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DESCRIPCION
Fusion de Fc con dAb de V..

La presente invencidn se refiere a un procedimiento sencillo para generar moléculas de anticuerpo adecuadas para
su uso in vivo. En particular, la invencién se refiere a un procedimiento para la generacién de moléculas de anticuerpo
adecuadas para su uso in vivo que se basan en dominios variables sencillos de anticuerpo.

Introduccion

El dominio de unién antigeno de un anticuerpo comprende dos regiones separadas: un dominio variable de cadena
pesada (Vy) y un dominio variable de cadena ligera (V: que puede ser V,V, o V,). El propio sitio de unién a antigeno
estd formado por seis bucles polipeptidicos: tres del dominio Vy (H1, H2 y H3) y tres del dominio V; (L1, L2 y L3).
Un repertorio primario diverso de genes de V que codifican los dominios Vy y V| se produce por la reorganizacién
combinatoria de segmentos génicos. El gen de Vi se produce por la recombinacion de tres segmentos génicos, Vy, D
y Ju. En seres humanos, existen aproximadamente 51 segmentos Vy funcionales (Cook y Tomlinson (1995) Immunol
Today, 16: 237), 25 segmentos D funcionales (Corbett y col. (1997) J. Mol. Biol., 268: 69) y 6 segmentos J, funciona-
les (Ravetch y col. (1981) Cell, 27: 583), dependiendo del haplotipo. El segmento Vy codifica la regién de la cadena
polipeptidica que forma el primer y segundo bucles de unién a antigeno del domino Vi (H1 y H2), mientras que los
segmentos Vy, D y Ji; se combinan para formar el tercer bucle de unién a antigeno del dominio Vi (H3). El gen de V.
se produce por recombinacion de sélo dos segmentos génicos, Vi y Ji.. En seres humanos, existen aproximadamente
40 segmentos V, funcionales (Schéble y Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 374: 1001), 31 segmentos V, fun-
cionales (Williams y col. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220; Kawasaki y col. (1997) Genome Res., 7: 250), 5 segmentos
J, funcionales (Hieter y col. (1982) J. Biol. Chem., 257: 1516) y 4 segmentos J, funcionales (Vasicek y Leder (1990)
J. Exp. Med., 172: 609) dependiendo del haplotipo. El segmento V. codifica la regién de la cadena polipeptidica que
forma el primer y segundo bucles de unidn a antigeno del domino V. (L1 y L2), mientras que los segmentos V y J; se
combinan para formar el tercer bucle de unién a antigeno del domino V. (L3). Se cree que los anticuerpos selecciona-
dos de este repertorio primario son suficientemente diversos para unirse a casi todos los antigenos con una afinidad al
menos moderada. Se producen anticuerpos de alta afinidad por “maduracién de afinidad” de los genes reorganizados,
en los que se generan mutaciones puntuales y se seleccionan por el sistema inmune basandose en una unién mejorada.

El andlisis de las estructuras y secuencias de anticuerpos ha demostrado que cinco de los seis bucles de unién
a antigeno (H1, H2, L1, L2, L3) poseen un nimero limitado de conformaciones de cadena principal o estructuras
canodnicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901; Chothia y col. (1989) Nature, 342: 877). Las conformaciones
de cadena principal se determinan por (i) la longitud del bucle de unién a antigeno y (ii) restos particulares, o tipos
de restos, en cierta posicion clave en el bucle de unién a antigeno y la regién flanqueante de anticuerpo. El andlisis de
las longitudes de bucle y restos clave ha permitido predecir a los presentes inventores las conformaciones de cadena
principal de H1, H2, L1, L2 y L3 codificadas por la mayoria de secuencias de anticuerpos humanas (Chothia y col.
(1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y col. (1995) EMBO J., 14: 4628; William y col. (1996) J. Mol. Biol., 264:
220). Aunque la region H3 es mucho més diversa en términos de secuencia, longitud y estructura (debido al uso de
segmentos D), también forma un nimero limitado de conformaciones de cadena principal para longitudes de bucle
cortas que dependen de la longitud y de la presencia de restos particulares, o tipos de restos, en posiciones clave en el
bucle y la regién flanqueante de anticuerpo (Martin y col. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai y col. (1996) FEBS
Letters, 399: 1).

Histéricamente, se han obtenido anticuerpos a partir de fuentes naturales tales como por inmunizacién de conejos
y otros animales de este tipo. Como alternativa, pueden emplearse técnicas de biologfa molecular y pueden generarse
anticuerpos usando técnicas tales como las que implican el uso de hibridomas hibridos.

De este modo, pueden generarse anticuerpos de una especificidad de unién a antigeno seleccionada o deseada.
Dichos anticuerpos son de gran valor terapéutico ya que pueden disefiarse, por ejemplo, contra antigenos patolégicos.
Sin embargo, el procedimiento de produccion de estos anticuerpos es laborioso y con tendencia a errores, ademds de
estar limitado a la diversidad resultante de la historia de inmunizacién del donante. Seria una ventaja generar una mayor
diversidad, por ejemplo, usando bibliotecas sintéticas. Por lo tanto, contintia existiendo en la técnica la necesidad de
un procedimiento sencillo para generar moléculas de anticuerpo funcionalmente activas de una especificidad de unién
a antigeno deseada o predeterminada.

Se han descrito dominios variables de cadena pesada sencillos, derivados de anticuerpos naturales que normalmente
comprenden cadenas ligeras, a partir de anticuerpos monoclonales o de repertorios de dominios (documento EP-A-
0368684). Estos dominios variables de cadena pesada se ha demostrado que interaccionan especificamente con uno o
mas antigenos (Ward y col.). Sin embargo, estos dominios sencillos se ha demostrado que tienen una semivida in vivo
muy corta. Por lo tanto, dichos dominios son de un valor terapéutico limitado.

Ademis, el documento EP 0 656 946 A1l describe moléculas de inmunoglobulina de doble cadena que se unen a
antigeno especificamente y en las que las cadenas polipeptidicas pesadas estdn desprovistas de dominios de cadena
pesada CHI, estando también la inmunoglobulina desprovista de cadenas polipeptidicas ligeras. Dichos anticuerpos
son de origen natural en camélidos y, por lo tanto, como tales, la especificidad de antigeno del anticuerpo esta limitada
a la generada por el camélido.
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También son dignos de atencién estudios realizados sobre la Enfermedad de Cadenas Pesadas. En esta enfermedad
se generan moléculas de inmunoglobulina que comprenden un dominio variable de cadena pesada, dominios CH2 y
CH3, pero carecen de un domino CH1 y de cadenas ligeras. Se ha descubierto que dichas moléculas se acumulan en la
Enfermedad de Cadenas Pesadas (Block y col, Am J. Med, 55,61-70 (1973), Ellman y col, New Engl. J. Med, 278: 95-
1201 (1968)). Por lo tanto, la técnica anterior de la Enfermedad de Cadenas Pesadas ensefia que los anticuerpos que
comprenden un solo tipo de dominio de interaccién con antigeno sencillo (en este caso, dominios variables de cadena
pesada) estdn asociados con la enfermedad. Es decir, la técnica anterior estd lejos de ensefiar el uso de anticuerpos
basados unicamente en dominios variables de cadena pesada humana para uso profilactico y/o terapéutico.

La solicitud de patente internacional WO88/09344 (Creative Biomolecules) describe construcciones de anticuerpo
que comprenden engarces para unir dominios.

El documento EP-A-0368684 describe un ligando de dominio sencillo constituido por al menos parte del dominio
variable de una cadena de una molécula de la superfamilia de las inmunoglobulinas.

El documento US 6.248.516 se refiere a una biblioteca para la expresién de dominios variables de cadena pesada
de inmunoglobulina (dominios VH), comprendiendo dicha biblioteca un repertorio de secuencias de dcido nucleico
que codifican una tercera CDR de un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina.

El documento WO 02/085945 describe un procedimiento para la produccion de un anticuerpo de cadena pesada
sencilla VHH en un mamifero, que comprende la etapa de expresar un locus de cadena pesada VHH heterélogo en ese
mamifero.

El documento WO 94/04678 describe una inmunoglobulina que comprende dos cadenas polipeptidicas pesadas
suficientes para la formulacién de un sitio de unién a antigeno completo o varios sitios de unién a antigeno, estando la
inmunoglobulina desprovista ademds de cadenas polipeptidicas ligeras.

El documento US 5.869.046 describe un procedimiento para preparar un Fab o (FAb’), variante que contiene un
dominio de Ig o dominio tipo Ig que comprende al menos una de una regién CH1 o C que se elimina del rifién y no
contiene una region Fc de una IgG.

El documento WO 02/44215 describe una molécula de unién que comprende (i) uno o mds polipéptidos que forman
un sitio de unién capaz de unirse a una molécula diana y (ii) un péptido efector Fc que presenta una o mds funciones
efectoras asociadas con la region constante (Fc) de una cadena pesada de inmunoglobulina.

Powers y col (2001) (J. Immunol. Methods 251: 123-135) describen la expresion de fusiones de Fc-Fv de cadena
sencilla en Pichia pastoris.

Riechmann y Muldermans (1999) (J. Immunol. Methods 231: 25-38) analizan anticuerpos de dominio sencillo y
comparan dominios Vy de camello y Vi humanos camelizados.

Soloman y col (1998) (PNAS. 95: 9547 - 9551) describen depdsitos amiloides asociados con cadena ligera com-
puestos por un nuevo domino constante .

El documento US 3.907.502 describe un procedimiento para la deteccion, tipificacion y evaluacion cuantitativa de
proteinas de Bence Jones en fluidos biolégicos.

El documento WO 98/20140 se refiere a una composicién que comprende una proteina sustancialmente purificada
que tiene actividad enzimdtica de liberacion del receptor de factor de necrosis tumoral (TNF-R), teniendo la proteina
una forma nativa que presenta un peso molecular aparente de aproximadamente 120 kD.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad en la técnica de un procedimiento sencillo y no laborioso para la ge-
neracién de moléculas basadas en anticuerpos de una especificidad de unién a antigeno deseada o predeterminada no
necesariamente limitada por la pre-exposicién del donante a antigenos que sean adecuados para uso profilactico y/o
terapéutico.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han elaborado un procedimiento sencillo y no laborioso para la sintesis de moléculas ba-
sadas en anticuerpos de una especificidad de unién a epitope seleccionada, que son adecuadas para su uso profilactico
y/o terapéutico in vivo. Significativamente, el procedimiento de la invencién permite la sintesis de moléculas basadas
en anticuerpos de cadena sencilla de una especificidad de unién a epitope deseada o predeterminada. El uso de este
procedimiento sencillo es sorprendente a la luz de la técnica anterior de la Enfermedad de Cadenas Pesadas que esta
lejos de ensefiar el uso terapéutico de anticuerpos constituidos sélo por cadena pesada.

Estructuralmente, las moléculas de la presente invencién comprenden un dominio variable sencillo de anticuerpo
que tiene una especificidad de unién a epitope definida o predeterminada y una o més regiones constantes de anticuerpo
y/o regién de bisagra (denominadas en su conjunto (“grupo efector””). Dicha molécula se denomina inmunoglobulina
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de dominio sencillo-grupo efector (dAb-grupo efector) y los presentes inventores consideran que dicha molécula sera
de un valor terapéutico considerable.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencioén proporciona un procedimiento para sintetizar una inmuno-
globulina de dominio sencillo-grupo efector (dAb-grupo efector) adecuada para uso in vivo, que comprende las etapas
de:

(a) seleccionar un dominio variable sencillo de anticuerpo que tiene una especificidad de unién a epitope; y
(b) unir el domino sencillo de la etapa (a) a un grupo efector de inmunoglobulina
en el que el dominio variable sencillo de anticuerpo es un dominio variable de cadena ligera.

De acuerdo con la presente invencién, preferentemente el dominio sencillo de anticuerpo es un domino sencillo de
anticuerpo que no es de camélido. Ventajosamente, es un dominio variable sencillo de origen humano.

En otra realizacién, el dominio variable sencillo comprende regiones flanqueantes que no son de camélido (por
ejemplo, humanas) (por ejemplo, 1, 2, 3 6 4 regiones flanqueantes humanas). Ventajosamente, una o mas de las
regiones flanqueantes humanas (segin se definen por Kabat) son idénticas a nivel de los aminodcidos a las codificadas
por genes de anticuerpo de la linea germinal humana.

Pueden usarse secuencias de region variable, por ejemplo, en la base de datos de Kabat de secuencias de interés
inmunoldgico, u otras secuencias de anticuerpo conocidas o identificables por los expertos en la materia para generar
un dAb-grupo efector como se describe en el presente documento. La base de datos de Kabat u otras bases de datos
de este tipo incluyen secuencias de anticuerpo de numerosas especies.

Las CDR y regiones flanqueantes son las regiones de un dominio variable de inmunoglobulina segtn se define en
la base de datos de Kabat de Secuencias de Proteinas de Interés Inmunoldgico. Las regiones flanqueantes humanas
preferidas son las codificadas por el segmento génico de la linea germinal DPK9. Ventajosamente, FW1, FW2 y
FW3 de un dominio Vi tienen la secuencia de FW1, FW2 o FW3 de DPK9. Las regiones flanqueantes humanas
pueden contener opcionalmente mutaciones, por ejemplo, hasta aproximadamente 5 cambios de aminodcidos o hasta
aproximadamente 10 cambios de aminodcidos en su conjunto en las regiones flanqueantes humanas usadas en los
ligandos de la invencion.

Ventajosamente, los dominios variables sencillos de anticuerpo usados de acuerdo con los procedimientos de la
presente invencion se afslan, al menos en parte, por inmunizacién de seres humanos. Ventajosamente no se aislan por
inmunizacién de animales.

En una realizacién, el dominio variable sencillo comprende un sitio de unién para un ligando genérico segtn se
define en el documento WO 99/20749. Por ejemplo, el ligando genérico es la Proteina L.

Como se define en el presente documento, la expresién “molécula de inmunoglobulina de dominio sencillo-grupo
efector” (dAb-grupo efector) describe una molécula de inmunoglobulina obtenida por ingenieria genética que com-
prende un dominio variable sencillo capaz de unirse especificamente a uno o mas epitopes, unido a uno o mas dominios
de region constante y/o bisagra (denominados en su conjunto “grupo efector”). El dominio variable es un dominio de
cadena ligera (V). Cada dominio de cadena ligera puede ser del subgrupo kappa o lambda. Ventajosamente, un grupo
efector como se describe en el presente documento comprende una regién Fc de un anticuerpo.

Los dAb-grupos efectores pueden combinarse para formar estructuras multivalentes, incluyendo cualquiera de los
seleccionados del grupo constituido por los siguientes: homodimeros, heterodimeros y multimeros. Dichas estructuras
multiméricas tienen una mejor avidez de interaccién de antigeno gracias a las estructuras multiméricas que tienen
mads de un sitio de unién a epitope, en el que los epitopes estdn en el mismo antigeno. Cuando los epitopes estdn en
antigenos diferentes, por ejemplo los que estdn proximos entre si en la misma superficie celular, estos epitopes pueden
enlazarse por dAb-grupos efectores.

Para evitar dudas, los dAb-grupos efectores de acuerdo con la invencién no incluyen los anticuerpos de doble
cadena que se describen en el documento EP-A-0656946, asi como fragmentos de cadena sencilla Vyy desvelados en
el presente documento, tales como fragmentos VHH-bisagra, basados en inmunoglobulinas de camélido. Ademds, la
expresion “dAb-grupo efector” no incluye en su alcance los anticuerpos de doble cadena de origen natural generados
dentro de los camélidos. La expresion “dAb-grupo efector” tampoco incluye en su alcance la estructura de cuatro
cadenas de moléculas de anticuerpo de IgG que comprende dos cadenas ligeras y dos pesadas o cadenas pesadas o
ligeras sencillas derivadas a partir de las mismas.

Como se ha mencionado anteriormente, la expresion “adecuado para su uso in vivo” significa que el “dAb-grupo
efector” de acuerdo con la presente invencién tiene una semivida suficiente de modo que la molécula esta presente
dentro del cuerpo durante un tiempo suficiente para producir uno o mas efectos biolégicos deseados. A este respecto,
los presentes inventores han descubierto que el tamafio y la naturaleza del grupo efector influyen en la semivida de los
dAb-grupos efectores de acuerdo con la invencion.
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Un grupo efector preferido de acuerdo con la presente invencién es o comprende la regién Fc de una molécula
de anticuerpo. Dicho grupo efector permite la unién a receptores de Fc (por ejemplo, uno o ambos receptores de Fc
CD64 y CD32) y la activacién del complemento por medio de la interacciéon con Clq, mientras que al mismo tiempo
proporciona a la molécula una mayor semivida que un dominio de cadena pesada variable sencillo en aislamiento.

