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ES 2316919 T3

DESCRIPCION

Anticuerpos disefiados racionalmente.
Campo técnico

La presente invencién se refiere a moléculas de anticuerpos y a péptidos biolégicamente activos como reactivos
para diagnéstico y terapéuticos.

Antecedentes de la técnica relacionada

Los anticuerpos son producidos por los linfocitos B y defienden contra la infeccién. Los anticuerpos son produ-
cidos en millones de formas, cada una con una secuencia de aminoécidos diferente. Las moléculas de anticuerpo se
componen de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas. Cuando son digeridas por la enzima pa-
paina, se producen dos fragmentos Fab idénticos junto con un fragmento Fc. Cuando se digieren con la enzima pepsina
se produce un fragmento F(ab’),. Las cadenas ligera y pesada estdn constituidas por regiones constantes y variables.
Dentro de las regiones variables estdn las regiones hipervariables (regiones determinantes de complementariedad aka
(CDR)) que forman la secuencia de unién al antigeno. Las partes restantes de las regiones variables se denominan
regiones marco.

Importantes funciones bioldgicas, tales como la unién del receptor, la activacion y la actividad enzimatica, son
atribuibles con frecuencia a regiones discretas de moléculas de proteinas mayores que comprenden un nimero limitado
de restos de aminodacidos. Los péptidos que presentan unién, activaciéon o actividad enzimadtica se han descubierto
también cribando bancos de péptidos generados por el enlace aleatorio de restos de aminoacidos. Estos péptidos
pueden no corresponder a una disposicién lineal de aminoacidos en una molécula de proteina mayor que presenta
actividad bioldgica similar y se denominan epitopos de péptido discontinuo o mimétopos. Se han descrito y clonado
determinados peptido miméticos. Véase, por ejemplo, la patente US n° 6.083.913 (trombopoyetina (TPO) mimética),
patente US n°® 5.835.382 (eritropoyetina (EPO) mimética), patente US n° 5.830.851 (EPO mimética) y Wrighton et
al., Science (1996) 273:458-63. Los epitopos y mimétopos peptidicos debido a su pequefio tamafio son ventajosos
en potencia sobre las moléculas de proteina mayores para su utilizacién como agentes terapéuticos. Sin embargo, los
resultados con estos péptidos como terapéuticos con frecuencia pueden ser insatisfactorios. Un inconveniente para
la utilizacién de los péptidos como reactivos terapéuticos es que generalmente son inestables in vivo, es decir, sus
indices de purificacion a partir de suero pueden ser muy rdpidos. Ademads, es dificil prever la actividad, terapéutica
o de otro modo, de un péptido si se fusiona en una molécula mayor ya que los cambios de configuracion y otras
fuerzas moleculares pueden interferir con la actividad del péptido o negar totalmente ésta. Se han hecho intentos
para introducir determinados polipéptidos en las regiones CDR de los anticuerpos. Véase, por ejemplo, la solicitud
PCT WO 94/18221. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, debido a los cambios de configuracién que
pueden producirse por los aminoacidos circundantes, la actividad biolégica de los polipéptidos activos puede disminuir
o anularse. Por consiguiente, un objetivo en la presente memoria consiste en proporcionar anticuerpos disefiados
racionalmente o fragmentos de los mismos que incluyen péptidos biolégicamente activos para su utilizacién como
reactivos de diagndstico y terapéuticos.

El documento WO 00/61637 da a conocer el agonista receptor de EPO y los anticuerpos antagonistas y su utiliza-
cién en la mejora de la eritropoyesis. El documento WO 99/25378 da a conocer anticuerpos en los que se ha sustituido
una CDR por un ligando para un receptor.

Sumario

En la presente memoria se proporcionan anticuerpos recombinantes biolégicamente activos que simulan la ac-
tividad de la eritropoyetina (EPO), procedimientos de preparacién de dichos anticuerpos y procedimientos para su
utilizacion en terapia y diagnodstico. Estos anticuerpos y los fragmentos de los mismos no adolecen de ninguna de las
desventajas de los péptidos aislados, como anticuerpos naturalmente tienen vidas medias largas en el suero y son muy
especificos en la unién a su diana. Se ha descubierto de manera sorprendente que la incorporacién de aminoacidos
especificos que rodean a un péptido diana que se ha combinado en una molécula de anticuerpo aumenta realmente la
actividad biolégica del péptido.

Las inmunoglobulinas tienen un péptido de interés insertado en la regién determinante de complementariedad
(CDR) de una molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo sirve como estructura para la presentacion del
péptido y proporciona aumento de estabilidad del péptido. El péptido opcionalmente sustituye todos los aminodcidos
de una regién CDR, o puede afiadirse a una CDR existente, con lo que la especificidad del antigeno original se destruye,
en la que laregién CDR estd definida por uno de los dos esquemas aceptados (véase, Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immujnologics Interest, 5* ed. (1991), NIH Publication 91-3242 y Chothia et al., J. Mol. Bio. (1992) (227)776-98).
Ademads, pueden introducirse al azar aminodcidos adicionales que flanquean el péptido y permiten la identificacién
de la presentacion 6ptima del péptido en el marco del anticuerpo. Se ha descubierto de manera sorprendente que en
determinados casos una prolina que flanquea el péptido proporciona un aumento de la actividad bioldgica.

En determinadas formas de realizacién una molécula de inmunoglobulina presenta restos de aminodcidos corres-
pondientes a una regién determinante de complementariedad (CDR) sustituida con restos de aminoécidos que com-
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prende un péptido hemopoyético biolégicamente activo que es un mimético de la eritropoyetina. En otra forma de
realizacion especifica, los restos de aminoécidos correspondientes a por lo menos dos regiones determinantes de com-
plementariedad (CDR) se sustituyen cada uno por restos de aminodcidos que comprenden dicho péptido biolégicamen-
te activo. En una molécula individual de inmunoglobulina, una o més regiones determinantes de complementariedad
pueden sustituirse con un péptido; por ejemplo, CDR3 de una cadena pesada, CDR3 de una cadena ligera, CDR3 tanto
de cadena pesada como de ligera, CDR2 y CDR3 de cadena pesada o CDR2 y CDR3 de cadena ligera. Son posibles
otras combinaciones de regiones CDR sustituidas, incluyendo la sustitucién de CDR1. Ademas, en lugar de la susti-
tucion de un CDR, se podria afiadir el péptido a una CDR natural sin la sustitucién existente de restos de aminoacidos
aunque destruyendo todavia la especificidad original del antigeno.

De este modo, en un aspecto, se proporciona un péptido bioldgicamente activo con aumento de actividad afadien-
do una prolina a su terminal carboxi para formar un péptido prolongado por la prolina biolégicamente activo que se
utiliza para sustituir o afiadir por lo menos una fraccién de por lo menos una regién CDR en una molécula de inmu-
noglobulina. En otro aspecto, se proporciona una molécula de inmunoglobulina que tiene un peptido mimético EPO
como sustitucién para por lo menos una regiéon CDR natural. En este aspecto, los peptido miméticos EPO pueden
opcionalmente prolongarse con prolina como se describe en la presente memoria.

En las formas de realizacion mas especificas la molécula de inmunoglobulina es un Fab, un ScFv, una regién
variable de la cadena pesada, una cadena ligera o una molécula completa de IgG. La molécula de inmunoglobulina
puede presentar también un dominio de dimerizacién, con el fin de permitir a las moléculas de inmunoglobulina que
presenten solamente una CDR sustituida con un péptido para dimerizar y de este modo activar los receptores que
requieren dimerizacién para la activacion.

En determinadas formas de realizacion, el péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO puede ser
un epitopo del péptido lineal o un epitopo del péptido discontinuo. Ademads, el péptido biolégicamente activo, cuando
se sustituye para una regiéon CDR, puede tener ademds de prolina, uno, dos o mds restos de aminoécido flanqueantes
adicionales préximos al terminal amino y/o carboxi del péptido, que estdn colocados entre el péptido y los restos
de la region marco de la inmunoglobulina (es decir, en el que estaba la unién entre una CDR y el marco adjunto).
Los restos de aminodcidos flanqueantes no estdn por lo general presentes en el péptido activo. Si se prefiere los
restos de aminodcido flanqueantes son ya conocidos, los restos de aminodcidos flanqueantes son codificados por
codones que designan los restos de aminodcidos especificos. Sin embargo, utilizando inicialmente codones, tales
como NNK, NNY, NNR, NNS y similares, que designan multiples restos de aminoécidos, se genera un conjunto de
péptidos que se diferencian unos de otro meramente en los restos flanqueantes. Los restos de aminodcidos flanqueantes
pueden determinar la presentacién del péptido en la molécula de inmunoglobulina o el fragmento de la misma y de
este modo pueden influir en la unién y/o actividad biolégica presentada por el péptido. Este conjunto aleatorio de
aminodcidos flanqueantes permite la seleccion del mejor contexto que presente la secuencia peptidica dentro del marco
del anticuerpo que da como resultado la unién especifica a la molécula diana y la presentacién de la actividad bioldgica
optima. El cribado de bancos de inmunoglobulinas con un péptido comin pero diferentes restos de aminodcidos
flanqueantes puede realizarse utilizando ensayos de unién, crecimiento y activacién conocidos por los expertos en la
materia y tal como se describe en la presente memoria.

El péptido que sustituye los restos de aminodcidos que comprenden una CDR es un mimético de EPO que se
une especificamente a una molécula diana y cuya utilidad podria ser alterada por la incorporacién de un marco de
anticuerpo. El péptido que es un mimético de EPO presenta una actividad especifica (por ejemplo, agonista, etc.). En
una forma de realizacidn especifica el péptido es un agonista para un receptor de la superficie celular que es para
EPO. En las formas de realizacién particularmente ttiles, la sustitucién de por lo menos una parte de una CDR con
un péptido que es un mimético de EPO proporciona un anticuerpo que actiia como agonista. El péptido que es un
mimético de EPO utilizado para sustituir por lo menos una parte de una CDR puede tener propiedades de agonista.
Mejor atin, la actividad agonista puede presentarse solamente cuando el péptido estd sustituido por al menos una parte
de una CDR y de este modo estd presente en un anticuerpo modificado genéticamente. En dichas formas de realiza-
cion, la presencia o ausencia de prolina que flanquea al péptido no es critica, pero en algunos casos puede resultar
preferido.

De este modo, en un aspecto la presente descripcion proporciona un anticuerpo agonista que comprende una
estructura de anticuerpo modificada genéticamente que contiene por lo menos un péptido que es un mimético de EPO
biolégicamente activo insertado en, o en lugar de al menos una parte de, una o mas CDR. El péptido biolégicamente
activo presenta actividad agonista antes de la insercion en la estructura del anticuerpo. En determinadas formas de
realizacién la estructura de anticuerpo estd modificada genéticamente para que contenga dos péptidos que pueden
dimerizarse entre si.

Incluso en otro aspecto, la presente descripcidn proporciona una molécula de inmunoglobulina que comprende una
regién en la que los restos de aminodcido correspondientes a por 1o menos una parte de una regién determinante de
complementariedad (CDR) estdn sustituidos con un péptido biolégicamente activo, que es un mimético de EPO con lo
que la molécula de inmunoglobulina presenta actividad agonista. El péptido bioldgicamente activo presenta actividad
agonista antes de la insercidn en la estructura del anticuerpo. En las formas de realizacion especialmente ttiles la
molécula de inmunoglobulina presenta actividad agonista de c-mpl.
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Incluso en otro aspecto, la presente descripcion proporciona una molécula de inmunoglobulina que comprende un
péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO insertado en una regién determinante de complementarie-
dad (CDR), con lo que la molécula de inmunoglobulina presenta actividad agonista.

Incluso en otro aspecto, la presente descripcion proporciona una molécula de inmunoglobulina que comprende una
regién en la que los restos de aminodcido correspondientes a por 1o menos una parte de una regién determinante de
complementariedad (CDR), se sustituyen por un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO, con lo
que la molécula de inmunoglobulina presenta actividad agonista de c-mpl.

El péptido biolégicamente activo que puede sustituir los restos de aminoécido de una CDR es un peptido mimético
de EPO agonista. Dicho péptido agonista de EPO tiene como secuencia de aminodcidos DYHCRMGPLTWVCK
PLGG (SEC. ID. n°: 3). Son posibles otras secuencias de aminoacidos para los peptido miméticos del agonista EPO,
que pueden encontrarse utilizando ensayos de unién, crecimiento y activacion conocidos por los expertos en la materia
y como se describe en la presente memoria. Los peptido miméticos de EPO agonistas cuando se colocan en regiones
CDR pueden también tener uno o mds restos de aminoécidos adicionales en los terminales amino y/o carboxilo del
péptido que llegan a estar unidos por enlace covalente a restos de inmunoglobulina. De este modo, en las formas de
realizacion especificas proporcionadas en la presente memoria son moléculas de inmunoglobulina (IgG) (por ejemplo,
Fab, scFv, cadenas pesadas o ligeras) que tienen una regién CDR sustituida con un peptido mimético de EPO. El
mimético de EPO comprende por lo menos la secuencia DYHCRMGPLTWVCKPLGG (SEC. ID. n°: 3). Asimismo,
pueden tener opcionalmente una prolina adicional en la posicién corriente abajo inmediata.

Cualquier molécula de inmunoglobulina (anticuerpo) podia proporcionar potencialmente la estructura y tener una
CDR sustituida con un péptido que es un mimético de EPO segtin la presente descripcion. Para la utilizacion tera-
péutica o de diagndstico in vivo resulta preferido que el anticuerpo sea de origen humano o humanizado, tal como
una inmunoglobulina de la vacuna contra el tétanos. Ademads, independientemente de la presencia de aminodcidos
flanqueantes adicionales o junto con la misma unidos al péptido, uno o mds restos de aminoacidos en otras regiones de
la inmunoglobulina, otra(s) regién(s) de CDR y/o regiones del marco, pueden alterarse al modificar la unién, actividad
y/o expresion presentada por el péptido en el contexto de la molécula de inmunoglobulina.

Se contempla que después de la destruccion de anticuerpos recombinantes biolégicamente activos, dichos recom-
binantes pueden estar sometidos a procedimientos al azar conocidos en la técnica por introducir mutaciones en uno o
mads puntos en la secuencia para alterar la actividad bioldgica de los anticuerpos. Tras la generacion de dichos mutantes
que utilizan procedimientos al azar tales como los descritos en la presente memoria, en los recombinantes resultantes
se puede ensayar la actividad utilizando ensayos de unidn, crecimiento, expresion y activacion.

Se proporcionan ademas moléculas de 4cido nucleico que codifican moléculas de inmunoglobulina que tienen los
aminodcidos de una o mas regiones de CDR sustituidos por un péptido biolégicamente activo que es un mimético
de EPO. Estas moléculas de 4cido nucleico pueden estar presentes en un vector de expresion, que puede introducirse
(transfectarse) en una célula hospedadora recombinante para la expresion de estas moléculas. Se proporcionan también
procedimientos de produccién de una molécula de inmunoglobulina que contiene un péptido biolégicamente activo
que es un mimético de EPO que comprende cultivar una célula hospedadora recombinante en condiciones tales que se
expresa el dcido nucleico contenido dentro de la célula.

Se proporcionan también composiciones, que comprenden una molécula de inmunoglobulina que tiene restos de
aminodcidos correspondientes a una CDR sustituida con restos de aminodcidos que comprenden un peptido mimético
EPO y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se proporcionan ademads peptido miméticos de EPO con restos flanqueantes adicionales que son adecuados para la
sustitucién de las CDR. Se proporcionan también moléculas de dcido nucleico que codifican estos péptidos.

Se proporcionan ademas procedimientos de modificacién genética de moléculas de inmunoglobulina que presentan
una actividad agonista en los que un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO sustituye por lo
menos a una parte de una o mas regiones CDR de las cadenas ligera y/o pesada. Los procedimientos comprenden
insertar una molécula de 4cido nucleico que codifica un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO
en lugar de al menos una regién CDR de una molécula de acido nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o afadir la molécula a la secuencia natural de CDR y a continuacién expresar la molécula de acido
nucleico que codifica el dominio variable de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina junto con su dominio de la
region variable complementaria, de modo que se asocian los dos dominios.

Se proporciona ademds procedimientos para modificar genéticamente moléculas de inmunoglobulina que presenten
una actividad (propiedad) del péptido EPO biol6gicamente activo en el que un péptido biolégicamente activo sustituye
una o mds regiones CDR de las cadenas ligeras y/o pesadas. Los procedimientos comprenden insertar una molécula
de 4cido nucleico que codifica un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO en lugar de por lo
menos una parte de una regiéon CDR de una molécula de 4cido nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina o afiadir la molécula a una secuencia de CDR natural; y expresar la molécula de 4cido nucleico
que codifica el dominio variable de la cadena pesada o ligera de inmunoglobulina junto con su dominio de la regién
variable de complementariedad, de modo que las dos cadenas se asocian.
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En otro aspecto, esta descripcion proporciona un procedimiento para producir en un polipéptido una secuencia de
unién que puede unirse a un agente preseleccionado, incluyendo el procedimiento las etapas que consisten en introducir
una secuencia nucleotidica que codifica una secuencia de restos de aminoédcido que define dicha secuencia de unién
en una regiéon CDR de un 4cido nucleico que comprende un gen con cadena pesada o ligera de inmunoglobulina
ampliando la regién CDR del gen de inmunoglobulina, teniendo la secuencia nucleotidica introducida la férmula -X,-
Y-X, enla que X es igual o diferente en cada caso y representa un trinucledtido aleatorio, la suma de ay b es 4 0 menos
e Y es una secuencia nucleotidica que codifica un dominio de reconocimiento minimo de dicha secuencia de unién.
En las formas de realizacion especialmente ttiles, se consigue la ampliacién utilizando PCR de superposicién, sin
embargo, cualquier técnica de ampliacién conocida podria ampliarse, tal como, los procedimientos dados a conocer
en el documento WO 94/18221.

Incluso en otro aspecto, esta descripcién proporciona procedimientos para la creaciéon de un banco de anticuerpos
monoclonales que puede ser cribado para una actividad deseada. Estos procedimientos de preparaciéon de un banco
incluyen las etapas de insercién de una molécula de dcido nucleico que codifica un péptido biolégicamente activo que
es un mimético de EPO en, o en lugar de por 1o menos una parte de, una o mas regiones CDR de una molécula de dcido
nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina, proporcionando hasta un par de trinucleétidos
aleatorios o parte de una molécula de dcido nucleico insertada, y expresar un banco de anticuerpos monoclonales.
En formas de realizacién particularmente ttiles, se proporciona un par de trinucleétidos al azar en ambos lados de
las moléculas de dcido nucleico insertadas. En el banco de anticuerpos monoclonales producido de este modo puede
cribarse a continuacién una actividad deseada.

En una forma de realizacién especifica, los anticuerpos presentan diferentes aminodcidos que flanquean el péptido
en el aminodcido y el terminal carboxilo donde el péptido llega a estar unido a la estructura del anticuerpo. Esto,
produce una poblacién de moléculas de anticuerpo que puede diferenciarse en la presentacion del péptido. Se criba la
poblacién para los anticuerpos que presentan la actividad biolégica del péptido que es un mimético de EPO. En una
forma de realizacion preferida, el aminodcido adyacente inmediatamente al péptido es una prolina.

Si la actividad del péptido bioldégicamente activo que es un mimético de EPO es para activar una molécula diana,
esto puede requerir la dimerizacién de dos moléculas diana (por ejemplo receptores en las superfamilias hematopo-
yéticas). Para que se produzca la dimerizacion, deben colocarse dos péptidos en cada unién a una molécula diana de
modo que las dos moléculas diana unidas puedan a continuacién asociarse de manera apropiada. Esto puede realizarse
teniendo dos péptidos presentes en el mismo anticuerpo o produciendo dos moléculas de anticuerpo que contiene cada
una un péptido para unirse conjuntamente. De este modo, por ejemplo, un solo péptido puede insertarse en por lo
menos una parte de una CDR o sustituirse por ella y a continuacion expresarse como inmunoglobulina o un fragmento
F(ab’),. Como otro ejemplo, pueden insertarse dos péptidos o sustituirse por al menos una parte de una o mas CDR y
se expresa como cualquier anticuerpo.

La identificacién de anticuerpos puede realizarse con el ensayo de adhesion celular sobre plastico con células que
tienen moléculas en la superficie a las que se une especificamente el péptido. Puede también utilizarse la unién a la
fase sélida utilizando moléculas diana purificadas. La unién puede realizarse en solucién utilizando moléculas diana
marcadas. Ademads, los anticuerpos pueden identificarse mediante la utilizacién de ensayos bioldgicos para la actividad
agonista o antagonista del péptido que es un mimético de EPO.

Se proporcionan también bancos de moléculas de inmunoglobulina diferentes en las que los restos de aminoécidos
correspondientes a una region determinante de complementariedad (CDR) se sustituyen con restos de aminodcidos
que comprenden un péptido bioldgicamente activo que es un mimético de EPO que presenta por lo menos un resto de
aminodcido adicional en el terminal amino o carboxilo y moléculas de inmunoglobulina se diferencian por el resto de
aminodcido adicional del péptido.

En las formas de realizacion especificas el péptido biolégicamente activo es un mimético de EPO. Los anticuerpos
del banco se presentan en el fago.

Se proporcionan ademds procedimientos para estimular la proliferacion, diferenciacién o crecimiento de células,
que incluyen poner en contacto las células con una cantidad eficaz de una molécula de inmunoglobulina que tiene una
o mas CDR sustituida con un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO que se une a un receptor en
la superficie de las células.

Las moléculas de inmunoglobulina pueden utilizarse en un procedimiento de estimulacién de la proliferacion, di-
ferenciacion o crecimiento de células hematopoyéticas, que comprende poner en contacto las células con una cantidad
eficaz de una molécula de inmunoglobulina que tiene una o méds CDR sustituida con un peptido mimético de EPO.

Las moléculas de inmunoglobulina pueden utilizarse en un procedimiento de activacién de una proteina del recep-
tor hemodimérico, poniendo en contacto el receptor con una molécula de inmunoglobulina que tiene una regiéon CDR
sustituida con un péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO que se une especificamente al receptor y
que ha sido dimerizada.
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Descripcion de los dibujos
La Figura 1 es una representacion en diagrama del vector pRL4.

Las Figuras 2A y B presentan la secuencia de la estructura del anticuerpo de la vacuna contra el tétanos humana,
las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

La Figura 3 es un diagrama que representa el injerto del peptido mimético AF12505 de TPO en la regién CDR3
de la cadena pesada del anticuerpo con la estructura de la vacuna contra el tétanos. XX representa los aminoacidos
aleatorios adyacentes.

La Figura 4 es un diagrama de la construccién de un péptido clonado en la regién CDR3 de la cadena pesada.

La Figura 5 representa las secuencias de aminodcidos y nucleétidos de los clones que codifican el peptido mimético
AF1205 de TPO con diferentes restos flanqueantes aleatorios.

La Figura 6A-C representa la secuencia del 4cido nucleico del plasmido pRL8 (SEC. ID. n°: 60). pRLS8 es una ver-
sién modificada de pRL4 (pRL4 es conocido también como pComb 3X). El pRL4 fue modificado entre las secuencias
de restriccion Spe I 'y Sfi I cercanas (mostrada con subrayado) que incluye un enlazador flexible (region bisagra kappa
murina) seguido de un dominio de dimerizacién de cremallera Jun leucina.

La Figura 7 es una representacion esquematica de una parte del plasmido pRLS.

La Figura 8 representa la secuencia de dcido nucleico de una parte del plasmido pRL8 (SEC. ID. n°: 52) junto con
las secuencias de aminoécidos correspondientes a determinadas secuencias de 4cido nucleico delineadas (SEC. ID. n®:
53).

La Figura 9 es un diagrama que presenta las secuencias de determinados clones positivos para TPO en la presente
memoria.

La Figura 10 es un gréfico de barras que presenta la actividad de determinados clones de Fab que contienen 2
peptido miméticos de TPO.

La Figura 11 es un grafico de barras que presenta la actividad de determinados clones de Fab que contienen 2 6 3
peptido miméticos de TPO.

La Figura 12 representa graficamente la actividad del clon 59 reflejada por induccién de la actividad de luci-
ferasa.

La Figura 13A representa la secuencia de aminodcidos y la secuencia del 4cido nucleico de la cadena pesada
5G1.1-TPO (SEC. ID. n®: 67 y n°: 68, respectivamente).

La Figura 13B representa la secuencia de aminodcidos y la secuencia del 4cido nucleico de la cadena ligera 5G1.1-
TPO (SEC. ID. n%: 69 y n°: 70, respectivamente).

La Figura 14 es un grafico de barras que presenta el andlisis FACS de la unién del receptor cMpl del peptido
mimético 5G1.1+ TPO purificado en comparacién con el anticuerpo precursor 5G1.1.

