluidos de Fab V(E5/V,2 y scFv V(E5/Vy2 durante 1 hora a
temperatura ambiente con 36, 72 y 180 umoles de APS nativa o APS que se habia
desnaturalizado por calentamiento a 70°C durante 10 min y después enfriado inmediatamente
sobre hielo. Como control negativo, se sometieron 50 ul de los liquidos sobrenadantes diluidos
de Fab V\E5/VL2 y scFv V(E5/V2 a la misma incubacién con BSA nativa o desnaturalizada.
Después de estas incubaciones las mezclas se pusieron sobre una placa de ELISA recubierta
con B-gal y se incubaron durante otra hora. Los fragmentos Fab V.E5/V2 y scFv V.E5/V,2 se
detectaron con Proteina A-HRP.

El ELISA demostré que el dominio variable V42 reconoce la forma desnaturalizada de
la APS (figura 19). Este resultado se confirmé por experimentos de BlIAcore cuando ninguna
de las construcciones que contenian el dominio variable V42 eran capaces de unirse al chip
recubierto con APS (no se muestran los datos). El ELISA también mostrd claramente que se
lograba una competicion muy eficaz con APS desnaturalizada para el fragmento Fab
V(E5/Vy2, mientras que en el caso de scFv V E5/V2 la unién a B-gal no se veia afectada por
el antigeno en competencia (figura 19). Esto se podria explicar por el hecho de que scFv
representa una estructura mas abierta en la que los dominios variables V. y V4 se pueden
comportar de forma independiente. Dicha libertad podria estar restringida en un formato Fab.
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REIVINDICACIONES

1. Un ligando de doble especificidad que comprende un dominio variable Unico de cadena
pesada de inmunoglobulina que tiene una especificidad de unién a un primer antigeno o
epitopo y un dominio variable Unico de cadena ligera de inmunoglobulina complementaria que
tiene una especificidad de unién a un segundo antigeno o epitopo, en el que dichos dominios
no comparten la misma especificidad, y en el que los dominios variables unen sus respectivos
antigenos o epitopos simultdneamente.

2. El ligando de doble especificidad de la reivindicacidon 1, en el que el primer y el segundo
epitopos estan presentes en diferentes antigenos.

3. El ligando de doble especificidad de la reivindicacién 1, en el que el primero y el
segundo epitopos estan presentes en el mismo antigeno.

4, Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que los Vi y V. los proporciona un fragmento scFv de anticuerpo.

5. Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que los Vi y V, los proporciona una regién Fab de anticuerpo.

6. Una IgG que comprende un ligando de doble especificidad de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

7. Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que las regiones variables estan asociadas de forma no covalente.

8. Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en el que las regiones variables estan asociadas de forma covalente.

9. Un ligando de doble especificidad segun la reivindicacién 8, en el que la asociacién
covalente estd mediada por enlaces disulfuro.

10. Un ligando de doble especificidad segun cualquier reivindicacion precedente, que
comprende un marco conservado universal.
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11. Un ligando de doble especificidad segun la reivindicacién 10, en el que el marco
conservado universal comprende un marco conservado Vy seleccionado del grupo constituido
por DP47, DP45 y DP38; y/o el marco conservado V|, es DPKO9.

12. Un ligando de doble especificidad segun cualquier reivindicacion precedente, que
comprende el sitio de unién para un ligando genérico especifico.

13. Un ligando de doble especificidad segun cualquier reivindicacion precedente, en el que
una especificidad del mismo es por un agente eficaz para aumentar la semivida del ligando.

14. Un ligando de doble especificidad segun cualquier reivindicacién precedente, que tiene
una especificidad por un antigeno seleccionado de proteinas humanas y animales, citocinas,
receptores de citocinas, cofactores enzimaticos para enzimas y proteinas de union a ADN.

15. Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
que tiene especificidad por un antigeno seleccionado de ApoE, Apo-SAA, BDNF, Cardiotrofina-
1, EGF, receptor de EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, FGF-acido, FGF-basico,
factor de crecimiento de fibroblastos-10 (30), ligando FLT3, fractalcina (CX3C), GDNF, GCSF,
GM-CSF, GF-B1, insulina, IFN-y, IGF-1, IGF-1I, IL-lar, IL-1B, IL-2, IL-3; IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8
(72 aa), IL-8 (77 aa), IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), inhibina a,
inhibina B, IP-10, factor de crecimiento de queratinocitos-2 (KGF-2), KGF, leptina, LIF,
linfotactina, sustancia inhibidora mulleriana, factor inhibidor de colonias de monocitos, proteina
atractora de monocitos (30 véase antes), M-CSF, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MCP-1 (MCAF),
MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 aa), MDC (69 aa), MIG, MIP- 1a, MIP-13, MIP-3a, MIP-3,
MIP-4, factor inhibidor de progenitores mieloides-1 (MPIF-1), NAP-2, neurturina, factor de
crecimiento nervioso, B-NGF, NT-3, NT-4, oncostatina M, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-
4, RANTES, SDF1a, SDF1p3, SCF, SCGF, factor de células madre (SCF), TARC, TGF-a, TGF-
B, TGF-B2, TGF- B3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-a, TNF-B, receptor de TNF |,
receptor de TNF Il, TNIL-1, TPO, VEGF, receptor de VEGF 1, receptor de VEGF 2, receptor de
VEGF 3, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-B, GRO-y, HCC1, 1-309, HER 1, HER 2, HER 3 y HER 4.

16. Un ligando de doble especificidad segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
que tiene una especificidad por un receptor para una citocina indicada en la reivindicacion 15.

17. Un ligando de doble especificidad segun la reivindicacién 3, en el que el antigeno es un
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antigeno indicado en la reivindicacién 15 6 16.

18. Acido nucleico que codifica al menos un ligando de doble especificidad segtin cualquier
reivindicacion precedente.

19. Un vector que comprende el &cido nucleico segun la reivindicacién 18.

20. Un vector segun la reivindicacion 19, que ademas comprende los componentes
necesarios para la expresion de un ligando de doble especificidad.

21. Un procedimiento para producir un ligando de doble especificidad segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 17, que comprende un primer dominio variable Unico de cadena
pesada de inmunoglobulina que tiene una primera especificidad de unién y un segundo
dominio variable Unico de cadena ligera de inmunoglobulina complementario que tiene una
segunda especificidad de unién, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a) seleccionar un primer dominio variable por su capacidad para unirse a un primer
epitopo,

b) seleccionar un segundo dominio variable por su capacidad para unirse a un segundo
epitopo,

¢) combinar los dominios variables; y

d) seleccionar el ligando de doble especificidad por su capacidad para unirse a dichos
primer y segundo epitopos.

22. Un procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que dicho primer dominio variable se
selecciona para la union a dicho primer epitopo en ausencia de un dominio variable
complementario.

283. Un procedimiento segun la reivindicacion 21, en el que dicho primer dominio variable se
selecciona para la union a dicho primer epitopo en presencia de un tercer dominio variable
complementario, en el que dicho tercer dominio variable es diferente de dicho segundo
dominio variable.

24. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que las
regiones variables derivan de inmunoglobulinas dirigidas contra dichos epitopos.
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25. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24, en el que dichos
primer y segundo epitopos estan presentes en antigenos separados.

26. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24, en el que dichos
primer y segundo epitopos estan presentes en el mismo antigeno.

27. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 26, en el que el
dominio variable deriva de un repertorio de dominios de anticuerpos Unicos.

28. Un procedimiento de la reivindicacion 27, en el que dicho repertorio se presenta en la
superficie de un bacteriéfago filamentoso y en el que los dominios Unicos de anticuerpos se
seleccionan por la unién del repertorio en el bacteriéfago a un antigeno.

29. Un procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 21 a 28 precedentes, en el que
la secuencia de al menos un dominio variable se modifica por mutacion o barajado de ADN.