Como se usa en el presente documento, el término “epitope” es una unidad de estructura unida convencionalmente
por un sitio de unién a antigeno como se proporciona por uno o mas dominios variables, por ejemplo, un par de Vy/Vy.
de inmunoglobulina. Los epitopes definen el sitio de unién minimo para un anticuerpo y, por lo tanto, representan
la diana de especificidad de un anticuerpo. En el caso de un anticuerpo de domino sencillo, un epitope representa la
unidad de estructura unida por un dominio variable aislado de cualquier otro domino variable.

Como se usa en el presente documento, el término “seleccionar” (un dominio variable de anticuerpo) incluye den-
tro de su alcance la seleccién de (un dominio variable de anticuerpo) de varias alternativas diferentes. Las técnicas
para la “selecciéon” de dominios variables de anticuerpos serdn conocidas para los expertos en la técnica. El término
“seleccion” (de un domino variable de anticuerpo) incluye dentro de su alcance la “seleccién” de uno o mds dominios
variables por exploracién de bibliotecas. Ventajosamente, la seleccién implica la exploracién de un repertorio de do-
minios variables de anticuerpo presentados en las superficies de bacteriéfagos dentro de una biblioteca de presentacién
en fagos (McCafferty y col, (1990) Nature 340, 662-654) o sistemas in vitro basados en emulsion (Tawfik & Griffiths
(1998) Nature Biotechnol 16(7), 652-6).

Como se usa en el presente documento, el término “unir” (el dominio sencillo que se describe en el presente
documento a un grupo efector) incluye dentro de su alcance la unién directa de un dominio sencillo como se describe
en el presente documento a una o mds regiones constantes como se describen en el presente documento. También
incluye la unién indirecta de un dominio sencillo a un grupo efector por medio, por ejemplo, de un grupo adicional
y/o de una regién de engarce. Ademads, el término “unir” incluye dentro de su alcance una asociacién de los grupos
respectivos de modo que la asociacién se mantenga in vivo, de manera que el dAb-grupo efector es capaz de producir
efectos bioldgicos, tales como aumentar la semivida (es decir, tiempo de permanencia en suero del dominio variable)
y permitir que se aprovechen los atributos funcionales de, por ejemplo, regiones constantes, tales como regiones Fc,
in vivo.

En una realizacién preferida, el domino variable y el grupo efector se unen directamente, sin el uso de un engarce.

En el caso de que se use un engarce para unir un dominio variable a uno o mas dominios de regién constante, el
engarce es ventajosamente un engarce polipeptidico. Un experto en la materia apreciard que la longitud y composicién
del engarce pueden afectar a las caracteristicas fisicas del dAb-grupo efector. Por lo tanto, un engarce corto puede
minimizar el grado de libertad del movimiento presentado por cada grupo respecto al otro, mientras que un engarce
mds largo puede permitir mayor libertad de movimiento. Asimismo, aminodcidos voluminosos o cargados también
pueden restringir el movimiento de un dominio respecto al otro. Se proporciona un andlisis de engarces adecuados en
Bird y col. Science 242, 423-426. Hudson y col, Journal Immunol Methods 231 (1999) 177-189; Hudson y col, Proc
Nat Acad Sci USA 85, 5879-5883. Un ejemplo es un engarce (Gly, Ser), en el que n=1 a §, por ejemplo, 2, 3 6 4.

La unién de un dominio variable sencillo a un grupo efector, como se define en el presente documento, puede
conseguirse a nivel del polipéptido, es decir después de la expresion del 4cido nucleico que codifica los dominios y
grupos respectivos. Como alternativa, la etapa de unién puede realizarse a nivel del dcido nucleico. Los procedimientos
de unién incluyen el uso de quimica de proteinas y/o técnicas de biologia molecular con las que estardn familiarizados
los expertos en la materia y se describen en el presente documento.

Como se define en el presente documento, la expresién “dominio variable sencillo de anticuerpo que no es de
camélido” se refiere a un dominio variable sencillo de anticuerpo que no procede de camélido. El dominio variable
sencillo de anticuerpo que no es de camélido puede seleccionarse de un repertorio de dominios sencillos, por ejemplo,
de los representados en una biblioteca de presentacion en fagos. Como alternativa, pueden proceder de moléculas de
anticuerpo nativas. Los expertos en la materia serdn conscientes de fuentes adicionales de dominios variables sencillos
de anticuerpo que no proceden de camélido.

Los dominios variables sencillos de anticuerpo son dominios variables de cadena ligera (V). Cada dominio varia-
ble de cadena V. es del subgrupo Vkappa (Vk) o Vlambda (V).

De acuerdo con una realizacién de la presente invencién, un dominio variable de anticuerpo (V) se une a uno
0 mas dominios pesados de region constante de anticuerpo. Dichos uno o mas dominios de cadena pesada constante
constituyen un “grupo efector” de acuerdo con la presente invencion.

En una realizacion, cada domino V| se une a una regién Fc (un grupo efector) de un anticuerpo. Ventajosamente,
un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién es Vi - Fc. En el caso de que el grupo efector sea una regién Fc de
un anticuerpo, entonces el domino CH3 facilita la interaccién de un dAb-grupo efector con receptores de Fc mientras
que el dominio CH2 permite la interaccion de un dAb-grupo efector con Clq, facilitando de este modo la activacion del
sistema del complemento. Ademads, los presentes inventores han descubierto que la porcién Fc del anticuerpo estabiliza
el dAb-grupo efector y proporciona a la molécula una semivida adecuada para uso terapéutico y/o profilactico in vivo.
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Otros grupos efectores adecuados incluyen cualquiera de los seleccionados del grupo constituido por los siguien-
tes: un grupo efector que comprende al menos una region constante de cadena ligera de anticuerpo (CL), un dominio
de cadena pesada CH1 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo, un dominio de cadena pe-
sada CH3 de anticuerpo, o cualquier combinacién de los mismos. Ademds de dichos uno o mds dominios de regién
constante, un grupo efector también puede comprender una regién de bisagra de un anticuerpo (tal como una regién
que se encuentra normalmente entre los dominios CH1 y CH2 de una molécula de IgG). En una realizacién adicional
del aspecto anterior de la invencion, el grupo efector es una regioén de bisagra en solitario de modo que el dAb-grupo
efector comprende un dominio variable sencillo unido a la regién de bisagra de una molécula de anticuerpo.

De acuerdo con la presente invencidn, ventajosamente un grupo efector como se describe en el presente documento
es o comprende los dominios de region constante CH2 y/o CH3. Ventajosamente, el grupo efector comprende CH2
y/o CH3, preferentemente un grupo efector como se describe en el presente documento esta constituido por dominios
CH2 y CH3, opcionalmente unidos a una regién de bisagra de una molécula de anticuerpo como se describe en el
presente documento.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un “dAb-grupo efector” que puede obtenerse usando
los procedimientos de la presente invencion. Para evitar cualquier duda, los “dAb-grupos efectores” de acuerdo con
la presente invencién no incluyen dentro de su alcance la estructura de cuatro cadenas de moléculas de IgG ni la
estructura de doble cadena de anticuerpos de camélido de origen natural o las descritas en el documento EP 0 656 946
Al.

Los dominios variables sencillos de anticuerpo son dominios variables de cadena ligera (V). Cada dominio varia-
ble de cadena V| es del subgrupo Vkappa (Vk) o Vlambda (V). El uso de dominios V| tiene la ventaja de que estos
dominios, a diferencia de los dominios de cadena pesada variables (Vy), no poseen superficies de contacto hidréfobas
que son “pegajosas” y pueden causar problemas de solubilidad en el caso de dominios Vy aislados.

Estructuralmente, las moléculas de inmunoglobulina de grupo efector de dominio sencillo de acuerdo con la pre-
sente invencién comprenden dominios V; como se han descrito anteriormente.

De acuerdo con el aspecto anterior de la invencidn, ventajosamente el dAb-grupo efector obtenido por los pro-
cedimientos de la invencién es un Vy-Fc o un Vi -Fc. Mds ventajosamente, el dAb-grupo efector es V -Fc. En una
realizacion alternativa de este aspecto de la invencidn, el dAb-grupo efector es Vy-bisagra. En una realizacién alterna-
tiva mds, el dAb-grupo efector es un Vk-Fc. Los presentes inventores han descubierto que la porcién Fc del anticuerpo
estabiliza el dAb-grupo efector, proporcionando a la molécula una semivida adecuada.

En una realizacion alternativa de este aspecto de la invencidn, el grupo efector se basa en un fragmento de anti-
cuerpo Fab. Es decir, comprende un fragmento de anticuerpo que comprende un dominio Vi o un domino Vi unido
a uno o mas dominios de regién constante que componen un fragmento Fab. Un experto en la materia apreciard que
dicho fragmento comprende s6lo un dominio variable. Dichos grupos efectores de Fab se ilustran en la Figura 1.

EnlaFigura 1 se ilustran diversos “dAb-grupos efectores” preferidos preparados de acuerdo con los procedimientos
de la presente invencion.

Los dAb-grupos efectores de la presente invencién pueden combinarse sobre estructuras multiligando que no
son de inmunoglobulina de modo que forman estructuras multivalentes que comprenden mds de un sitio de unién a
antigeno. Dichas estructuras tienen una mayor avidez de unién a antigeno. En un ejemplo de dichos multimeros, las
regiones V se unen a epitopes diferentes en el mismo antigeno proporcionando una avidez superior. En otra realizacién,
pueden construirse complejos multivalentes en proteinas de armazén como se describe en el documento WO0069907
(Medical Research Council), que estdn basados, por ejemplo, en la estructura de anillo de GroEL bacteriano o en otros
polipéptidos de chaperona.

Como alternativa, los dAb-grupos efectores de acuerdo con la presente invencion pueden combinarse en ausen-
cia de un armazoén proteico que no es de inmunoglobulina para formar estructuras multivalentes que estdn basadas
Unicamente en dominios de inmunoglobulina. Dichas estructuras multivalentes pueden tener mayor avidez hacia mo-
Iéculas diana gracias a que comprenden multiples sitios de unién a epitope. Dichas estructuras multivalentes pueden
ser homodimeros, heterodimeros o multimeros.

Los presentes inventores consideran que los dAb-grupos efectores de la invencién, asi como dichas estructuras
multivalentes, serdn de utilizad particular para su uso en usos profilacticos y/o terapéuticos.

Los antigenos pueden ser, o formar parte de, polipéptidos, proteinas o dcidos nucleicos, que pueden ser de origen
natural o sintético. Un experto en la materia apreciard que la eleccién es grande y variada. Por ejemplo, pueden ser
proteinas humanas o animales, citocinas, receptores de citocinas, cofactores enzimaticos para enzimas o proteinas
de unién a ADN. Las citocinas adecuadas y factores de crecimiento incluyen, pero sin limitacién: ApoE, Apo-SAA,
BDNF, Cardiotrofina-1, EGF, receptor de EGF, ENA-78, Eotaxina, Eotaxina-2, Exodus-2, EpoR, FGF-4cido, FGF-
basico, factor de crecimiento de fibroblastos-10, ligando de FLT3, Fractalquina (CX3C), GDNF, G-CSF, GM-CSF,
GF-B1, insulina, IL1R1, IFN-y, IGF-1, IGF-1I, IL-1a, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (72 aminoécidos),
IL-8 (77 aminodcidos), IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18 (IGIF), Inhibina «, Inhibina
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B, IP-10, factor de crecimiento de queratinocitos-2 (KGF-2), KGF, Leptina, LIF, Linfotactina, sustancia inhibidora
Mulleriana, factor inhibidor de colonias de monocitos, proteinas atrayentes de monocitos (30 ibid), M-CSF, MDC (67
aminodcidos), MDC (69 aminoacidos), MCP-1 (MCAF), MCP-2, MCP-3, MCP-4, MDC (67 aminoacidos), MDC (69
aminodcidos), MIG, MIP-1a, MIP-18, MIP-3a, MIP-38, MIP-4, factor inhibidor de progenitor mieloide-1 (MPIF-1),
NAP-2, Neurturina, factor de crecimiento nervioso, 8-NGF, NT-3, NT-4, Oncostatina M, p55, sitio de reconocimiento
de TNFa, pro-TNF-a-tallo, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PF-4, RANTES, SDFla, SDF18, SCF, SCGF, factor
de células madre (SCF), TARC, sitio de reconocimiento de enzima TACE, TGF-a, TGF-8 TGFS1, TGF-82, TGF-
3, factor de necrosis tumoral (TNF), TNF-«, TNF-3, receptor de TNF I, receptor de TNF II, TNIL-1, TPO, VEGEF,
receptor 1 de VEGEF, receptor 2 de VEGF, receptor 3 de VEGF, GCP-2, GRO/MGSA, GRO-8, GRO-y, HCCI, 1-309,
HER 1, HER 2, HER 3 y HER 4. Los receptores de citocinas incluyen receptores para las citocinas anteriores. Se
apreciard que esta lista no pretende ser exhaustiva.

En una realizacion de la invencidn, los dominios variables proceden de un anticuerpo dirigido contra uno o mas an-
tigenos o epitopes. A este respecto, el dAb-grupo efector de la invencién puede unirse al (a los) epitope(s) o antigeno(s)
y actuar como antagonista o agonista (por ejemplo, agonista de receptor de EPO).

En una realizacién preferida, los dominios variables proceden de un repertorio de dominios de anticuerpo variable
sencillo. En un ejemplo, el repertorio es un repertorio que no se genera en un animal o un repertorio sintético. En otro
ejemplo, los dominios variables sencillos no se aislan (al menos en parte) por inmunizacion de animales. Por lo tanto,
los dominios sencillos pueden aislarse a partir de una biblioteca sin tratamiento previo.

En un aspecto, se construye una biblioteca (por ejemplo, una biblioteca de fago o fagémido o usando tecnologia
de emulsién como se describe en el documento WO 99/02671) en la que una poblacién de miembros de biblioteca
comprenden cada uno una construcciéon comun que codifica un grupo efector (por ejemplo, una region Fc). Después se
cortan y empalman una diversidad de secuencias que codifican dominios variables sencillos para formar una biblioteca
de miembros que presentan una diversidad de dominios variables sencillos en el contexto del mismo grupo efector.
Después se efecttia la seleccion de dAb-grupo efector frente a un antigeno o epitope en el contexto del grupo efector
comun, que puede haberse seleccionado, por ejemplo, en base a sus efectos deseables sobre la semivida.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona uno o mds moléculas de dcido nucleico que codifican
al menos un dAb-grupo efector como se define en el presente documento.

El dAb-grupo efector puede estar codificado en una sola molécula de dcido nucleico; como alternativa, diferentes
partes de la molécula pueden estar codificadas por moléculas de 4cido nucleico separadas. Cuando el “dAb-grupo
efector” estd codificado por una sola molécula de dcido nucleico, los dominios pueden expresarse como un polipéptido
de fusién o pueden expresarse por separado y posteriormente unirse entre si, por ejemplo, usando agentes de engarce
quimicos. Los dAb-grupos efectores expresados a partir de dcidos nucleicos separados se unirdn entre si por medios
apropiados.

El 4cido nucleico puede codificar ademds una secuencia sefial para la exportacion de los polipéptidos desde una
célula huésped tras su expresion y puede fusionarse con un componente de superficie (por ejemplo, al menos parte
de la proteina de cubierta pIIl) de una particula de bacteri6fago filamentoso (u otro componente de un sistema de
presentacion de seleccidn) tras su expresion.

En un aspecto adicional, la presente invencidn proporciona un vector que comprende un dcido nucleico de acuerdo
con la presente invencion.

En otro aspecto mds, la presente invencién proporciona una célula huésped transfectada con un vector de acuerdo
con la presente invencion.

La expresion a partir de dicho vector puede configurarse para producir, por ejemplo, en la superficie de una particula
de bacteriéfago, dAb-grupos efectores para su seleccion.

El dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencidon puede proporcionarse en forma de un kit adecuado para
la profilaxis y/o el tratamiento de una enfermedad.