La Figura 15 es un grafico de barras que presenta la actividad comparativa del anticuerpo 5G1.1 que contiene el
peptido mimético de TPO en relacién con las células transfectadas con un vector de referencia que no contiene ningtin
cMpl-R vy las células transfectadas con un vector que contiene cMpI-R.

La Figura 16 presenta la secuencia del clon 429/Xb4 (SEC. ID. n®: 116).

La Figura 17 es un diagrama de flujo que presenta las etapas iniciales de preparacion del vector pRL5-Kappa.

La Figura 18 es un diagrama de flujo que presenta etapas adicionales para la preparacion del vector pRL5-Kappa.

La Figura 19 es una cartografia del vector pRLS.

La Figura 20 es un diagrama esquematico del vector pRL5-Kappa.

La Figura 21 A-I presenta la secuencia del dcido nucleico del vector pRL5-Kappa.

Descripcion detallada

Como se utiliza en la presente memoria, “inmunoglobulina” se refiere a una molécula o moléculas de inmunoglo-
bulina completa(s) que contiene(n) partes inmunolégicamente activas de las moléculas de inmunoglobulinas completas
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e incluye Fab, F(ab’)2, scFv, Fv, regiones variables de la cadena pesada y regiones variables de la cadena ligera. Los
términos inmunoglobulina y anticuerpo se utilizan indistintamente en la presente memoria.

Cualquier péptido que es un mimético de EPO que presenta una propiedad titil es adecuado para la insercién en una
estructura de anticuerpo. Las actividades y utilizaciones peptidicas incluyen, pero no se limitan a, unir un receptor, unir
una molécula de la superficie unida a la membrana, unir un ligando, unir una enzima o proteina estructural, activar o
inhibir un reactor, administracion del farmaco dirigida o cualquier actividad enzimatica. Se seleccionan normalmente
los péptidos cuya utilidad puede aumentarse a partir del aumento de estabilidad proporcionado en ellos cuando se
presenta en el contexto de una molécula de inmunoglobulina. Debe apreciarse que “actividad biolégica” tal como
se utiliza en la presente memoria incluye cualquier actividad asociada a una molécula con actividad en un sistema
biolégico, incluyendo, pero sin limitarse a, la actividad estimulante o inhibidora desencadenada por la interacciones
proteina-proteina asi como la cinética que rodea a dichas interacciones incluyendo la estabilidad de un complejo
proteina-proteina. Potenciando o aumentando la “actividad biolégica” en la presente memoria significa incluir un
aumento de la actividad total o un aumento en cualquier componente de actividad total. Debe apreciarse que el péptido
puede presentar una actividad bioldgica (tal como, por ejemplo, unién simplemente a una diana) antes de la insercién
en la estructura de anticuerpo, y una actividad bioldgica diferente o aumentada (tal como, por ejemplo, actividad
agonista) tras la insercidn en la estructura de anticuerpo.

Pueden también descubrirse péptidos que son miméticos de EPO utilizando procedimientos conocidos por los
expertos en la materia. Con objeto de identificar una region de una proteina que estd implicada en una funcién bioldgica
especifica, un sondeo de los fragmentos del péptido mas cortos que forman esta proteina puede poner de manifiesto
el epitopo responsable del péptido lineal. Alternativamente sondando bancos de péptidos aleatorios, un péptido que
representa un epitopo lineal 6ptimo o un epitopo discontinuo puede descubrirse que simula la actividad de la proteina
natural. Un procedimiento para la seleccién se denomina presentacion del fago del péptido. En este método, un banco
de epitopo del péptido aleatorio se genera de modo que los péptidos estan presentes en la superficie de la particula
de bacteri6fago. Estas colecciones, o bancos, de péptidos pueden entonces sondarse para los que pueden unirse a una
proteina diana inmovilizada especifica. (Pasqualini, R. et al., J. Cell Biol., 130, 1995, 1189-1196; Wrighton, N.C., et
al., Science, 273, 1996, paginas 458-463; Cwirla, S.E., et al., Science, 276, 1997, paginas 1696-1699; Koivunen et
al., J. Biol. Chem., 268, 1993, paginas 20205-20210; Koivunen et al., Bio/Technol., 13, 1995, paginas 265-270; Healy
et al., Biochem., 34, 1995, paginas 3948-3955; Pasqualini et al., J. Cell Biol., 130, 1995, piginas 1189-1196). Son
también posibles sistemas alternativos de seleccién de péptido incluyendo la presentacién en la superficie de la célula
y la presentacion en el ribosoma.

Los peptido miméticos que son miméticos de EPO utilizados segtin esta descripcidn son generalmente menores o
iguales al nimero de restos de aminodcidos que forman una regiéon CDR, aunque podrian ser mayores.

Cualquier anticuerpo puede actuar como secuencia de la estructura, sin embargo por lo general seleccionar anti-
cuerpos humanos como terapéuticos humanos es uno de los ultimos objetivos. Los anticuerpos humanos o humani-
zados es menos probable que produzcan una respuesta inmunitaria desfavorable en un paciente humano. El criterio
principal en la seleccién de un anticuerpo para servir como marco para la insercién de un péptido, es que la sustitucién
de una o mds CDR del anticuerpo con el péptido debe cambiar la especificidad del antigeno. El anticuerpo puede ser
un anticuerpo completo o un fragmento Fab, scFv o F(ab’), o porcién de los mismos.

Alternativamente, un banco de anticuerpos puede tener una o mas CDR de cadena pesada y/o ligera sustituida con
un péptido deseado. El banco resultante puede a continuacién ser cribado para identificar los anticuerpos que tienen
una actividad deseada. Debe entenderse que puede también proporcionarse aleatorizacién con un péptido sustituido
para generar un banco de anticuerpos.

Un anticuerpo ttil es la vacuna antitetdnica (TT) Fab, ya que es humana y debido a la modificacién del HCDR3
es suficiente para cambiar la especificidad del antigeno del anticuerpo (Barbas et al., J. Am. Chem. Soc., 116, 1994,
paginas 2161-2162 y Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 1995, paginas 2529-2533).

El injerto de una secuencia de ADN del péptido de seleccidén en un anticuerpo con el fin de sustituir la(s) CDR
(s) de un anticuerpo por la secuencia peptidica se realiza utilizando técnicas de ADN recombinante conocidas por los
expertos en la materia.

Los ejemplos de procedimientos que pueden utilizarse para injertar un péptido deseado con actividad biolégica que
es un mimético de EPO en lugar de la regiéon de CDR incluyen, pero no se limitan a, superposicién de PCR, clonacién
de la secuencia de la enzima de restriccién, mutagénesis especifica en el sitio y medios completamente sintéticos.
Para una descripcion de las técnicas que implican el superposicién de PCR, véase, por ejemplo, el Ejemplo 1 en la
presente memoria. La mutagénesis especifica para el sitio puede realizarse de varias maneras. Una estd basada en la
mutagénesis dut/ung Kunkel (Kunkel, T.A., Proc. Natl. Acad. Sci. (1985) vol. 82, pags. 488-92). El kit Muta-Gene de
mutagénesis in vitro esta disponible en BioRad basado en esta metodologia (n°C de cat. 170-3581 6 170-3580). Varias
amplificaciones por PCR basados en métodos de mutagénesis estidn también disponibles en el mercado tal como el kit
para mutagénesis dirigida al sitio QuickChange de Stratagene y el kit de mutagénesis dirigido al sitio basado en la
PCR ExSite. Otro procedimiento distinto de PCR esta disponible en Omega como sistema de mutagénesis dirigida al
sitio in vitro GeneEditor. Los medios completamente sintéticos son también bien conocidos y descritos, por ejemplo,
en Deng, et al., Methods Mol. Biol. (1995) 51:329-42; Kutemeler et al., Biotechniques, (1994) 17(2): 242-246; Shi
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et al., PCR Methods Appl., (1993) 3(1): 46-53 y Knuppik et al., J. Mol. Biol., (2000) 11:296(1): 571-86 incorporado
cada uno como referencia en la presente memoria. Ademds, los procedimientos anteriores utilizados para sustituir
toda o una porcién de por lo menos una secuencia de CDR puede utilizarse para injertar un péptido deseado que es un
mimético de EPO en o adyacente a al menos una secuencia de CDR natural sin sustituir la secuencia de CDR original.
De esta manera, se forma un montaje de fusion CDR/peptido mimético de biol6gicamente activo.

Se contempla que pueden afiadirse secuencias flanqueantes a los extremos del terminal carboxilo y/o amino del
péptido biolégicamente activo que es un mimético de EPO. Las secuencias flanqueantes pueden ser ttiles para reducir
limitaciones estructurales en el péptido injertado que lo permitan adoptar mas facilmente una configuracién necesaria
para la actividad biolégica. En una forma de realizacién preferida, una region flanqueante que incluye una prolina se
une por enlace covalente al terminal carboxi del péptido biolégicamente activo para crear un péptido biolégicamente
activo prolongado con prolina que es un mimético de EPO.

En una forma de realizacion, puede generarse una regién flanqueante colocando al azar dos posiciones de ami-
nodcido en cada lado de un injerto del péptido con objeto de determinar la mejor secuencia. De esta manera, puede
generarse un banco que tiene miembros con multiples secuencias variadas. En los montajes resultantes se analiza a
continuacidn la actividad bioldgica como se describe a continuacidn por, por ejemplo, técnicas de adhesion celular so-
bre pléstico. Pueden generarse proteinas recombinantes que tengan aminodcidos aleatorios en posiciones especificas.
Esto puede realizarse modificando el ADN de codificacién. Cuando se introduce aleatorizacion en una posicién del co-
dén del aminodcido especifico, una “estrategia de dopado” preferida del desoxirribonucledtido es (NNK), con objeto
de comprender los 20 aminoacidos y minimizar el nimero de codones de terminacion codificados. Por consiguiente,
N puede ser A, C, G o T (nominalmente equimolar), K es G o T (nominalmente equimolar) y x es por lo general hasta
aproximadamente 5, 6, 7 u 8 o mas, produciendo de este modo bancos de mono-, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-, hepta-
y octa-péptidos o mds. La tercera posicion puede ser también G o C, denominada “S”. Por lo tanto, NNK o NNS (i)
codifica todos los aminodcidos, (ii) codifica solamente un codén de terminacion, y (iii) reducen el intervalo del sesgo
del codén desde 6:1 a 3:1. Existen 32 codones posibles resultantes del motivo NNK: 1 por cada 12 aminoécidos, 2 por
cada 5 aminodcidos, 3 por cada 3 aminodcidos y solamente uno de los tres codones de terminacién. Otras alternativas
incluyen, pero no se limitan a:

(NNN), que podria proporcionar todos los aminoécidos posibles y todas las terminaciones;
(NNY), elimina todas las terminaciones e incluso comprende 14 de los 20 aminodcidos;
(NNR), comprende 14 de los 20 amino4cidos; y

(NNS),  comprende los 20 aminodcidos y solamente una terminacion.

La posicién del tercer nucledtido en el codén puede ser modificada genéticamente como es habitual utilizando
cualquiera de las mezclas degeneradas conocidas. Sin embargo, el grupo NNK, NNN, NNY, NNR, NNS comprende
las estrategias de dopado mds frecuentemente utilizadas y las utilizadas en la presente memoria.

El conjunto de anticuerpos modificados genéticamente que se crea durante este procedimiento pueden ser exami-
nados por aquellos que presentan propiedades del péptido como, por ejemplo, los anticuerpos presentados al fago,
esencialmente como ha sido descrito en Barbas, C.F., III, Kang, A.S., Lerner, R.A. y Benkovic, S.J., Assembly of
combinatorial antibody libraries on phage surfaces: the gene III site, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 1991, paginas
7978-7982 incorporada en la presente memoria como referencia. Esta tecnologia permite anticuerpos recombinantes
(como anticuerpos completos, Fab, F(ab’), o scFv) que se expresen en la superficie de un bacteriéfago filamentoso.
Este mismo fago tendrd en su interior los genes que codifican este anticuerpo especifico.

Se contempla que cualquier otro procedimiento conocido de introduccién de aleatorizacién en una secuencia puede
utilizarse en la presente memoria. Por ejemplo, la PCR propensa a error puede introducir mutaciones aleatorias en
secuencias de 4cido nucleico (véase, por ejemplo, Hawkins et al., J. Mol. Biol., (1992) 226(3): 889-96). En resumen,
la PCR se realiza en condiciones que comprometen la fidelidad de la réplica, introduciendo de este modo mutaciones
aleatorias en las secuencias como las que realizarfan los expertos en la materia. Tras la generacién de dichos mutantes
aleatorios, pueden colocarse en formatos de presentacién del fago, adheridas al plastico y de este modo evaluarse su
actividad. Asimismo, determinadas bacterias conocidas por proporcionar mutaciones aleatorias de genes, tales como
las células Epicurian Coli® XL1-Red (disponibles en el mercado en Stratagen, La Jolla, CA.) que lo hace de este modo
durante la replicacién del plasmido puede utilizarse para proporcionar mutantes aleatorios en los que se identifica a
continuacidn la actividad bioldgica segtin la presente exposicion.

Se contempla también que la aleatorizacién puede introducirse en cualquier punto en la secuencia nucleotidica
tras la incorporacién de un péptido activo que es un mimético de EPO en el anticuerpo para alterar la actividad
biolégica general del anticuerpo. De esta manera, no solamente pueden hacerse alteraciones en la actividad biolégica
de un peptido mimético que es un mimético de EPO produciendo mutaciones dentro de la secuencia del péptido, sino
mutaciones en la estructura circundante pueden incorporarse con los montajes resultantes que se ensayan para las
alteraciones en la actividad o expresion bioldgica. Realmente, se contempla que pueden generarse y ensayarse bancos
con repertorios de montajes multiples resultantes de dicha aleatorizacion.
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Pueden utilizarse bancos monocatenarios segtn la presente exposicién porque un dominio de unién completo
estd contenido en un polipéptido. La region variable de la cadena ligera se separa de la regién variable de la cadena
pesada mediante una regién enlazadora. La utilizacién de enlazadores cortos (<11 aminodcidos) favorece un complejo
dimérico donde Vy de un ScFv se asocia con V| de otra molécula de ScFv y viceversa, estas moléculas se denominan
diacuerpos (Kortt, A.A., Malky, R.L., Caldwell, J.B., Gruen, L.C., Ivanci, N., Lawrence, M.G. et al. Eur. J. Biochem.
221:151-157, 1994). Esto es debido a que el plegamiento del ScFv monomérico estd debilitado con enlazadores de <
11 aminodcidos (Alfthan, K., Takkinen, K., Sizman, D., Soderlund, H. y Teeri, T.T. Protein-Eng. 8:725-731, 1995).
Los enlazadores més largos (> 11 aminodcidos) favorecen el plegamiento del ScFv monomérico en un dominio de
unién con un solo antigeno, excluyendo de este modo la formacién del dimero.

Un vector util de presentacion del fago es pRL4 que es conocido también como pComb 3X (véase la Fig. 1).
Este vector permite la presentacion de productos de expresion hibridos en la superficie de las particulas agrupadas
del fagémido. pRL4 es una versiéon modificada de pComb3H (Barbas, C.F. Il y Burton, D.R. 1994. Monoclonal
Antibodies from Combinatorial Libraries. Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor, N.Y.;
Burton, D.R.; Barbas, C.F. Ill. Advances in Immunology 57:191-280, 1994; Lang, .M., Chuang, T.L., Barbas, C.F.
3%, Schleef, R.R. J. Biol. Chem. 271:30126-30135, 1996; Rader y Barbas, Phage Display, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2000). El disefio de pRL4 permite la dimerizacién de
dominios scFv de unién del antigeno en la superficie del fago y en forma soluble como se detalla a continuacién.
Cuando el plasmido se transforma en un hospedador bacteriano supE tal como ER2537 (F° Sup E, New England
Biolabs, Beverly, MA), la mutacién dmbar se suprime aproximadamente el cincuenta por ciento del tiempo. De esta
forma la mitad de los scFv expresados se fusionan con la proteina del gen III del fago filamentoso (aminoécidos 230-
406) y la otra mitad se terminard justo antes de que el gen III produzca scFv soluble. Tanto los productos de fusién
scFv-plIl como scFv solubles tienen una secuencia sefial Omp A y serdn transportados al periplasma donde serdn
capaces de formar complejos diméricos de scFv, denominados diacuerpos (Kortt, A.A., Malby, R.L., Caldwell, J.B.,
Gruen, L.C., Ivanci, N., Lawrence, M.C. et al. Eur. J. Biochem. 221: 151-157, 1994). Es de esperar que los diacuerpos
se plieguen de modo que el Vi de un scFv se empareje con el Vi de un segundo scFv-plll produciendo fragmentos
de anticuerpo divalentes. En un hospedador no-sup E, tal como TOP1OF’ (InVitrogen, Carlsbad, CA), el cod6n de
terminacion dmbar se reconoce que proporciona diacuerpos scFv solubles.

En el montaje final de la expresion monocatenaria en pRL4, los fragmentos de anticuerpo monocatenario se clonan
corriente abajo del activador lacZ de E. coli, el punto de unién del ribosoma y la secuencia principal omp A. Estos
elementos permiten la produccién de la expresion por IPTG y la secrecién fuera de la célula mediante la secuencia
principal omp A cuando se expresan en la cepa ER2537 supresora. Se fusionan fragmentos monocatenarios en el
marco con las secuencias del gen III (gIII) del fago filamentoso (aminodcidos 230-406). El producto de la proteina
glll, pllI, es una proteina de recubrimiento menor necesaria para la infeccién. Durante la produccién del activador
por IPTG, la fusién anticuerpo-plIll monocatenaria se sintetiza y se transporta al espacio periplasmico bacteriano. En
el espacio peripldsmico, las proteinas de fusion scFv-gen se insertan en la membrana. En la superinfeccion con el
fago cooperador, estos fragmentos se exportan fuera de la célula sobre la superficie del fago como fragmentos de plII-
anticuerpo. Otras posibles proteinas que pueden utilizarse para la fusioén sobre la superficie de los fagémidos incluyen
la proteina pVIII de la proteina del recubrimiento filamentosa y otras proteinas del recubrimiento.

Los bancos de fragmento Fab, que mantienen el punto de reconocimiento del antigeno natural, son utiles para
asegurar que se mantiene la afinidad.

En el montaje con expresiéon de Fab del hibrido final en pRL4, las cadenas ligera y pesada se clonan como un
fragmento Sfil dnico. De esta manera, los fragmentos de la cadena ligera se clonan corriente abajo del activador lacZ
de E. coli, el punto de unién del ribosoma y la secuencia principal omp A. Estos elementos permiten la induccién de
la expresion por IPTG y la secrecion de la célula mediante la secuencia principal omp A. Los fragmentos de la cadena
ligera son seguidos de un codén de terminacidn, una segunda secuencia de unién del ribosoma, la secuencia principal
pel B de E. coli y 1a cadena pesada. Los genes hibridos de la cadena pesada se fusionan en el marco con las secuencias
del gen III (gIII) del fago filamentoso (aminoéacidos 230-406). Un codén de terminacién d&mbar estd presente en la unién
de la fusion. En un hospedador bacteriano sup E tal como ER2357 (New England Biolabs, Beverly, MA), se suprime
la mutacién dambar. En el momento de la produccién del promotor, un solo mensaje policistrénico se transcribe y se
traduce como dos polipéptidos, una proteina de fusion cadena ligera y cadena pesada-gen III. Siguiendo la sintesis de
los polipéptidos se transportan al espacio periplasmico bacteriano como dirigidos por las secuencias principales. En el
espacio peripldsmico las proteinas de fusion pllI con la cadena pesada se insertan en la membrana y las cadenas ligera
y pesada se asocian covalentemente mediante enlaces disulfuro, formando los puntos de unién del antigeno. La regién
constante humana CHI y las secuencias C, incluyen las cisteinas que forman el enlace disulfuro entre las cadenas
pesada y ligera. En el momento de la superinfeccidn con el fago cooperador, estos fragmentos se exportan fuera de la
célula en la superficie del fago como fusién Fab-cplIIl. En un hospedador no-sup E, tal como TOP1OF’ (Invitrogen,
Carlsbad, CA), el codén de terminaciéon ambar se reconoce que produce fragmentos Fab solubles. Las importantes
caracterfsticas del sistema de presentacion del fago pRL4 utilizado incluyen una etiqueta de purificacién His 6, una
etiqueta de epitopo HA siguiendo la cadena pesada, asi como un codén de terminacién dmbar suprimible que esta
situado entre la cadena pesada y el gen III del fago. La etiqueta HA es reconocida por HA. El anticuerpo 11 (Babco,
Berkeley, CA) y el anticuerpo 12CAS5 (Roche Molecular Biochemical, Indianapolis, Ind.). La etiqueta His6 permite la
purificacion por afinidad de los fragmentos de antlcuerpo por cromatografia de niquel-quelato (Qiagen, Valencia, CA).
La terminacién dmbar permite una rdpida conversién de un producto de fusién Fab-cplll (para la incorporacién en el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316919 T3

recubrimiento del fago) cuando la terminacidn se suprime, al Fab soluble que se prepara en un hospedador bacteriano
no supresor.

La seleccion implica el aislamiento del banco de los mejores candidatos que se unen especificamente a la molécula
diana de los péptidos y presentan actividad bioldgica.

El fago que expresa fragmentos de anticuerpo en su superficie puede producirse y concentrarse de modo que
todos los miembros de un banco pueden dejarse que se unan a la molécula diana. La molécula diana puede estar
inmovilizada sobre una placa de microvalorador, sobre las células completas, las membranas o las células completas,
o estar presente en solucién. E1 Ab-fago no especifico se lava y las particulas de fago unidas se liberan del antigeno, con
frecuencia mediante la utilizacioén de un pH bajo. El Ab-fago recuperado es infeccioso y por eso puede ampliarse en un
hospedador bacteriano. Por lo general, se realizan muchas rondas de esta clase de seleccion. Los clones del fragmento
de anticuerpo individuales pueden analizarse a continuacién como Fab solubles o scFv para la identificacién de los
que reconocen especificamente la molécula diana.

Antes de cualquier estrategia de seleccion, los bancos iniciales se electroporan en las células hospedadoras, tales
como ER2537. Los cultivos del banco se cultivan hasta la fase log y se superinfectan con el fago cooperador, tal como
VCSM13, un fago cooperador disponible en el mercado (Stratagene, La Jolla, CA). La superinfeccién proporciona
los componentes del fago restantes necesarios para el empaquetamiento de los pldsmidos en particulas de fagémido.
Alternativamente, puede utilizarse la presentacion del fago sin la utilizacién del fago cooperador. Después del cultivo
de toda la noche, los fagémidos en el sobrenadante del cultivo se precipitan con polietilenglicol (PEG). El fago preci-
pitado con PEG se utiliza en la adhesion de células sobre plastico (superficie de la célula en fase s6lida, internalizacién
y membrana). La clasificacién por FACS o la clasificaciéon magnética para purificar anticuerpos de unién especifica de
aglutinantes no especificos.

En las células basadas en la adhesion de las células sobre plastico, los bancos de anticuerpo-fago se incuban con
células diana y el fago no adherente se elimina con multiples lavados. Un protocolo de adhesiéon de células en pldstico
tipico es el siguiente:

1. Se bloquean particulas de fago con PBS + BSA al 1% o FBS al 10% + leche en polvo al 4% + NaN;
(excepto cuando los anticuerpos interiorizados se analizan).

2. Se afiaden células diana a los fagos bloqueados (aproximadamente 5 x 10° células).
3. Se mezcla y se rota lentamente a 4°C o 37°C.

4. Se lavan las células dos veces con 1 ml de PBS/BSA al 1%/NaNj; enfriado en hielo o PBS/BSA al 1%/NaN;
a temperatura ambiente.

5. El anticuerpo-fago especifico unido a las células puede eluirse a pH bajo, por ejemplo con acido citrico 76
mM pH 2,5 en PBS durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente.

6. Se neutraliza el fago eluido con Tris-HCl 1 M pH 7.4.

7. Después de la neutralizacién, puede utilizarse anticuerpo-fago para infectar las bacterias ER2537 y ampliar
durante el cultivo toda la noche para la ronda de adhesién siguiente de las células al pléstico.

Generalmente, se realizan 3 a 4 rondas de adhesion de las células al pléstico en cada banco. Los ELISA del fago
que utilizan anticuerpo secundario disponible en el mercado (anticuerpo-HRP anti-M13 de oveja) o los ELISAs de
anticuerpo soluble que utilizan un anticuerpo HA. 11 disponible en el comercio (Babco, Berkeley, CA) que reconoce
la etiqueta HA incorporada en cada anticuerpo de las secuencias PRL4, pueden realizarse después de cada ronda de
adhesion al pléstico para permitir la estimacién del enriquecimiento de anticuerpos de unidén sobre no aglutinantes.
Después de la tltima ronda de adhesidn al plastico, el anticuerpo-fago puede seleccionarse como colonias individuales
procedentes de placas de agar-agar, cultivarse como anticuerpo monoclonal-fago e identificarse por ELISA para la
identificacién de aglutinantes especificos. Puede utilizarse también el andlisis FACS. Especificamente, el anticuerpo-
fago se infecta en bacterias Topl0F’ y se colocan en placas para las colonias individuales. Las colonias individuales
son formas seleccionadas en placas de agar-agar, se cultivan y se inducen con IPTG. El anticuerpo soluble se identifica
por ELISA para la identificacién de aglutinantes especificos. La identificacion puede realizarse contra células vivas,
contra células intactas, células diana fijadas suavemente o proteina(s) recombinante(s).