ES 2348 602 T3

55

992 WYY JlY VYD O19 O¥Y IOV 999 W¥d 299 Jil
¥y ¥ 1 3 A ¥ L 95 0 95 41
L0171 0011
912 1LOY DJ9Y DY IOV DLD IdY DL L¥D ¥I¥ 999
7T S s I L T L a4 @ I 9
oL1
31V 912 21D 9¥Y 12D 229 VWY 999 ¥ID W¥Y S¥D
I 1T 1T M 4 ¥ » 9 4 % 0
0b1
YOY D¥9 Y99 Wi ID1 ¥ID 1D 91D I3L JdL ¥l
¥ a 9 A S ¥ s 1 § s 4
011
T0UY
I99 099 v99 199 D05V DI 04D IO¥ OIS 91D IO¥
9 9 9 9 s s A L A T I
€T1TH 0T1H
OUD 9¥D 229 WOV OID O9Y¥ OWY DI¥ ¥WYd 9ID IVl
a 3 ¥ ¥ 1 S§ N W D 1T &
> q e ZgH 08H
24aoH
ovl Pl wov Pov 199 199 [19¥ 199 194 LI¥ {109
A A 1 S 9 9 s 9 s 1 W
® ZSH OSH
J9Y LLL 20% DLl ¥99 1JL D229 ¥29 19L D01 21D
S 4 L a4 9 § ¥ ¥ O° § 1
0EH 0zH

3. (o

90V [L¥d 130 POY LOY JOV¥l IS4 DYD WWd 191 O¥I O¥l

L

101

134-49)

LJOL

S

99

912

¥olL

oY

N

o0

YL

2)-fe}

Bl fe)

20W

219

9L2

d

1LovY

99L

o) -4

299

ol 4 4

BRAA

J0lL

L

299

S

L9Y 211 99¥ ¥JL ¥3D 21D 999 1ov

S

A s 0 0 O &
0671

3 d S d A 9
091

19001

LYY

A

991

144

bl8)

999
9

YLl

) o}

I¥l 09Y J9Y Il¥ O9¥ 9¥D 19V

A S S I S 0
0e1

ITeS

LY J¥D 93¥ HII 999 299 199 J99 I9Y D99 199 ¥99 299

I a I s 9 29
11

£40OH

o) A1

204 1YY JY9 ¥OY O31 J1W¥ JO¥ Jil

S

912

9299
o

oW IIL [109 199 IV¥L 194 WvY

a 3 ¥ 9 & S
OOTH B86H

N a d ) I hA
OLH

999 9YY 999 ¥ID 139 9¥D 290

9 A 9 4 ¥ O
ObH

13D O¥D ¥l9 911 399 ¥99 999

4 (o] A T 9 9
OTH

I0Y Y29 1Ll 1¥D Y¥9 10D WY
J ¥ a3 a 3 4 9
081
2¥a01
Y90 911 LY DJ1 ¥I9 {129 LIyl
o 1 s S ¥ W &
061
¥J9 990 291 LOY Ol¥ JOY J19
¥ ¥4 o2 & I I A
021
299 ¥OlL
9 § 9 9 9 9 5§
909 191 OWl IWl Y19 229 90¥
¥ 2 X X A ¥ U
06H
992 299 OYY 9ID JI& J¥H ¥I9O
¥ 9 M A S a@ ¥
09H
T¥QOH
219 991 09¥ SIV 039 IVl J9W
A M S W ¥ A S
ID1L 9YD 911 91D 94¥d 919 9D
s 3 1T 1 0 A 3
TH

Figura 1



ES 2348 602 T3

o6

S

(&]

S 85 3

» X0 Z

ambar
promotor RBS lider conector marcador alll

lac pelB peptidico

piT1/pIT2

(colET ori y——_amp | (M3 ori)}—

RBS
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA ATG AAA TAC CTA
———————————————— > M K Y L

LMB3
Sfil Ncol

TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCG_GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GTG TTT
L P T A A A G L L L L A A Q P A M A E v F

- Xhol conector
GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG AGC GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT
D Y w G 0Q G T L v T v S s G G G G S G G G

Sall NotI
GGC AGC GGC GGT GGC GGG TCG ACG GAC ATC CAG ATG ACC CAG GCG GCC GCA GRA CAA AAA CTC
G S G G G G S T D I Q M T Q A A A E [o] K L

nueva sec. conectora

marcador HIS
CAT CAT CAT CAC CAT CAC GGG GCC GCA
H H H H H H G A A
(insercion solo en plT2)

marcador myc . Gen il
ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG ACT GTT GAA AGT TGT TTA GCA AAA CCT CAT
I S E E D L N G A A * T V E S c I A K P H