En otro aspecto mads, la presente invencién proporciona una composicién que comprende un dAb-grupo efector
de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Como se ha analizado anteriormente, los presentes inventores han descubierto que el tamafio y la naturaleza del
grupo efector aumentan la semivida de un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién. Los expertos en
la materia estaran familiarizados con los procedimientos para el andlisis farmacocinético. Pueden encontrarse detalles
en Kenneth, A y col: Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists y en Peters y col, Phar-
macokinetic analysis: A Practical Approach (1996). También se hace referencia a “Pharmacokinetics”, M Gibaldi &
D Perron, publicado por Marcel Dekker, 2nd Rev. ex edition (1982), que describe pardmetros farmacocinéticos tales
como las semividas t alfa y t beta y el drea bajo la curva (ABC).
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Las semividas t¥2 alfa y t/2 beta) y el ABC pueden determinarse a partir de una curva de la concentracién en suero
de dAb-grupo efector frente al tiempo (véase, por ejemplo, la figura 6). Puede usarse el paquete de andlisis WinNonlin
(disponible de Pharsight Corp., Mountain View, CA94040, Estados Unidos), por ejemplo, para modelar la curva. En
una primera fase (la fase alfa), el dAb-grupo efector estd experimentando principalmente distribucién en el paciente,
con cierta eliminacién. Una segunda fase (fase beta) es la fase terminal cuando el dAb-grupo efector se ha distribuido
y la concentracién en suero estd disminuyendo a medida que se elimina el dAb-grupo efector del paciente. La semivida
t alfa es la semivida de la primera fase y la semivida t beta es la semivida de la segunda fase.

Por lo tanto, ventajosamente, la presente invencion proporciona un dAb-grupo efector o una composicion que
comprende un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién que tiene una semivida t3 en el intervalo de 15 minutos
o mas. Una realizacion, el extremo inferior del intervalo es de 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4
horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas o 12 horas. Ademads, o como alternativa, un dAb-grupo efector o
composicion de acuerdo con la invencién tendrd una semivida tg en el intervalo de hasta 12 horas inclusive. En una
realizacion, el extremo superior del intervalo es de 11, 10, 9, 8, 7, 6 6 5 horas. Un ejemplo de un intervalo adecuado
esde 1 a6 horas, de 2 a5 horas o de 3 a4 horas.

Ventajosamente, la presente invencidn proporciona un dAb-grupo efector o una composicién que comprende un
dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién que tiene una semivida t3 en el intervalo de 2,5 horas o mas. En una
realizacidn, el extremo inferior del intervalo es de 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 10 horas, 11 horas
0 12 horas. Ademads, o como alternativa, un dAB-grupo efector o composiciéon de acuerdo con la invencion tiene
una semivida t8 en el intervalo de hasta 21 dias inclusive. En una realizacién, un dAb-grupo efector de acuerdo
con la invencién tiene una semivida t8 de cualquiera de las semividas t8 seleccionadas del grupo constituido por las
siguientes: 12 horas o mas, 24 horas o mds, 2 dias o mas, 3 dias o mas, 4 dias o mds, 5 dias o mas, 6 dias o mas, 7 dias
o0 mas, 8 dias o mas, 9 dias o mas, 10 dias o mas, 11 dias o mads, 12 dias o mas, 13 dias o mads, 14 dias o mas, 15 dias
o mas o 20 dias o mas. Ventajosamente, un dAb-grupo efector o composicién de acuerdo con la invencién tendrd una
semivida t83 en el intervalo de 12 a 60 horas. En una realizacion adicional, tendrd una semivida t8 de un dia o mas. En
otra realizacion adicional, estard en el intervalo de 12 a 26 horas.

Ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién comprende o esta constituido por una
V.-Fc que tiene una semivida t8 de un dia o mds, dos dias o mas, 3 dias o mds, 4 dias o mds, 5 dias o mds, 6 dias o
mas, 7 dias o més. Més ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién comprende o esta
constituido por una V| -Fc que tiene una semivida t3 de un dia o més.

De acuerdo con la presente invencidn, mds ventajosamente, un dAB-grupo efector de acuerdo con la presente in-
vencién comprende un grupo efector constituido por los dominios de region constante CH2 y/o CH3, preferentemente
CH2 y CH3, con o sin una regién de bisagra como se describe en el presente documento, teniendo el dAb-grupo efec-
tor una semivida t3 de un dia o mds, dos dias o mas, 3 dias o mds, 4 dias o mds, 5 dias o mds, 6 dias o mds, o 7 dias
o mas. Més ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invenciéon comprende un grupo efector
constituido por los dominios de regién constante CH2 y/o CH3, teniendo el dAb-grupo efector una semivida t3 de un
dia o mas.

Ademds, o como alternativa a los criterios anteriores, la presente invencién proporciona un dAb-grupo efector o
una composicién que comprende un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencion que tiene un valor de ABC (4rea
bajo la curva) en el intervalo de 1 mg.min/ml o mas. En una realizacidn, el extremo inferior del intervalo es de 5, 10,
15, 20, 30, 100, 200 6 300 mg.min/ml. Ademads, o como alternativa, un dAb-grupo efector o composicién de acuerdo
con la invencién tiene un ABC en el intervalo de hasta 600 mg.min/ml. En una realizacién, el extremo superior del
intervalo es de 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75 o 50 mg.min/ml. Ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo
con la invencién tendrd un ABC en el intervalo seleccionado del grupo constituido por lo siguiente: de 15 a 150
mg.min/ml, de 15 a 100 mg.min/ml, de 15 a 75 mg.min/ml y de 15 a 50 mg.min/ml.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un dAb-grupo efector o una composicion
de acuerdo con la presente invencién en la preparaciéon de un medicamento para la profilaxis y/o tratamiento de una
enfermedad.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente
invencién o una composicién del mismo en el tratamiento de una enfermedad.

Ademéds, los presentes inventores han descubierto que un dAb-Fc especifico para la diana TNF alfa humano y
denominado TARI-5-19-Fc demostr6 ser una terapia altamente eficaz en un modelo de artritis. Por lo tanto, los inven-
tores consideran que un TAR1-5-19-grupo efector puede ser de utilidad particular en la profilaxis y/o tratamiento de
una o més enfermedades inflamatorias.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de un dAb-grupo efector de acuerdo con la inven-
cién en la preparacién de un medicamento para la profilaxis y/o tratamiento de una o mas enfermedades inflamatorias.

De acuerdo con los aspectos anteriores de la invencion, ventajosamente, el dAb-grupo efector se une especifica-
mente a TNF alfa. M4s ventajosamente, el dAb-grupo efector se une especificamente a TNF alfa humano. Adn mas
ventajosamente, el dAb-grupo efector es un dAb-Fc y se une especificamente a TNF alfa, preferentemente a TNF
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alfa humano. Ain més ventajosamente, el dAb-grupo efector comprende TAR1-5-19 como grupo efector. Mds ven-
tajosamente, el dAb-grupo efector para su uso de acuerdo con los aspectos anteriores de la invencién es TARI1-5-19-
Fc.

De acuerdo con los aspectos anteriores de la invencion, ventajosamente, dichas una o mas enfermedades inflama-
torias estdn mediadas por TNF-alfa. Ventajosamente, dichas una o mas enfermedades inflamatorias estdn mediadas
por TNF alfa y se seleccionan del grupo constituido por las siguientes: artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de
Crohn, enfermedad inflamatoria del intestino (EII), esclerosis miltiple, choque séptico, Alzheimer, trombosis corona-
ria, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y nefritis glomerular.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién
en la preparacién de un medicamento para reducir y/o prevenir y/o suprimir la caquexia en un paciente.

En una realizacién preferida de los aspectos anteriores de la invencidn, la caquexia estd asociada con una enferme-
dad inflamatoria. Ventajosamente, la enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo constituido por las siguientes:
artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria del intestino (EII), esclerosis multiple,
choque séptico, Alzheimer, trombosis coronaria, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y nefritis glome-
rular.

De acuerdo con los aspectos anteriores de la invencion, el uso puede usarse para el tratamiento de pacientes
humanos o no humanos. De acuerdo con los aspectos anteriores de la invencién, preferentemente, el paciente es un ser
humano y el TNF alfa es TNF alfa humano.

Las dosificaciones adecuadas para la administracion a un sujeto de un dAb-grupo efector de acuerdo con la inven-
cién serdn conocidas para los expertos en la materia. Ventajosamente, la dosis estd en el intervalo de entre 0,5 y 20
mg/kg de dAb-grupo efector. Mds ventajosamente, la dosificaciéon de dAb-grupo efector estd en el intervalo de entre
1 y 10 mg/kg. Los intervalos de dosificacién preferidos estdn entre 1 y 5 mg/kg. Mds ventajosamente, se administran
dosificaciones de 1 mg/kg o 5 mg/kg de dAb-grupo efector. Los regimenes de dosificacién adecuados pueden depen-
der de ciertas caracteristicas del sujeto incluyendo la edad, la gravedad de la enfermedad y similares. El dAb-grupo
efector puede administrarse, por ejemplo, particularmente cuando el sujeto es un ser humano, diariamente, una vez
por semana, dos veces por semana o una vez al mes. Los expertos en la materia apreciardn que esta lista no pretende
ser exhaustiva.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra diversos dAb-grupos efectores preferidos de acuerdo con la presente invencion.

(a) muestra Vi unida a la regién de bisagra de una molécula de anticuerpo.

(b) muestra V; unida a CH1 o CH2 o CH3.

(c) muestra Vi y V. 0 Vy y unida a CH y CH2 o CH3

(d) muestra un dAB-grupo efector de acuerdo con (b) unido a Vi o V.

(e) muestra un dimero de Vp y VL o Vy unido a cualquier combinacién de dominios CH1/CH2 y CH3, en el
que los dominios variables estdn unidos entre si, con o sin el uso de un engarce como se describe en el

presente documento

(f) muestra un dimero que tiene los mismos componentes que la etapa (e) pero en el que el punto de unién
entre los dos componentes que componen el dimero es los grupos efectores

(g) muestra Vi unida a la regién Fc de una molécula de anticuerpo.

* Los dominios variables sencillos Vi y Vi, forman cada uno un sitio de unién a antigeno o epitope respectivo y la
especificidad de antigeno o epitope de los dominios variables sencillos es diferente.

La Figura 2 muestra el vector plgplus sefial usado para generar fusiones E5-Fc y VH2-Fc. Se proporcionan detalles
en el Ejemplo 1.

La Figura 3a muestra geles de SDS-PAGE que representan la purificacién de grupos efectores de inmunoglobulina
de acuerdo con la invencién; Carril I-marcador de PM (kDa), Carril 2-medio de Cultivo antes de la purificacién de
Proteina A, Carril 3-medio de Cultivo después de la purificacion de Proteina A, Carril 4-Proteina E5-Fc purificada,
Carril 5-Proteina E5-Fc purificada. La Figura 3b muestra la glicosilacién de inmunoglobulina-grupos efectores de
acuerdo con la invencion. Los carriles estdn marcados en la Figura. La Figura 3¢ muestra los resultados del ELISA
que demuestran que las células Cos-1, células Cos-7 y las células CHO son capaces de expresar proteinas de fusién
dAb-Fc de la especificidad correcta y sin reactividad cruzada con antigenos irrelevantes.
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La Figura 4 muestra que la proteina de fusién E5-Fc es capaz de unirse a la linea celular que expresa receptores de
Fc humanos. La proteina E5-Fc purificada se marcé con fluoresceina a una proporcién de 3,3/1 de Fluo/Proteina. La
proteina marcada (concentracién de 491 ug/ml) se usé después para andlisis de FACS. Se usaron células tipo monocito
humano U937 que expresan dos tipos de FcR humanos (CD 64 y CD32) para evaluar la capacidad de la proteina de
fusién ES-Fc para unirse a estos receptores. Los resultados del FACS indican que la proteina de fusion E5-Fc se une
a la linea celular U937 (se incubaron 5x10° células U-937 con 80 ml de la dilucién 1:50 de la proteina marcada y se
examinaron vivas).

a. Figura 4a: células U-937 (control)

b. Figura 4b: células U-937 incubadas con anticuerpo anti-CD64 (control positivo)
c. Figura 4c: células U-937 incubadas con anticuerpo anti-CD32 (control positivo)
d. Figura 4d: células U-937 incubadas con anticuerpo anti-CD16 (control negativo)
e. Figura 4e: células U-937 incubadas con proteina de fusién ES-Fc

Figura 5: Se usaron células Raj 1 (que expresan solamente receptor CD32) para el andlisis de FACS. Los resultados
del FACS demuestran que la cadena E5-Fc se une a células Raj 1.

1. Células Raj 1 (control)

2. Células Raj 1 incubadas con anticuerpo anti-CD64 (control negativo)
3. Células Raj 1 incubadas con anticuerpo anti-CD32 (control positivo)
4. Células Raj 1 incubadas con anticuerpo anti-CD16 (control negativo)
5. Células Raj 1 incubadas con proteina de fusién E5-Fc

La Figura 6 muestra los resultados del Andlisis Farmacocinético. La figura muestra los niveles en suero en ratones
después de dosis IV en embolada de 50 ug de HEL-4 o E5-Fc de acuerdo con la invencién.

La Figura 7 muestra el efecto de inyecciones dos veces por semana de TAR1-5-19 sobre las puntuaciones artriticas
de los ratones Tg197.

La Figura 8 muestra la puntuacion histopatoldgica de las articulaciones del tobillo de los diferentes grupos de
tratamiento.

La Figura 9 muestra el efecto de inyecciones dos veces por semana de TAR1-5-19 sobre los pesos promedios de
grupo de ratones Tg197.

Figura 10: Secuencia de nucledtidos de la proteina de fusion de dAb de factor alfa-Fc desde el inicio de la secuencia
lider de factor alfa hasta el sitio de clonacién EcoRI.

Figura 11: Secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién de dAb de factor alfa-Fc, codificada por la secuencia
mostrada en la Figura 10.

Figura 12: Actividad de uni6n a antigeno: se determind la actividad de unién a antigeno usando un ensayo de
unién a receptor de TNF. Se revistié una placa Nunc Maxisorp de 96 pocillos con un anticuerpo de ratén anti-Fc
humana, se bloque6 con BSA al 1% y después se afiadié fusion de receptor de TNF 1-Fc. La proteina de fusiéon dAb-
Fc a diversas concentraciones se mezcla con proteina TNF a 10 ng/ml y se incuba a temperatura ambiente durante
> 1 hora. Esta mezcla se afiade a las placas revestidas de proteina de fusién de receptor de TNF 1-Fc y se incuba
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las placas se lavan para eliminar la fusién dAb-Fc libre no unida, el
TNF y los complejos de dAb-Fc/TNF. Posteriormente, la placa se incubd secuencialmente con un anticuerpo anti-TNF
biotinilado y peroxidasa de rdbano picante-estreptavidina. Después, la placa se incub6 con el sustrato de peroxidasa
de rdbano picante cromogénico TMB. Se interrumpi6 el desarrollo de color con la adicién de 4cido clorhidrico 1 M y
se ley6 la absorbancia a 450 nm. La lectura de absorbancia es proporcional a la cantidad de TNF unido, por lo tanto,
la proteina de fusién TAR1-5-19Fc competird con el receptor de TNF por la unién del TNF y reducird la sefial en el
ensayo. La proteina producida por P. pastoris tenia una actividad equivalente a la proteina de mamifero en el ensayo
de receptor de TNF in vitro descrito anteriormente.

La Figura 13 muestra un gel de SDS-PAGE no reductor al 15% que muestra una comparacion entre la proteina de
fusiéon TAR1-5-19Fc producida en células de mamifero (carriles 1 y 2) y P. pastoris (carril 3), purificada por afinidad
por Proteina A. Puede observarse que las bandas principales presentes en los tres carriles son el homodimero unido
por disulfuro a ~80 kDa y la unidad monomérica no unida por disulfuro a ~40 kDa. La filtracién en gel de la proteina
producida tanto por mamifero como por P. Pastoris indicé que en condiciones que no son de SDS-PAGE, ambas
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especies se procesan como homodimeros. La banda minoritaria por debajo del marcador de 80 kDa representa la
proteina Fc libre, sin dAb unido, producida por ataque proteolitico del polipéptido que une los dominios de dAb y Fec.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Inmunoglobulina. Se refiere a una familia de polipéptidos que conservan el plegamiento de inmunoglobulina ca-
racteristico de moléculas de anticuerpo, que contiene dos laminas S y, habitualmente, un enlace disulfuro conservado.
Los miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas estdn implicados en muchos aspectos de interacciones celulares
y no celulares in vivo, incluyendo papeles generalizados en el sistema inmune (por ejemplo, anticuerpos, moléculas
receptoras de células T y similares), e implicacién en la adhesion celular (por ejemplo, las moléculas ICAM) y sefia-
lizacién intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tales como el receptor de PDGF).

Dominio. Un dominio es una estructura proteica plegada que conserva su estructura terciaria independientemente
del resto de la proteina. Generalmente, los dominios son responsables de propiedades funcionales separadas de protei-
nas y, en muchos casos, pueden afiadirse, retirarse o transferirse a otras proteinas sin pérdida de funcién. Por dominio
variable de anticuerpo sencillo se entiende un dominio polipeptidico plegado que comprende secuencias caracteristi-
cas de dominios variables de anticuerpo. Por lo tanto, incluye dominios variables de anticuerpo, por ejemplo, en los
que uno o mas bucles se han sustituido por secuencias que no son caracteristicas de dominios variables de anticuerpo,
o dominios variables de anticuerpo que se han truncado o que comprenden extensiones N- o C-terminales.