Los procedimientos para la adhesién de células completas se han descrito anteriormente (Siegel, D.L., Chang,
T.Y., Russell, S.L., y Bunya, V.Y. 1997 J. Immunol. Methods 206:73-85 incorporada en la presente memoria como
referencia). Otras técnicas para la seleccion que pueden aplicarse incluyen la clasificacion celular activada por fluo-
rescencia (FAC). Los procedimientos alternativos para la seleccién que utilizan bancos incluyen, pero no se limitan a,
presentacion de ribosomas e hibridacién en placa a un antigeno marcado.
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Después de la adhesién celular al plastico para aislar aglutinantes de anticuerpo de alta afinidad, puede realizarse
el bioandlisis para cribados funcionales de anticuerpos agonistas. La dimerizacién es con frecuencia un requisito pre-
vio para la activacién de muchos receptores y de este modo el bioandlisis se enfoca en los anticuerpos agonistas que
estimulan receptores por activacién de la dimerizacién. Como se ha descrito anteriormente, la multivalencia mono-
catenaria se aproxima al disefio del enlazador. La multivalencia del fragmento Fab puede aproximarse de numerosas
maneras. Numerosos articulos recientes en la bibliografia han demostrado éxito en la formacién del fragmento del
anticuerpo dimérico que es aplicable a la presentacion del fago (DeKruif, J., y Logtenberg, T. 1996. J. Biol. Chem.
271:7630-7634, Pack, P. y Pluckthun, A. 1992. Biochemistry 31:1579-1584, y Holliger, P., y Winter, G. 1993. Current
Opin. Biotech. 4:446-449). Los Fab divalentes pueden crearse por lo menos de dos maneras. En un método la dimeri-
zacion se consigue mediante la adicién de un dominio de dimerizacién a pRL4, que forma pRLS8 (véanse las Figs. 6A-
C, 7y 8). Existen numerosos dominios de dimerizaciéon (lexA, dedos de Zn, fos, jun, etc.) que pueden utilizarse en
estos vectores para obtener la multivalencia de fragmentos Fab. Se seleccionan dominios de dimerizacion a partir de
pero sin limitarse a, los siguientes: jun (DeKruif, J. y Logtenberg, T. J. Biol. Chem. 271:7630-7634, 1996; Kostelny,
S.A., Cole, M.S., y Tso, J1.Y. J. Immunol. 148:1547-1553, 1992) la regién de dimerizacién LexA (Kim, B. y Little,
J.W. Science 255:203-206, 1992), el dominio de dimerizacién GCN4 de levadura (van Heeckeren, W.J., Sellers, J.W.,
Struhl, K. Nucleic Acids Res. 20:3721-3724, 1992), la invertasa Gin del bacteriéfago Mu (Spaeny-Dekking, L., Schli-
cher, E., Franken, K., van de Putte, P., Goosen, N. J. Bacteriol. 34:1779-1786, 1995), el dominio de dimerizacién de
la proteina NTRC de E. coli (Klose, K.E., North, A.K., Stedman, K.M., Kustu, S. J. Mol. Biol. 241:233-245, 1994)
y el dominio de dimerizacién ICP4 de VSH-1 (Gallinari, P., Wiebauer, K., Nardi, M.C., Jircny, J. J. Virol. 68:3809-
3820, 1994) incorporados todos como referencia. También puede utilizarse un dominio de dimero a alta temperatu-
ra de organismos thermus (MacBeath, G., Kast, P., Hilvert, D., Biochemistry 37:100062-73, 1998 y MacBeath, G.,
Kast, P., Hilvert, D., Science 279:1958-61, 1998). Estos son dominios funcionales que cuando se incorporan en una
molécula permiten que se produzca la dimerizacion. Ademds, la dimerizacién puede conseguirse en células mediante
la utilizacién de vectores IgG completos, o dominios de dimerizacién tales como los dominios de dimerizaciéon CH3.
Los expertos en la materia estdn familiarizados con estos y otros dominios de dimerizacién y en su utilizacién para
dimerizar proteinas.

Los procedimientos adicionales que pueden utilizarse para generar montajes de anticuerpo que contienen por lo
menos dos regiones de unién son conocidos. El anticuerpo o fragmentos de anticuerpo creados por cada uno de estos
métodos podria(n) utilizarse para pruebas de actividad del anticuerpo agonistico como se describe en el Ejemplo 1
a continuacién para IgG completa producida en células de mamifero. Estos procedimientos incluyen la dimerizacién
quimica de Fab, la pegilacion de Fab, la produccién de Fab’2, la generacion de IgG completa en células bacterianas y
la utilizacién de diacuerpos (scFv). Es importante que cualquiera de las formas de anticuerpo generadas para andlisis
de la actividad agonistica podrian utilizarse como producto terapéutico final.

La dimerizacién quimica puede conseguirse también utilizando varios reactivos quimicos de reticulacién. Por
ejemplo, SMCC (trans-4 (maleimidilmetil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo) de Molecular Probes (Euge-
ne, Oregon), n°C de cat. S-1534. Este reactivo modificard los grupos amino primarios en el anticuerpo. Después de
incubar el anticuerpo con el SMCC a temperatura ambiente, la reaccion se desarrolla en una columna PD-10. Este
Fab modificado con maleimida puede afiadirse a un segundo Fab o a un lote por separado del mismo Fab que ha
sido tratado con TCEP [(hidrocloruro de Tris (2-carboxietil)fosfina): Molecular Probes n°® de cat. T-2556] para redu-
cir los grupos tiol a SH. La reaccién de reduccién se realiza en la oscuridad durante 15 minutos. La conjugacién de
maleimida Fab y el tiol reducido con Fab se produce en una proporcién 1:1. Los dimeros se aislan pasando la reac-
cién sobre una columna de filtracién en gel sephadex 200. Para la dimerizacién pueden utilizarse otros enlazadores
quimicos conocidos por los expertos en la materia. Se ha descrito la produccién de un Fab’ que tiene un resto de
cisteina mas modificado genéticamente en la regién bisagra, por ejemplo, en la patente US n° 5.677.425 y Carter, et
al., BioTechnology, vol. 10, feb. 1992, paginas 163-167 cuyas descripciones se incorporan a la presente memoria como
referencia. Esta region de tiol puede utilizarse para la conjugacidn a restos tales como polietilenglicol (PEG). La tecno-
logia de pegilacién es conocida, por ejemplo, véase Koumenis et al., Int. J. Pharm. (2000) 198(1): 83-95, incorporada
en la presente memoria como referencia, que hace posible unir dos moléculas de Fab’ utilizando el acoplamiento
de PEG.

La tecnologia para producir Fab’2 mediante bacterias implica la clonacién de la regién bisagra de IgG y opcio-
nalmente parte del CH2, como parte del Fd que incluye cisteinas adicionales y se describe, por ejemplo, en Better,
et al., PNAS USA (1993) 90(2): 457-61. Los grupos tiol adicionales en la bisagra Fd pueden interactuar y dar lugar a
que dos moléculas de Fab’ se dimericen, creando un Fab’2. El Fab’2 puede purificarse directamente a partir de células
bacterianas. Ademads, el Fab’ no dimerizado procedente de las bacterias puede aislarse y convertirse quimicamente en
Fab’2.

Como se describi6 al principio, las regiones variables del anticuerpo pueden clonarse como una sola cadena en la
que la ligera variable (VL) estd conectada a la pesada variable (VH) mediante una regién enlazadora. Si esta regién
enlazadora es corta (por ejemplo 5 a 7 aminodcidos), el plegamiento del scFv favorecerd la asociacién de dos scFv
donde la VL de un par scFv estd con la VH de la segunda scFv. De esta manera, dos regiones de unién al antigeno se
presentan en el diacuerpo.

Los montajes de anticuerpo que contienen dos regiones de unién pueden generarse utilizando cualquiera de estos
procedimientos con objeto de probar la actividad agonista y/o utilizarse como producto terapéutico final.
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Después de las etapas de adherencia de las células al plastico o de clasificacién de los bancos de Fab, el banco de
moléculas adheridas al plastico estd limitado con Sac I'y Spe Iy clonados en pRL8. La subclonacién al vector pRLS
individualmente o en masa después de la clasificacién de FACS o la apelmazamiento permite la expresion de los Fab
de unién soluble dimérica para el andlisis en bioandlisis. En el pRLS, los fragmentos de anticuerpo son transportados
al espacio peripldsmico y forman dimeros ahi. La ventaja de este método es que permite la adherencia en el plastico
de fragmentos Fab monoméricos, favoreciendo los Fab de alta afinidad.

Otro método utiliza un anticuerpo secundario. El pRL4 tiene la etiqueta decapéptido de hemaglutinina reconocida
por el anticuerpo HA. 11 disponible en el mercado (Babco, Berkeley, CA). Los Fab identificados en la clasificacién por
FACS o la apelmazamiento que deben analizarse en bioandlisis se preincuban con HA. 11 que activara la dimerizacion,
antes de la adicidn al bioandlisis.

Una vez la unién de los scFv o de los Fab se ha identificado por adhesion al pléstico u otro procedimiento de selec-
cioén, los clones individuales, que expresan cada uno un unico fragmento de anticuerpo dimerizado en la superficie del
fago se determinan por proliferacion, diferenciacién, activacion o efectos de supervivencia en células diana. Ademds,
el anticuerpo dimerizado soluble se examina en bioanalisis.

Andlisis biologico para la identificacion de la actividad EPOide

1. Formacioén de la colonia eritroide de médula ésea en metilcelulosa (Wrighton et al., Science, 1996, vol. 273
paginas 458-463).

2. Proliferacién de células TF-1 (estirpe celular de eritroleucemia humana). Las células TF-1 expresan tanto
la forma completa como la truncada del Epo-R. (J. Cell Physiol., 1989, vol. 140, paginas 323-334).

3. El receptor de EPO se acopla directamente a la JAK2 cinasa para provocar la fosforilacion de la tirosina.
Epo produce cFos en células TF-1. Activacién de la transcripcién de c-Fos. (Witthuhn et al., Cell, (1993),
vol. 74, paginas 227-236).

Pueden utilizarse numerosos bioandlisis en la identificacién de alto rendimiento. Los expertos en la materia estin
familiarizados con estos y otros bioandlisis adecuados. Se han desarrollado varios ensayos no radioactivos en los que
puede analizarse la sintesis del ADN o la actividad enzimatica. Por ejemplo, puede utilizarse un ensayo de proliferacién
de células MTT (Promega Corporation, Madison, WI) que se basa en un ensayo descrito por Mosmann (Mossman, T.
1983, J. Immunol. Methods 65:55-57 incorporada en la presente memoria como referencia). Este protocolo es rdpido
y sencillo. En un ensayo, una sal de tetrazolio, MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio),
se convierte en un producto de formazan azul por actividad mitocondrial de la deshidrogenasa en células vivas. El
contenido de deshidrogenasa, y por consiguiente la cantidad de producto coloreado producido, es proporcional al
nimero de células. El producto coloreado es detectable en un lector de placas ELISA a 570 nm. Se realizan ensayos
por triplicado, en masa en placas de microvaloracién de 96 pocillos. En resumen, se colocan en placas células diana en
alicuotas de 100 ul en medio de cultivo en placas de 96 pocillos. Después de la adicion de varias concentraciones de
anticuerpos, se incuban las células durante 48 a 72 horas a 37°C y CO, al 5% en una atmésfera totalmente humidificada.
Se afiade MTT a cada pocillo y se controla la proliferacién mediante lector de placas ELISA.

Por ejemplo, en ensayos de proliferacién que utilizan TF-1, las células bacterianas que contienen anticuerpos que
expresan fagémidos se cultivan durante la noche a 37°C en placas con pocillos oscuros de 96 pocillos en 1 ml de un
medio que es una mezcla de medio de células de mamifero y medio bacteriano (en el caso de las células TF-1: RPMI
2.7/SB 0,3/Carb 100 ug/ml). Las células TF-1 son una estirpe celular de eritroleucemia de la médula 6sea humana que
responde a multiples citocinas (Kitamura, T., Tange, T., Terasawa, T., Chiba, S., Kuwaki, T., Miyagawa, K., Piao, Y.F.,,
Miyazono, K., Urabe, A., Takaku, F., Cell Physiol. 140:323-334, 1989; Kitamura, T., Tojo, A., Kuwaki, T., Chiba, S.,
Miyazono, K., Urabe, A., Takaku, F., Blood 73:375-380, 1989; Kitamura, T., Takaku, F., Miyajima, A., Int. Immunol.
3:571-577, 1991). Al dia siguiente, los cultivos de toda la noche se subcultivan 1/10 en placas recientes, y se colocan
a 37°C durante 2 horas. Después de la induccién con IPTG a 37°C durante 4 horas, se centrifugan las placas a 2.000
rpm/15° a temperatura ambiente. Se filtran 50 ul de cada sobrenadante del cultivo en placas filtrantes de 96 pocillos
(Millipore) para esterilizar placas de ensayo de 96 pocillos. Las células de mamifero se lavan previamente para eliminar
el factor de crecimiento y se vuelven a poner en suspension a una concentracion de 1 x 10° células/ml. Se afiaden 50
pl de células a cada pocillo. Las placas de ensayo se incuban en una incubadora a 37°C/5% de CO, durante 72 horas. A
las 72 horas, las placas se revelan afadiendo 40 ul de medio/MTS/PMS por pocillo. E1 MTS es una versién mejorada
mas soluble de MTT. Ambos ensayos estdn basados en la conversion celular de la sal de tetrazolio. Un kit de ensayo
de proliferacion de MTS (n°C de catdlogo G5421) puede adquirirse en Promega, Inc. (Madison, WI). Las placas se
mantienen en la incubadora a 37°C/CO, y se leen a una D.O.4 a la hora, 4 horas, 8 horas con el lector de microplacas.

Las actividades de las citocinas con frecuencia son sinérgicas. La sinergia podria manifestarse mediante la unién
de ligandos a dos receptores diferentes que a continuacion envian la sefial correcta o mediante un efecto de cebado por
el que la interaccidn del ligando/receptor ceba la célula para responder a una segunda citocina. Ademas, las citocinas
que actdan inicialmente en el desarrollo del linaje son con frecuencia mds sinérgicas que las citocinas que actdan en las
etapas finales en una serie de reacciones de desarrollo. Por consiguiente, pueden utilizarse concentraciones sub6ptimas
de factores de crecimiento en estos bioandlisis para examinar el sinergismo. Las condiciones de las concentraciones
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sub6ptimas se determinan en cada ensayo. Este se realiza afiadiendo diluciones en serie de factores de crecimiento,
individualmente y como mezcla, a los andlisis y determinando las concentraciones por debajo de las cuales un solo
factor no activa una respuesta en comparacién con la mezcla, y la concentracién por debajo de la cual la mezcla no
activa una respuesta en el bioandlisis. Las células de estroma de la médula 6sea pueden afiadirse también en bioandlisis
para proporcionar otros factores necesarios que pueden desempefiar una funcién en una respuesta sinérgica.

Ademds, la proliferacion celular puede examinarse controlando la sintesis de ADN. Un ensayo colorimétrico,
no radioactivo que examina la incorporacién de 5-bromo-2’-desoxi-uridina (BrdU) (Roche Molecular Biochemicals,
Indianapolis, IN) puede realizarse en un formato de placa de microvaloracién. En esta memoria, las células se cultivan
en placas de 96 pocillos y se incuban con BrdU y concentraciones subdptimas de citocinas. La cantidad de BrdU se
determina después de marcar con un anticuerpo anti-BrdU marcado con peroxidasa. Los resultados finales se analizan
mediante el lector de placas de ELISA a 405 nm.

También puede utilizarse un ensayo radioactivo de mitogénesis que mide la velocidad de sintesis de ADN como
indicacién de proliferacion (Raines y Ross, Methods of Enzymol. 109: 749-773, 1985). En estos ensayos, se examinan
los cambios en la velocidad de incorporacién de [*H]-timidina en células diana. De nuevo, estos ensayos permiten
la identificacién simultdnea y rdpida de muchos fragmentos de anticuerpo. Se han utilizado ampliamente como un
procedimiento conveniente de evaluacién de los efectos estimulantes e inhibidores del crecimiento de muchas células
diferentes. Se cultivan las células en suspensién hasta que alcanzan la velocidad de crecimiento exponencial. Las
células se lavan a continuacién exentas del medio en el que se cultivan y se vuelven a colocar en placas en el medio
reciente. Se toman alicuotas de las células en placas de 96 pocillos en un volumen total de 100 u a una concentracién
de aproximadamente 1-2 x 10° células/ml. Se afiaden diluciones del sobrenadante del fago, anticuerpos Fab o ScFv
dimerizados solubles y se incuban las células durante 18 a 48 horas en una incubadora gasificada con CO, a una
temperatura de 37°C. Tras la incubacién, se afiade [*H]timidina (937 kBp) a cada pocillo y se incuban durante 4
horas més. Las células se retiran a continuacion de la incubadora y se hace el recuento directamente en un contador
de centelleo de microplaca de bench top tal como el Top Count NXT Instrument de Packard (Packard, Meriden,
CT). Alternativamente las células pueden transferirse en serie a filtros GF/C en un recogedor de células Millipore
(Millipore, Bedford, MA) o a un aparato similar. La radioactividad asociada al material 4cido insoluble retenido en
el filtro se determina a continuacién. Se aplican diluciones de factores de crecimiento disponibles en el mercado a
los pocillos de referencia positiva. Las referencias negativas incluirfan sobrenadantes de células que llevan plasmidos
que no contienen insercién o anticuerpos irrelevantes tratados de manera similar. Se comparan las actividades que
activan el crecimiento relativo del patrén y los diluyentes de los sobrenadantes del fago en la prueba para cuantificar
la actividad que favorece el crecimiento en la muestra.

La activacién puede determinarse ensayando segundos mensajeros o ensayos de lectura de la transcripcion.

Puede ensayarse la supervivencia, por ejemplo, controlando la apoptosis utilizando ensayos tal como los ensayos
en tunel o por otros procedimientos conocidos por los expertos en la materia.

Otros ensayos Utiles para analizar la transduccién de sefial celular, la actividad de las cinasas y fosfatasas y por
dltimo las actividades celulares como resultado de la actividad agonista incluyen la medicién de la generacion de
segundos mensajeros, por ejemplo AMPc, Ca++, diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3). La medi-
cién de puntas en la concentracion de calcio intracelular, pH intracelular y potencial de la membrana en ensayos de
identificacién de alto rendimiento puede realizarse utilizando instrumentos tal como el sistema lector de placas de
diagnéstico por imagen fluorométrico FLIPR (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Numerosas sondas fluorescentes
estan disponibles para el examen de concentraciones del segundo mensajero (Molecular Probes, Eugene, OR). La me-
dicién de las concentraciones de segundos mensajeros puede realizarse también a nivel de una sola célula (DeBernardi,
M.A. y Brooker, G. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:4577-4582, 1996). Ademads, serian tiles los ensayos que examinan
otros episodios de sefializacién tal como la fosforilacién, apoptosis o concentraciones de ARN o proteina de genes
especificos. Por ejemplo, se ha demostrado que la mayoria de las citocinas activan la enzima PI 3-K (estudiado en
Silvennoinen, O., Ihle, J.N. Signaling by the Hematopoietic Cytokine Receptors, R.G. Landes company, Austin, TX
1996). Ademds, se ha demostrado que la familia Jak de las tirosina cinasas es mediadora central para la sefializacién
del receptor de citocina (Thle, J.N., Witthuhn, B.A., Quelle, FW. Annu. Rev. Immunol. 13:369-398, 1995). Ademais,
varias otras tirosina cinasas, por ejemplo, miembros de la familia Src, se activan en respuesta a determinadas estimu-
laciones de citocina. En el caso del ARN o de las proteinas, por ejemplo, c-Jun y c-Fos son reguladas por incremento
rdpida y temporalmente durante la estimulacion de la citona, mientras que la induccién con c-Myc es més lenta. Estas
proteinas se requieren para la transicion y proliferacién de G1 (estudiado en Silvennoinen, O., Ihle, J.N. Signaling by
the Hematopoietic Cytokine Receptors, R.G. Landes Company, Austin, TX 1996). Podrian utilizarse los tamices de
alto rendimiento que detectan aumentos en estos transcritos.

En ensayos de lectura de la transcripcion, se observan cambios en la transcripcidon de genes especificos tras la
exposicion de las células a un factor de crecimiento o a un factor de crecimiento mimético (agonista o anticuerpo
inhibidor). Por ejemplo, en un ensayo de lectura de myc, a las células tales como la estirpe celular de la mezcla FDCP
dependiente de IL-3 se le priva del factor de crecimiento IL-3 durante 8 horas, seguido de la exposicién a miméticos
del factor de crecimiento o a factores de crecimiento naturales durante 2 horas a 37°C. En este momento, se recogen
las células, se afsla el ARN y se realizan reacciones en cadena de la transcriptasa inversa-polimerasa (RT-PCR) con
cebadores especificos para el gen myc. Las reacciones RT-PCR se electroforizan en geles de agarosa horizontales para
la cuantificacién del producto de PCR. En este caso, se estd controlando la expresion de un solo gen.
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Alternativamente el ensayo para los cambios de la expresion de los genes puede controlarse utilizando tecnologia
CHIP, los anticuerpos agonistas podrian identificarse en condiciones de gran sensibilidad de la sonda y un intervalo
dindmico. De esta manera, hasta 10.000 o mds podrian analizarse para cambios en la expresién. Los genes deseados
que podrian controlarse podrian incluir c-myc, c-jun, NF-«B, entre otros. Estos genes estdn corriente debajo de varias
trayectorias de transduccion de sefial y su expresion deberfa cambiar en una respuesta mitégena. En un tipo de CHIP
disponible en el mercado (Affymetrix, Santa Clara, CA), los oligonucleétidos de los genes de ensayo deseados podrian
ser impresos sobre la superficie del cristal. Las células diana se exponen a anticuerpos agonistas de ensayo. Se aisla
el ARN de las células expuestas a anticuerpos del agonista de ensayo, se copia al ADNc y se transcribe in vitro en
presencia de biotina. La hibridacién del ARNm transcrito in vitro y biotinilado se utiliza como sonda en las matrices.
Los chips se escanean a continuacién para determinar los genes que presentan aumentos en la transcripcién durante
la exposicién a los anticuerpos agonistas de ensayo. En otra version de la tecnologia CHIP (Incyte, Palo Alto, CA), la
cantidad de ADN no estd normalizada en el cristal, por lo tanto, se constituiria una hibridacién competitiva. Se aisla
el ARN de las células antes y después de la exposicidn al agonista. E1 ADN se prepara a partir de cada muestra por
lo que una reaccién de ADNCc tiene una etiqueta incorporada, por ejemplo, Cy-3, y otra poblacién de ADNc tiene una
etiqueta diferente incorporada, por ejemplo Cy-5. Se detectan las sefiales y se comparan en un esciner de laser doble
para recoger las imagenes.

Pueden utilizarse también ensayos visuales tales como los ensayos de formacién de colonias de metilcelulosa
tradicionales (Stem Cell Technologies, Vancouver BC, Canadd). En estos ensayos, se puntian el crecimiento de las
colonias y los cambios morfoldgicos al microscopio optico. El examen visual de proliferacion o de efectos de diferen-
ciacion en cultivos de agar-agar semisolidos o de metilcelulosa puede realizarse utilizando la estirpe celular apropiada.
Williams Hematology 5 (eds. E. Beutler, M.A. Lichtman, B.S. Coller L.T.J. Kipps), McGraw-Hill, Inc., pags. L22-
126, 1995). La adicién de la metilcelulosa permite a la descendencia clonal de una sola célula progenitora permanecer
junto a ella y facilita el reconocimiento y enumeracién de distintas colonias. Todos los componentes necesarios se
afiaden a un medio bésico de metilcelulosa (tal como MDD de Iscove, BSA, (-mercaptoetanol, L-glutamina) excepto
los complementos del factor estimulante de colonias y anticuerpos de ensayo (sobrenadantes del fago, anticuerpos
solubles) se afiaden para comprobar si pueden ser sustituidos por factores de crecimiento. Las células en el cultivo de
metilcelulosa se incuban durante 10 a 12 dias después de la adicién de anticuerpos en una atmésfera humidificada a
37°C de CO, al 5% en aire. Después de 10 a 12 dias de incubacidn, recuentan las colonias utilizando un microscopio
invertido. Después de otros 8 a 10 dias, se recuentan las colonias de nuevo. Se hacen comparaciones entre el medio que
contiene los anticuerpos y las referencias con y sin factores de crecimiento. Ademads, pueden seleccionarse colonias de
entre metilcelulosa y las células individuales examinadas citolégicamente por tincién con tinte de Wright (véase Atlas
of Hematological Cytology, F.G.J. Hayhoe y R.J. Flemans, Wiley-InterScience 1970).