Figura 2
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1-HSA
2-APS
3-b-gal
4-cacahuete
5-BSA
6-lisozima
7-citocromo ¢

i ELISA de fagos de un anticuerpo scFv de K8 de doble especificidad
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Figura 4
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K8VK/VHZ  K8VK/NVH4  KBVK/VHC11

1.506 1.724 0.017
0.624 1.367 0.947
0.017 0.034 0.604

0.02 0.02 0.033
0.013 0.02 0.052

ELISA de scFv soluble de los clones de doble especificidad K8VK/VH2,

K8VKI/VH4 y K8VK/VHC11 ;
;
! 2 :
i 18 | lEIKBVkNHZ L
: s M {BKBVKVHe 1
,3 1’4 |OK8VKVHC11 | !
1,2 |
O L
o 1- 1-APS
i 08 | 2-b-gal
' 3-BCL10
06 - 4-HSA
0,4 - 5-BSA
0,2 -
‘ 0 — e |
| 1 2 3 4 5

Antigenos
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ELISA de dominio Unico soluble de los clones VH2sd y VH4sd
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VKESVh2  VKES/Vh4

0,014 0,016
0,472 1,018
1,69 2,017

ELISA de scFv soluble de los clones de doble especificidad VKE5/VH2 y
VKES5/VH4
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OVKESVN2 |

BVKES/NVh4a E
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ambar
promotor RBS lider marcador glil
lac pelB myc
pHEN14VK

RBS
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA ATG AAA TAC C

M K Y
LMB3

Sfirl Ncol Sall
TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TT& TTA TTA CTC GCG_GCC CAG CCG _GCC ATG GCG_TCG ACG GA

L P T A A A G L L L L A A Q P A M A S T D

NotI marcador myc
ATC CAG ATG ACC CAG GCG_GCC GCA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT GGG GC
I Q M T Q A A A E Q K L I S E E D L N G A

. pPHEN
gen Il sec-p

GCA TAG ACT GTT GAR AGT TGT TTA GCA AAA CCT CAT
A 0 T v E S C L A K P H
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promotor RBS lider
lac pelB
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———(pi50ni ) M13 ori

RBS
CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATA ATG AARA TAC CTA
———————————————— > M K Y L

LMB3
Sfil Ncol

TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCG_GCC CAG CCG GCC ATG GCC GAG GIG TTT
L P T A A A G L L L L A A Q P A M A E v F

Xhol NotI BamHI BglI
GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG AGC GCG GCC GCA TAA TAR GGA TCC AGA
D Y W G Q G T L \'% T \ S S A A A o (o} G S R

NdeI EcoRI
TCT CAT ATG GAA TTC
S H M E F

Figura 16
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Conc. (nmoles) APS-nativa APS-desnaturalizada BSA-nativa BSA-desnaturalizada
0 0,218 0,218 0,218 0,218
36 0,233 0,201 0,224 0,212
72 0,231 0,194 0,231 0,208
180 0,226 0,196 0,227 0,222

‘ ELISA de competiciéon con scFv VKE5/VH2

I
I R
; ]
i -nati I
i 0.15 | —eo— APS natlvell !
i 0 —m— APS-desnaturalizadd |
1
a 0.1 BSA-nativa l
’ —>¢—BSA-desnaturalizad]
0,05 -
0 - - -
0 50 100 150 200
Antigeno en competencia (nmoles)

Conc. (nmoles) APS-nativa APS-desnaturalizada BSA-nativa BSA-desnaturalizada

0 0,227 0,227 0,227 0,227
36 0,225 0,097 0,221 0,22
72 0,225 0,089 0,229 0,218
180 0,231 0,09 0,23 0,213
—
i ELISA de competicion con Fab VKE5/VH2
' 0,25
072 i ral
015 . —&— APS-nativa
o ~—— APS-desnaturalizad
2 o -~x—BSA-nativa
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; 0 . - .
0 50 100 150 200
Antigeno en competencia (nmoles)
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