Repertorio. Una coleccién de diversas variantes, por ejemplo, variantes polipeptidicas que difieren en su secuencia
primaria. Una biblioteca usada en la presente invencién incluird un repertorio de polipéptidos que comprende al menos
1000 miembros.

Biblioteca. El término biblioteca se refiere a una mezcla heterogénea de polipéptidos o dcidos nucleicos. La biblio-
teca estd compuesta por miembros que tienen una secuencia de dcido nucleico o polipeptidica sencilla. En este sentido,
biblioteca es sinénimo de repertorio. Las diferencias de secuencia entre miembros de la biblioteca son responsables
de la diversidad presente en la biblioteca. La biblioteca puede adoptar la forma de una mezcla simple de polipéptidos
o 4acidos nucleicos, o puede estar en forma de organismos o células, por ejemplo, bacterias, virus, células animales
o vegetales, y similares, transformados con una biblioteca de dcidos nucleicos. Preferentemente, cada organismo o
célula individual contiene s6lo uno o un niimero limitado de miembros de la biblioteca. Ventajosamente, los dcidos
nucleicos se incorporan en vectores de expresion para permitir la expresion de los polipéptidos codificados por los
acidos nucleicos. En un aspecto preferido, por lo tanto, una biblioteca puede adoptar la forma de una poblacién de
organismos huésped, conteniendo cada organismo una o mas copias de un vector de expresién que contiene un solo
miembro de la biblioteca en forma de dcido nucleico que puede expresarse para producir su miembro polipeptidico
correspondiente. Por lo tanto, la poblacién de organismos huésped tiene el potencial de codificar un gran repertorio de
variantes polipeptidicas genéricamente diversas.

Un domino sencillo-grupo efector (dAb-grupo efector), como se define en el presente documento, describe una
estructura sintética obtenida por ingenieria genética que comprende un dominio variable sencillo capaz de unirse
especificamente a uno o mds epitopes, unido a uno o mds dominios de regién constante y/o bisagra (denominado
en su conjunto “grupo efector”). El dominio variable es un dominio de cadena ligera (V). En una realizacién, un
grupo efector como se describe en el presente documento comprende una regién Fc de un anticuerpo. Los dAb-grupos
efectores pueden combinarse para formar estructuras multivalentes, mejorando de este modo la avidez de la interaccién
antigénica. Para evitar dudas, las moléculas de inmunoglobulina del dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién
son moléculas de cadena sencilla, no son anticuerpos de doble cadena (por ejemplo, los descritos en el documento EP
0 656 946 Al). Ademds, la expresion “dAb-grupo efector” no incluye en su alcance los anticuerpos de doble cadena
de origen natural generados en camélidos ni la estructura de cuatro cadenas de las moléculas de IgG. Los “dAb-grupos
efectores” de acuerdo con la presente tienen una semivida que es de una longitud suficiente como para que pueden
producir un efecto biolégico in vivo. Los presentes inventores han descubierto que es el tamafio y la naturaleza del
grupo efector la que determina las funciones efectoras del dAb-grupo efector como se define en el presente documento,
asi como la semivida in vivo de la molécula.

Anticuerpo. Un anticuerpo (por ejemplo IgG1, 2, 3 y 4; IgM; IgA; IgD; o IgE) o fragmento (tal como un Fab, Dab,
F(ab’),, Fv, Fv unido por disulfuro, scFv, diacuerpo) derivado de cualquier especie que produce de forma natural un
anticuerpo o generado por tecnologia de ADN recombinante; aislado de suero, células B, hibridomas, transfectomas,
levaduras o bacterias).

TARI-5-19 es un Dab que se une especificamente a la diana TNF alfa humana (TAR1).

Antigeno Un ligando que se une por un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién. Ventajosamente,
pueden seleccionarse dominios sencillos de acuerdo con su especificidad de unién a antigeno para su uso en la presente
invencion. El antigeno puede ser un polipéptido, proteina, d4cido nucleico u otra molécula. En el caso de anticuerpos y
fragmentos de los mismos, el sitio de unién a anticuerpo definido por los bucles variables (L1, L2, L3 y H1, H2, H3)
es capaz de unirse al antigeno.
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Un epitope, como se denomina en el presente documento, es una unidad de estructura unida convencionalmente
por uno o més dominios variables de inmunoglobulina, por ejemplo, un par Vy/V, de inmunoglobulina. Los epitopes
definen el sitio de unién minimo para un anticuerpo y, por lo tanto, representan la diana de especificidad de un anti-
cuerpo. En el caso de un anticuerpo de dominio sencillo, un epitope representa la unidad de estructura unida por un
dominio variable aislada de otro dominio variable.

El término seleccién significa escoger entre varias alternativas diferentes. Los expertos en esa materia serdn cons-
cientes de los procedimientos de seleccion de uno o mas dominios variables sencillos de anticuerpo. Ventajosamente,
el procedimiento implica la seleccién a partir de una biblioteca. Ventajosamente, la biblioteca es una biblioteca de
presentacion en fagos.

Region flanqueante universal. Una secuencia de regién flanqueante de anticuerpo sencilla correspondiente a las re-
giones de un anticuerpo conservado en secuencia como se define por Kabat (“Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, US Department of Health and Human Services) o estructura como se define por Chothia y Lesk, (1987) J.
Mol. Biol. 196:910-917. La invencién proporciona el uso de una regioén flanqueante sencilla, o un conjunto de dichas
regiones flanqueantes, que se ha descubierto que permite la modificacién de practicamente cualquier especificidad de
unién por medio de variacién en las regiones hipervariables solamente.

Ligando genérico especifico. Un ligando que se une a todos los miembros de un repertorio. Generalmente, no se
une por medio del sitio de unién a antigeno. Los ejemplos incluyen proteina A y proteina L.

Como se usa en el presente documento, la expresion “origen humano” significa que en algin punto en la modifi-
cacidn de una secuencia en cuestion, se usé una secuencia humana como fuente de secuencia de 4dcido nucleico. Se
aplica un significado andlogo al término “origen de camélido”.

Como se usa en el presente documento, la expresion “semivida aumentada” significa que un dAb-grupo efector
dado tiene una semivida en suero al menos un 25% mas prolongada respecto al mismo dAb sin el efector. Son semivi-
das aumentadas semividas preferentemente de al menos un 30% mayores, 40% mayores, 50% mayores, 75% mayores,
100% mayores, 3 veces mayores, 5 veces mayores, 10 veces mayores, 20 veces mayores, 50 veces mayores o mas.

Como se usa en el presente documento, debe entenderse que el término “seleccion’” requiere la aplicacién de una
técnica o presion selectiva, permitiendo de este modo el aislamiento de uno o mds articulos de entre una poblacién
basada en una o mds caracteristicas poseidas por el articulo o articulos seleccionados que no poseen los otros miembros
de la poblacion.

Descripcion detallada de la invencion
Técnicas Generales

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que se entiende comtinmente por un experto en la materia (por ejemplo, en cultivo celular, gené-
tica molecular, quimica de dcidos nucleicos, técnicas de hibridacién y bioquimica). Se usan técnicas convencionales
para procedimientos moleculares, genéticos y bioquimicos (véase, en general, Sambrook y col., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2* ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. y Ausubel y
col., Short Protocols in Molecular Biology (1999) 4* Ed, John Wiley y Sons, Inc., que se incorporan en el presente
documento por referencia) y procedimientos quimicos.

Preparacion de dAb-grupos efectores de acuerdo con la presente invencion

Pueden prepararse dAb-grupos efectores de acuerdo con técnicas previamente establecidas usadas en el campo
de la ingenieria genética de anticuerpos para la preparacién de scFv, anticuerpos de “fago” y otras moléculas de
anticuerpo obtenidas por ingenieria genética. Se describen técnicas para la preparacion de anticuerpos y, en particular,
anticuerpos biespecificos, por ejemplo, en las revisiones siguientes y en las referencias citadas en las mismas: Winter y
Milstein, (1991) Nature 349: 293-299; Plueckthun (1992) Immunological Reviews 130:151-188; Wright y col., (1992)
Crti. Rev. Immunol. 12: 125-165; Holliger, P. y Winter, G. (1993) Curr. Op. Biotechn. 4, 446-449; Carter, y col. (1995)
J. Hematother. 4, 463-470; Chester, K. A. y Hawkins, R. E. (1995) Trends Biotechn. 13, 294-300; Hoogenboom, H.
R. (1997) Nature Biotechnol. 15, 125-126; Fearon, D. (1997) Nature Biotechnol. 15, 618-619; Pliickthun, A. & Pack,
P. (1997) Immunotechnology 3, 83-105; Carter, P. y Merchant, A. M. (1997) Curr. Opin. Biotechnol. 8, 449-454;
Holliger, P. y Winter, G. (1997) Cancer Immunol. Immunother. 45, 128-130.

Las técnicas empleadas para la seleccion de los dominios variables emplean bibliotecas y procedimientos de selec-
cién que son conocidos en la técnica. Las bibliotecas naturales (Marks y col. (1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Vaughan
y col. (1996) Nature Biotech., 14: 309) que usan genes V reorganizados recogidos de células B humanas son bien
conocidas por los expertos en la materia. Las bibliotecas sintéticas (Hoogenboom y Winter (1992) J. Moli. Biol., 227:
381; Barbas y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457; Nissim y col. (1994) EMBO J., 13: 692; Griffiths y
col. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif'y col. (1995) J. Mol. Biol., 248: 97) se preparan por clonacién de genes V de
inmunoglobulina, habitualmente usando PCR. Errores en el procedimiento de PCR pueden conducir a un alto grado
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de aleatorizacién. Pueden seleccionarse bibliotecas de Vy y/o Vi, contra antigenos o epitopes diana por separado, en
cuyo caso se selecciona a favor de unién a dominio sencillo, o conjuntamente.

Un procedimiento preferido para sintetizar un “dAb-grupo efector” de acuerdo con la presente invencién compren-
de el uso de un sistema de seleccién en el que se selecciona un repertorio de dominios variables para su unién a un
antigeno o epitope. Los dominios sencillos seleccionados se unen después a un grupo efector.

Los grupos efectores adecuados incluyen cualquiera de los seleccionados del grupo constituido por los siguientes:
un grupo efector que comprende al menos una regidn constante de cadena ligera de anticuerpo (CL), un dominio de
cadena pesada CH1 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada
CH3 de anticuerpo o cualquier combinacién de los mismos. Ademads de dichos uno o mas dominios de regién cons-
tante, un grupo efector también puede comprender una regién de bisagra de un anticuerpo (tal como una regioén que se
encuentra normalmente entre los dominios CH1 y CH2 de una molécula de IgG). De acuerdo con una realizacién al-
ternativa de la invencidn, el “dAb-grupo efector” es un dominio variable sencillo unido a la regién de bisagra derivada
de una molécula de anticuerpo.

En una realizacién alternativa de este aspecto de la invencidn, el grupo efector se basa en un fragmento de an-
ticuerpo Fab. Es decir, comprende un fragmento de anticuerpo que comprende un dominio Vi y opcionalmente un
dominio Vy unido a uno o mds dominios de regién constante que constituyen un fragmento Fab. Un experto en la
materia apreciard que dicho fragmento comprende s6lo un dominio variable. Dichos grupos efectores Fab se ilustran
en la Figura Ig. En la realizacion de cadena 2 mostrada en la Figura Ig (es decir, la realizacion de 2 cadenas), los domi-
nios variables sencillos forman cada uno un sitio de unién a antigeno o epitope respectivo. Por lo tanto, los dominios
variables sencillos no forman conjuntamente un sitio de unién sencillo. La especificidad de antigeno o epitope de los
dominios variables es diferente.

En una realizacion preferida adicional de este aspecto de la invencidn, un grupo efector de acuerdo con la presente
invencién es una regién Fc de una molécula de IgG.

A. Sistemas de vector de biblioteca

Se conocen en la técnica una diversidad de sistemas de seleccién que son adecuados para su uso en la presente
invencién. Se describen a continuacién ejemplos de dichos sistemas.

Los sistemas de expresion en bacteriéfago lambda pueden explorarse directamente como placas de bacteri6fagos
o como colonias de liségenos, en ambos casos como se ha descrito anteriormente (Huse y col. (1989) Science, 246:
1275; Caton y Koprowski- (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87; Mullinax y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 87: 8095; Persson y col. (1991) Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A., 88: 2432) y son de utilidad en la invencion.
Aunque dichos sistemas de expresion pueden usarse para explorar hasta 10 miembros diferentes de una biblioteca,
no son realmente adecuados para explorar mayores cantidades superiores a 10° miembros).

Son de utilidad particular en la construccién de bibliotecas sistemas de presentacion de seleccion que permiten que
un 4cido nucleico se una al polipéptido que expresa. Como se usa en el presente documento, un sistema de presen-
tacion de seleccion es un sistema que permite la seleccion, por medios de presentacion adecuados, de los miembros
individuales de la biblioteca por unién de los ligandos diana y/o genéricos.

Se conocen en la técnica protocolos de seleccion para aislar miembros deseados de grandes bibliotecas, tipificados
por técnicas de presentacion en fago. Dichos sistemas, en los que se presentan diversas secuencias peptidicas en la
superficie de bacteri6fagos filamentosos (Scott y Smith (1990) Science, 249: 386) han resultado utiles para crear
bibliotecas de fragmentos de anticuerpos (y las secuencias de nucleétidos que los codifican) para la seleccion in vitro
y la amplificacion de fragmentos de anticuerpos especificos que se unen a un antigeno diana (McCafferty y col.,
WO 92/01047). Las secuencias de nucledtidos que codifican las regiones Vi y Vi se unen a fragmentos génicos
que codifican sefiales lider que los dirigen al espacio peripldsmico de E. coli y, como resultado, los fragmentos de
anticuerpo resultantes se presentan en la superficie del bacteriéfago, tipicamente como fusiones con proteinas de
la cubierta del bacteriéfago (por ejemplo, pIll o pVIII). Como alternativa, los fragmentos de anticuerpo se presentan
externamente en capsides de fago lambda (fagocuerpos). Una ventaja de los sistemas de presentacién basados en fagos
es que, debido a que son sistemas bioldgicos, pueden amplificarse miembros de bibliotecas seleccionados simplemente
cultivando el fago que contiene el miembro de biblioteca seleccionado en células bacterianas. Ademads, puesto que la
secuencia de nucledtidos que codifica el miembro de biblioteca polipeptidica estd contenida en un fago o vector
fagémido, la secuenciacién, expresion y posterior manipulacion genética es relativamente sencilla.

Los procedimientos para la construccién de bibliotecas de presentacién de anticuerpos en bacteriéfagos y biblio-
tecas de expresién en fago lambda son bien conocidos en la técnica (McCafferty y col. (1990) Nature, 348: 552; Kang
y col. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88: 4363; Clackson y col. (1991) Nature, 352: 624; Lowman y col. (1991)
Biochemistry, 30: 10832; Burton y col. (1991) Proc. Natl. Acad Sci U.S.A., 88: 10134; Hoogenboom y col. (1991)
Nucleic Acids Res., 19: 4133; Chang y col. (1991) J. Immunol., 147: 3610; Breitling y col. (1991) Gene, 104: 147;
Marks y col. (1991) mencionado anteriormente; Barbas y col. (1992) mencionado anteriormente; Hawkins y Winter
(1992) J. Immunol., 22: 867; Marks y col., 1992, J. Biol. Chem., 267: 16007; Lerner y col. (1992) Science, 258: 1313,
incorporados en el presente documento por referencia).
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Una estrategia particularmente ventajosa ha sido el uso de bibliotecas de fago de scFv (Huston y col., 1988,
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 85: 5879-5883; Chaudhary y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 87: 1066-1070;
McCafferty y col. (1990) mencionado anteriormente; Clackson y col. (1991) Nature, 352: 624; Marks y col. (1991) J.
Mol. Biol., 222: 581; Chiswell y col. (1992) Trends Biotech., 10: 80; Marks y col. (1992) J. Biol. Chem., 267). Se han
descrito diversas realizaciones de bibliotecas de scFv presentadas en proteinas de cubierta de bacteridfagos. También
se conocen refinamientos de las estrategias de presentacion en fagos, por ejemplo, como se describe en los documentos
W096/06213 y W092/01047 (Medical Research Council y col.) y W0O97/08320 (Morphosys), que se incorporan en
el presente documento por referencia.