Las afinidades de unién al receptor de fragmentos de anticuerpo pueden calcularse (Lfas & Johnson, 1990) a partir
de las constantes de velocidad de asociacion y disociaciéon medidas utilizando un sistema de resonancia de plasmoén de
superficie BIACORE (Pharmacia Biosensor). Se activa un chip biodetector para acoplamiento covalente del receptor
gD-mpl utilizando el hidrocloruro de N-etil-N"’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) segtn las instrucciones del proveedor (Pharmacia Biosensor). gD-mpl es el tampdn intercambiado en el tampdn
de acetato sédico 10 mM (pH 4,5) y se diluye a aproximadamente 30 ug/ml. Se inyecta una alicuota (5 1) a un caudal
de 1 pl/min para conseguir aproximadamente 400 unidades de respuesta (RU) de la proteina acoplada. Por ultimo,
se inyecta etanolamina 1 M como agente de bloqueo. Para las mediciones de la cinética, se inyectan 1,5 diluciones
en serie de anticuerpo en el tampén PBS/Tween (Tween-20 al 0,05% en solucién salina tamponada con fosfato) a
25°C utilizando un caudal de 20 ul/min. Las constantes de disociacién del equilibrio, K, de las mediciones de SPR
se calculan como k,g/k,,. Las desviaciones estdndar, s,, para K,, y s,x para k.s, se obtienen por lo general de las
mediciones con concentraciones de proteinas >4 (k,,) o con concentraciones de proteinas >7 (k.q). Se fijan los datos
de disociacién a un modelo simple AB— A+B para obtener k. +/- d.est. (desviacién estdndar de las mediciones). Se
calculan las constantes de velocidad de seudoprimer orden (k;) para cada curva de asociacién y se representacion en
funcién de la concentracion de proteinas para obtener k,, + d.est. (desviacion estdndar de arranque).

Para la conversion de los clones del anticuerpo en IgG completas, las regiones de codificacién de ambas cadenas
ligera y pesada, o fragmentos de las mismas, pueden clonarse por separado de un vector bacteriano en vector(es) de
mamifero. Un solo sistema de vector, tal como pDRI1 o sus derivados, puede utilizarse para clonar tanto los casetes
de cadena ligera como pesada en el mismo pldsmido. Alternativamente, pueden utilizarse los vectores con expresion
doble donde plasmidos independientes producen las cadenas pesadas y ligeras. Es necesario que las secuencias sefial
de mamifero estén ya presentes en el/los vector(es) final(es) o adjuntas al extremo 5’ de las inserciones de ADN de
cadena ligera y pesada. Esto puede realizarse mediante la transferencia inicial de las cadenas en un(os) vector(es)
lanzadera que contiene(n) las secuencias principales de mamifero apropiadas. Después de la digestion con enzima de
restriccion, las regiones con cadena pesada y cadena ligera, o los fragmentos de las mismas se introducen en el/los
vector(es) final(es) donde las regiones constantes restantes para IgG1 se proporcionan con o sin intrones. En algunos
casos donde se utilizan intrones, el disefio del cebador para ampliar por PCR las regiones variables con cadena ligera
y pesada de pRL4 puede necesitarse para incluir las regiones de donante de corte y empalme del exdn con objeto de
obtener el corte y empalme apropiado y la produccion de los anticuerpos en células de mamifero.

Con el sistema de expresion del vector (pldsmido individual o doble), la produccién de las cadenas pesada y
ligera del anticuerpo pueden ser conducidas por activadores que actian en células de mamifero tales como, pero sin
limitarse a, CMYV, SV40 o activadores de IgG. Ademas, el/los vector(es) contendra(n) un marcador seleccionable para
el crecimiento en bacterias (tales como, pero sin limitarse a, resistencia a ampicilina, cloranfenicol, kanamicina o
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zeocina). Los marcadores seleccionables para las células de mamifero (tales como, pero sin limitarse a, resistencia a
DHEFR, GS, gpt, neomicina o higromicina) pueden estar presentes en el/los vector(es) de IgG, o podrian proporcionarse
en un plasmido por separado por cotransfeccion.

Los expertos en la materia que utilizan técnicas conocidas deberian poder sintetizar anticuerpos en otros organis-
mos tales como levaduras, mamiferos, insectos y plantas (Carlson, J.R. y Weissman, L.L., Mol. Cell. Biol., 8:2647-
2650, 1988; Trill, J.J., Shatzman, A.R., Ganguly, S. Curr. Opin. Biotechnol. 6:553-560, 1995; Hiatt, A., Cafferkey, R.
Bowdish, K. Nature 342: 76-78, 1989).

Como se expuso anteriormente, los anticuerpos de acuerdo con la descripcién en la presente memoria proporcionan
un aumento de la vida media a (duracién de actuacion) para la actividad de pequefios péptidos o peptido miméticos que
son miméticos de EPO descritos en la presente memoria. En otro aspecto, la vida media del suero de un anticuerpo
puede prolongarse preparando anticuerpos que estdn pegilados. Véase, por ejemplo, Lee et al., Bioconjug. Chem
(1999) 10(6): 973-81, incorporada en la presente memoria como referencia.

Las moléculas comprendidas en las reivindicaciones pueden utilizarse en diagndsticos donde los anticuerpos o
fragmentos de los mismos se conjugan con marcadores detectables o se utilizan como anticuerpos primarios con an-
ticuerpos secundarios que estdn conjugados con los marcadores detectables. Los marcadores detectables incluyen,
marcadores radioactivos y no radioactivos y son bien conocidos por los expertos en la materia. Los marcadores no
radioactivos comunes incluyen enzimas detectables tal como la peroxidasa de rdbano picante, la fosfatasa alcalina y
las moléculas fluorescentes. Las moléculas fluorescentes absorben la luz a una longitud de onda y la emiten a otra,
permitiendo de este modo la observacion con, por ejemplo, un microscopio de fluorescencia. Los espectrofotome-
tros, microscopios de fluorescencia, lectores de placa de fluorescente y clasificadores de flujo son bien conocidos y
con frecuencia se utilizan para detectar moléculas especificas que resultan fluorescentes acopldndolas mediante en-
lace covalente a un colorante fluorescente. Los fluorocromos tal como la proteina verde fluorescente, los mutantes
desplazados al rojo de la proteina verde fluorescente, el 4cido aminocumarin-acético (AMCA), el isotiocianato de
fluoresceina (FITC), el isotiocianato de tetrametilchodamina (TRITC), el rojo de Texas, Cy3.0 y Cy5.0 son ejemplos
de marcadores titiles.

Pueden utilizarse moléculas en estrategias de aislamiento de células tal como la clasificacion de células activadas
por fluorescencia (FACS) si se utilizan marcadores fluorescentes, en la clasificaciéon de células activadas por fluo-
rescencia, células activadas con moléculas fluorescentes se clasifican electrénicamente en un citémetro de flujo tal
como un citémetro FACS IV de Becton-Dickinson (San José, California) o un instrumento equivalente. Las moléculas
fluorescentes son anticuerpos que reconocen antigenos especificos de la superficie de la célula. Los anticuerpos se
conjugan con marcadores fluorescentes tal como el isotiocianato de fluoresceina (FITC) o la ficoeritrina (PE).

La clasificacion magnética también es posible. En los procedimientos de clasificacién magnética, el anticuerpo se
une directamente o indirectamente a microperlas magnéticas. Las células se recubren previamente con anticuerpos
que reconocen las moléculas de la superficie de la célula, por ejemplo, los receptores involucrados en la proliferacion,
diferenciacidn, activacién o supervivencia. Los anticuerpos estdn unidos a perlas magnéticas conjugadas con una
inmunoglobulina secundaria que se une al anticuerpo primario que presenta el péptido, tal como la etiqueta molecular
HA modificada genéticamente en cada anticuerpo. Las células se separan a continuacién con un imén. La clasificacién
magnética puede ser la seleccion positiva donde las células de interés se unen mediante el anticuerpo y por consiguiente
el imdn, o la seleccién negativa donde las células no deseadas se aislan en el iman.

Alternativamente, pueden utilizarse anticuerpos radiomarcados para diagndstico.

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos dados a conocer en la presente memoria son ttiles para la ampliacién
de una variedad de tipos de células clinicamente aplicables. El tratamiento puede ser in vivo o ex vivo. Por ejemplo, los
anticuerpos agonistas son Uutiles para tratar pacientes que padecen una insuficiencia en una poblacién de células pro-
ducida por la enfermedad, trastorno o tratamiento relacionado, por ejemplo, por supresién de la hematopoyesis donde
una cantidad inferior al nimero normal de células de un linaje o linajes dados estd presente en un paciente. Lo que se
expone a continuacion representa solamente algunos ejemplos de las afecciones que pueden tratarse con los anticuer-
pos que contienen péptidos bioldgicamente activos dados a conocer en la presente memoria, aquellos que ponen en
practica la técnica podrian identificar otras enfermedades y afecciones que se beneficiarian de dicho tratamiento. Por
ejemplo, los pacientes infectados por VIH, los pacientes que experimentan quimioterapia, los pacientes de trasplante
de médula 6sea, los pacientes de trasplante de células madre y los pacientes que padecen trastornos mieloproliferantes
presentan niveles subnormales de linajes hematopoyéticos especificos.

Los pacientes sometidos a didlisis renal con frecuencia padecen anemia relacionada con el tratamiento con niveles
subnormales de glébulos rojos. En la anemia aplésica, la supresién de la médula ésea puede producir pancitopenia
o puede afectar solamente a los glébulos rojos, a los glébulos blancos o a las plaquetas. Los anticuerpos expuestos
aumentaran el arsenal de agentes terapéuticos para éstas y otras enfermedades y los trastornos caracterizados por
insuficiencias en poblaciones de células especificas, tales como las células hematopoyéticas.

Las moléculas comprendidas por la invencion reivindicada pueden utilizarse también para la proliferacion ex vivo
y diferenciacién de las células. Esto es util para la terapia génica, por ejemplo, para métodos tradicionales con vector
virico y para autotrasplantes de médula 6sea.
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Ademads, determinados anticuerpos segun la presente descripcion pueden estar radiomarcados para radioinmuno-
terapia o conjugados a toxinas para administrar dichas toxinas a tipos de células especificas y dar como resultado la
destruccidn de esas células.

Los anticuerpos miméticos de EPO en la presente memoria estimulan la hematopoyesis de manera similar a la
EPO natural. Dicha terapia es util para tratar enfermedades en las que la produccion de glébulos rojos esta afectada tal
como en la insuficiencia renal crénica. La actividad bioldgica de los anticuerpos miméticos de EPO puede determinarse
utilizando andlisis in vitro o in vivo.

Un andlisis in vitro mide el efecto de los anticuerpos miméticos de eritropoyetina en la eritropoyesis en células
intactas de bazo de ratén segin el procedimiento de Krystal, G., Exp. Hematol. 11:649-660 (1983). Para identificar la
actividad en varias formas de realizacion de los anticuerpos miméticos de EPO, por ejemplo, in vitro o in vivo, puede
evaluarse la extension de la eritropoyesis o la unién al receptor en los anticuerpos miméticos de EPO. Las pruebas
para determinar la actividad biolégica son bien conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la actividad
bioldgica de la eritropoyetina puede medirse tal como se describe en, por ejemplo, la patente US n® 5.614.184 y en la
patente US n° 5.580.853 incorporadas a la presente memoria como referencia.

La via de administracién del anticuerpo estd de acuerdo con procedimientos conocidos, por ejemplo, inyeccién
o infusidn por las vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, subcutdnea, intraocular, intraarterial,
intratecal, por inhalacidn o intralesional, topica o por sistemas de liberacién prolongada como se apunta a continuacion.
El anticuerpo se administra preferentemente continuamente por infusién o por inyeccion intravenosa rapida. Se puede
administrar los anticuerpos de manera local o generalizada.

Los anticuerpos de la invencidon pueden prepararse en una mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable.
Las técnicas para la formulacién y administracién de los compuestos de la presente solicitud pueden encontrarse en
“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, Mack Publishing Co., Easton, PA, dltima edicién. Esta composicién tera-
péutica puede administrarse por via intravenosa o por las fosas nasales o el pulmén, preferentemente en forma liquida
o de aerosol en polvo (liofilizada). La composicién puede administrarse también por via parenteral o subcutinea segtin
se desee. Cuando se administra por via generalizada, la composicién terapéutica debe ser estéril, exenta de pirége-
nos y en una solucién parenteralmente aceptable con la debida atencién al pH, la isotonicidad y la estabilidad. Estas
condiciones son bien conocidas por los expertos en la materia.

En resumen, las formulaciones de dosificacion de los compuestos de la presente invencién se preparan para almace-
namiento o administracién mezclando el compuesto que tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes
o estabilizantes fisioldgicamente aceptables. Dichos materiales no son téxicos para los receptores a las dosis y concen-
traciones utilizadas y pueden incluir tampones tales como TRIS HCI, fosfato, citrato, acetato y otras sales de acidos
organicos; antioxidantes tal como el dcido ascérbico; péptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente
diez restos) tal como poliarginina, proteinas, tal como albimina del suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tal como la povidona; aminodcidos tales como glicina, dcido glutdmico, dcido aspdrtico o arginina; mo-
nosacdridos, disacdridos y otros carbohidratos incluyendo la celulosa o sus derivados, glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tal como EDTA; alcoholes de aziicar tal como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio y/o
tensioactivos no iénicos tal como TWEEN, PLURONICS o polietilenglicol.

Cuando se utilizan para la administracién in vivo, la formulacién del anticuerpo debe ser estéril y puede formularse
seglin la prictica farmacéutica convencional. Esto se realiza ficilmente mediante filtracion a través de membranas de
filtracién estériles, antes o después de la liofilizacién y redisolucién. El anticuerpo ordinariamente estard almacenado
en forma liofilizada o en solucién. Pueden resultar preferidos otros vehiculos tales como los aceites vegetales naturales
como el aceite de sésamo, cacahuete o de semillas de algodén o un vehiculo de grasa sintética como el oleato de etilo
o similares. Pueden incorporarse tampones, conservantes, antioxidantes y similares segtn la préctica farmacéutica
aceptada.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su utilizacién incluyen composiciones en las que uno o mas
anticuerpos disefiados racionalmente estin contenidos en una cantidad eficaz para conseguir su objetivo pretendido.
Mais especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de anticuerpo eficaz para prevenir,
aliviar o mejorar los sintomas de la enfermedad o prolongar la supervivencia del paciente que estd siendo tratado.
La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz estd comprendida dentro de las capacidades de los exper-
tos en la materia, especialmente a la luz de la descripcién detallada proporcionada en la presente memoria. Pueden
determinarse dosis terapéuticamente eficaces utilizando procedimientos in vitro e in vivo.

Una cantidad eficaz de anticuerpo que debe utilizarse terapéuticamente dependerd, por ejemplo, de los objetivos
terapéuticos, la via de administracién y la enfermedad del paciente. Ademds, el médico tendrd en cuenta varios factores
conocidos para modificar la accién de los farmacos incluyendo la gravedad y el tipo de enfermedad, peso corporal,
sexo, dieta, duracién y via de administracidn, otras medicaciones y otros factores clinicos aplicables. Por consiguiente,
serd necesario para el terapeuta valorar la dosis y modificar la via de administracion tal como se requiere para obtener
el efecto terapéutico 6ptimo. Por lo general, el médico administrard el anticuerpo hasta que se alcance una dosis que
consiga el efecto deseado. El avance de esta terapia se controla facilmente por andlisis convencionales.
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Para cualquier anticuerpo que contenga un péptido, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a
partir de los andlisis del cultivo celular. Por ejemplo, puede formularse una dosis en modelos animales para conseguir
un intervalo de concentracién en circulacién que incluye la ECs, determinada en el cultivo celular (por ejemplo,
la concentraciéon de la molécula de ensayo que favorece o inhibe la proliferacion o diferenciacion celular). Dicha
informacidn puede utilizarse para determinar mas exactamente las dosis ttiles en seres humanos.

La toxicidad y eficacia terapéutica de las moléculas de anticuerpo descritas en la presente memoria pueden deter-
minarse por procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos de células o en animales experimentales, por
ejemplo, para determinar la LDs, (dosis letal para el 50% de la poblacion) y la EDs, (dosis terapéuticamente eficaz en
el 50% de la poblacion). La relacién de dosis entre los efectos téxico y terapéutico es el indice terapéutico y puede
expresarse como relacion entre LDs, y EDs,. Resultan preferidas las moléculas que presentan grandes indices tera-
péuticos. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden utilizarse
para formular una gama de dosis para su utilizacién en seres humanos. La dosis de dichas moléculas estd situada
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacién que incluyen la EDs, con poca o ninguna
toxicidad. La dosis puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada y de la via
de administracién utilizada. La formulacién, via de administracidn y dosis exactas pueden ser seleccionadas por cada
médico a la vista de la enfermedad del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingi et al., 1975, en “The Pharmacological
Basis of Therapeutics”, cdp. 1 pag. 1).

La cantidad de dosis y el intervalo puede ajustarse en cada caso para proporcionar concentraciones en el plasma
de anticuerpo que sean suficientes para favorecer o inhibir la proliferacién o diferenciacién celular o la concentracién
minima eficaz (MEC). La MEC variard para cada anticuerpo, pero puede estimarse a partir de datos in vitro utilizando
los ensayos descritos. Las dosis necesarias para conseguir la MEC dependeran de las caracteristicas individuales y de la
via de administracién. Sin embargo, pueden utilizarse andlisis HPLC o bioandlisis para determinar las concentraciones
en el plasma.

Los intervalos de dosis pueden determinarse utilizando el valor MEC. Las moléculas de anticuerpo deberian ad-
ministrarse utilizando un régimen que mantenga las concentraciones en el plasma superiores a la MEC durante el 10
al 90% del tiempo, preferentemente entre el 30 y el 90% y atn mds preferentemente entre el 50 y el 90%.

En los casos de administracion local o de absorcién selectiva, la concentracion local eficaz del anticuerpo puede
no estar relacionada con la concentracion en el plasma.

Una dosis diaria tipica puede oscilar entre aproximadamente 1 pg/kg hasta 1.000 mg/kg o mds, dependiendo de los
factores mencionados anteriormente. Por lo general, el médico administrard la molécula hasta que se alcance una dosis
que consiga el efecto deseado. La evolucién de esta terapia se controla facilmente mediante andlisis convencionales.

Dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta aproxi-
madamente 1.000 mg/kg, mds preferentemente de aproximadamente 0,01 mg a 100 mg/kg, mas preferentemente de
aproximadamente 0,010 a 20 mg/kg del anticuerpo agonista puede ser una dosis experimental inicial para la adminis-
tracion al paciente, o bien, por ejemplo, mediante una o mds administraciones independientes o por infusién continua.
Para las administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la enfermedad, el tratamiento se repite
hasta que se produce la supresion deseada de los sintomas de la enfermedad o se consigue la mejora deseada en la
enfermedad del paciente. Sin embargo, pueden ser también ttiles otros regimenes de dosis.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes se proporcionan unicamente a titulo ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencién.
Los ejemplos 1 a4y 6 a 7 son ejemplos comparativos y el ejemplo 5 es un ejemplo de la invencion.

Ejemplo 1
Construccion del banco de secuencias miméticas de TPO injertadas en un marco de anticuerpo humano

Un peptido mimético de TPO agonista IEGPTLRQWLAARA (SEC. ID. n% 1) se injert6 en CDR3 con cadena
pesada Fab (HCDR3) de la vacuna antitetdnica (TT), sustituyendo la secuencia completa de HCDR3 GDTIFGVTMGY
YAMDYV (SEC. ID. n*: 4). La Figura 2A presenta la secuencia para el anticuerpo de la vacuna contra el tétanos humana
empleado. Se emprendieron dos métodos de injerto. En el primer método se insert6 el péptido agonista en la regién H-
CDR3 con dos glicinas flanqueantes a cada lado. Esto se hizo para reducir las limitaciones estructurales en el péptido
injertado de modo que pudiera adoptarse mds facilmente la configuracién deseada. En el segundo método, se situaron
al azar dos posiciones de aminodcido a cada lado del péptido injertado con objeto de que pudiera conseguirse la mejor
presentacion del péptido (Figura 3). Estos dos métodos se emprendieron con objeto de determinar si el péptido solo
era suficiente o si se requerian restos especificos para la presentacion apropiada del péptido agonista en la estructura
del anticuerpo, proporcionando de este modo su actividad al anticuerpo.

La Figura 4 esboza el procedimiento de construccién del banco. En resumen, el Fab de la vacuna antitetanica se
ampli6 en dos fragmentos. El fragmento A se ampli6 utilizando un cebador transcrito (N-Omp: 5° TAT CGC GAT
TGC AGT GGC ACT GGC 3’) (SEC. ID. n°: 5) que se hibridé con el Omp A principal para la cadena ligera en

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316919 T3

combinacién con el cebador posterior (TPOCDR3-B: 5° GC CAG CCA TTG CCG CAG CGT CGG CCC TTC AAT
YNN YNN TCT CGC ACA ATA ATA TAT GGC 3’ (SEC. ID. n°: 6) que se hibrid6 en el extremo marco de la cadena
pesada (FR) 3. El cebador inverso contenia una cola que codifica el CDR3 nuevo. El fragmento B se generd utilizando
un cebador transcrito (TPOCDR3-F: 5> CCG ACG CTG CGG CAA TGG CTG GCG GCG CGC GCG NNY NNY
TGG GGC CAA GGG ACC ACC GT 3’) (SEC. ID. n°®: 7) que se hibrid6 al FR4 y el cebador inverso Seq-G3Rev (5’
TCA AAA TCA CCG GAA CCA GAG C 3’) (SEC. ID. n°: 8) que se hibrid6 en la regién del gen III del pldsmido,
corriente abajo de la sefial de terminacion de la cadena pesada. El cebador TPOCDR3-F poseia también una cola de
bases que codificaba la nueva region CDR3. Se utilizé6 TAQ ADN polimerasa (Perkin Elmer) en el programa de PCR
siguiente: 94°C 30 segundos, a continuacion 30 ciclos de 94°C durante 15 s., 55°C durante 15 segundos y 72° durante
90 segundos, seguido de un periodo de ampliacién a 72° durante 10 minutos y una pausa a 4°C. Una vez generados
los fragmentos por PCR y purificado el gel, se combinaron durante una PCR de extensién del solapamiento. Las
regiones codificadas por el nuevo cebador CDR3 eran complementarias y proporcionaron 23 bases de solapamiento.
Se utilizaron los cebadores N-Omp y SeqG3Rev en el protocolo de solapamiento de PCR para generar el producto de
Fab ADN completo. Se utiliz6 la Taqg ADN polimerasa (Perkin Elmer) en el siguiente programa de PCR: 94°C 30”, a
continuacién 20 ciclos de 94°C 307, 56°C 30” y 72°C 3°15”, a continuacién un periodo de ampliacién de 72°C durante
15’ seguido de una pausa a 4°C. Tras la purificacién en gel del producto Fab, se realiz6 una digestion con Sfi 1 a 50°C
durante 5 horas. Se ligaron las inserciones en el vector pRL4 digerido con Sfi 1 durante la noche. Los productos de
ligadura fueron etanol precipitado, vuelto a poner en suspensién en H,O y a continuacién sometido a electroporacién
en bacterias ER2537 competitivas (cepa supresora, New England Biolabs). Tras una hora de agitacién en 5 ml de SOC,
se afiadié un volumen igual de SB. Se afiadi6 carbenicilina a 20 ug/ml y se agité el cultivo durante una hora a 37°,
seguido de una hora a 37° en 50 pg/ml de carbenicilina. El cultivo del banco se transfirié a un matraz que contenia
100 ml de SB reciente, 50 pg/ml de carbenicilina y 10> VCS M13 fago cooperador. Después de dos horas a 37°C, se
afiadié kanamicina para seleccionar las bacterias que habfan sido infectadas con el fago cooperador. Al dia siguiente,
se centrifugaron los cultivos durante la noche y se precipit6 el fago en el sobrenadante en hielo utilizando PEG al
4%/NaCl 0,5 M. Tras la centrifugaciéon del fago, se volvié a poner en suspensién el sedimento en BSA al 1%/PBS, se
filtré y se dializé frente a PBS. Los fagos del banco se almacenaron a 4°.