Otros sistemas para generar bibliotecas de polipéptidos implican el uso de maquinaria enzimatica sin células para la
sintesis in vitro de los miembros de la biblioteca. En un procedimiento, se seleccionan moléculas de ARN por rondas
alternas de seleccién frente a un ligando diana y amplificacién por PCR (Tuerk y Gold (1990) Science, 249: 505;
Ellington y Szostak (1990) Nature, 346: 818). Puede usarse una técnica similar para identificar secuencias de ADN
que se unen a un factor de transcripcién humano predeterminado (Thiesen y Bach (1990) Nucleic Acids Res., 18: 3203;
Beaudry y Joyce (1992) Science, 257: 635; documentos W(092/05258 y W(092/14843). De una forma similar, puede
usarse traduccion in vitro para sintetizar polipéptidos como un procedimiento para generar grandes bibliotecas. Estos
procedimientos que comprenden generalmente complejos de polisoma estabilizados se describen adicionalmente en
los documentos WO88/08453, WO90/05785, W0O90/07003, W0O91/02076, W0O91/05058 y W092/02536. Sistemas de
presentacion alternativos que no estdn basados en fagos, tales como los desvelados en los documentos W095/22625 y
W095/11922 (Affymax) usan los polisomas para presentar polipéptidos para su seleccion.

Una categoria adicional mds de técnicas implica la seleccidn de repertorios en compartimentos artificiales, lo cual
permite la conexién de un gen con su producto génico. Por ejemplo, en los documentos W099/02671, WO00/40712
y Tawfik y Griffiths (1998) Nature Biotechnol 16(7), 652-6 se describe un sistema de seleccion en el que pueden se-
leccionarse 4cidos nucleicos que codifican productos génicos deseables en microcdpsulas formadas por emulsiones de
agua en aceite. Los elementos genéticos que codifican un producto génico que tiene una actividad deseada se compar-
timentalizan en microcdpsulas y después se transcriben y/o traducen para producir su productos génicos respectivos
(ARN o proteina) dentro de las microcdpsulas. Posteriormente se clasifican los elementos genéticos que producen
producto génico que tiene la actividad deseada. Esta estrategia selecciona productos génicos de interés por deteccién
de la actividad deseada mediante una diversidad de medios.

B. Construccion de Biblioteca

Pueden construirse bibliotecas destinadas al uso en seleccion usando procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo, como se ha expuesto anteriormente, o pueden adquirirse en fuentes comerciales. Se describen bibliotecas que
son ttiles en la presente invencion, por ejemplo, en el documento W099/20749. Una vez que se escoge un sistema
de vector y que una o mas secuencias de dcido nucleico que codifican polipéptidos de interés se clonan en el vector
de biblioteca, se puede generar una diversidad dentro de las moléculas clonadas sometiéndola a mutagénesis antes
de la expresion; como alternativa, las proteinas codificadas pueden expresarse y seleccionarse, como se ha descrito
anteriormente, antes de la mutagénesis y se realizan rondas adicionales de seleccién. La mutagénesis de secuencias
de dcido nucleico que codifican polipéptidos estructuralmente optimizados se lleva a cabo por procedimientos mole-
culares convencionales. Es de utilidad particular la reaccién en cadena de la polimerasa, o PCR, (Mullis y Faloona
(1987) Methods Enzymol., 155: 335, incorporada en el presente documento por referencia). La PCR, que usa miltiples
ciclos de replicacién de ADN catalizada por una ADN polimerasa dependiente de ADN termoestable para amplificar
la secuencia diana de interés, es bien conocida en la técnica. La construccion de diversas bibliotecas de anticuerpos se
ha analizado en Winter y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55, y referencias citadas en la misma.

Se realiza PCR usando ADN de molde (al menos 1fg; mds provechosamente 1-1000 ng) y al menos 25 pmol de
cebadores oligonucleotidicos. Puede ser ventajoso usar una mayor cantidad de cebador cuando la combinacién de
cebador es enormemente heterogénea, ya que cada secuencia estd representada por s6lo una pequefia fraccién de las
moléculas de la combinacién y las cantidades se vuelven limitantes en los ciclos de amplificacién posteriores. Una
mezcla de reaccién tipica incluye: 2 ul de ADN, 25 pmol de cebador oligonucleotidico, 2,5 ul de tamp6n de PCR
1 10X (Perkin-Elmer, Foster City, CA), 0,4 ul de dNTP 1,25 uM, 0,15 pl (o 2,5 unidades) de ADN polimerasa Taq
(Perkin Elmer, Foster City, CA) y agua desionizada hasta un volumen total de 25 ul. Se cubre con una capa de aceite
mineral y la PCR se realiza usando un termociclador programable. La longitud y la temperatura de cada etapa de
un ciclo de PCR, asi como el nimero de ciclos, se ajustan de acuerdo con los requisitos de rigurosidad efectivos.
La temperatura de hibridacién y el ajuste del tiempo se determinan tanto por la eficacia con la que se espera que un
cebador hibride con un molde como por el grado de emparejamiento erréneo que se va a tolerar; obviamente, cuando
las moléculas de dcido nucleico se amplifican y mutan simultdneamente, es necesario el emparejamiento erréneo, al
menos en la primera ronda de sintesis. La capacidad para optimizar la rigurosidad de las condiciones de hibridacién
de cebadores estd bien dentro del conocimiento de un experto moderado en la materia. Se usa una temperatura de
hibridacién de entre 30°C y 72°C. La desnaturalizacion inicial de las moléculas de molde se produce normalmente
entre 92°C y 99°C durante 4 minutos, seguida de 20-40 ciclos constituidos por desnaturalizacién (94-99°C durante
15 segundos a 1 minuto), hibridacién (temperatura determinada como se ha analizado anteriormente; 1-2 minutos)
y extension (72°C durante 1-5 minutos, dependiendo de la longitud del producto amplificado). La extension final es
generalmente durante 4 minutos a 72°C y puede seguirse de una etapa indefinida (0-24 horas) a 4°C.
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C. Union de dominios variables sencillos a grupos efectores de acuerdo con la presente invencion

Los dominios de acuerdo con la invencién, una vez seleccionados, pueden unirse a grupos efectores como se descri-
be en el presente documento por una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo procedimientos
covalentes y no covalentes.

Los procedimientos preferidos incluyen el uso de engarces polipeptidicos, como se describen, por ejemplo, en
relacién con las moléculas scFv (Bird y col., (1988) Science 242:423-426). Los engarces pueden ser flexibles, permi-
tiendo que interaccionen los dos dominios sencillos. También pueden emplearse engarces usados en diacuerpos, que
son menos flexibles (Holliger y col., (1993) PNAS (USA) 90: 6444-6448).

Los dominios variables pueden unirse a grupos efectores usando procedimientos distintos de engarces. Por ejemplo,
puede aprovecharse el uso de puentes disulfuro, proporcionados por medio de restos de cisteina de origen natural u
obtenidos por ingenieria genética.

Cuando sea apropiado, pueden emplearse otras técnicas para unir dominios variables de inmunoglobulinas a grupos
efectores de la presente invencion.

La longitud y la naturaleza del engarce pueden afectar a las caracteristicas fisicas de la molécula de dAb-efector.
Por ejemplo, los engarces pueden facilitar la asociacion de los dominios, tal como por incorporacion de restos ami-
noacidicos pequefios en localizaciones oportunas. Como alternativa, puede disefiarse una estructura rigida adecuada
que mantenga al grupo efector y al dominio variable en estrecha proximidad fisica entre si.

D. “dAb-grupos efectores” de acuerdo con la presente invencion

De acuerdo con la presente invencion, se unen dominios variables Vi sencillos a un grupo efector por medios
descritos en el presente documento.

(a) Preparacion de un dAb-grupo efector de la presente invencion

Un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién pueden proceder de cualquier especie que produzca de
forma natural un anticuerpo, o crearse por tecnologia de ADN recombinante; se aisle de suero, células B, hibridomas,
transfectomas, levaduras o bacterias.

El dominio variable sencillo y el grupo efector de acuerdo con la presente invencién pueden estar en la misma
cadena polipeptidica. Como alternativa, pueden estar en cadenas polipeptidicas separadas. En el caso de que estén en
la misma cadena polipeptidica pueden unirse por un engarce. Preferentemente, el engarce es una secuencia peptidica,
como se ha descrito anteriormente.

El dominio variable sencillo y el grupo efector pueden asociarse covalentemente o no covalentemente. En el caso
de que se asocien covalentemente, los enlaces covalentes pueden ser enlaces disulfuro.

En el caso de que los dominios variables se seleccionen de repertorios de genes V seleccionados, por ejemplo, usan-
do tecnologia de presentacion en fagos como se describe en el presente documento, entonces estos dominios variables
comprenden una region flanqueante universal, de modo que pueden reconocerse por un ligando genérico especifico
como se define en el presente documento. El uso de regiones flanqueantes universales, ligandos genéricos y similares
se describe en el documento W099/20749. Los ejemplos de segmentos génicos de la linea germinal preferidos para la
preparacion de dAB-grupos efectores de acuerdo con la invencién incluyen cualquiera de los seleccionados del grupo
constituido por los siguientes: DP38, DP45, DP47 y DPKO.

Cuando se usan repertorios de genes V, la variacién en la secuencia polipeptidica se localiza preferentemente dentro
de los bucles estructurales de los dominios variables. Las secuencias polipeptidicas de cualquier dominio variable
pueden modificarse por reordenamiento de cadenas de ADN o por mutacién para mejorar la interaccién de cada
dominio variable con su epitope complementario.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un dcido nucleico que codifica al menos un anticuerpo
de dominio sencillo-grupo efector como se define en el presente documento.

Las regiones variables pueden proceder de anticuerpos dirigidos contra antigenos o epitopes diana. Como alterna-
tiva, pueden proceder de un repertorio de dominios de anticuerpo sencillos tales como los expresados en la superficie
de bacteriéfagos filamentosos. La seleccién puede realizarse como se describe a continuacion.

En general, las moléculas de dcido nucleico y construcciones de vector necesarias para la realizacion de la presente
invencién pueden construirse y manipularse como se expone en manuales de laboratorio convencionales, tales como
Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Estados Unidos.

La manipulacién de dcidos nucleicos en la presente invencion tipicamente se lleva a cabo en vectores recombinan-
tes.
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Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un vector que comprende un dcido nucleico
que codifica al menos un dominio sencillo-grupo efector como se define en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, un vector se refiere a un elemento discreto que se usa para introducir ADN
heter6logo en células para su expresion y/o replicacién. Los procedimientos mediante los que se seleccionan o cons-
truyen y posteriormente se usan dichos vectores son bien conocidos para un experto habitual en la materia. Numerosos
vectores estan disponibles piblicamente, incluyendo plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, cromosomas artificiales y
vectores episomales. Dichos vectores pueden usarse para clonacién simple y mutagénesis; como alternativa, se em-
plea un vector de expresiéon génica. Un vector de uso de acuerdo con la invencién puede seleccionarse para alojar
una secuencia codificante de polipéptido de un tamafio deseado, tipicamente de 0,25 kilobases (kb) a 40 kilobases o
mds de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector después de manipulaciones de clonacién
in vitro. Cada vector contiene diversos componentes funcionales, que incluyen generalmente un sitio de clonacién (o
“poliengarce”), un origen de replicacién y al menos un gen marcador de seleccion. Si un vector dado es un vector de
expresion, posee ademds uno o mas de los siguientes: un elemento potenciador, un promotor, y secuencias sefial y de
terminacion de la transcripcion, cada una situada cerca del sitio de clonacidén, de modo que se unen operativamente al
gen que codifica un miembro del repertorio de polipéptidos de acuerdo con la invencién.

Los vectores tanto de clonacién como de expresién contienen generalmente secuencias de acido nucleico que
permiten que el vector se replique en una o mds células huésped seleccionadas. Tipicamente, en los vectores de
clonacion esta secuencia es una que permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico
del huésped e incluye origenes de replicacion o secuencias replicantes de forma auténoma. Dichas secuencias son
bien conocidas para una diversidad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacién del pldsmido pBR322
es adecuado para la mayoria de bacterias Gram-negativas, el origen plasmidico de 2 micrémetros es adecuado para
levaduras y diversos origenes virales (por ejemplo, SV 40, adenovirus) son utiles para clonar vectores en células de
mamifero. Generalmente, el origen de replicacion no es necesario para vectores de expresiéon de mamifero a menos
que se usen en células de mamifero capaces de replicar altos niveles de ADN, tales como células COS.

Ventajosamente, un vector de clonacién o expresion puede contener un gen de seleccién también denominado mar-
cador de seleccién. Este gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de células huésped
transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no transformadas con el vector que
contiene el gen de seleccidn, por lo tanto, no sobrevivirdn en el medio de cultivo. Los genes de seleccién tipicos codifi-
can proteinas que confieren resistencia a antibidticos y otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato
o tetraciclina, complementan deficiencias auxotréficas o suministran nutrientes criticos no disponibles en los medios
de cultivo.

Puesto que la replicacion de vectores de acuerdo con la presente invencion se realiza mas convenientemente en E.
coli, es de utilidad un marcador de seleccion en E. coli, por ejemplo, el gen de la S-lactamasa que confiere resistencia
al antibiético ampicilina. Estos pueden obtenerse de plasmidos de E. coli, tales como pBR322 o un plasmido pUC tal
como pUC18 o puck19 o pUCI119.

Los vectores de expresion contienen habitualmente un promotor que es reconocido por el organismo huésped y
estd unido operativamente a la secuencia codificante de interés. Dicho promotor puede ser inducible o constitutivo.
La expresién “unido operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estdn en
una relacién que permite que funcionen de la forma deseada. Una secuencia de control “unida operativamente” a una
secuencia codificante se liga de tal modo que la expresion de la secuencia codificante se consigue en condiciones
compatibles con las secuencias de control.

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

Los vectores preferidos son vectores de expresion que permiten la expresién de una secuencia de nucleétidos
que corresponde a un miembro de la biblioteca de polipéptidos. Por lo tanto, la seleccion con el primer y/o segundo
antigeno o epitope puede realizarse por propagacién y expresion separada de un solo clon que exprese el miembro de
la biblioteca de polipéptidos o mediante el uso de cualquier sistema de presentacion de seleccién. Como se ha descrito
anteriormente, el sistema de presentacion de seleccidn preferido es la presentacién en bacteri6fagos. Por lo tanto,
pueden usarse vectores de fago o fagémido. Los vectores preferidos son vectores de fagémido que tienen un origen de
replicacién de E. coli (para replicacién de doble cadena) y también un origen de replicacién de fago (para la produccién
de ADN monocatenario. La manipulacién y expresion de dichos vectores es bien conocida en la técnica (Hoogenboom
y Winter (1992) mencionado anteriormente; Nissim y col. (1994) mencionado anteriormente). En resumen, el vector
contiene un gen de B-lactamasa para conferir selectividad al fagémido y un promotor lac cadena arriba de un casete
de expresion que estd constituido (desde el extremo N a C-terminal) por una secuencia lider de pelB (que dirige el
polipéptido expresado al espacio peripldsmico), un sitio de clonacién mdltiple (para clonar la versién de nucleétidos
del miembro de la biblioteca), opcionalmente, uno o mas marcadores peptidicos (para su deteccién), opcionalmente
uno o mas codones de terminacién TAG y la proteina de fago plIl. Por lo tanto, usando diversas cepas supresoras y
no supresoras de E. coli y con la adicién de glucosa, isopropil tio-3-D-galactésido (IPTG) o un fago auxiliar, tal como
VCS M 13, el vector es capaz de replicarse como un plasmido sin expresion, producir grandes cantidades del miembro
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de la biblioteca de polipéptidos solamente o producir fagos, algunos de los cuales contienen al menos una copia de la
fusion de polipéptido-plll en su superficie.

La construccidn de vectores de acuerdo con la invencion emplea técnicas de ligacion convencionales. Los vectores
aislados o fragmentos de ADN se escinden, adaptan y religan de la forma deseada para generar el vector necesario. Si se
desea, puede realizarse un andlisis para confirmar que las secuencias correctas estan presentes en el vector construido
de una forma conocida. Los procedimientos adecuados para construir vectores de expresion, preparar transcritos in
vitro, introducir ADN en células huésped y realizar andlisis para evaluar la expresion y funcién son bien conocidos
por los expertos en la materia. La presencia de una secuencia génica en una muestra se detecta, o su amplificacion y/o
expresion se cuantifica, por procedimientos convencionales tales como andlisis de Southern o Northern, transferencia
de Western, transferencia puntual de ADN, ARN o proteina, hibridacién in sifu, inmunocitoquimica o andlisis de
secuencia de moléculas de dcido nucleico o proteina. Los expertos en la materia imaginaran facilmente cémo pueden
modificarse estos procedimientos, si se desea.