La construccién de los FAB que contienen el péptido unido de manera no aleatoria se realiz6 tal como se descri-
bié anteriormente por cebadores de sustitucion TPOCDR3-B y TPOCDR3-F con cebadores especificos alternativos.
Para el anticuerpo injertado con PP-IEGPTLRQWLAARA)-GG (SEC. ID. n®: 25), los cebadores utilizados fueron
TPOCDDR3g-B (5 GC CAG CCA TTG CCG CAG CGT CGG CCC TTC AAT NGG NGG TCT CGC ACA ATA
ATA TAT GGC 3’) (SEC. ID. n*: 9) y TPOCDR3g-F (5° CCG ACG CTG CGG CAA TGG CTG GCG GCG CGC
GCG GGN GGN TGG GGC CAA GGG ACC ACC GT 3’°) (SEC. ID. n°: 10). Para el anticuerpo injertado con GG-
(IEGPTLRQWLAARA)-GG (SEC. ID. n®: 29), los cebadores utilizados fueron TPO-CDR3-ggB (5 GC CAG CCA
TTG CCG CAG CGT CGG CCC TTC AAT NCC NCC TCT CGC ACA ATA ATA TAT GGC 3°) (SEC.ID.n% 11) y
TPOCDR3g-F (5° CCG ACG CTG CGG CAA TGG CTG GCG GCG CGC GCG GGN GGN TGG GGC CAA GGG
ACC ACC GT 3’) (SEC. ID. n°: 12).

Seleccion del banco CDR3 de la cadena pesada del peptido mimético de TPO

Con el fin de seleccionar la presentacion Optima del péptido, se llevéd a cabo el ensayo de adhesion de células
en plastico en plaquetas humanas. Debido a que las plaquetas expresan aproximadamente 1.800 receptores de TPO
por célula en su superficie (receptores cMpl), representaban una célula diana adecuada. Ademds, las plaquetas estdn
disponibles facilmente en el banco de sangre local. A 1 ml de plaquetas humanas concentradas actualizadas del banco
de sangre, se afiadieron 50 ul de Fab del fago recién preparado en un tubo cénico de 15 ml con NaN; al 0,1%. Se
mezcl6 el tubo a temperatura ambiente durante 1 a 2 horas. Por lo general, 10 ml de suero humano al 50% (extraido
de las plaquetas restantes) + {IMDM/FBS al 10%/azida al 0,1%/EDTA 2 mM} al 50% se afiadi6 al fago/células.
Se sedimentaron las plaquetas a 5.500 X g durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se purgd el sobrenadante y
se dejo el sedimento en reposo bajo ~500 ul de lavado durante 20 minutos. Las plaquetas se volvieron a poner en
suspensién muy suavemente y a continuacion se afiadieron al fago/células 10 ml de suero humano al 25% (extraido
de las plaquetas restantes) + {IMDM/FBS al 10%/azida al 0,1%/EDTA 2 mM} al 75%. Se repiti6 la centrifugacion, el
reposo del sedimento y la resuspension de las plaquetas. En las rondas 3 y 4 del ensayo de adherencia de las células al
plastico, se realiz6 un tercer lavado. El fago/células lavadas se transfirié a un tubo eppendorf y se centrifugé a 5.200 x
g. Se eluyo el fago de las plaquetas 10 minutos a temperatura ambiente utilizando tampén de elucién dcido (HC1 0,1 M,
1 mg/ml de BSA y glicina a pH 2,2). Se sedimentaron las plaquetas a velocidad méaxima y el fago eluido se transfiri6 a
un tubo cénico de 50 ml y se neutralizé con base Tris 2 M. Se dejé continuacién infectar el fago con bacterias ER2537
frescas durante 15 minutos a temperatura ambiente y se amplié durante la noche tal como se describié anteriormente.
Se realizaron cuatro rondas de adhesion de plaquetas al pléstico.

Después de la cuarta ronda de adhesion de las células al pléstico, las mezclas de los 3 clones de Fab expresadas
como proteinas solubles en la cepa TOP10F’ bacteriana no supresora (Invitrogen, Carlsbad, CA) se determind por los
Fac la unién a las plaquetas utilizando la etiqueta del epitopo HA de los Fab con anti-HA de rata de gran afinidad
seguido de antirrata-FITC (Sigma, St. Louis, Missouri). Los 25 ul de plaquetas humanas concentradas indicadas
(lavadas una vez con PBS/EDTA 5 mM/FBS al 2%) se incubaron con 100 ul de sobrenadante bacteriano (60 ul de
sobrenadante bacteriano procedente de estos clones de Fab mezclados se incubaron previamente con 40 w1 de leche al
5%/PSS a 4°C durante 15 minutos) a temperatura ambiente durante 20 a 30 minutos. Se afiadié 1 ml de tamp6n FACS
(PBS/FBS al 2%/EDTA 5 mM) y se centrifugaron las células a 5.200 X g durante 5 minutos. Las células sedimentadas
se volvieron a poner en suspension en 50 ul de anticuerpo diluido a 1:10 (en PBS/BSA al 1%/NaN; al 0,1%) se afadi6
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a 2°C anticuerpo anti-HA [clon 3F10 de gran afinidad anti-HA de IgG de rata (Roche Molecular Biochemicals)].
Después de 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las células con 1 ml de tampén FACS como anteriormente.
Tras la centrifugacién, se volvieron a poner en suspension las células en 100 pl de anticuerpo FITC de IgG antirrata
(Sigma) a 3°C diluido a 1:160 (en PBS/BSA al 1%/NaNj al 0,1%) y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente
en la oscuridad. Se lavaron las células con 1 ml de tampén FACS, a continuacién se volvieron a poner en suspension
en 200 ul de tampén FACS para andlisis. Como referencia positiva se utilizé un Ab anti-IIb/IITa de oveja disponible en
el mercado por FITC anti-oveja. Muchas mezclas de los Fab fueron claramente positivas para la unién de las plaquetas
por los Fac. Después de los andlisis de Fac se realizaron a continuacion para identificar los clones individuales que
estaban unidos a las plaquetas.

Examen de candidatos individuales por actividad de union

Se determiné la reactividad de varios Fab, como sobrenadantes bacterianos, para la vacuna antitetdnica del an-
tigeno original con el fin de determinar si esta especificidad de unién se conservaba. El anti-TT Fab con estructura
de anticuerpo no se une a su antigeno TT, sino a BSA. Sin embargo, clones de Fab injertados con cuatro peptido
miméticos de TPO no presentaban unidn significativa a TT o BSA. Como se observa en los experimentos previos, la
sustituciéon de HCDR3 de Fab anti-TT fue suficiente para cambiar la especificidad del anticuerpo.

Para examinar mejor las capacidades de fijacién de los Fab se realiz6 andlisis de los Fac en células CMK, estir-
pe celular megacariocitica (procedente de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) que expresa
también el receptor de cMpl. Los clones de Fab que se unen a las células CMK se analizaron a continuacién para
verificar que la unién de la plaqueta y la célula CMK se produjo mediante el receptor de cMpl. Para este experimento,
se transfectaron células 293 EBNA con o sin el cMpI-R, que habia sido clonado a partir de las células Tf-1 por RT-
PCR. Se incubaron 1 x 10° células transfectadas con el sobrenadante bacteriano de cada clon Fab (bloqueado previa-
mente como se describi6 anteriormente) durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las células
a2.000 rpm durante 5 minutos. Se volvieron a poner en suspension las células sedimentadas en 90 ul de tamp6n FACS
(PBS/FBS al 2%/EDTA 1 mM) a continuacién se afladieron 10 ul de anticuerpo anti-HA a 2° [clon 3F10 de gran
afinidad anti-HA de IgG de rata (Boehringer Mannheim Biochemicals) para una dilucién final 1:10. Después de 20
minutos a temperatura ambiente, se lavaron las células con 1 ml de tamp6n FACS. Tras la centrifugacién, se volvieron
a poner en suspension las células en 100 ul de anticuerpo PE con IgG antirrata a 3° (Research Diagnostics Incorpo-
rated, RDI) diluido 1:50 (en PBS/BSA al 1%/NaN; al 0,1%) y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Se lavaron las células con 1 ml de tamp6n FACS, a continuacion se volvieron a poner en suspensién en 200
ul de tamp6n FACS para andlisis. Los Fab seleccionados durante el apelmazamiento demostraron una unién potente a
las células transfectadas con el cMplI-R pero no a las células transfectadas con el vector de referencia que carecen del
cMpl-R. Esto indica que la unién a la superficie celular se produjo de manera especifica por el receptor de cMpl. El
Fab anti-T no se une al vector de referencia ni a las células 293 transfectadas con cMpl-R. Sin embargo, el clon Xlc
de Fab presenta un desplazamiento del 3% de unién de las células transfectadas de referencia (receptor no de cMpl)
para el 95% de unién de las células que expresan el cMpl-R.

Examen de candidatos individuales por la secuencia
El andlisis de la secuencia de los clones de Fab que se unen especificamente al receptor cMpl (véase Fig. 5), puso

de manifiesto la seleccién de los aminodcidos preferidos en el punto de unién corriente abajo. Los datos de la secuencia
de ADN se analizaron y las secuencias de aminodcidos y de ADN son las siguientes:

Clon |Propiedades de la union | SEC. ID. n®: Secuencia
X1a débil 25 Pro Pro (péptido de 14 aa) Gly Gly
X1a-11 débil 27 Gly Gly (péptido de 14 aa) Gly Gly
X1a-13 débil 29 Gly Gly (péptido de 14 aa) Gly Gly
X1c fuerte 31 Trp Leu (péptido de 14 aa) Pro Val
X2¢ deébil 33 Met lle (péptido de 14 aa*) Val Gly
X2a fuerte 35 Val Val (péptido de 14 aa) Pro Val
X3b fuerte 37 Gly Pro (péptido de 14 aa) Pro Asp
X4b fuerte 39 Leu Pro (péptido de 14 aa) Pro Val
X4c fuerte 41 Ser Leu (péptido de 14 aa) Pro lle
X5a fuerte 43 Thr Met (péptido de 14 aa) Pro Val
X5¢ fuerte 45 Trp Leu (péptido de 14 aa) Pro-Val
X7a débil 47 Thr Arg (péptido de 14 aa*) Cys Ser
X7b débil mutante por eliminacién este clon ha
perdido el péptido
X7¢c fuerte 49 GIn Thr (péptido de 14 aa) Pro Asp
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Se descubrié que todos los clones que demostraron una unién fuerte, contenian una prolina justo corriente abajo
del péptido mimético de TPO de 14 aminodcidos. La seleccién por apelmazamiento de una prolina en la posicién
del enlazador corriente abajo representa la terminacién de una seleccién sorprendente de aminodcido que proporciona
caracterfsticas mejoradas de unién al péptido mimético TPO injertado. Los aglutinantes débiles no contenian esta
prolina aunque contenian todavia el péptido mimético de TPO. Debe observarse que el clon X7a tenia una mutacién
imperceptible en este péptido (GCG a GCA que conserva el Ala en la posicién 11 en el péptido) y este clon X2c
presentaba una mutacion en este péptido que conecta un Thr para Ala en la posicion 11 del péptido.

Ensayos biologicos

Se determind la actividad agonista de los clones utilizando un ensayo basado en la transcripcién que mide la activi-
dad de la luciferasa conducido por el activador c-Fos. La dimerizacion del receptor de cMpl activa a Jak que estimula
la trayectoria de la MAP cinasa. De este modo puede medirse la activacidon analizando la produccion de luciferasa
y la actividad estimulada por la MAP cinasa mediante el activador cFos. Dado que se requiere la dimerizacién del
receptor de cMpl para la activacion, la IgG completa o los fragmentos dimerizados de Fab que pueden dimerizar el
receptor, podrian utilizarse para estimular la actividad del receptor de cMpl. Los Fab producidos en las bacterias se
dimerizaron mediante la etiqueta HA que utiliza el anticuerpo anti-HA 12CAS5. Cantidades crecientes de 12CAS se
afiadieron a los Fab bacterianos para dimerizar los clones de Fab con objeto de que puedan a su vez dimerizar y activar
el receptor de cMpl. Para la medicion de las actividades agonistas el Fab que contiene sobrenadantes bacterianos (2
ml) mezclados con 12CAS se aplicaron a células NIH3T3 que habian sido cotransfectadas con un vector de referencia
o con el receptor de cMpl y el montaje indicador del activador de Fos/luciferasa. Se realizaron cotransfecciones de
células 3T3 colocando células 3T3 de NIH a razén de 3 x 10° células por placa de 6 cm y a continuacién transfec-
tando al dia siguiente. Se transfectaron células 3T3 de NIH utilizando el reactivo de lipofeccién Efectina (Qiagen),
transfectando cada placa con 0,1 ug de pEGFP (trazador para medir la eficacia de la transfeccion), 0,2 ug del activador
de Fos/montaje de luciferasa y 0,7 ug del vector de referencia vacio o el pldsmido que expresa el receptor de cMpl. Se
colocaron células 3T3 en suero al 0,5% 24 horas después de la transfeccioén y se incubaron durante 24 horas mas en
este medio bajo en suero para reducir la activacién de fondo del activador de Fos. Se aplicaron a continuacién sobre-
nadantes de anticuerpo a estas células durante 6 horas. Se recogieron las células y se realizaron ensayos con luciferasa
utilizando 50 ug del lisado celular. No fue estimulada ninguna activacién por los anticuerpos en ausencia de expresion
del receptor de cMpl. Sin embargo, se observé actividad agonista en las células 3T3 cotransfectadas con el receptor
de cMpl. Esto permiti6é demostrar que la actividad del agonista observada era por el receptor de cMpl y su interaccién
con el anticuerpo. Estos datos son los siguientes:

Sobrenadantes bacterianos con 12CA5
Tratamiento CELL Actividad de luciferasa plegada relativa
cMpl-R transfectada Referencia transfectada

Sin tratar: 1,0 1,0
+10% FCS 3,43 3,0
+ TPA 2,3 2,42
+ TPO 2,32 0,76
+ X4c sup (solo) 1,03 0,94
+ X4c¢ + 60 ul a-HA 1,97 0,84
+ X4¢ + 30 ul a-HA 1,52 0,87
+ X4c + 10 yl a-HA 1,22 0,86
+ X4c + 3 ul a-HA 0,94 0,68
+ X4c¢ + 1 ul a-HA 0,91 1,05
+ X4c + 0,3 ul a-HA 1,01 0,95

La activacion del receptor de cMpl puede determinarse de manera similar utilizando las IgG completas (conver-
tidas a partir de Fab como se describe en la presente memoria) producidas por transfeccion transitoria o estable de
células de mamifero en lugar de los Fab producidos por bacterias, dimerizados por 12CAS5 anti-HA. La transfeccién
experimentalmente transitoria puede realizarse esencialmente como se describe en la presente memoria. Para las trans-
fecciones, 2 x 10° células (tales como 293 EBNA) se colocarfan en placas de 6 cm para cada muestra de ensayo. Al
dia siguiente cada placa se transfectaria con 2,5 ug de ADN completo (2 ug del o de los plasmido(s) completo(s)
de la cadena ligera y de la cadena pesada, 0,25 ug de pAdVAntage (Promega, Madison, Wisconsin) y 0,25 ug de
pEGFP) utilizando el reactivo Efectina (Qiagen). Las células 293 se colocarian en suero al 0,5% 24 horas después de
la transfeccion y se incubarfan durante 24 horas mas en este medio bajo en suero para obtener la IgG completa. Los
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factores de crecimiento residuales son insignificantes en este medio en receptores de estimulacién como se observa en
los experimentos de las referencias. Después de 24 horas los sobrenadantes se recogerian y se centrifugarian durante 5
minutos a 3.000 rpm para eliminar cualquier célula residual. Para la medicién de las actividades agonistas de las IgG
completas, se aplicarian 3 ml de los sobrenadantes de las células 293 acondicionados a las células NIH3T3 como se
describid anteriormente.

Ejemplo 2
Bancos adicionales que contienen secuencias miméticas de TPO injertadas en un marco de anticuerpo humano

Otro método para unir dos péptidos agonisticos en un marco de anticuerpo consiste en insertar el péptido agonista
en mds de una posiciéon en un fragmento individual de Fab. Con este objeto, se construyeron bancos adicionales
que contienen secuencias miméticas de TPO injertadas en un marco de anticuerpo humano. Tras la seleccion de los
péptidos presentados de manera apropiada en el contexto de CDR1, CDR2 o CDR3 de la cadena ligera, o CDR2 de
la cadena pesada, se combinaron las secuencias de unién en una molécula individual de Fab, por ejemplo como se
presenta en la Tabla 1 a continuacién y se analiza el aumento de actividad.

TABLA 1

Péptido 1 Péptido 2
H-CDR3 H-CDR2
H-CDR3 L-CDR1
H-CDR3 L-CDR2
H-CDR3 L-CDR3
H-CDR2 L-CDR2
H-CDR2 L-CDR3
L-CDR3 L-CDR2

Se han construido cuatro bancos adicionales por separado sustituyendo la CDR2 de la cadena pesada asi como
CDRI1, CDR2 y CDR3 de la cadena ligera por el péptido mimético de TPO flanqueado por 2 aminodcidos al azar
utilizando la estrategia de dopado con NNK. La generacién de los bancos fue similar a la descrita para el banco del
péptido TPO de CDR3 de la cadena pesada, excepto que solamente la cadena (pesada o ligera) que se ha modificado
para formar un banco se amplié por PCR y se utiliz6 como insercién. Se efectué la PCR utilizando el Expand High
Fidelity System (Roche) que contiene una mezcla de Taq y Pwo polimerasas. Se realizé la primera ronda de PCR
utilizando el programa: 94°30”, a continuacién 30 ciclos de 94°15”, 56°30” y 72°2’, seguido de prolongacién durante
10’ a 72° y una pausa a 4°. Se realiz6 la PCR por superposicion durante 10 ciclos sin cebadores utilizando el programa
listado anteriormente para permitir que la plantilla del ADN completo fuera generada por las polimerasas. Se afiadieron
a continuacion cebadores a los tubos de reaccién de PCR durante 20 ciclos del mismo programa para ampliacién.

Para el banco de HCDR?2, se creé el fragmento A utilizando VH conducido por el cebador transcrito (5° GCT
GCC CAA CCA GCC ATG GCC 3°) (SEC. ID. n*: 13), que se hibrid6 con la sefial principal pel B situada enfrente
de la cadena pesada, y el cebador inverso HR2 CMPL, ANTI (5 AGC CAG CCA CTG GCG CAG GGT TGG GCC
TTC GAT MNN MNN TCC CAT CCA CTC AAG CCC TTG 3’) (SEC. ID. n°: 51) que se hibrid6 con el extremo del
FR2 de la cadena pesada. El cebador inverso contenia una cola que codifica el nuevo CDR2. El fragmento B se cre6
utilizando el cebador transcrito HR2 cMpl CODE (5’ CCA ACC CTG CGC CAG TGG CTG GCT GCT CGC GCT
NNK NNK AGA GTC ACC ATT ACC GCG GAC 3’) (SEC. ID. n°: 14) que se hibrid6 en FR3 de la cadena pesada y
el cebador transcrito N-dp (5 AGC GTA GTC CGG AAC GTC GTA CGG 3’) (SEC. ID. n°: 15) que se hibridé con
la regién de la etiqueta del epitopo HA del plasmido, corriente abajo de la regidn constante de la cadena pesada. El
cebador HR2 cMpl CODE tenia también una cola de bases que codificaba la nueva region CDR2. Una vez generados
los fragmentos por PCR y purificado el gel, se combinaron para una extension con solapamiento por PCR. Las nuevas
regiones codificadas por el cebador CDR2 eran complementarias y proporcionaron 24 bases de superposicion. Se
utilizaron los cebadores leadVH y N-dp en el protocolo de PCR por superposicién para generar el producto del ADN
completo de la cadena pesada. Tras la purificacién en gel del producto de la cadena pesada se realiz6 una digestion
con Xho I/Spe I a 37° durante 3 horas. Las inserciones se purificaron en gel y a continuacién se ligaron en el vector
pRL4 digerido con Xho I/Spe I que contenia la cadena ligera anti-TT. Se precipitaron los productos de la ligadura y se
realiz6 la electroporacién en bacterias ER2537 como se describié anteriormente para la generacién del banco de Fab-
fago.

El banco de CDR3 de la cadena ligera se prepard asimismo utilizando cebadores para el Fragmento A del cebador
N-omp transcrito y el cebador complementario LR3 cMpl ANTI (5° AGC CAG CCA CTG GCG CAG GGT TGG
GCC TTC GAT MNN MNN ACA GTA GTA CAC TGC AAA ATC 3’) (SEC. ID. n°: 16) y para el Fragmento B del
cebador transcrito LR3 ¢cMpl CODE (5° CCA ACC CTG CGC CAG TGG CTG GCT GCT CGC GCT NNK NNK
TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG 3’) (SEC. ID. n*: 17) y el cebador complementario leadB (5° GGC CAT GGC
TGG TTG GGC AGC 3”) (SEC. ID. n°: 18). El cebador leadB se hibridé con la secuencia principal pelB situada antes
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del VH. El cebador complementario LR3 cMpl ANTI y los cebadores transcritos LR3 cMpl CODE se hibridaron
a los FR3 y FR4 de la cadena ligera anti-TT respectivamente. Ambos cebadores LR3 cMpl contienen una cola de
nucledtidos que codifican el nuevo banco de péptidos CDR3, que proporciona la region de superposicién de 24 pares
de bases para la fusién por PCR del Fragmento A y del Fragmento B. Tras la purificacién de los productos de PCR
de cadena ligera, se realiz6 una digestion con Sac I/Xba I a 37°C durante 3 horas. Los fragmentos de cadena ligera se
ligaron a continuacién en pRL4 digerido con Sac I/Xba I que contenia la cadena pesada anti-TT durante la noche a
temperatura ambiente. Se precipitaron los productos de ligadura y se realizé la electroporacion en bacterias ER2537
como se describi6 anteriormente para la generacién del banco Fab-fago.

La construccién del banco de CDR2 de cadena ligera se realizé como se describié anteriormente para el banco
CDRD3 de cadena ligera con la excepcion de que los cebadores especificos LR2 cMpl ANTI (5° AGC CAG CCA
CTG GCG CAG GGT TGG GCC TTC GAT MNN MNN ATA GAT GAG GAG CCT GGG AGC 3’) (SEC. ID. n*:
19) que se hibridé en el extremo de FR2 de cadena ligera y el cebador LR2 cMpl CODE (5° CCA ACC CTG CGC
CAG TGG CTG GCT GCT CGC GCT NNK NNK GGC ATC CCA GAC AGG TTC AGT 3’) (SEC. ID. n®: 20) que
se hibridé al principio de FR3 de cadena ligera se utilizaron en lugar de los cebadores LR3 cMpl.

La construccién del banco de CDR1 de cadena ligera se realizé también como se describié anteriormente para el
banco de CDRD3 de cadena ligera con la excepcién de que los cebadores especificos TPOLR1CODE

(5 CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTNNKNNKTGGTACCAGCAGAAA CCTGGC 3%)
(SEC. ID. n°®: 58) que se hibrid¢ al principio del FR2 de cadena ligera y el cebador TPOLR1ANTI

(5 AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATMNNMNNGCAGGAGAGGGTGG CTCTTTC 3%)
(SEC. ID. n®: 59) que se hibrid6 al final de FR1 de cadena ligera se utilizaron en lugar de los cebadores LR3
cMpl.

Los tres bancos adicionales, que sustituyen por separado a CDR2 de cadena pesada y CDR2 y CDR3 de cadena
ligera con el péptido mimético TPO flanqueado por dos aminodcidos al azar que utilizan la estrategia de dopado de
NNK, se apelmazaron por separado en plaquetas, como se describié anteriormente en el Ejemplo 1 para el banco de
sustituciéon de CDR3 de cadena pesada. Se realizaron cuatro rondas de apelmazamiento y los clones se identificaron
por FACS en plaquetas y el receptor de cMpl transfectd las células 293 como se describi6 anteriormente. Se obtuvieron
dos clones positivos de estas identificaciones. Estos clones tenian el péptido mimético de TPO en el CDR2 de cadena
pesada. A diferencia de los clones de CDR3 de cadena pesada ninguno de los clones CDR2 de cadena pesada tenia una
prolina en posicién corriente abajo. En su lugar se descubrié que ambos contenian una tirosina en la posicion corriente
arriba (véase la Figura 9-clones HC-CDR2 n°C 24 y n°C 39).