(b) Estructura de dAb-grupos efectores de acuerdo con la invencion

Un anticuerpo de dominio sencillo-grupo efector (dAb-grupo efector) como se define en el presente documento
describe una molécula de anticuerpo obtenida por ingenieria genética que comprende un dominio variable sencillo
capaz de unirse especificamente a uno o mds epitopes, unido a uno o mas dominios de regién constante (grupos
efectores). El domino variable es un dominio de cadena ligera (V).

Los grupos efectores adecuados incluyen cualquiera de los seleccionados del grupo constituido por los siguientes:
un grupo efector que comprende al menos una regién constante de cadena ligera de anticuerpo (CL), un domino de ca-
dena pesada CH1 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH3
de anticuerpo o cualquier combinacién de los mismos. Ademds de dichos uno o mas dominios de regién constante,
un grupo efector también puede comprender una regién de bisagra de un anticuerpo (encontrdndose tipicamente dicha
regién entre los dominios CH1 y CH2 de una molécula de IgG). Ventajosamente, un grupo efector como se describe
en el presente documento comprende una regién Fc de un anticuerpo. Més ventajosamente, un dAb-grupo efector de
acuerdo con la presente invencién es un V-Fc.

En una realizacién alternativa de este aspecto de la invencidn, el grupo efector se basa en un fragmento de anti-
cuerpo Fab. Es decir, comprende un fragmento de anticuerpo que comprende un domino Vi unido a los dominios de
regién constante que componen un fragmento Fab. Un experto en la materia apreciard que dicho fragmento comprende
un solo dominio variable.

En una realizacion, un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencion, tiene una semivida t3 de cualquiera de las
semividas t8 seleccionadas del grupo constituido por las siguientes: 12 horas o mas, 24 horas o més, 2 dias o més, 3
dias 0 mas, 4 dias o mas, 5 dias o mas, 6 dias o mas, 7 dias o mds, 8 dias o mas, 9 dias o mas, 10 dias o mas, 11 dias
0 mds, 12 dias o mds, 13 dias o mds, 14 dias o mas, 15 dias o mds o 20 dias o mas. Ventajosamente, un dAb-grupo
efector o composicién de acuerdo con la invencién tendrd una semivida t3 en el intervalo de 12 a 60 horas. En una
realizacion adicional, tendra una semivida t de 1 dia o mas. En otra realizacion adicional, estara en el intervalo de 12
a 26 horas.

Ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién comprende o estd constituido por un
V.-Fc que tienen una semivida t8 de un dia o mds, dos dias o mds, 3 dias o mds, 4 dias o mds, 5 dias o mds, 6 dias
o mds o 7 dias o mas. Mds ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién comprende o
estd constituido por un V| -Fc que tiene una semivida t8 de un dia o més.

De acuerdo con la presente invencidn, ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la invencién com-
prende un grupo efector constituido por los dominios de region constante CH2 y/o CH3, preferentemente CH2 y CH3,
con o sin una regién de bisagra como se describe en el presente documento, teniendo el dAb-grupo efector una semi-
vida tg de un dia o mds, dos dias o mds, 3 dias o mas, 4 dias o mds, 5 dias o mds, 6 dias o mds o 7 dias o més. Més
ventajosamente, un dAb-grupo efector de acuerdo con la presente invencién comprende un grupo efector constituido
por los dominios de regién constante CH2 y/o CH3, teniendo el dAb-grupo efector una semivida t3 de un dia o mas.

Armazones de inmunoglobulina

Cada dominio variable sencillo comprende un armazén de inmunoglobulina y una o mas CDR que estdn implicadas
en la interaccion especifica del dominio con uno o mds epitopes.

1. Seleccion de la conformacion de la cadena principal

Todos los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas comparten un plegamiento similar para su cadena
polipeptidica. Por ejemplo, aunque los anticuerpos son muy diversos en términos de su secuencia primaria, la compa-
racion de secuencias y estructuras cristalograficas ha puesto de manifiesto que, al contrario de lo esperado, cinco de
los seis bucles de unién a antigeno de los anticuerpos (H1, H2, L1, L2, L3) adoptan un nimero limitado de confor-
maciones de cadena principal o estructuras canénicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901; Chothia y col.
(1989) Nature, 342: 877). El andlisis de las longitudes de bucle y restos clave ha permitido, por lo tanto, la prediccién
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de las conformaciones de cadena principal de H1, H2, L1, L2 y L3 que se encuentran en la mayoria de anticuerpos
humanos (Chothia y col. (1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y col. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams y
col. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220). Aunque la regién H3 es mucho mads diversa en términos de secuencia, longitud y
estructura (debido al uso de segmentos D), también forma un nimero limitado de conformaciones de cadena principal
para longitudes de bucle cortas que depende de la longitud y de la presencia de restos particulares, o de los tipos de
resto, en posiciones clave en el bucle y la region flanqueante del anticuerpo (Martin y col. (1996) J. Mol. Biol., 263:
800; Shirai y col. (1996) FEBS Letters, 399: 1).

Los dAb-grupos efectores de la presente invencién se ensamblan ventajosamente a partir de bibliotecas de domi-
nios, tales como bibliotecas de dominios V| . Para su uso en la presente invencion, se disefian bibliotecas de polipépti-
dos de anticuerpos en las que se han seleccionado ciertas longitudes de bucle y restos clave para asegurar que se conoce
la conformacién de cadena principal de los miembros. Ventajosamente, éstas son conformaciones reales de moléculas
de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se encuentran en la naturaleza para minimizar las posibilidades de
que no sean funcionales. Los segmentos génicos V de la linea germinal sirven como una regién flanqueante basica
adecuada para construir bibliotecas de anticuerpos o receptores de células T; también son de utilidad otras secuencias.
Pueden aparecer variaciones a una baja frecuencia, de tal manera que un pequefio nimero de miembros funcionales
pueden poseer una conformacién de cadena principal alterada que no afecte a su funcién.

La teoria de la estructura candénica también es de utilidad en la invencion para evaluar el nimero de conforma-
ciones de cadena principal diferentes codificadas por anticuerpos, para predecir la conformacién de cadena principal
basandose en las secuencias de anticuerpos y para escoger restos para su diversificacién que no afecten a la estruc-
tura canénica. Se sabe que en el domino V, humano, el bucle L1 puede adoptar una de cuatro estructuras canénicas,
el bucle L2 tiene una sola estructura candnica y que el 90% de los dominios V, humanos adoptan una de cuatro o
cinco estructuras candnicas para el bucle L3 (Tomlinson y col. (1995) mencionado anteriormente); por lo tanto, en el
dominio V, solamente, pueden combinarse diferentes estructuras candnicas para crear una serie de conformaciones
de cadena principal diferentes. Dado que el domino V, codifica una serie diferente de estructuras candnicas para los
bucles L1, L2 y L3 y que los dominios V, y V, pueden emparejarse con cualquier domino Vy que puede codificar
varias estructuras candnicas para los bucles H1 y H2, el nimero de combinaciones de estructura canénica observado
para estos cinco bucles es muy grande. Esto implica que la generacién de diversidad en la conformacién de cadena
principal puede ser esencial para la produccion de una amplia serie de especificidades de unién. Sin embargo, mediante
la construccién de una biblioteca de anticuerpos basada en una sola conformacién de cadena principal conocida se ha
descubierto, al contrario de lo esperado, que la diversidad en la conformacién de la cadena principal no es necesaria
para generar una diversidad suficiente para dirigirse a sustancialmente todos los antigenos. Aldn mds sorprendente-
mente, la conformacién de cadena principal Gnica no tiene que ser una estructura de consenso - puede usarse una
conformacién de origen natural tinica como base para una biblioteca completa. Por lo tanto, en un aspecto preferido,
los dAB-grupos efectores de la invencidn poseen una sola conformacién de cadena principal conocida.

La conformacion de cadena principal tnica que se escoge es preferentemente comun entre moléculas del tipo de
la superfamilia de las inmunoglobulinas en cuestién. Una conformacién es comin cuando se observa que un nimero
significativo de moléculas de origen natural la adoptan. Por consiguiente, en un aspecto preferido de la invencion, se
considera por separado la aparicion natural de las diferentes conformaciones de cadena principal para cada bucle de
unién de una molécula de la superfamilia de las inmunoglobulinas y después se escoge una molécula de la superfamilia
de las inmunoglobulinas de origen natural que posea la combinacion deseada de conformaciones de cadena principal
para los diferente bucles. Si no estd disponible ninguna, puede escogerse el equivalente mas préximo. Es preferible
que la combinacién deseada de conformaciones de cadena principal para los diferentes bucles se cree por seleccién
de segmentos génicos de la linea germinal que codifiquen las conformaciones de cadena principal deseadas. Es mas
preferible que los segmentos génicos de la linea germinal seleccionados se expresen frecuentemente en la naturaleza
y, mds preferentemente, que sean los que mds frecuentemente se expresan de todos los segmentos génicos de la linea
germinal naturales.

En el disefio de dominios variables sencillos o bibliotecas de los mismos, la incidencia de las conformaciones de
cadena principal diferentes para cada uno de los seis bucles de unién a antigeno puede considerarse por separado.
Para H1, H2, L1, L2 y L3, se selecciona una conformacién dada que se adopta por el entre el 20% y el 100% de los
bucles de unién a antigeno de moléculas de origen natural. Tipicamente, su incidencia observada estd por encima del
35% (es decir, entre el 35% y el 100%) e, idealmente, por encima del 50% o incluso por encima del 65%. Puesto
que la gran mayoria de los bucles H3 no tienen estructuras candnicas, es preferible seleccionar una conformacién
de cadena principal que sea comin entre esos bucles que no presentan estructuras candnicas. Para cada uno de los
bucles, por lo tanto, se selecciona la conformacién que se observa con mds frecuencia en el repertorio natural. En
anticuerpos humanos, las estructuras canénicas mas populares (CS) para cada bucle son las siguientes: H1 - CS 1
(79% del repertorio expresado), H2 - CS 3 (46%), L1 - CS 2 de Vi (39%), L2 - CS 1 (100%), L3 - CS 1 de Vy
(36%) (el célculo asume una proporcién de «:A de 70:30, Hood y col. (1967) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.,
48: 133). Para bucles H3 que tienen estructuras candnicas, una longitud de CDR3 (Kabat y col. (1991) Sequences of
proteins of immunological interest, U.S. Department of Health and Human Services) de siete restos con un puente
salino del resto 94 al resto 101 parece ser la mds comun. Existen al menos 16 secuencias de anticuerpos humanos en la
biblioteca de datos EMBL con la longitud de H3 necesaria y los restos clave para formar esta conformacién y al menos
dos estructuras cristalograficas en el banco de datos de proteinas que pueden usarse como base para el modelado de
anticuerpos (2cgr y ltet). Los segmentos génicos de la linea germinal expresados més frecuentemente que adoptan
esta combinacién de estructuras canodnicas son el segmento Vy 3-23 (DP-47), el segmento J; JH4b, el segmento V,
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02/012 (DPKD9) y el segmento J, J, 1. Estos segmentos pueden usarse, por lo tanto, en combinacién como base para
construir una biblioteca con la conformacién de cadena principal sencilla deseada.

Como alternativa, en lugar de seleccionar la conformacién de cadena principal sencilla basdndose en la aparicién
natural de las diferentes combinaciones de cadena principal para cada uno de los bucles de unién por separado, se usa
la aparicion natural de combinaciones de conformaciones de cadena principal como base para escoger la conformacién
de cadena principal sencilla. En el caso de anticuerpos, por ejemplo, puede determinarse la aparicion natural de com-
binaciones de estructura canénica para dos, tres, cuatro o cinco cualquiera o para los seis bucles de unién a antigeno.
En el presente documento, es preferible que la conformacién seleccionada sea comiin en anticuerpos de origen natural
y mas preferente que se observe mas frecuentemente en el repertorio natural. Por lo tanto, en anticuerpos humanos,
por ejemplo, cuando se consideran combinaciones naturales de los cinco bucles de unién a antigeno, H1, H2, L1, L.2
y L3, se determina la combinacién mas frecuente de estructuras canénicas y después se combina con la conformacién
mads popular para el bucle H3 como base para escoger la conformacién de cadena principal sencilla.

b. Diversificacion de la secuencia canénica

La diversidad deseada se genera tipicamente variando la molécula seleccionada en una o mds posiciones. Las
posiciones a modificar pueden seleccionarse aleatoriamente o se seleccionan preferentemente. La variacién puede
conseguirse después por aleatorizacion, durante la que se sustituye el aminodcido residente por cualquier aminodcido
o andlogo del mismo, natural o sintético, produciendo un nimero muy grande de variantes o por sustitucién del
aminodcido residente por uno o mas de un subconjunto definido de aminoacidos, produciendo un nimero mas limitado
de variantes.

Se han presentado diversos procedimientos para introducir dicha diversidad. Pueden usarse PCR con tendencia a
errores (Hawkins y col. (1992) J. Mol. Biol., 226: 889), mutagénesis quimica (Deng y col. (1994) J Biol. Chem., 269:
9533) o cepas mutantes bacterianas (Low y col. (1996) J Mol. Biol., 260: 359) para introducir mutaciones aleatorias en
los genes que codifican la molécula. También son bien conocidos en la técnica procedimientos para mutar posiciones
seleccionadas e incluyen el uso de oligonucleétidos emparejados erréneamente u oligonucledtidos degenerados, con o
sin el uso de PCR. Por ejemplo, se han generado varias bibliotecas de anticuerpos sintéticos por direccién de mutacio-
nes a los bucles de unién a antigeno. La regién H3 de un Fab de unién a toxoide tetdnico humano se ha aleatorizado
para crear una serie de nuevas especificidades de unién (Barbas y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457).
Se han afadido regiones H3 y L3 aleatorias o semialeatorias a segmentos génicos V de la linea germinal para producir
grandes bibliotecas con regiones flanqueantes no mutadas (Hoogenboom y Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381;
Barbas y col. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4457; Nissim y col. (1994) EMBO J., 13: 692; Griffiths y col.
(1994) EMBO 1., 13: 3245; De Kruif'y col. (1995) J. Mol. Biol., 248: 97). Dicha diversificacién se ha ampliado para
incluir algunos o todos los demads bucles de unién a antigeno (Crameri y col. (1996) Nature Med., 2: 100; Riechmann
y col. (1995) Bio/Technology, 13: 475; Morphosys, documento W097/08320, anteriormente).

Puesto que la aleatorizacién de bucles tiene el potencial de crear aproximadamente méds de 10" estructuras para
H3 solamente y un nimero similarmente grande de variantes para los otros cinco bucles, no es factible usando la
tecnologia transformacion actual o incluso usando sistemas sin células para producir una biblioteca que represente
todas las combinaciones posibles. Por ejemplo, en una de las bibliotecas mas grandes construidas hasta la fecha, se
generaron 6 x 10'° anticuerpos diferentes, que es s6lo una fraccién de la diversidad potencial para una biblioteca de
este disefio (Griffiths y col. (1994) mencionado anteriormente).

Ademds de la eliminacién de miembros no funcionales y el uso de una sola conformacién de cadena principal
conocida, estas limitaciones se abordan diversificando solamente los restos que estén directamente implicados en la
creacion o modificacion de la funcién deseada de la molécula. Para muchas moléculas, la funcidn sera unirse a una
diana y por lo tanto la diversidad deberia concentrarse en el sitio de unién a diana, mientras se evita cambiar restos
que sean cruciales para el empaquetamiento global de la molécula o el mantenimiento de la conformacién de cadena
principal seleccionada.

E. Caracterizacion de dAb-grupos efectores de acuerdo con la presente invencion

La unién de anticuerpo de domino sencillo-grupos efectores (dAb-grupo efector) de acuerdo con la invencién
con sus antigenos o epitopes especificos puede ensayarse por procedimientos con los que estardn familiarizados los
expertos en la materia e incluyen ELISA. En una realizacion preferida, la unién se ensaya usando ELISA de fagos
monoclonales.

El ELISA de fagos puede realizarse de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado: a continuacién se expone
un protocolo ejemplar.

Pueden explorarse poblaciones de fagos producidos en cada ronda de seleccion para determinar su unién por ELI-
SA al antigeno o epitope seleccionado, para identificar anticuerpos de fagos “policlonales”. Después, pueden explorar-
se por ELISA fagos de colonias bacterianas infectadas individuales de estas poblaciones para identificar anticuerpos de
fago “monoclonales”. También es deseable explorar fragmentos de anticuerpo solubles para determinar su unién a un
antigeno o epitope, y esto también puede conseguirse por ELISA usando reactivos, por ejemplo, contra un marcador

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2346 431 T3

C- o N-terminal (véase, por ejemplo, Winter y col. (1994) Ann. Rev. Immunology 12, 433-55 y referencias citadas en
el mismo).