Los bancos, incluyendo LCDR1, se sometieron por separado a otro experimento de apelmazamiento utilizando
células 293 transfectadas con el receptor cMpl en lugar de las plaquetas durante el apelmazamiento. Se observé que
las células 293 se transfectan de manera reproducible con una gran eficacia y expresan niveles muy altos del receptor
de cMpl funcional en su superficie. De este modo estas células representaban una célula diana adecuada para su
utilizacién en el apelmazamiento. Para estos experimentos diferentes grupos de placas de células 293 se transfectaron
por separado y sucesivamente cuatro dias en una fila. Cada grupo de placas se utiliz6 sucesivamente para las cuatro
rondas independientes de apelmazamiento. Cada ronda de recogida de células y apelmazamiento se produjo dos dias
después de la transfeccion. Para la recogida, se retiraron las células de las placas utilizando tampén de disociacién de
células, se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 minutos y se volvieron a poner en suspension en IMDM enriquecido
con FCS al 10%, azida sédica al 0,1% y EDTA 5 mM a una concentracién de 1 x 10 células por ml (3 x 10° para
LC-CDR1). En la ronda uno pan, se aplicaron por separado 3 x 10" fagos de cada banco a 2 ml de células (6 x
10° para LC-CDRI1 y 2 x 10° células para los demds) y se rotaron en un tubo cénico de 15 ml durante dos horas a
temperatura ambiente. Se lavaron las células dos veces utilizando 10 ml de tampén IMDM/FCS al 10%/azida sédica
al 0,1%/EDTA 5 mM. Se eluyeron los fagos en dcido y se ampliaron como se describi6 anteriormente en el Ejemplo 1.
En la ronda dos se utilizaron 4 x 10° células (6 x 10° para LC-CDR1) en 2 ml de tampén y 3 x 10" fagos de la ronda
uno ampliada el fago eluido se combiné con 3 x 10" fagos de un banco no apelmazado y se afiadieron a las células.
El lavado, la elucién y la ampliacién se procesé de manera similar a la ronda uno. En la ronda tres se utilizaron 4 x
10 células (6 x 10° para LC-CDR1) en 2 ml de tampén y se utilizaron 3 x 10! fagos de fago eluido de la ronda dos
ampliada. Se lavaron las células tres veces antes de la elucion. En la ronda cuatro, se utilizaron otra vez 4 x 10° células
(6 x 10° para LC-CDR1) en 2 ml de tampén y se utilizaron 3 x 10! fagos de los fagos eluidos y ampliados de la ronda
tres ampliada. Se lavaron de nuevo las células tres veces antes de la elucién. Por lo menos treinta clones individuales
se identificaron por FACS en células 293 transfectadas con el receptor de cMpl como se describié anteriormente. Se
obtuvieron 12 clones positivos del banco CDR2 de la cadena pesada y 25 clones positivos se obtuvieron del banco
CDR?2 de la cadena ligera y se obtuvieron 14 clones positivos del banco CDR1 de cadena ligera. Se analizaron mds
los clones por la secuencia de ADN. Los restos de aminodcido flanqueantes seleccionados para los clones positivos se
representan en la Figura 9 adjunta. Resulta interesante mencionar que los Fab injertados con CDR2 de cadena ligera
presentan una seleccion fuerte para una prolina (Pro) corriente arriba del péptido mimético de TPO.
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Ejemplo 3

Se han generado combinaciones de los clones de Fab injertados con el péptido mimético de TPO de la Figura 9.
De este modo un solo anticuerpo puede contener miiltiples copias del péptido mimético de TPO con una sola cadena
ligera o pesada. Alternativamente, tanto las cadenas ligeras como las pesadas pueden contener injertos de péptido que
dan multiples copias en un solo Fab. Se agruparon los clones positivos seleccionados procedentes del mismo banco de
CDR. Se construyeron nuevos bancos combinando el grupo del péptido mimético de TPO que contiene CDR con el
grupo del otro. Se prepararon combinaciones donde uno de los peptido miméticos de TPO esta en la cadena ligera y el
otro estd en la cadena pesada utilizando técnicas de clonacidn sencillas que utilizan los ADN plasmidos agrupados y
secuencias de restriccion Unicas que flanquean las cadenas pesada (Xho I-Spel) y las cadenas ligeras (Sac I-Xba I). Por
ejemplo, el ADN plasmido para las cadenas pesadas injertadas con péptido H-CDR3 se combinaron y se digirieron
mediante Xho Iy Spe I. Se ligaron las inserciones de cadena pesada purificada en el plasmido digerido con Xho I/Spe
I que contenia los injertos de L-CDR?2. El banco resultante contenia cadenas pesadas con injertos del péptido CDR3 y
cadenas ligeras con injertos del péptido CDR2. Debe entenderse que cada uno de los clones podia combinarse también
en lugar de utilizar mezclas de clones para el emparejamiento de los dos CDR que contienen péptido. Por ejemplo,
un clon con una sola cadena pesada con un injerto de péptido CDR3 se emparej6 con varios clones CDR1 de cadena
ligera individual para crear los Fab con muiltiples copias de peptido miméticos de TPO.

Las combinaciones donde se combinaron dos peptido miméticos de TPO dentro de una cadena pesada dada se
realizaron utilizando PCR de solapamiento para generar el fragmento para clonacién. Se utilizaron dos cebadores
solapantes que se unen entre CDR2 y CDR3 y cebadores flanqueantes, tales como los cebadores “N omp” y “lead B”
de la cadena ligera y los cebadores “Lead VH” y “Ndp” para la cadena pesada. Por ejemplo, para combinar H-CDR2
y H-CDR3 la primera PCR se realizé utilizando lead VH (un cebador que se hibrida en el vector en la sefial principal
pelB de la cadena pesada) y la hibridacién del cebador transcrito en FR3 utilizando el ADN pldasmido mezclado con H-
CDR2 como plantilla. La secuencia de este cebador fue 5° CCA TGT AGG CTG TGC CCG TGG ATT 3’ (SEC. ID.
n°: 63). En una reaccion independiente, los pldsmidos agrupados que contienen los injertos H-CDR3 experimentaron
PCR con un cebador transcrito que se hibrida en FR3 (que es transcrito con el cebador inverso FR3 anterior) y N-dp
(que se hibrida en el vector en una secuencia de la etiqueta del epitopo). La secuencia de este cebador fue 5> CCA
CGG GCA CAG CCT ACA TGG AGC 3’ (SEC. ID. n%: 64). Los primeros productos de la PCR se purificaron a
continuacién combinados en una reaccién de PCR de solapamiento, donde la fusién de los dos fragmentos se produjo
mediante las secuencias de FR2 complementarias. El producto de la cadena pesada completa fue clonado por Xho
I/Spe I en el pldsmido que contiene la cadena ligera de la vacuna antitetdnica. En las cinco clases de Fab que llevan
multiples copias de los peptido miméticos de TPO se crearon como se detalla en la Tabla 2 a continuacién.

TABLA 2
Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3
H-CDR3 H-CDR2
H-CDR3 L-CDR2
H-CDR2 L-CDR2
H-CDR3 H-CDR2 L-CDR2
H-CDR3 L-CDR1

Se determind la actividad bioldgica de 20 clones de cada banco de combinacién y de cuatro clones individuales de
H-CDR3 més L-CDRI1 en un ensayo indicador de luciferasa como se describié anteriormente. Véanse las Figuras 10y
11. En ambos experimentos, las referencias negativas pueden incluir células no inducidas, células tratadas con un Fab
irrelevante (vacuna antitetdnica), células tratadas con un clon de Fab que solamente se unen débilmente al receptor
cMpl y X4b y/o X1c Fab que no se unen al receptor de cMpl sino que solamente tienen un solo dominio de unién y
de este modo no pueden activar el receptor. La referencia positiva era la adicién de TPO. Todas las muestras restantes
eran de bancos de combinacién recién formados. Como puede observarse, varios clones tienen actividad significativa
como los Fab. Esto indica que la incorporacién de miltiples peptido miméticos de TPO en una sola molécula de Fab
es capaz de unirse a dos receptores y producir la activacion del receptor.

De hecho, utilizando Fab 59 la actividad agonista obtenida puede ser tan alta como la actividad de TPO natural. El
clon 59 que contiene dos peptido miméticos de TPO (muestra HC CDR3 X 4c y muestra 19 de LC-CDR?2 identificada
en la Fig. 9) y una etiqueta de His6 se purific6 parcialmente a partir de una preparacién periplasmica bacteriana
por FPLC utilizando cromatografia en columna de niquel. La actividad de este Fab se midi6 y se observé que era
aproximadamente equivalente a la de TPO (véase la Figura 12), estimada por induccidn especifica con cMpl-R de
actividad de luciferasa en comparacién directa con concentraciones conocidas de TPO. Se realizé una transferencia
Western cuantitativa con objeto de determinar las concentraciones del anticuerpo Fab 59.
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Estos Fab, o dos de otras varias combinaciones de CDR, podrian utilizarse como producto terapéutico. Alternativa-
mente, estos clones podrian convertirse en secuencias marco de la estirpe germinal (con o sin optimizacién del codén)
para su utilizacién como agente terapéutico siempre que se mantenga la actividad.

Ejemplo 4

El injerto del péptido mimético de TPO en el clon X4b de Fab se ha trasplantado en la CDR3 de cadena pesada de
otro marco de anticuerpo, 5G1.1. La construccién de 5G1.1 se describe en la solicitud US n°® 08/487.283, incorporada
a esta memoria como referencia. Se cloné la secuencia en 5G1.1 de tal modo que sustituya al CDR3 natural con 5’ ttg
cca ATT GAA GGG CCG ACG CTG CGG CAA TGG CTG GCG GCG CGC GCG cct gtt 3’ (SEC. ID. n°: 65). El
trasplante del péptido traducido en aminodcidos es Leu Pro Ile Glu Gly Pro Thr Leu Arg GIn Trp Leu Ala Ala Arg
Ala Pro Val (SEC. ID. n°: 66). El péptido 5G1+ se produjo como un anticuerpo de IgG completo (véanse las Figuras
13A y 13B).

Se analizé por andlisis FACS la capacidad del anticuerpo del péptido 5G1.1+ purificado asi como la del 5G1.1
precursor para unirse al receptor de cMpl. Se comparé La unién al receptor que expresa y no expresa las células
293 receptoras. Véase la Figura 14. La tincién FACS se realiz6 esencialmente como se describié anteriormente en la
presente memoria, con la excepcidn de que la deteccidn se realizé utilizando el fragmento F(ab’)2 conjugado con PE de
IgG (H+L) anti-humana de cabra. Las referencias negativas de 3° solamente Fab irrelevante de la vacuna antitetdnica y
Fab X1a que se unen débilmente al receptor de cMpl mostraron todas muy poca tincién. Sin embargo, la unién de Fab
Xlc y X4b presentaban una tincién fuerte como lo hizo el péptido SG1.1+. Ninguno de estos clones demostré unién
a las células que expresan sin receptor lo que indica que la tincién de las células estd sucediendo por reconocimiento
especifico del receptor de cMpl. E1 5G1.1 precursor sin el péptido mimético de TPO no presentaba tincién con ninguna
de las células probadas.

Se ha determinado la capacidad de IgG completa del péptido 5SG1.1+ para activar el receptor cMpl que utiliza el
ensayo indicador de luciferasa (véase la Figura 15). Los resultados en la presente memoria indican que la configu-
racién de una IgG completa produce limitaciones estéricas en su capacidad para llevar de manera productiva los dos
receptores de cMpl unidos para activacioén. La actividad del montaje IgG completo de 5G1.1 que contiene el péptido
mimético de TPO en las posiciones de CDR3 de la cadena pesada, fue solamente débil activando y requirié aproxima-
damente concentraciones molares 100 a 200 veces superiores en comparacién con TPO, para estimular una actividad
equivalente. Como se observé anteriormente con los experimentos de unidn, la activacién por el 5G1.1 que contiene
el péptido se observd solamente cuando el cMpl-R se expresoé en la superficie de la célula. No se observé unién es-
pecifica al receptor o actividad con el 5G1.1 precursor que no contiene el péptido. Estos resultados demuestran que
la unién y la actividad del péptido mimético TPO y las secuencias que flanquean el aminodcido seleccionado no esta
limitada o es especifica del marco del anticuerpo de la vacuna contra el tétanos, pero puede aplicarse a otros marcos
del anticuerpo. De este modo las secuencias de aminodcidos flanqueantes que se seleccionaron durante el apelmaza-
miento son especificas para la presentacion del peptido mimético de TPO en una posicién de CDR dada, pero no para
la secuencia de aminodcidos del marco del anticuerpo.

Ejemplo 5
Construccion del banco de secuencias miméticas de Epo injertadas en un marco de anticuerpo humano

Se injerté por separado un péptido mimético de EPO agonista DYHCRMGPLTWVCKPLGG (SEC. ID. n°: 3)
(denominada EMP2 en Wrighton et al., 1996) en la region CDR3 de la cadena pesada y ligera de Fab de la vacu-
na antitetdnica creando dos bancos de anticuerpo como XXDYHXRMGPLTWVXKPLGGXX (SEC. ID. n®: 71). Se
generaron posiciones al azar utilizando una estrategia de dopado con NNK. Como en el caso del péptido mimético
de EPO, dos aminodcidos que flanquean el péptido mimético de EPO se colocaron al azar con el fin de seleccionar
la presentacioén 6ptima del péptido. Ademas los residuos de cisteina, que formaban un puente disulfuro en el péptido
ciclico original, se colocaron al azar. Esto se hizo no solamente porque las CDR ya forman estructuras de bucle y
también de este modo el puente disulfuro no era necesario para limitar el péptido, sino también porque las cisteinas
podian de hecho destruir los puentes disulfuro normales del anticuerpo.

La CDR 3 de la cadena pesada del anticuerpo anti-TT se sustituyé completamente por el injerto del banco del
péptido de EPO. La generacion del banco fue esencialmente como se describe para el banco CDR2 de la cadena
pesada de TPO. Se utilizaron dos cebadores alternativos para el banco de HCDR3: el cebador complementario HR3
EPO ANTI (5° CAC CCA GGT CAG TGG GCC CAT GCG MNN ATG ATA GTC MNN MNN TCT CGC ACA ATA
ATA TAT GGC 3’) (SEC. ID. n*: 21) que se hibridaron al final de FR3 de cadena pesada y el cebador delantero HR3
EPO CODE (5’ CGC ATG GGC CCA CTG ACC TGG GTG NNK AAA CCA CTG NNK NNK TGG GGC CAA
GGG ACC ACG GTC 3’) (SEC. ID. n®: 22) que se hibridaron a FR4 de la cadena pesada.

El banco del péptido CDR3 EPO de la cadena ligera se construyé esencialmente como se describi6 anteriormente
para el banco del péptido CDR3 TPO de la cadena ligera utilizando el cebador complementario LR3 EPO ANTI (5’
CAC CCA GGT CAG TGG GCC CAT GCG MNN ATG ATA GTC MNN MNN ACA GTA GTA CAC TGC AAA
ATC 3”) (SEC. ID. n°: 23) que se hibrido al final de FR3 de cadena ligera y el cebador delantero LR3 EPO CODE (5’
CGC ATG GGC CCA CTG ACC TGG GTG NNK AAA CCA CTG NNK NNK TTC GGC CAA GGG ACC AAG
GTG 3°) (SEC. ID. n°: 24) que se hibridé a FR4 de la cadena ligera.
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Seleccion del banco Cdr3 de la cadena pesada del péptido mimético de Epo y el banco Cdr3 de la cadena ligera

Se realiz6 la seleccion para la presentacion del péptido por apelmazamiento en fase sélida en el receptor de EPO
soluble. En este procedimiento, 1 ug de EPO humana-R soluble purificado (hEPO-sR de R&D Systems, Mine4polis,
MN n° de cat. 307-ER-050) se inmovilizé en una placa de microvaloracion toda la noche a 4°. Después de lavar el
hEPO-sR libre, las placas se bloquearon con BSA al 1%/PBS durante una hora a 37°C. Los fagos, preparados como
se describi6 anteriormente, se afiadieron a los pocillos y se incubaron dos horas a 37°C. Se realizaron los lavados
utilizando PBS/Tween 20 al 0,5% durante 5° a temperatura ambiente por lavado. Se realizaron 1, 5, 10 y 10 lavados
en las primera, segunda, tercera y cuarta rondas de apelmazamiento respectivamente. Una vez completadas las etapas
de lavado, los fagos unidos a Fab se eluyeron con 30 ul de tampdn de elucién durante 10° a temperatura ambiente. Los
fagos eluidos se neutralizaron a continuacién y se ampliaron tal como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 6

Se generé un banco por insercion de un péptido mimético de TPO y se seleccionaron previamente los aminoécidos
adyacentes (NP-IEGPTLRQWLAARA-RG) (SEC. ID. n*: 61) en una coleccién de fragmentos del gen kappa humano,
en este caso el CDR2 de cadena ligera. Se han generado previamente existencias de cadenas ligeras de kappa humano
procedentes de donantes de linfocitos de la sangre periférica humana (PBL) y se han clonado en pBluescriptll SK+.
Estas construcciones sirvieron como fuente de fragmentos génicos del anticuerpo.
Genotecas de anticuerpos

El ARN completo de los PBL humanos se aislé utilizando el reactivo TRI (Molecular Research Center, Cincinnati,
OH) seguido de purificacién del ARNm con el sistema de purificacién del ARNm Oligotex (QIAGEN, Valencia, CA)
segun las instrucciones del kit. Se preparé la primera cadena del ADNCc utilizando el kit SuperScript RTase II cDNA
Synthesis (Life Technologies, Rockville, Maryland) con un cebador oligo dT modificado. La secuencia del cebador
fue 5> TAGGATGCGGCCGCACAGGTC (Ty) 3’ (SEC. ID. n°*: 62). Se purificaron las muestras en una columna kit
spin de purificaciéon por PCR (QIAGEN, Valencia, CA) segtn las instrucciones del kit. Se ampliaron los productos
de la cadena ligera utilizando el cebador complementario “Not I’ y los cebadores tanscritos que se hibridaron en la
posicién del marco 1 (FR1) de las cadenas Kappa de la 1* cadena del ADNc. El cebador “Not I”” tenfa la secuencia que

era idéntica al extremo 5’ del cebador oligo dT modificado (5° TAGGATGCGGCCGCACAGGTC 3’) (SEC. ID. n*:
72). El conjunto de cebadores FR1 kappa utilizados fue:

XVB Vkla CACGCGCACAACACGTCTAGARACATCCAGATGACCCAG  (SEC. ID. n": 73)
XVB Vk1b CACGCGCACAACACGTCTAGAGMCATCCAGTTGACCCAG (SEC. ID.n" 74)
XVB Vklc CACGCGCACAACACGTCTAGAGCCATCCRGATGACCCAG  (SEC. ID. n": 75)
XVB Vkld CACGCGCACAACACGTCTAGAGTCATCTGGATGACCCAG  (SEC. ID. n%: 76)
XVB Vk2a CACGCGCACAACACGTCTAGAGATATTGTGATGACCCAG (SEC. ID. n% 77)
XVB Vk2b CACGCGCACAACACGTCTAGAGATRTTGTGATGACTCAG  (SEC. ID. n°: 78)
XVB Vk3a CACGCGCACAACACGTCTAGAGAAATTGTGTTGACRCAG  (SEC.ID.n° 79)
XVB Vk3b CACGCGCACAACACGTCTAGAGAAATAGTGATGACGCAG  (SEC. ID. n°: 80)
XVB Vk3c CACGCGCACAACACGTCTAGAGAAATTGTAATGACACAG  (SEC. ID. n®: 81)
XVB Vk4a CACGCGCACAACACGTCTAGAGACATCGTGATGACCCAG  (SEC. ID. n": 82)
XVB Vk5a CACGCGCACAACACGTCTAGAGAAACGACACTCACGCAG (SEC. ID. n": 83)
XVB Vk6a CACGCGCACAACACGTCTAGAGAAATTGTGCTGACTCAG  (SEC. ID. n": 84)

XVB Vk6b CACGCGCACAACACGTCTAGAGATGTTGTGATGACACAG  (SEC. ID. n®: 85)
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Una reaccién de ampliacién tipica contenia 2 ul de reaccién de ADNc, dNTP, cebador complementario “Not I, uno
de los cebadores delanteros de XVB, el tampon Opti-prime n°® 5 (Stratagene, La Jolla, CA) y la mezcla Expand High
Fidelity polymerase (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Se calentaron las muestras a 94°C durante 2
minutos, a continuacién se llevaron a través de 10 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 56°C durante 30 segundos y
72°C durante 1 minuto, seguido de 20 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 56°C durante 30 segundos y 72°C durante
(1 minuto + 5 segundos/ciclo). Los ciclos fueron seguidos por una incubacién prolongada a 72°C (7 minutos) antes
de una pausa a 4°C. Se precipitaron los productos con etanol y a continuaciéon se purificaron en gel. Se aislaron
los fragmentos de aproximadamente 850 bp y a continuacion se digirieron con Xba Iy Sac 1. Los productos kappa
resultantes se ligaron en pBluescript I SK+ que se habia digerido a s{ mismo con Xba I y Sac I. Los productos de
ligadura se trataron por electroporacién en ToplOF’ (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se cultivaron durante la noche. Se
utiliz6 el sedimento bacteriano para aislar el ADN del banco kappa con el kit de aislamiento de ADN MAXIprep de
QIAGEN.

Construccion del banco marco con el péptido mimético de TPO

Para la construccién del banco marco de cadena ligera de TPO, se utilizaron cantidades iguales de cuatro bancos de
la cadena ligera kappa diferentes de cuatro pacientes diferentes como plantilla de partida para las reacciones de PCR
(25 ng totales por reaccién). El péptido mimético de TPO y los aminoécidos adyacentes seleccionados se incorporaron
en las cadenas ligeras por PCR de solapamiento. En la primera ronda de PCR una serie de cebadores complementarios
(cebadores VK ANTI) que se unen al FR2 de la cadena ligera kappa se combinaron por separado con el cebador
transcrito T7 seq-F (5’-ATTAATACGACTCACTATAGGG-3’) (SEC. ID. n°: 86) para sintetizar la pieza del terminal
N de la cadena ligera y parte del péptido mimético de TPO en la posiciéon LC CDR2. Una segunda serie de cebadores
tanscritos (cebadores VK CODE), que se une a FR3, se combinaron por separado con el cebador complementario T3
(5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’) (SEC. ID. n°: 87) para sintetizar el resto del péptido mimético de TPO en la
posicion LC CDR?2 y la mitad del terminal C de la cadena ligera por PCR. Se realizaron reacciones por separado para
cada par de combinacién de cebador por duplicado.

VKB6ANTI
5'AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTCCTGATGAGGAGC
TTTGGRG-3' (SEC.ID.N°: 88)

VKSANTI
5’AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTTTGAATAATGAAAA
TAGCAG-3' (SEC.ID. N°: 89)

VK4ANT]
5'AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTGTAAATGAGCARCT
TAGGAG-3'(SEC. ID. N°: 90)

VK3ANTI
5AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAGATGAGGAGC
CTGGGMG-3'(SEC. ID.N°: 91)

VK2AANTI

5§AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAAATTAGGCGCC
TTGGAG-3' (SEC. ID. N°: 92)

VK2BANTI
5'AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAGATYAGGAGCT
GTGGAG-3' (SEC. ID. N°: 93)
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VK1AANTI
5AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAGATCAGGAGCT

TAGGA-3' (SEC. ID. N°: 94)

VK1BANTI
S’AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTRTAGATCAGGAGCT

TAGGG-3' (SEC. ID. N°: 95)

VK1CANTI
5'’AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAGATCAGGGACT
TAGGG-3' (SEC. ID. N°: 96)

VK1DANT]
5AGCCAGCCACTGGCGCAGGGTTGGGCCTTCGATCGGGTTATAGATCAGGYGCT
TAGGG-3' (SEC. ID. N°: 97)

VKECODE
5CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGGGTCCCCTCGA

GGTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 98)

VK5CODE -
5’CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGAATCCCACCTC

GATTCAG-3'(SEC. ID. N°: 99)

VK4CODE
5CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGGGTCCCTGACE

GATTCAG-3'(SEC. ID. N°: 100)

VK3ACODE '
5'CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGCATCCCAGMCA

GGTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 101)

VK3BCODE
5CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGTATCCCAGCCA
GGTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 102)
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VK2ACODE
5'CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGAGTSCCAGAYA
GGTTCAG-3'(SEC. ID. N°: 103)

VK2BCODE
5'CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGGGTCCCWGACA
GRTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 104)

VK1ACODE
5'CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGGGTCCCATCAA
GGTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 105)

VK1BCODE :
5'CCAACCCTGCGCCAGTGGCTGGCTGCTCGCGCTCGTGGTGGGGTCCCATCTC
GGTTCAG-3' (SEC. ID. N°: 106)

Los fragmentos de las primeras rondas de PCR se purificaron en gel. Los fragmentos purificados se combinaron
a continuacién, de manera especifica de la familia de anticuerpos, en reacciones PCR de solapamiento para generar
la cadena ligera completa. Se realizaron reacciones para cada familia por triplicado utilizando 40 ng de la pieza tanto
del terminal N como del terminal C de la cadena ligera en cada reaccién. Las reacciones se introdujeron durante 10
ciclos antes de la adicién de los cebadores T3 y T7 Seq-F, seguidas de 25 ciclos adicionales después de la adicién del
cebador. Los productos de PCR de fusién de LC completa se purificaron en gel, se digirieron con Sac Iy Xbaly a
continuacion se purificé en gel otra vez. Las inserciones de la cadena ligera se ligaron a continuacién en un vector
de presentacion del fago apropiado que se habia digerido igualmente con Xba I y Sac I y se purificaron en gel. El
vector pRL5-kappa utilizado tenia secuencias de restricciéon que eran compatibles con los fragmentos LC y contenia
la regién constante kappa restante de la secuencia Sac I natural para la Cys del terminal C. Ademds, la cadena pesada
de la vacuna antitetdnica fue insertada en el vector por Xho Iy Spe I para la produccién de Fab.