La diversidad de los anticuerpos monoclonales de fago seleccionados también puede evaluarse por electroforesis
en gel de productos de PCR (Marks y col. 1991, mencionado anteriormente; Nissim y col. 1994 mencionado ante-
riormente), tratamiento con sonda (Tomlinson y col., 1992) J. Mol. Biol. 227, 776) o por secuenciacién del ADN del
vector.

F. Construcciones de dcido nucleico de acuerdo con la presente invencion

En general, las moléculas de 4dcido nucleico y construcciones de vector necesarias para el funcionamiento de la
presente invencién pueden construirse y manipularse como se expone en manuales de laboratorio convencionales, tales
como Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Estados Unidos.

La manipulacién de dcidos nucleicos en la presente invencion se realiza tipicamente en vectores recombinantes.

Como se usa en el presente documento, el término vector se refiere a un elemento discreto que se usa para intro-
ducir ADN heterélogo en células para su expresion y/o replicacién. Son bien conocidos por un experto en la materia
procedimientos mediante los que seleccionar o construir y, posteriormente, usar dichos vectores. Estdn disponibles
publicamente numerosos vectores, incluyendo plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, cromosomas artificiales y vec-
tores episomales. Dichos vectores pueden usarse para clonacién simple y mutagénesis; como alternativa, se emplea
un vector de expresion génica. Un vector de utilidad de acuerdo con la invencion puede seleccionarse para alojar una
secuencia codificante de polipéptido de un tamafio deseado, tipicamente de 0,25 kilobases (kb) a 40 kilobases o mas
de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector después de manipulaciones de clonacién in
vitro. Cada vector contiene diversos componentes funcionales, que incluyen generalmente un sitio de clonacién (o
“poliengarce”), un origen de replicacién y al menos un gen marcador de seleccion. Si un vector dado es un vector de
expresion, ademds posee uno o mas de los siguientes: elemento potenciador, promotor, y secuencias sefial y de termi-
nacién de la transcripcidn, cada una situada cerca del sitio de clonacién, de modo que estén unidas operativamente al
gen que codifica un polipéptido.

Los vectores tanto de clonacién como de expresién contienen generalmente secuencias de acido nucleico que
permiten que el vector se replique en una o mds células huésped seleccionadas. Tipicamente, en los vectores de
clonacidn, esta secuencia es una que permite que el vector se replique independientemente en el ADN cromosémico
del huésped e incluye origenes de replicacion o secuencias replicantes de forma auténoma. Dichas secuencias son
bien conocidas para una diversidad de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacién del pldsmido pBR322
es adecuado para la mayoria de bacterias Gram-negativas, el origen plasmidico de 2 micrémetros es adecuado para
levaduras y diversos origenes virales (por ejemplo, SV 40, adenovirus) son utiles para vectores de clonacién en células
de mamifero. Generalmente, el origen de replicacién no es necesario para vectores de expresion de mamifero a menos
que se usen en células de mamifero capaces de replicar altos niveles de ADN, tales como células COS.

Ventajosamente, un vector de clonacién o expresion puede contener un gen de seleccién también denominado mar-
cador de seleccién. Este gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o crecimiento de células huésped
transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no transformadas con el vector que
contiene el gen de seleccidn, por lo tanto, no sobrevivirian en el medio de cultivo. Los genes de seleccion tipicos
codifican proteinas que confieren resistencia a antibidticos y otras toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, meto-
trexato o tetraciclina, complementan deficiencias auxotréficas o suministran nutrientes criticos no disponibles en los
medios de cultivo.

Puesto que la replicacion de vectores se realiza mds convenientemente en E. coli, es de utilidad un marcador de

seleccién en E. coli, por ejemplo, el gen de la B-lactamasa que confiere resistencia al antibiético ampicilina. Estos
pueden obtenerse a partir de plasmidos de E. coli, tales como pBR322 o un plasmido pUC tal como pUC18 o pUC19
o pUCI119.

Los vectores de expresion contienen habitualmente un promotor que es reconocido por el organismo huésped
y se une operativamente a la secuencia codificante de interés. Dicho promotor puede ser inducible o constitutivo.
La expresion “unido operativamente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estdn en
una relacién que los permite funcionar de su forma deseada. Una secuencia de control “unida operativamente” a
una secuencia codificante se liga de tal modo que se consigue expresion de la secuencia codificante en condiciones
compatibles con las secuencias de control.

Los promotores adecuados para su uso con huéspedes procariotas incluyen, por ejemplo, los sistemas de 3-lactama-
sa y promotor de lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema promotor de tript6fano (trp) y promotores hibridos tales como
el promotor tac. Los promotores para uso en sistemas bacterianos también contendrdn generalmente una secuencia de
Shine-Dalgarno unida operativamente a la secuencia codificante.

Los vectores preferidos son vectores de expresién que permiten la expresion de una secuencia de nucleétidos que
corresponde a un polipéptido. Por lo tanto, la seleccién con antigeno puede realizarse por propagacién y expresion
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por separado de un solo clon que exprese el polipéptido o mediante el uso de cualquier sistema de presentacion de
seleccién. Como se ha descrito anteriormente, el sistema de presentacién de seleccion preferido es presentacion en
bacteriéfagos. Por lo tanto, pueden usarse vectores de fago o fagémido. Los vectores preferidos son vectores de fa-
gémido que tienen un origen de replicaciéon de E. coli (para replicacién de doble cadena) y también un origen de
replicacién de fago (para la produccién de ADN monocatenario). La manipulacién y la expresion de dichos vectores
son bien conocidas en la técnica (Hoogenboom y Winter (1992) mencionado anteriormente; Nissim y col. (1994) men-
cionado anteriormente). En resumen, el vector contiene un gen de B-lactamasa para conferir selectividad al fagémido
y un promotor lac cadena arriba de un casete de expresion constituido por (del extremo N- a C-terminal) una secuen-
cia lider de pelB (que dirige el polipéptido expresado al espacio peripldsmico), un sitio de clonacién mdltiple (para
clonar la versién de nucleétidos del polipéptido), opcionalmente uno o mas marcadores peptidicos (para la deteccién),
opcionalmente uno o mds codones de terminacién TAG y la proteina de fago plIll. Por lo tanto, usando diversas cepas
supresoras y no supresoras de E. coli y con adicién de glucosa, isopropil tio-3-D-galactésido (IPTG) o un fago auxiliar,
tal como VCS M 13, el vector es capaz de replicarse como un pldsmido sin expresion, producir grandes cantidades del
polipéptido solamente o producir fagos, de los que algunos contienen al menos una copia de la fusién de polipéptido-
plIII en su superficie.

La construccién de vectores de acuerdo con la invencién emplea técnicas de ligacién convencionales. Los vectores
aislados o fragmentos de ADN se escinden, adaptan y religan en la forma deseada para generar el vector necesario. Si se
desea, puede realizarse un andlisis de una forma conocida para confirmar que las secuencias correctas estdn presentes
en el vector construido. Los procedimientos adecuados para construir vectores de expresion, preparar transcritos in
vitro, introducir ADN en células huésped y realizar andlisis para evaluar la expresion y funcién son conocidos por
los expertos en la materia. La presencia de una secuencia génica en una muestra se detecta, o su amplificacién y/o
expresion se cuantifica por procedimientos convencionales, tales como andlisis de Southern o Northern, transferencia
de Western, transferencia puntual de ADN, ARN o proteina, hibridacién in sifu, inmunocitoquimica o andlisis de
secuencia de moléculas de dcido nucleico o proteina. Los expertos en la materia imaginaran facilmente como pueden
modificarse estos procedimientos, si se desea.

G: Uso de dAb-grupos efectores de acuerdo con la invencion

Los dAb-grupos efectores seleccionados de acuerdo con el procedimiento de la presente invencién pueden em-
plearse en aplicaciones terapéuticas y profildcticas in vivo, aplicaciones de diagnéstico in vitro € in vivo, aplicaciones
de reactivos y ensayos in vitro y similares. Por ejemplo, los dAb-grupos efectores pueden usarse en técnicas de ensayo
basadas en anticuerpos, tales como técnicas de ELISA, de acuerdo con procedimientos conocidos por los expertos en
la materia.

Los expertos en la materia apreciaran que los dAb-grupos efectores de la invencién pueden prepararse de acuerdo
con una especificidad de unién a antigeno predeterminada o deseada. Ademas, el procedimiento de la invencion per-
mite las sintesis de dAb-grupos efectores con un grupo efector deseado, de este modo, las funciones efectoras pueden
disenarse en el dAb-grupo efector. Ademas, los presentes inventores han descubierto que la presencia del grupo efector
aumenta la semivida in vivo de la molécula.

Como se ha mencionado anteriormente, los dAb-grupos efectores de acuerdo con la invencién son de utilidad
en procedimientos de diagndstico, profildcticos y terapéuticos. Los anticuerpos de dominio sencillo-grupo efector
(dAb-grupos efectores) seleccionados de acuerdo con la invencién son de utilidad diagndsticamente en andlisis de
Western y deteccion de proteinas in situ por procedimientos inmunohistoquimicos convencionales; para su uso en estas
aplicaciones, los anticuerpos de un repertorio seleccionado pueden marcarse de acuerdo con procedimientos conocidos
en la técnica. Ademds, dichos polipéptidos de anticuerpo pueden usarse de forma preparativa en procedimientos de
cromatografia de afinidad cuando forman complejos con un soporte cromatografico, tal como una resina. Todas dichas
técnicas son bien conocidas por un experto en la materia.

Sustancialmente, se prefieren dAb-grupos efectores de acuerdo con la presente invencién de una homogeneidad de
al menos el 90 al 95% para su administracion a un mamifero, y se prefiere mas una homogeneidad del 98 al 99% o
mayor para usos farmacéuticas, especialmente cuando el mamifero es un ser humano. Una vez purificado, parcialmente
o hasta homogeneidad segtin se desee, los dAb-grupos efectores seleccionados pueden usarse diagndsticamente y/o
terapéuticamente (incluyendo de forma extracorpédrea) o en el desarrollo y realizacién de procedimientos de ensayo,
tinciones inmunofluorescentes y similares (Lefkovite y Pernis, (1979 y 1981) Immunological Methods, Volimenes I
y II, Academic Press, NY).

Los dAb-grupos efectores de la presente invencién encontraran utilidad tipicamente en la prevencion, supresion o
tratamiento de estados inflamatorios, hipersensibilidad alérgica, cincer, infeccidn bacteriana o virica y trastornos auto-
inmunes (que incluyen, pero sin limitacién, diabetes Tipo I, esclerosis miltiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, enfermedad de Crohn y miastenia grave).

En la presente solicitud, el término “prevencién” implica la administracion de la composicion protectora antes de
la induccion de la enfermedad. El término “supresion” se refiere a la administracion de la composicion después de
un acontecimiento inductor, pero antes de la aparicion clinica de la enfermedad. El término “tratamiento” implica la
administracién de la composicion protectora después de que se manifiesten los sintomas de la enfermedad.
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Se dispone de sistemas de modelo animal que pueden usarse para explorar los dAb-grupos efectores en la pro-
teccion frente o el tratamiento de la enfermedad. Se conocen en la técnica procedimientos para el ensayo de lupus
eritematoso sistémico (LES) en ratones susceptibles (Knight y col. (1978) J. Exp. Med., 147: 1653; Reinersten y col.
(1978) New Eng. J. Med., 299: 515). La miastenia grave (MG) se ensaya en ratones hembra SJL/J por induccién
de la enfermedad con proteina AchR soluble de otra especie (Lindstrom y col. (1988) Adv. Immunol., 42: 233). La
artritis se induce en una cepa susceptible de ratones por inyeccién de coldgeno Tipo II (Stuart y col. (1984) Ann.
Rev. Immunol., 42: 233). Se ha descrito un modelo por el que se induce artritis con adyuvante en ratas susceptibles
por inyeccién de proteina de choque térmico micobacteriana (Van Eden y col. (1988) Nature, 331: 171). La tiroiditis
se induce en ratones por administracién de tiroglobulina como se describe (Maron y col. (1980) J. Exp. Med., 152:
1115). La diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI) se produce de forma natural o puede inducirse en ciertas
cepas de ratones tales como las descritas por Kanasawa y col. (1984) Diabetologia, 27: 113. La EAE en ratones y
ratas sirve como modelo para la EM en seres humanos. En este modelo, la enfermedad desmielinizante se induce por
administracioén de proteina béasica de mielina (véase Paterson (1986) Textbook of Immunopathology, Mischer y col.,
eds., Grune y Stratton, Nueva York, pags. 179-213; McFarlin y col. (1973) Science, 179: 478: y Satoh y col. (1987) J.
Immunol., 138: 179).

Generalmente, los dAb-grupos efectores se utilizardn en forma purificada junto con vehiculos farmacolégica-
mente apropiados. Tipicamente, estos vehiculos incluyen soluciones, emulsiones o suspensiones acuosas o alcohdli-
cas/acuosas, incluyendo cualquiera solucién salina y/o medio tamponado. Los vehiculos parenterales incluyen solu-
cion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico y Ringer con lactato. Los adyuvantes fisioldgica-
mente aceptables adecuados, si es necesario mantener un complejo polipeptidico en suspension, pueden seleccionarse
de espesantes tales como carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, gelatina y alginatos.

Los vehiculos intravenosos incluyen soluciones de reposicion de liquidos y nutrientes y soluciones de reposicion
de electrolitos, tales como las basadas en dextrosa de Ringer. También pueden estar presentes conservantes y otros
aditivos, tales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 16* Edicion).

Los dAb-grupos efectores de la presente invencién pueden usarse como composiciones administradas por sepa-
rado o junto con otros agentes. Estos pueden incluir diversos formacos inmunoterapéuticos, tales como ciclosporina,
metotrexato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir “cécteles”
de diversos agentes citotéxicos o de otro tipo junto con los dAb-grupos efectores de la presente invencidn, o incluso
combinaciones de dAb-grupos efectores de acuerdo con la presente invencidn que tienen especificidades diferentes,
tales como dAb-grupos efectores que tienen dominios variables seleccionados usando ligandos diana diferentes, inde-
pendientemente de que se combinen o no antes de la administracion.

La via de administracién de las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién puede ser cualquiera
de las conocidas comuinmente por los expertos habituales en la materia. Para la terapia, incluyendo sin limitacién
inmunoterapia, los dAb-grupos efectores y composiciones de la invencion pueden administrarse a cualquier paciente
de acuerdo con técnicas convencionales. La administracién puede ser de cualquier modo apropiado, incluyendo por
via parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, por medio de la via pulmonar o también, de
forma apropiada, por infusién directa con un catéter. La dosificacién y frecuencia de administracién dependeran de
la edad, sexo y estado del paciente, de la administracién simultdnea de otros farmacos, contraindicaciones y otros
pardmetros a tener en cuenta por el médico.

Los dAb-grupos efectores de la presente invencién pueden liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse en
un vehiculo adecuado antes de su uso. Se ha demostrado que esta técnica es eficaz con inmunoglobulinas conven-
cionales y pueden emplearse técnicas de liofilizacién y reconstitucién conocidas en la técnica. Se apreciara por los
expertos en la materia que la liofilizacién y reconstitucién pueden conducir a grados variables de pérdida de actividad
de anticuerpo (por ejemplo, con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos IgM tienden a tener una mayor
pérdida de actividad que los anticuerpos IgG) y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse hacia arriba para
compensar.

Las composiciones que contienen los dAb-grupos efectores o un céctel de los mismos pueden administrarse para
tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, una cantidad adecuada para conseguir
una inhibicién, supresion, modulacion, destruccién o algiin otro pardmetro medible al menos parcial de una poblacién
de células seleccionadas se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades necesarias para conseguir
esta dosificacién dependerdn de la gravedad de la enfermedad y del estado general del propio sistema inmune del
paciente, pero variardn generalmente de 0,005 a 5,0 mg de anticuerpo seleccionado, receptor (por ejemplo, un receptor
de células T) o proteina de unién al mismo por kilogramo de peso corporal, usindose mas comtinmente dosis de 0,005
a 2,0 mg/kg/dosis. Para aplicaciones profildcticas, también pueden administrarse composiciones que contienen los
dAb-grupos efectores o cocteles de los mismos en dosificaciones similares o ligeramente inferiores.