La mezcla de ligadura se transformé por electroporacién en bacterias XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, CA) y se
amplié. El banco se apelmaz6 cuatro rondas en células 293 EBNA transfectadas con el cMpl-R de manera similar a
la descrita anteriormente. En los clones obtenidos durante apelmazamiento se identificé la unién por andlisis FAC en
las células 293 EBNA transfectadas con o sin el cMpI-R como se describié anteriormente. Se obtuvieron numerosos
clones, que se unen especificamente a cMpl-R. La marca del ADN de las cadenas ligeras resultantes por digestién con
Bst N1 indicaba que los clones podrian dividirse en 5 grupos diferentes. El secuenciado parcial de 8 de estos clones
demostré que los marcos de por lo menos dos familias con cadena ligera kappa diferentes se seleccionaron durante
el ensayo de adhesion de células en plastico (VK1 y VK3). En una prueba inicial, 3 de los clones del marco de la
cadena ligera se combinaron con la cadena pesada de X4b para crear un Fab con 2 péptidos miméticos de TPO. Estos
clones provocaron la actividad del cMpI-R en los ensayos con luciferasa como se describi6 anteriormente. El nivel de
activacion utilizando sobrenadantes bacterianos de dicho clon 429/X4n (véase la Figura 16) fue aproximadamente 10
a 20 veces inferior que el observado con TPO, estimado comparando la actividad a concentraciones conocidas de TPO
y utilizando transferencias Western cuantitativas para determinar la concentracién del anticuerpo en el sobrenadante.
Pueden identificarse clones adicionales de manera similar con objeto de identificar los clones con mayor actividad.

Estos Fab, u otros varios LC, HC o combinaciones de CDR dentro de la cadena, podrian utilizarse como producto
terapéutico. Alternativamente estos clones podrian convertirse en secuencias de la linea germinal del marco (con o sin
optimizacién del cod6n) para su utilizacién como agente terapéutico siempre que se mantenga la actividad.
Modificacion de los vectores pAX131 y pRL5 de presentacion del fago

La secuencia Not I en el pAX131 se separ6 digiriendo el vector con Not I utilizando la polimerasa de Klenow para

rellenar en los salientes de Not I y a continuacion volver a ligar el vector. Véase la Figura 17. Se realizé la modificacién
adicional digiriendo pAX 131 con EcoR I y Xba I. Se gener6 una insercidon que sustituyo los elementos separados por
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dicha digestion utilizando oligonucleétidos solapantes con los cambios siguientes: conversion de la secuencia Sac [ en
una nueva secuencia Xba I (dnico subrayado en las secuencias de cebador a continuacién), conversion de la secuencia
Xba I original en una secuencia Not I (doble subrayado en las secuencias del cebador a continuacién) y finalizando
la insercién con un saliente de Spe I que es compatible con el saliente generado por el digesto Xba I del vector. La
ligadura de la insercién EcoR1/Spe I en el vector de corte EcoR I/Xba I produjo un hibrido Spe I/Xba I que no corté
ya con Spe I o Xba I en esta region. Las secuencias de los oligos utilizados fueron: “EcoSpe” 5° AA TTC AAG GAG
TTA ATT ATG AAA AAA ACC GCG ATT GCG ATT GCG GTG GCG CTG GCG GGC TTT GCG ACC GTG GCC
CAG GCG GCC TCT AGA ATC TGC GGC CGC a3’ (SEC. ID.n’ 107) y “SpeEco” 5’ ct agt GCG GCC GCA GAT

TCT AGA GGC CGC CTG GGC CAC GGT CGC AAA GCC CGC CAG CGC CAC CGC AAT CGC AAT CGC
GGT TTT TTT CAT AAT TAA CTC CTT G 3’ (SEC. ID. n°: 108).

El vector intermedio creado fue pAX131Xba/Not. La regién constante kappa humana se insert6 entre las secuencias
Xba I 'y Not I generando pAX131-kappa (véase la Figura 18). La regién constante kappa humana fue ampliada por
PCR procedente de ADNc humano utilizando cebadores que introdujeron la secuencia Xba I corriente arriba y en la
posicién corriente abajo un codén de terminacion TAA seguido por una secuencia Not I. Los cebadores utilizados
fueron CKXba I (5 GGA GTC TAG ATA ACT GTG GCT GCA CCA TCT GTC TTC 3’) (SEC. ID. n* 109) y
CKNotl (5> AGG AGC GGC CGC TTA ACA CTC TCC CCT GTT GAA GCT C 3’) (SEC. ID. n°: 110).

Las modificaciones por clonacién de la cadena ligera incorporadas en pAX131-kappa fueron enviadas en el vector
pRLS5 (modificado por tener su secuencia Not I separada tal como se describi6 anteriormente) desplazando el frag-
mento EcoR I al Xho I. Véanse las Figuras 19 y 20. Este vector se denominé pRL5-kappa. (Véanse las Figuras 21A-
D.

Ejemplo 7
Banco del niicleo de H-CDR2

Se construy6 un banco adicional de HC CDR2 en el que se insert6 en la cadena pesada una secuencia del nui-
cleo del péptido mimético de TPO (GPTLRQWL) (SEC. ID. n° 112) flanqueado por un solo aminodacido aleatorio
en cada lado sustituyendo parcialmente la CDR2 (GXGPTLRQWLXYAQKFQG) (SEC. ID. n*: 113). La construc-
cion del banco con sustitucién de CDR2 parcial en la cadena pesada se realizé también como se describié ante-
riormente para el banco CDR2 de la cadena pesada a excepcion del cebador especifico 8HCR2anti0 (5° CAGC
CACTGGCGCAGGGTTGGGCCMNNCCCTCCCATCCACTCAAGCCC-3’) (SEC. ID. n® 114) que se hibrid6 al
final del FR2 de la cadena pesada y el cebador 8HCR2code (5> GGCCCAACCCTGCGCCAGTGGCTGNNKTACG
CACAGAAATTCCAG GGCAGAGTC ACCATT-3") (SEC. ID. n°% 115) que se hibrid¢ al principio de FR3 de la cade-
na pesada se utilizaron en lugar de los cebadores HR2 cMpl descritos anteriormente. El banco con sustitucion parcial
de CDR?2 de la cadena pesada se sometié a cuatro rondas de adhesion en plastico en células 293 EBNA transfectadas
con el cMpI-R como se describié anteriormente. Estos clones pueden identificarse entonces para los clones de unién
positiva por andlisis FAC como se describié anteriormente.

Debe apreciarse que pueden introducirse varias modificaciones en las formas de realizacion dadas a conocer en la
presente memoria. Por consiguiente, la descripcidn anterior se proporciona Unicamente a titulo de ejemplo no limita-
tivo de las formas de realizacion preferidas. Resultardn evidentes para los expertos en la materia otras modificaciones
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas a la presente memoria.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de inmunoglobulina que comprende una regién en la que los restos de aminoécidos correspondientes
a por lo menos una parte de una regién determinante de complementariedad (CDR) estdn sustituidos con un pépti-
do mimético que es un mimético de eritropoyetina (EPO); o en la que el peptido mimético que es un mimético de
eritropoyetina se inserta en una CDR.

2. Molécula de inmunoglobulina segtin la reivindicacién 2, que comprende ademads por lo menos una secuencia
flanqueante que incluye por lo menos un aminoacido unido de manera covalente a por lo menos un extremo del péptido
mimético.

3. Molécula de inmunoglobulina segun la reivindicacién 2, en la que por lo menos una secuencia flanqueante

incluye una secuencia flanqueante que presenta una prolina que estd unida de manera covalente al peptido mimético.

4. Molécula de inmunoglobulina segun la reivindicacién 3, en la que por lo menos una secuencia flanqueante
incluye una secuencia flanqueante que presenta una prolina que estd unida de manera covalente al terminal carboxi del
peptido mimético.

5. Molécula de inmunoglobulina segtin la reivindicacién 1, en la que por lo menos dos regiones determinantes de
complementariedad (CDR) estén sustituidas por el peptido mimético o en la que el peptido mimético estd insertado en
dos CDR.

6. Molécula de inmunoglobulina segtin la reivindicacion 1, en la que la molécula de inmunoglobulina se selecciona
de entre el grupo constituido por el fragmento Fab, el fragmento F(ab’), y el fragmento scFv.

7. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 1, en la que la molécula de inmunoglobulina es una
molécula completa de IgG.

8. Molécula de inmunoglobulina segtin la reivindicacion 1, en la que la CDR est4 situada en una cadena ligera.
9. Molécula de inmunoglobulina segtin la reivindicacién 1, en la que la CDR est4 situada en una cadena pesada.

10. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 1, en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por una CDR3 de una cadena pesada y una CDR2 de una cadena ligera.

11. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 1, en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por una CDR3 de una cadena pesada y una CDR2 de una cadena pesada.

12. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicacién 1, en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por una CDR3 de una cadena pesada y una CDR1 de una cadena ligera.

13. Molécula de inmunoglobulina segiin la reivindicacién 1, en la que se sustituyen los restos de aminodcidos
correspondientes a una parte de mas de una CDR.

14. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicacién 1, en la que las regiones CDR3 de una cadena pesada y
de una cadena ligera se sustituyen con el peptido mimético.

15. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 1, en la que por lo menos una parte de la CDR estd
sustituida con un peptido mimético que es un mimético de EPO y en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por la CDR2 de una cadena pesada y la CDR2 de una cadena ligera.

16. Molécula de inmunoglobulina segiin la reivindicacién 1, en la que por lo menos una parte de la CDR estd
sustituida con un peptido mimético que es un mimético de EPO y en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por la CDRI1 de una cadena pesada y la CDR1 de una cadena ligera.

17. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicacién 1, en la que por lo menos una parte de la CDR estad
sustituida con un peptido mimético que es un mimético de EPO y en la que la CDR se selecciona de entre el grupo
constituido por la CDR3 de una cadena pesada y la CDR3 de una cadena ligera.

18. Inmunoglobulina segin la reivindicacion 1, en la que el mimético de EPO corresponde a la secuencia presentada
en la SEC. ID. n®: 3.

19. Molécula de inmunoglobulina segiin la reivindicacién 1, en la que la molécula de inmunoglobulina es humana.
20. Molécula de inmunoglobulina segun la reivindicacién 19, en la que la molécula de inmunoglobulina es de un

toxoide antitetdnico.
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21. Acido nucleico que codifica una molécula de inmunoglobulina segtin cualquiera de las reivindicaciones ante-
riores.

22. Vector de expresiéon que comprende un dcido nucleico segun la reivindicacion 21.
23. Célula hospedadora transformada con un vector de expresion segtin la reivindicacion 22.

24. Procedimiento de produccién de una molécula de inmunoglobulina que comprende cultivar una célula hospe-
dadora segtn la reivindicacién 23 en condiciones adecuadas para la expresion de la inmunoglobulina.

25. Composicidon que comprende una inmunoglobulina segun la reivindicacion 1 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

26. Procedimiento de ingenieria de una molécula de inmunoglobulina que presenta una actividad de un péptido
biolégicamente activo que comprende:

proporcionar un dcido nucleico que codifica una molécula de inmunoglobulina;

sustituir por lo menos una parte de por lo menos una regién de codificacién de la CDR con un 4cido nucleico que
codifica un péptido bioldgicamente activo que es un mimético de eritropoyetina (EPO), o insertar el dcido nucleico
que codifica el mimético de EPO en por lo menos una regién que codifica la CDR, para formar un montaje de acido
nucleico sustituido con un péptido biolégicamente activo; y

expresar el péptido codificado por el montaje de dcido nucleico junto con una cadena de anticuerpo seleccionada
de entre el grupo constituido por cadena pesada y cadena ligera, en una célula hospedadora adecuada de modo que se
forma un heterodimero.

27. Procedimiento segun la reivindicacion 26, en el que el péptido bioldgicamente activo incluye una prolina unida
de manera covalente a su terminal carboxi.

28. Utilizacién de una molécula de inmunoglobulina que presenta una o mds regiones CDR sustituidas con un
peptido mimético de EPO, o en la que el peptido mimético de EPO se inserta en por lo menos una CDR, para la
preparacién de un medicamento destinado a aumentar la produccién de glébulos rojos.

29. Molécula de inmunoglobulina que comprende una regién en la que los restos de aminodcidos correspondientes
a por lo menos una parte de una CDR se sustituyen con un péptido biolégicamente activo, que es un mimético de
eritropoyetina (EPO); o en la que el mimético de EPO est4 insertado en por lo menos una CDR; en la que el péptido
biolégicamente activo estd flanqueado por una prolina en el terminal carboxi del péptido biolégicamente activo.

30. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicacién 29, en la que por lo menos dos regiones CDR estan
sustituidas con el péptido bioldgicamente activo, o en la que el péptido bioldgicamente activo se inserta en por lo
menos dos regiones CDR.

31. Acido nucleico que codifica una molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 29.
32. Vector de expresion que comprende un dcido nucleico segin la reivindicacién 31.
33. Célula hospedadora transformada con un vector de expresion segtn la reivindicacion 32.

34. Banco que contiene moléculas de inmunoglobulina variadas en el que los restos de aminoacidos correspon-
dientes a por lo menos una parte de por lo menos una CDR se sustituyen con un peptido mimético que es un mimético
de eritropoyetina (EPO), presentando el peptido mimético por lo menos una secuencia flanqueante que ha sido aleato-
rizada para generar moléculas de inmunoglobulina con secuencias de aminoécidos variables.

35. Banco que contiene moléculas de inmunoglobulina variadas en el que un peptido mimético que es un mimético
de EPO se inserta en por lo menos una CDR, presentando el peptido mimético por 1o menos una secuencia flanqueante
aleatorizada para generar moléculas de inmunoglobulina con secuencias de aminodcidos variables.

36. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 29, en la que el péptido biolégicamente activo estd
flanqueado tanto en su terminal carboxi como en su terminal amino.

37. Molécula de inmunoglobulina que comprende una region en la que los restos de aminodcidos correspondientes
a por lo menos una parte de una CDR se sustituyen con un péptido bioldgicamente activo que es un mimético de eritro-
poyetina (EPO), o en la que el péptido biolégicamente activo que es un mimético de eritropoyetina se inserta en por lo
menos una CDR, en la que el péptido biolégicamente activo estd flanqueado en su terminal carboxi con una secuencia
de aminoécidos seleccionada de entre el grupo constituido por prolina-valina, prolina-acido aspartico, prolina-isoleu-
cina, serina-asparagina, serina-lisina, serina-glicina, serina-arginina, leucina-histidina, leucina-acido glutdmico, leuci-
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na-alanina, leucina-fenilalanina, valina-glutamina, valina-serina, valina-alanina, valina-asparagina, isoleucina-serina,
isoleucina-tirosina, asparagina-prolina, asparagina-serina, asparagina-triptéfano, asparagina-valina, fenilalanina-vali-
na, treonina-serina, metionina-alanina, arginina-serina, arginina-glicina, arginina-treonina, arginina-leucina, arginina-
valina, triptéfano-arginina, triptéfano-triptéfano, alanina-arginina, dcido aspartico-valina, glicina-tirosina, glutamina-
arginina, y glicina-lisina.

38. Molécula de inmunoglobulina segin la reivindicacién 37, en la que el péptido biolégicamente activo estd
flanqueado con una prolina en su terminal amino.

39. Molécula de inmunoglobulina que comprende una regién en la que los restos de aminodcidos correspondientes
a por lo menos una parte de una CDR se sustituyen con un péptido bioldgicamente activo que es un mimético de
eritropoyetina (EPO), o en la que el mimético de EPO se inserta en por lo menos una CDR, en la que el péptido
biolégicamente activo estd flanqueado en su terminal amino con una secuencia de aminodcidos seleccionada de entre
el grupo constituido por triptéfano-leucina, valina-valina, glicina-prolina, leucina-prolina, leucina-tirosina, serina-
leucina, serina-isoleucina, serina-prolina, treonina-metionina, treonina-tirosina, treonina-prolina, glutamina-treonina,
glutamina-dcido glutdmico, glutamina-leucina, arginina-metionina, arginina-asparagina, arginina-treonina, arginina-
glicina, arginina-serina, lisina-dcido glutdmico, lisina-glicina, alanina-histidina, histidina-glicina, histidina-leucina y
asparagina-prolina.

40. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicaciéon 39, en la que el péptido biolégicamente activo estd
flanqueado con una prolina en su terminal carboxi.

41. Molécula de inmunoglobulina segtn la reivindicacién 5, en la que por lo menos dos CDR se seleccionan de
entre el grupo constituido por CDR3 de cadena pesada-CDR2 de cadena pesada, CDR3 de cadena pesada-CDR2 de
cadena ligera, CDR2 de cadena pesada-CDR2 de cadena ligera, CDR3 de cadena pesada-CDR2 de cadena pesada-
CDR2 de cadena ligera y CDR3 de cadena pesada-CDR1 de cadena ligera.
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(SEC.ID. n°: 54)

Secuencia de anticuerpo humano (Secuencia TT)
Cadena pesada: las secuencias de clonacién Xho | y Spe | estan subrayadas
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Secuencia de anticuerpo humano {Secuencia TT) (SEC. ID. n°: 55)

Cadena ligera: las secuencias de clonacion Sac |y Xba | estan subrayadas
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Procedimiento de injerto del péptido en el anticuerpo con secuencias aleatorias que rodean la secuencia
del péptido

TPO peptidomimético
FR3
it S P T L R Q
{SEC ID.N°: 56) —— 7T X X1 E G
Y C A R e ] ) ]
X -AGA'NNR-NNR-ATT-GAA-GGG-CCG ACG-CTG-CGG-CAA.

TATTAT-TGT-GCG
(SEC ID. N°: 57 )J/> -
X Xw G Q G T
L A A R A ' - -
Tv(;,G-CT G-GCG-GCG—CGC—GCG-NNY—NNY-TGG—GGC—CAA GGG-ACC

El peptidomimético de TPO se injerté en la zona CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo de la
vacuna antitetanica. El péptido estaba flanqueado enambos Jados de dos aminoécidos aleatorios,
mostrados como "X" en la figura.

Fig. 3
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(SEC ID n°: 60)

GGGAAATTGTAAGCGTTAATATTTITGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAA
ATCAGCTCATTTITTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATC
AAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTIGTTCCAGTTTGGAACAAGAGT
CCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATC
AGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTITTTTGOGGTC
GAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATITAGA
GCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGC
GAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGT
AACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCAGGTGGC
ACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTITATTTTTICTAAATACA
TTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAAT
ATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCC
TTTTTTGCGGCATTITGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAA
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGG
ATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGACAGTTITCGCCCCGAAGAACGTTTITCCA
ATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGA
CGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTCATAACACTGCGGCCAACTT
ACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTITGCACAAC
ATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAG
CCATACCAAACGACGAGCTGTACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAAC
GTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAAT
TAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGC
CCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGT
CTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGT
AGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACA
GATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTCGGTAACTGTCAGACCAA
GTTITACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATITAAAAGG
ATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTITTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCG
CTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTITCCGAA
GGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAG
CCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGC
TCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTA
CCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGCATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTG
AACGGGGOGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGA

Fig. 6A
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ACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGG
AGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGC
ACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT
TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGG
AGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTG
CTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA
CCGTATTACCGCCTTYGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACC
GAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAA
CCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT
TCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTC
ACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTITATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTG
TGGAATTGTGAGCGGATAACAATTGAATTCAGGAGGAATTTAAAATGAAAAA
GACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAG
GCGGCCGAGCTCGGCCATGGCTGGTTGGGCAGCGAGTAATAACAATCCAGCG
GCTGCCGTAGGCAATAGGTATTTCATTATGACTGTCTCCTTGGCGACTAGCTA
GTTTAGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC
GCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGG
GGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGC
TTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGTTACTAATGATGGTGATGGTGATGGCTAG
TTTTGTCACAAGATTTGGGCTCAACTTICTTGTCCACCTTGGTGTTGCTGGGCT
TGTGATTCACGTTGCAGATGTAGGTCTGGGTGCCCAAGCTGCTGGAGGGCAC
GGTCACCACGCTGCTGAgGGAGTAGAGTCCTGAGGACTGTAGGACAGCCGGG
AAGGTGTGCACGCCGCTGGTCAZgGGCGCCTGAETTCCACGACA CeGTCGCCGG
TTCgGGGAAGTAGTCCTTGACCAGGCAGCCCAGGGCCGCTGTGCCCCCAGAG
GTGCTCTTGGAGGAGGGTGCCAGGGGGAAGACCGATGGGCCCTTGGTGGAG
GCTGCGGAGACGGTGACCGTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAG
GCTCCTCATCTATGGTACATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTC
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGC
CTGAAGATTTTGCAGTGTACTACTGTCAGCAGTATGGTGGCTCACCGTGGTTC
GGCCAAGGGACCAAGGTGGAACTCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCT
TCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTG
TGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGG
ATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGA

CTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTC Cacccatcagpgectgagltegeecgtenc
anagagcticancggaggagagtgttaatTCTAGATAATTAATTAGGAGGAATTTAAAATGAA

ATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCAACCAG
CCATGGCCGAGGTGCAGCTGCTCGAGATGAGCGATAAAATTATTCACCTGAC
TGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGGGCGATCCTCGTC
GATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGATTCTGG
ATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACAT
CGATCAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACT
CTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTTG
TCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCGTACCCGTACG
ACGTTCCGGACTACGGTTCTACTAGTccgaaacegtetaccecaccgggclettectgeagigecese
atcgeecgletggappaanaagtgaaaaccetgaaagclcagaactccgageiggegtecactgecuacatgctycscgauc

Fig. 6B
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aggtggcacagctgaaacagaaagttatgaaccatggeggliglgetagtGGCCAGGCCGGCCAGCACCAT
CACCATCACCATGGCGCATACCCGTACGACGTTCCGGACTACGCTTCTTAGG
AGGGTGGTGGCTCTGACGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGG
CGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTGATTTIGATTATGAAAAGATGGCAA
ACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTC
TGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACCGTGCTGCTATCG
ATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGCTAATGGTAATGGTGCTACTGGT
GATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTC
ACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGA
ATGTCGCCCTTTTGTCTTTAGCGCTGGTAAACCATATGAATTTTCTATTGATTG
TGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTTTCTTITATATGTTGCCAC
CTITATGTATGTATTTTCTACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCITA
AGCTAGCTAATTAATTTAAGCGGCCGCAGATCT

Fig. 6C
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Clones positivos a TPO nnk nnk nnk nnk
1 2 TIEGPTLROWLAARA 3 4
Muestra | nnk nnk | nnk nnk Aminoacidos Aminoacidos
1 2 3 4 1 2 3 4
RC CDR3 Xlc tgg ctg | cct gtc Trp Leu Pro Val
X3a gtg gta |cct gtt Val Val Pro Val
%X3b ggg ccg | ccc gat Gly Pro Pro Asp
X4b ttg cca cct gttt Leu Pro Pro Val
Xdc tca ctg | cecc atc Ser Leu Pro Ile
X5a aca atg | ccec gtt Thr Met Pro Val
XSc acg aca |cct gtc Trp Leu Pro Val
Xlc cag aca |cct cac Gln Thr Pro Asp
HC CDR2 |24 ctt tat | tet aat Leun Tyr Ser Asn
39 act tac | ttg cat Thr Tyr Leu His
3 agg atg [ ctc gag Arg Met Leu Glu
7 aag gaa | tct aag Lys Glu Ser Lys
8 gcg cat | gtg cag Ala His Val Gln
10 cag gag | att agt Gln Glu Ile Ser
11 cgg aat aat ccg Arg Asn | Asn Pro
19 cag cta | aat tct Gln Leu Asn Ser
25 agt att ttt qgtce Ser Ile Phe Val
28" ggg ccc | act agt Gly Pro Thr Ser
LC CDR1 10 aag ggt | gtt agt Lys Gly Val Ser
11 cat ggg | gtg gct His Gly Val Ala
12a cgt  acg atg gct Arg Thrx Met Ala
12b cgt ggt | gtt aat Arg Gly Val Asn
14 cgt tcg | ctt geg Arg Ser Leu Ala
16 cgg  ggt gtt gcg Arg Gly Val Ala
18 agg acg | gtg tct Arg Thr Val Ser
47 aag ggg gtg gcg Lys Gly val Ala
LC CDR2 1 aat ccg agg ggt Asn Pro Arg Gly
2 tecg cct cgg agt Ser Pro Arg Ser
3 tcg cct cgt acg Sex Pro Arg Thr
4 tcg cct tgg cgt Ser Pro Trp Arg
5 act ccg | aat tgg Thr Pro Asn Trp
6 aat cct gcg  agg Asn Pro Ala Arg
7 aat ccg tcg ggg Asn Pro Ser Gly
9 aat cct | tat tag Asn Pro Tyr Stop
10 aat ccg lcgg tct Asn Pro Arg Ser
11 aat cecg | gat gtg Asn Pro Asp Val
12 tcg ccg tcg cgg Ser Pro Ser Arg
13 aat cct | ctg ¢ttt Asn Pro Leu Phe
14 aat ctt ]| ggg tat Asn Pro Gly Tyrx
15 aat cct fatt aqgt Asn Pro Ile Serx
16 aat cct cag cgg Asn Pro Gln Arg
18 aat ccg cgg acg | Asn Pro Axrg Thr
19 aat ecg jcgt ggg Asn Pro Arg Gly
20 cat ttg |aga ctg His Leu Arg Leu
21 aag tag |att tat |Lys Stop Ile Tyr
23 aat cct | ggt aag Asn Pro Gly Lys
24 aat cct jcgt ggg Asn Pro Arg Gly
26 aat cct |aat gtg Asn Pro Asn Val
27 tct cecg jecgg gttt Ser Pro Arg Val
29 acg cct |cgg qgt Thr Pro Arg Gly
30 cct tag |tgg tgg Pro Stop Trp Trp
FIG. 9
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{SEC ID n®: 87)

4

\)MKWSWVILFLLSVTAGVHSQVQLVQSGAEVKKPGASVK\’SCK—\SGYIFSNYWIQW
VRQAPGQGLEWMGEILPGSGSTEY TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSED
TAVYYCARLPIEGPTLRQWLAARAPVWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSR
STSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDEKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLEPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQ
EEMTKNQVSLTCLVKGF YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSRL
TVDKSRWQEGNVEFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSLGK.

(SEC ID n°: 68)

5G1.1 — Secuencia de acido nucleico de la cadena pesada de TPO {negrita indica mimético de TPO)

ATGAAGTGGAGCTGGGTTATTCICTTCCTCCTGTCAGTAACTGCCGGCGTCCA
CTCCCAAGTCCAACTGGTGCAATCCGGCGCCGAGGTCAAGAAGCCAGGGGCC
TCAGTCAAAGTGTCCTGTAAAGCTAGCGGCTATATTTTITCTAATTATIGGAT
TCAATGGGTGCGTCAGGCCCCCGGGCAGGGCCTGGAATGGATGGGTGAGATC
TTACCGGGCTCTGGTAGCACCGAATATACCGAAAATTTTAAAGACCGTGTTA
CTATGACGCGTGACACTTCGACTAGTACAGTATACATGGAGCTCTCCAGCCTG
CGATCGGAGGACACGGCCGTCTATTATTGCGCGCGTTTGCCAATTGAAGGG
CCGACGCTGCGGCAATGGCTGGCGGCGCGCGCGCCTGTTTGGGGTCAAG
GAACCCTGGTCACTGTCTCGAGCGCCTCCACCAAGGGCCCATCCGICTTCCCC
CTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCC
TGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGICCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTICGGCACCCAGAC
CTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAC
AGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTG
GCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTIGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGAC
CCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCATAATGCCA
AGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCG
TCCTCACCGTCCIGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAA
GGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAG
GAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGC
AGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCT
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCT

GTCTCTGGGTAAATGA

Fig. 13A
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{SEC ID n°: 69)

5G1.1 - Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera

MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCGASENIYGALN
WYQQKPGKAPKLLIYGATNLADGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
NVLNTPLTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK,
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH

QGLSSPVTKSFNRGEC.

(SEC ID n®: 70)

GG1.1 ~ Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTCTGGCTCCG
AGGTGCCAGATGTGATATCCAGATGACCCAGTCCCCGTCCTCCCTGTCCGCCT
CTGTGGGCGATAGGGTCACCATCACCTGCGGCGCCAGCGAAAACATCTATGG
' CGCGCTGAACTGGTATCAACAGAAACCCGGGAAAGCTCCGAAGCTICTGATT
TACGGTGCGACGAACCTGGCAGATGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATCCGG
CTCCGGAACGGATTITCACTCTGACCATCAGCAGTCTGCAGCCTGAAGACTTIC
GCTACGTATTACTGTCAGAACGTTITTAAATACTCCGTTGACTITCGGACAGGG
TACCAAGGTGGAAATAAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTICC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCC
TCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTICACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGT
CACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGIGTTAG

Nota: Cursiva indica secuencia principal

Fig. 13B
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Valor de la media geométrica de las células tefidas
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N° de veces relativas de actividad de la luciferasa

N W A

$)]

No inducidas

20 % FCS |
500pM TPO
100pM TPO ‘

25pM TPO

50 nM 5G1.1

10 nM Gt

1M 5G1.1

100pM $G1.1

S0aM 5G1.1 + péptido . LY

10 nM 5G1.1 + peéptido

10M 501.1 + péptido [ANIReEAZY]

100 pM SG1.1 +
péptido

H-1dIND 9P OJUNSIP BIDUBIBDL BP 10}D9A

uoD sepejOaSUR) SBINIRD

No inducidas

20% FCS

500pM TPO

100pM TPO

25pM TPO

50 nM 6G1.1

10 oM 5G1.1

10M 5G1.1

100pM 5G1.1

5G nM 5G1.1 + péptido
100M 5G1.1 + péptido
10M 5G1.1 + péptido

100pM 5G1.1 + péptido

H-1dwo
U0 sepejdsjsuel) seiNRD

0dl a2p oonownwopndad |3 auanuod anb |L'LOG ap pepPIAIY

FIGURA 15

51




ES 2316919 T3

91 ‘81

L]

I9Y 1YY HYO YYD 051 YL AVl
¢ O30 10D d¥L Lo
81D WYY 20W 999 150 099 313 L e ae ee o5 1s e
e 301 sot 20T 10T 00T 66 86 (6 96 S6 %6 €6
L0T 90T S0t $OT €0t o
& D993 15
¥ ¥OL YOO D19 999 195 19D ID
1Ly, ¥99 IOY 099 DOY DHLL 99 0 98 A D 2
M D10 1OY DLL I¥O ¥o¥ 299 103 o e s L | s
e 8 e u.ow mmw aww owm UWM owm uwr €L zL TL OL €9 B9 L9 99 §9 ¥8 €3 €9 18 2
$8 %8 €9 2§ 18 O
513 OLL 1O 19V 1iIV
vy vy OYD O¥D I¥I D91 009
: 10 O 193 199 299 2 € g€ %€ €€ 2L TE Of 62
YYD 91 5O OWY LWL DIV 81D D 2 e L s
www w,ww www MM www wwm WNM Mww www ezs zS TS 05 Y 8y LY oY S§% ¥y €y v I¥ O s
. opeusiut zyan
D 101 DY) ODY DIY O¥3 DIY O¥D
: croees e gyn 16W OO 99 090 IO¥ DIV DOV JIH YOV DV VOD VIO LIL ¥ID wwu w,“.u wwa uwaaw e %y e
.wwmu& L7 DLz OLZ QLT ®LZ iz 9z ST bz €z 2z Tz o0r 61 8T LT 9T .ST VT ET

TN

(911 :ou i 038)

6P VHIOIT YNIAVYD V130 319VIMVA YNOZ

)

52



ES 2316919 T3

Xho |

Rellenador
Sap |

Cole

.

1. Eliminar la secuencia Not!

2. Digerir con EcoRiy Xba |

Fig. 17

it
sfil

Spel
Xho i

EcoRi

sfil
Xbal Not |

EcoRi Soe
s RBS omp A Retlenador

hibrido Xba l/Spe |
Not |

Rellenador
Xho 1

St

pPAX131

XbnInot

EcoRi

Amy W Activador de lac

Prul

53



ES 2316919 T3

Xba / not
Amy

Coles

Mas zona constante kappa

constante
1\ kappa

Amy

Cole,

54



ES 2316919 T3

Lac

Rellenador LC

acc |

Amp C kappa (Sac)

Xball

Fragmento

gl Ay
sfit \/J)
196 CHI

Fig. 19

55



ES 2316919 T3

AmpR
gl Spe |
sfil 19G CHI
+ EcoRl al fragmento Xho | de pAX 131 Kappa
Cole, Lac EcoRi
constante
Amp R kappa

Sac |
Not ]

RBS

fi Xhol

Rellenador HC

HA H6 Apa l

Fragmento
gl

Sfil 1aG CHI

Fig. 20

56



ES 2316919 T3

BseR Sspl Psil

i H

H t
mnm>>>qqmq>>nnmqq>>a>qqqqnqq>>>>aﬁnmnmqq>>>qqqHﬂnﬂﬂ>>>ﬂn>mnﬂn>aqﬂqﬂq>¢nn>>ﬂ>nonmn>>>ﬂnnon¢>>>qmnnaq» 100
. A
A 1 oni
(SEC ID n°: 111) \

Bsaxl moa_ BsaXF
i i

}
4>>>4n>>>>m>>a>m>nnm>m>a>ommqﬂm>mﬁmqqmaann>mﬁaamm>>n>>o>oqnm>nq>qq>>>m>>nnﬂnn>nMnn>>moﬁn>¢>nnnmn>>>¢ 200

1 on

Dralll
i
ACCGTCTATCAGEGCGATGGECCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGT TTTTTGGRGTCCAGETGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTARAGGGA

*- 300

f1 ori

NgoMiV
i m_zmm_ Wma_
i

GCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGEC n»»nm._.omnn>m>>>om>>mnn>>o»>>nnm>>>om>mnmmnnmnd>omomon qomn>>2.,m;nn

- 400

f1 on

GGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCBCTTAATGCGCCGC 4>n>nmmnmnm._.n>mnanmn>nMaqanmmom»?»._.m,_.mnmnmm>>nnmn._.>j_‘ 500

1 o |

M Sspl Earl

LI H H 1
TGTTTATTTTTC q>»>._.>n>._:_.n>>>._.>._‘m,;._.nnonAn>._,o>o>n>>.ﬂ>>nnn._.m>q>>>._.nn..:_.n>>.;>._.>a._.m>?“’>>o o»>o>m.m.>,..m>m4>aam 500

—_

Fig. 21A

57



ES 2316919 T3

>>n>qﬁqnnmqnqnmnnnqq>qﬁnnnquAﬁﬁonmon>ﬂqqqonnqqnnaoqqqaaonqm>nnn>m>>>mmnqmmam>>¢mq>>»>n>qmnqn>»n>qn» 700

beta-lactamasa

>

Sl cll
® Eco571 anz_ _UB_

mqqonoqmn>nm>oqommqq>n>qnm>>nann>qnqn>>n>onooa>>n>qnnaqo>n>maqﬁqmmnnnmo>>o»>nmqMqﬂnn»>qn>wm>nn¢naaqa

pall
%w

i
!

- 800

beta-lactamasa

i i i
>>>9,3323,209”982222823352Snnnin»nn»»ﬂnmﬂnonnmn>;m>2>in3%>ﬁm>2323%;3

Beg!' Bcegl Scal
{

- 800

Fig. 21B

beta-lactamasa

mi mma_

n>nn>o._.n>n>m>>>>nn>qn,_:;noo>._.nnn>._,n>n>n._.>>o>o>>ﬂ—>3n>oqnn._..mnn>q»>nn>,mn>m._.m>._.>>m>n._.omoonn»>n._..:.,n.:,.nqr 1000

beta-lactamasa

Pvul
|

m>n>>nn>qnno»oo>nnm>>no>nnﬂ>>nnmn,3.,_‘q._,qmn>n>>n>._,noomo>._,n>._.md>>n._.nmnnqﬂo>ﬂnnqqmmm>>nnmn>mnqn>>._,m>>nnm 1100

beta-lactamasa

58



ES 2316919 T3

BsrBl "OE___ ~>m=_ Wmm:,_m_

nnnqmnoonqnmqmmnnnooqqnnnan>no>n>mnonnn>noﬁ>oanq._.mnnnqomn,_.nmnnnnmnn._.n»o.»n>mnn>._‘m>noam._.n>n»._.nnmm._.>nn>

L 3400
HC stuffer
Aatil
! ~mwm_
i i BsmBI m
o pml
e oa___ Bip BepM
ol
o G nnnnnnn»nn
moﬂoo,pnm...n._.nnmnnmon>>nmmnon>nno>mnna>n>o>nnnqom»nznn._.nn»anmnnmn>nno>3n33nqn»mn»»nnaonn ¢ 2500
rellenador de HC
BssHIl W_n_ mwmx.. mua_ ,mmmx_

! AGCGACC
nnn,;n>nnqqnonnnqnnonnnonn;qonnam»nnnn»mnj.nnnnmonq._.3no>nnnnn.BB,non.pnnnqn._.nqnonqmnqgnmnnq CCEACC e00
rellenador de HC

BssSi Nmm_:
| GAA
amn>mnnnn..ﬂn>.,.nm._.m>nmn._.nqmnn4n¢qnnamnqmﬂnZ.nmqmoamnsggnnm,:wnannnnn.__.onqnﬂnngmnnnnnnonqnqg»nn»L 3700
rellenador de HC
Eco57) m.:_ mm.‘_ wé__ mwmcc wmmm__
nﬁ.nqnmnQ.non>4nnno>nnnn>o>n>mnn>3.3n>>nonn.:H._.n>nn>nnn>n>>nonq>>nqqnn»onqnqnnnqo;nn>n>>3>,_.nonqnn 3800
rellenador de HC
BspMi Afel WZ
i !
n,_,o._,mo._.ogmnnnnqon»nnnnn...qn»nmgmm»nnn>nngnj.nnﬁ..mo>>9n3m4n>o>mnmﬂ.,mn3mmmn>mn>3n>nmn»3nmwmnnmm 3900

rellenador de HC

59

Fig. 21C



ES 2316919 T3

BsrGl BsDi Actt Fspl
P i { I
>a>nn>>>nm>nn>nnqmq>n>nn>nm>qmnnﬁoﬂ>nn>>ﬁoon>>n>>nnqqnnnn>>>nq>qa>>nqmnnn»»nq>nqq>nqnﬂ>onﬁqnnnnon>>m

beta-lactamasa

Asel Ecil Mmo:
! i
>>q4>>4>D>nﬂno>qmn>nnnnm>a>>>nﬁﬂnn>om>nn>nqqnqmnnnanmmnnnﬁqnnmmnanmnﬁﬂhﬂﬁﬁ»ﬂﬂ@hMn»4>»>anﬂmm>onnmmﬂm¢

beta-lactamasa

Bpml

i ~mmm_ BsrDI Bmirl mZ.a_
i H H H H

GCGTGGGTCTCGCOETATCATTGCAGCAC TGEGGCCAGATGGTAAGCCC TCCCGTATCGTAGT TATCTACACGACGGGBAGTCAGGCAACTATGGATGAA

H i

beta-lactamasa

%Eu

CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGRTAACTETCAGACCAAG 3._.>n4n>q>;,_,>nu_..—._.>n¢._.qo>._:_.,_.>>\.»>:._.m

beta-lactamasa

~DE_ %mni_

Z::d,;_.>>._,,_4>>>>nm>.—n._.>nnqo»>o¢qnnj. .3,_,o>.q>>,_.n._..n>._.o,>nn>>>>._‘nnnq._.>>nm._,9.»n.—3..~nnai.H»nqm>onmﬂn>o>mnnnn._r.

>m>>»>n>,_.m>>»oo>...n._:_.n._:—.n>o>._,nnj,_.3..:_.nqnnmno..;?:“49“.3njon>>>n>>>>>>>nn>nnmna>mn>onmoqnmj,—2:onnm

A

( A olE 1 onign

X

1200

1300

1400

1500

1600

1700

21D

Fig

60



ES 2316919 T3

EcoS571

i

GATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAAC ._,onn._,qn>nn>n>nnon>n>q>nn¢>>._.>m,_.nﬂnmj.nq»w.manqwnnnnquqwnnnn»nnsfﬁq

- 180C
origen de COIE |
ﬁ»_s.z_
.«n>>m>>n.Z.nqn,;on>nnmnnq>m>q>nm._.nnn..anqng..>>,_.nmam._.a»nn?ﬁ.mnn._.mngnm»n._.nmnn»._.»“,nqnmqo._.n,.—._.>nnmmo._:_.mn>nqm 1900
origen de COIE|
paLl
>>o>_.nﬂ>._.>m._.._.>nmno>._.»>nnnmn>nnmn._.nommn._.Q_;nnomnon._,Mnoanm>n>n¢nnnn%nqamn>mnm>>nn»nnq>m>nnn¢>n._.nwlm>._,>m 2000 m
origen de COIE | .
29
mg_ wgs Mmmmm_ A
ﬂ4>n»o.nnqm>on._.m’._.o>n»>>mnmnn>nmn:‘nmnn>>mnn>o»»»nomno>n>woo,;,m,nnnnﬂ>>0nmnn>omn4nnm>>n>mn>n>mnnn>mn>nnm 2100
origen de COIE |
Didl
>on4._,nn>omnmn?.»>nnnmann._.¢._.n._.qw>q>o..ﬁnnan._,noon....:nnmn.»nn,mn._.ob,mﬂn%mngn__HE.._:—:_:_.D._.D»,_,nnamoqn>mnnoomnnn»m 9900
origen de COIE |
Ecil Wvg_
nn._.>._.n.o>>%>>nomn>nn»>nnommnn,_.._,jg.monjmnqoomnaj@nnqnmnnaa.m:_.nn._,gn>qm3njqnnqmnm3»ﬂnnnm._‘n>jn._.n._.m 9300

colE | origin

61



ES 2316919 T3

Earl
mmwam_ “mmE wwmmx*

GATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACE GCTCGCCGCAGECGAAC GACCGAGCECAGCGAGTCAGTEAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCLCAA 240
- i " F " 1 i N A 2 N 3 A 1 a i A 2 i i O

[

%mmx_. mpmm_ __v<c= Mmﬁ m\’mm_

4>non>>>nmnnﬂ.n.“.nnnnmnnnmqﬂmmnnﬁw»ﬂﬂn».m.;_ﬂmn»m.ﬁ.mnm»nm>m>om3qnmnn>nqmm»>>nnoomm>oqm¢mmnn¢rnmn»>q TAA

~ 2500

activador de lac N

qum_ Mz:mh Wmnom_

ﬂn4n¢nqﬂ>mmqn>nqn>4q>onn»nnnn>omn444>n»nqaﬂ>@.nnﬁ.nnnnn._.nn;,anq.an._,nqnn?zqnﬁ@».wnmn»q»wn»»&qrn\,»q._.n>>on

- 2600

activador de lac

Fig. 21F

[ represor de lac | _HH

Bol  Bsgl

Nmm_ wx,cm_ Bbsl

i i
>n.w.:...>3 B..m>>>>>>>nmnnn>3onn>3nnnn,Bnnnn,.,nnnnnmnqjmnmgnﬂmmnnn»mmmomnn._.nq>noq>>n..qoamnmqm;mnzz

Hu - 2700
]

L OmpA principal optimizado ] L. constante Kappa «

Xmnt
i

GTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGT 8
A A 1 I " 1 — 2. X A i n A oA, L I Il N 8

Constante Kappa

62



ES 2316919 T3

BhvCl
wnso_ Bipl
i

GGAAGGTGGATAACGLCCTC n>>._.nonn._.>>n4nnn>on>n>9.nan»n»mbnn»no>n¢nn>>mm>n»mnbnm.;n»mmnqnhmn»nn¢n0m4m>nonﬁ 2500

Constante Kappa

JwiNi
Bput0i
EcolCRI
~mm_o_

1 H

CACCAAAGCAGACTACGACAAACACAAAGTCTACGLC qnnn>>n4n>nnm>._.n>..un0nnMn>nnﬂnnnnmnqn>m>>>nwnn 44m>>n>mnnn>m>n._.0“m 3000

Constante Kappa

MV
Eag! gol
i Sacll aal
_Zo: mm..mn . ﬁ

4>»onmmnnmn>n._.>o>...»4>>.:>>om»m>4>>»ﬁ>4w»>>ﬂ>qn«mn,.qonno%nmnmmnommnnnnm;nqmnaon,mmmnnmnnn>mnnnomm>...om 3100

Fig. 21G

1 B principal optimizado

col
hol N Bsgl EcoNt ,mmmmm mmoe WE
i

i
L L} — . H
nmnanm>on._.m>qo>nnn>qmn>>mnao._.n._.nnnn.qon>nn>mmn._.nnnwnonnanmqmmqonnmqmnomjn._do..‘oqﬂnnnqonnq>m>mnnm>n>nm 3200

A _.l» rellenador de HC
.

“mnn_. mnom<
TCGAGCTTCOTGCCCCTAL >o.3,onon®._.n>n>mn>onnqnnnmnonanmmnm»q»qnbmnngwn»qnm»nEm»zow»oq»gnnd.un.;mwnonnm, 2300

rellenador de HC

63



ES 2316919 T3

PspOMI

I Bbsl
\»um_ mmmm_ %82_
oo>n»n>._.n_>3>mnnnnn>qnnnqn:nnnnnqnognnnqnn._.nn>>m>on>n3n.Bnnnon>n>nnnnnnnqnnnnSnngnqn;nn»n;nj )
- 4000
L IgG1 heavy chain constant
xmm_
i Narl
Sfol BbvCl
>@m_ ,:_i 11 _mum_ m\»um_._ mmcwz m?:o_
it
nnnnn>>nnnoqo>nonqoﬂnnqno>>nan>nonnnnn._.n>nn>mnomnoqnn>n>nnqannnmonﬂoqnn;gnqnnagngnqn;nqnnnqgnn 41
t 00
cadena pesada constante IgG1 H
—
Bpml 2
| Bstel stX! bn
i A o
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTEEGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTCEGACAAGAAAGTTCAGE 4 P
d L 2 1 2 I i A 2 1 i 1 1 1 k. 3 i 1 L. 1 MOO
cadena pesada constante IgG1
goMIV
Bglt
i Sfil
w Nael col
wnm_ ?ma mmm_ ~mm~x_ mm_<<_ mmmum_
nn>>>4n3ﬁm>n>>>>n;o._‘nmnn>mmnnmnnn>on>nn>qn>nn>._‘n>nn>3mnnn>.§nnno;ngnﬁ_.nnmm.»n;nnn:n:»mm%mn
- 4300

L linker L His tag TI. - ﬁ HAtag !

64



ES 2316919 T3

ﬂmm.ﬁonn._.n._.nw»mmmqnnnnm._.._.n.ﬁm>nooqoonmomqn 3>nmn>nnnnn,_:_.nnnnanmqmnnqnEm:nnnnqn>._;m3n>qq>qn>>>>n>ﬂonn>

L 4400
gen il
>>nnmq>>4»>nmnmnn._.>3>nno>>>>3nnn>,_‘n>>>>nmnnﬂsn»n._.nqn»nnn;>>nnn>.>>nqqo»qanqnqnnn;nqn»q;nnoqonqn
I 3 N x . 1 N I " 1 e 1 N 1 A '\ " n n_.moo
gen Il
mo_m_
nq>wmm>3mq..,qn>qqnm,_.o>nmq._.._.nnomnm_:Bn._.>>,Bo§>3mqnn;ngnqoﬁjqnnamnnHn,;B.qnnn»»»annnqniognnqg
1 L X i : " . A N Jo A Il 1 N N h—moo
genill H
(Q\|
Xmnf Wmmx_..mmv_ Mmm..wx__ Ael Ndel o
i . ! i i e "
nno,_.m>4>>,_‘4n>nn._.q._.>>4n>>,;>.3::”nnqn>>;3;nn3nnnﬁnnnﬁn;qnnnim»znqnnnn23.333;nnmnqpo;»»ng fry ©
A, A rs Il A 1 e 1 i 1 A L e _. i T— A 1 :Voo
gen It
.q>qo>>3awnq>q3>.3.n._‘n>n>>>>._.>>>nq;..,qnnnamo._.n,_.n:.Snmﬂqnﬁq;;qn:ono»nn:;._,0;3;33n._.>n2.3n
i 2 1 i 1 A L A AL i 1 1 A L A 1 cmoo
gen il
Eagl
| NgoMiv
i Eagl
Aflll ! | m . Balit
he se i sel Bl
| 5 R w w

n._.>>n>._.>n..:whn,_.>>._.>>nn>o._.n._:_.>>nn._,>nn 4>>._..,_.>>q._,._.>>onoonnmmnnognznqmnqnqnqo>oo>on>._.n._.
L. k. 1 o 1 A, A A L A . i 3 :mww

——

genlll —_—— 1



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