Una composicién que contiene un dAb-grupo efector o céctel del mismo de acuerdo con la presente invencién
puede utilizarse en entornos profilacticos y terapéuticos para contribuir a la alteracién, inactivacién, destruccion o eli-
minacién de una poblacion de células diana seleccionada en un mamifero. Ademas, los dAb-grupos efectores descritos
en el presente documento pueden usarse de forma extracorpérea o in vitro selectivamente para destruir, reducir el nd-
mero o eliminar eficazmente de otro modo una poblacién de células diana de una coleccién de células heterogénea.
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Puede combinarse sangre de un mamifero de forma extracorpérea con los anticuerpos seleccionados, receptores de
superficie celular o proteinas de unién de los mismos de modo que las células no deseadas se destruyan o eliminen de
otro modo de la sangre para su devolucién al mamifero de acuerdo con técnicas convencionales.

La invencién se describe ademads, con fines ilustrativos solamente, en los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1
Creacion de construcciones de fusion dAb-Fc

Este ejemplo demuestra un procedimiento para generar fusiones V,-Fc y Vy-Fc (para ambas fusiones, Fc procede
de IgGl, el Fc=bisagra-CH2-CH3). Se us6é un dAb V, de unién a S-galactosidasa ES para generar una fusién V,-Fc y
un dAb Vy de unién a fosfatasa alcalina (APS) VH2 se us6 para generar una fusién Vy-Fc (las secuencias de dAb V,
ES y dAb Vi VH2 se muestran en la Tabla 1a).

Se introdujeron sitios de restriccién Hind /I1'y Not I en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, de los dAb E5 y VH2
usando los oligonucleétidos VKSHind, VH5Hind y VH3Not (Tabla 1a, obsérvese que no hay necesidad de introducir
un sitio Not / en el extremo 3’ del dAb ES5 puesto que ya existe).

Para crear fusiones E5-Fc y VH2-Fc, después se ligaron fragmentos digeridos con Hind /II/Not I que contenian
dAb V, E5 y dAb Vi VH2 en el vector plgplus Signal digerido con Hind /II/Not I (R y D Systems Europe Ltd,
Figura 2). Las mezclas de ligacién se usaron para transformar células E. coli TG1 competentes y se verificaron los
clones recombinantes por exploracién por PCR de colonias y secuenciacion usando los oligonucleétidos PIGSSEQ y
PIG3SEQ (Tabla 1b).

TABLA la

Cebador Secuencia (de 5’ a 3’)
VK5HTND CCC AAG CTT GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CC
VH5SHIND CCC AAG CTT GAG GTG CAG CTG TTG GAG TCT GG

VH3NOT TTTTCC TTT TGC GGC CGC GCT CGA GAC GGT GAC CAG
GGT TCC

PIGESEQ ACT CAC TAT AGG GAG ACC CA
PIG3SEQ CAT GTG TGA GGT TTG TCA CAA
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Ejemplo 2
Expresion de las proteinas de fusion dAb-Fc en células de mamifero

Este ejemplo demuestra que las fusiones de E5-Fc y VH2-Fc (Ejemplo 1) podian expresarse en células de mamifero
y que las proteinas producidas conservan la especificad de antigeno de los dAb parentales.

Tres lineas celulares de mamifero (COS 1, COS7 y CHO) se transfectaron con dAb E5 en plgplus y dAb VH2 en
ADN plasmidico de plgplus (Ejemplo 1) usando el Reactivo de Transfeccion FUGENE 6 (Roche). Se generaron lineas
celulares transformadas de forma estable usando medio de seleccién que contenia G418 (1 mg/ml para células COS1
y COS7y 0,5 mg/ml para células CHO).

Para comprobar la expresion de las proteinas de fusién dAb-Fc, se recogieron 25 ml del medio de cultivo de
tejidos gastado de células transfectadas, se filtraron usando un filtro de 0,45 ym y después se pasaron a través de una
columna de Proteina A Sepharose. Se eluyeron fusiones dAb-Fc usando 1,6 ml de glicina 0,1 M, pH 2,0 en 0,4 ml de
Tris 1 M, pH 9,0. Se ensayaron 50 ul de la muestra de 2 ml resultante en ELISA (se siguid el protocolo de ELISA
convencional). Se revistieron placas de 96 pocillos con 100 ul de APS y g-galactosidasa a una concentracién de 10
pg/ml en PBS durante una noche a 4°C. Se realizé la deteccién usando conjugado anti-IgG humana (especifico de Fc)-
HRP (Sigma). Los resultados del ELISA demuestran que todas las lineas celulares estdn expresando fusiones cLAb-
Fc de especificidades correctas (Figura 3c). No se observo reactividad cruzada con antigenos irrelevantes (APS para
ES5-Fc y B-galactosidasa para VH2-Fc) (Figura 3).

El andlisis de las cadenas de dAb-Fc en el gel de SDS (no reductor) indica que se estdn produciendo principalmente
como dimeros (unidas por puentes disulfuro en la bisagra) con un PM de aproximadamente 80 kDa (Figura 3a).
También es visible una banda de 40 kDa en el gel (Figura 3a) indicando que parte de la proteina también estd presente
en la forma monomérica.

La tincidn para glicosilacién puso de manifiesto que la proteina ES-Fc estd glicosilada (Figura 3b).

Después de la optimizacién de los procedimientos de expresion y purificacion, el rendimiento de la proteina de
fusién E5-Fc a partir de células COS1 es de 20 mg/l. El nivel de expresion de la fusién VH2-Fc es inferior.

Ejemplo 3
Union de la proteina de fusion E5-Fc a la linea celular que expresa receptores de Fc humana

Este ejemplo demuestra que la proteina de fusién E5-Fc es capaz de unirse a la linea celular que expresa receptores
de Fc humana. Se marcé la proteina ES-Fc purificada con fluoresceina a una proporcién de 3,3/1 de Fluo/Proteina.
La proteina marcada (concentracion de 491 ug/ml) se usé después para el andlisis de FACS. Se usaron células tipo
monocito humanas U937 que expresan dos tipos de FcR humanos (CD 64 y CD32) para evaluar la capacidad de la
proteina de fusion E5-Fc para unir estos receptores. Los resultados de FACS indican que la proteina de fusiéon E5-Fc
se une a la linea celular U937 (se incubaron 5x10° células U-937 con 80 ul de la dilucién 1:50 de la proteina marcada y
se examinaron vivas) (Figura 4). Los estudios de bloqueo de receptor en células U-937 indicaron que la cadena de ES5-
Fc se une principalmente al receptor CD32 (no se muestran los datos). Para confirmar este resultado, se usaron células
Raj 1 (que expresan solamente el receptor CD32) para el andlisis de FACS. Los resultados de FACS demuestran que
la cadena E5-Fc se une a células Raj 1 (Figura 5).

Ejemplo 4
Andlisis farmacocinético de la fusion dAb-Fc

Para el andlisis farmacocinético se inyectaron i.v. en la vena de la cola de 6 grupos de tres ratones CD1 macho (de
una edad de aproximadamente 6 a 7 semanas; pesos corporales de aproximadamente 25 a 30 g) 50 ug de dAb-Fc (ES5-
Fc como se describe en el Ejemplo 1). La proteina E5-Fc se purificé a partir de una linea celular de mamifero como se
describe en el Ejemplo 2 y se dializ6 dos veces durante >2 h frente a 500 volimenes de solucién salina tamponada con
fosfato. Se inyectaron i.v. en la vena de la cola a 6 grupos de tres ratones CD1 macho (de una edad de aproximadamente
6 a 7 semanas; pesos corporales de aproximadamente 25 a 30 g) 50 ug de dAb (un dAb anti-lisozima de huevo de
gallina denominado HEL-4 que tiene un marcador epitépico HA C-terminal, véase a continuacién la secuencia de
aminodcidos). HEL-4 se expresé en la cepa de E. coli HB2151 y se purific a partir de la fraccién peripldsmica por
cromatografia convencional usando proteina A e intercambio anidnico. La proteina se dializ6 dos veces durante >2 h
frente a 500 volimenes de solucién salina tamponada con fosfato.
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La secuencia de aminodcidos de HEL-4

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFRISDEDMGWVRQAPGKGLEWVSSIYGP
SGSTYYADSVKGRFTISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASALEPLSEPLGF
WGQGTLVTVSSAAYPYDVPDYA

A los puntos temporales seleccionados, 3 animales de cada grupo se sacrificaron humanitariamente y se recogio una
muestra de sangre terminal. Se dejoé que la sangre coagulara (aproximadamente 30 min.) y después se centrifugd para
preparar el suero. El suero se decantd y se almacené congelado hasta su andlisis. Para determinar las concentraciones
de dAb o dAb-proteina Fc, las muestras de suero se diluyeron en solucién salina tamponada con fosfato que contenia
Tween-20 al 2% (v/v) y se ensayaron por ELISA de captura de antigeno. Para HEL-4, el antigeno era lisozima de huevo
de gallina que se aplicé como un revestimiento durante una noche en una placa Maxisorp (Nunc) a 3 mg/ml en tamp6n
que contenia Na,CO; 1,59 g/l, NaHCO; 2,93 g/1, pH 9,6 a 4°C. Para E5-Fc, el antigeno era 8-galactosidasa aplicada
como un revestimiento durante una noche en una placa Maxisorp (Nunc) a 10 ug/ml en solucidn salina tamponada con
fosfato a 4°C. La unién de HEL-4 y E5-Fc a sus antigenos respectivos se detecté usando un anticuerpo monoclonal de
rata anti-epitope de HA marcado con HRP (peroxidasa de rdbano picante) (Roche) o un anticuerpo policlonal de cabra
anti-Fc humano marcado con HRP (Sigma), respectivamente. Se usaron concentraciones conocidas de HEL-4 y ES-Fc
para calibrar estas lecturas. Los resultados del experimento farmacocinético en ratén (Figura 6 y Tabla 2) demuestran
una semivida muy aumentada en el suero para dAb fusionado a una regién Fc en comparacién con un dAb.

TABLA 2
t1/20 (h)[t1/2p (h) AUC (0-)
(mg.min/ml)
HEL-4| 0,067 0,34 0,1
E5-Fc 2 25,4 31,8

Ejemplo 5
Estudio de eficacia de TARI-5-19 en un modelo transgénico de TNF humano de artritis

El TARI-5-19, como se denomina en el presente documento, es un dAb que se une especificamente a la diana TNF
alfa humano (TAR1).

Los ratones Tg197 son transgénicos para el gen hibrido de TNF humano-globina y los heterocigotos a las 4-
7 semanas de edad desarrollan una poliartritis progresiva crénica con caracteristicas histolégicas en comin con la
artritis reumatoide. [Keffer, J., Probert, L., Cazlaris, H., Georgopoulos, S., Kaslaris, E., Kioussis, D., Kollias, G.
(1991). Transgenic mice expressing human tumor necrosis factor: a predictive genetic model of arthritis. EMBO 1J.,
Vol. 10, pags. 4025-4031].

Para ensayar la eficacia de una fusién de dAb V, con Fc (dAb fusionado a regiones CH2-CH3 de IgG1, siendo el
dAb TAR1-5-19) en la prevencién de la artritis en el modelo de Tg197, se dividieron ratones transgénicos heterocigotos
en 5 grupos de 10 animales con igual nimero de machos y hembras. El tratamiento comenz6 a las 3 semanas de edad
con inyecciones intraperitoneales dos veces por semana de los articulos de ensayo. Los grupos de tratamiento se
enumeran en la Tabla 1. El dAb-Fc de control era una fusion entre la region Fc de IgG1 humana y un dAb anti-8-
galactosidasa (denominado ES5) y se expresé en el sobrenadante de una linea celular COS-7 transfectada de forma
estable. La fusion TAR1-5-19-Fc se expresé por transfeccion transitoria de COS-7. Ambas proteinas de fusion con
Fc se purificaron por cromatografia de proteina A. El monémero TAR1-5-19 se expresaba en E. coli y se purificé por
cromatografia de proteina L e IEX. Todas las preparaciones de proteina eran en solucién salina tamponada con fosfato
y se ensayaron para niveles aceptables de endotoxinas.
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TABLA 3

Grupos de tratamiento y dosificacion

Grupo |Tratamiento Dosis Dos Veces por Semana
1 Fusion dAb-Fc de Control 10 mg/kg

2 Fusion de TAR1-5-19-Fc 10 mg/kg

3 Fusion de TAR1-5-19-Fc 1 mg/kg

4 Monémero de TAR1-5-19 20 mg/kg

5 Control de solucién Salina N/A

El estudio se realiz6 con un disefio ciego. Cada semana los animales se pesaron y se puntuaron los signos ma-
crofenotipicos de artritis de acuerdo con el sistema siguiente: O = sin artritis (aspecto y flexién normal), 1 = artritis
ligera (distorsion articular), 2 = artritis moderada (hinchamiento, deformacion de la articulacidn), 3 = artritis intensa
(movimiento gravemente afectado). La semana 10, el tobillo/pata y las articulaciones de la rodilla de los animales se
fijaron, se embebieron y se realizé un anélisis histopatoldgico en la articulacidn del tobillo usando el sistema siguiente:
0 = sin patologia detectable, 1 = hiperplasia de la membrana sinovial y presencia de infiltrados polimorfonucleares, 2
= formacién de tejido fibroso y tejido de granulacion y erosidon de hueso subcondral focal, 3 = destruccién de cartilago
articular y erosién 6sea, 4 = amplia destruccion de cartilago articular y erosion 6sea. La histologia se puntué con un
disefio ciego.

El resultado de la puntuacién artritica demostraba claramente que 10 mg/kg de la fusién TAR1-5-19-Fc inhibia
el desarrollo de la artritis (véase la Figura 7). Una comparacién de las puntuaciones artriticas medias a la semana 10
de TAR1-5-19-Fc con dAb-Fc de control, el monémero de TAR1-5-19 o el control de solucién salina daba un efecto
estadisticamente significativo (P<0,1%). La baja dosis de TAR1-5-19-Fc producia una puntuacién artritica media
inferior que dAb-Fc de control, sin embargo, la diferencia no era estadisticamente significativa. Existian algunas
pruebas (P<5%) de que la artritis estuviera apareciendo antes en el grupo de solucién salina en comparacién con el
grupo de TAR1-5-19-Fc a 1 mg/Kg.

Los resultados de la puntuacién macrofenotipica de la artritis en las articulaciones se reflejaron en la puntuacién
histopatolégica (véase la Figura 8). El tratamiento profildctico con una alta dosis de TAR1-5-19-Fc dio como resultado
una menor puntuacion histopatolégica en comparacién con los grupos de control.

La caquexia, que es un efecto de los niveles aumentados de TNF circulante en los animales transgénicos, se inhibia
claramente por el TAR1-5-19-Fc (alta dosis) (véase la Figura 9).

En conclusién, se demostré que el TAR1-5-19-Fc era una terapia altamente eficaz en el modelo de artritis Tg197.

Ejemplo 6
Expresion de una proteina de fusion dAb-Fc en Pichia pastoris
Construccion del vector

El vector para la expresion secretada inducible por metanol de proteinas de fusién dAb-Fc en Pichia se construy6
basandose en el vector de expresiéon pPICZalpha (Invitrogen). El vector se modific para retirar el sitio Xhol en el
nucledtido 1247 por digestiéon con Xbal y Kpnl, formacién de extremos romos con Pfu polimerasa y religacién. El
sitio Sall en el nucleétido 1315 se eliminé por digestién con Sall, formacién de extremos romos con Pfu polimerasa
y religacién. Después se amplificé con PCR una fusién de dAb VK-Fc a partir de una construccién de expresion de
mamifero descrita anteriormente usando los cebadores proporcionados a continuacién y ADN polimerasa PfuTurbo
(Stratagene)

PVKF2 5-TCTCTCGAGAAAAGAGACATCCAGATGACCCAGTCTCGC-3'
FcPicR1 5-TAGAATTCTCATCATTTACCCGGAGACAGGGAGA-3’

El producto de PCR se digirié6 con Xhol y EcoRI y después se cloné en un vector de expresion digerido con
EcoRI/Xhol. Esto dio la construccién pPICZalpha-TAR1-5-19Fc que produciria un anti-proteina de fusiéon de TNF-
Fe.
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Para construir un vector general para la produccién de fusiones con Fc de dAb VH o VK, el fragmento de dAb
Xhol-Notl se escindié de pPICZalpha-TAR1-5-19Fc, y se sustituyé por un engarce Xhol-Notl que contenia un si-
tio Sall en fase de lectura (la secuencia del fragmento, incluyendo los sitios de restriccion: 5’-CTCGAGAAAA
GAGCGTCGACATCTAGATCAGCGGCCGC-3).

Otros dAb podrian clonarse después en este vector digerido con Xhol y Notl después de la amplificacién por PCR
usando los pares de cebadores siguientes y se clonaron como fragmentos Xhol y Notl.

Para dAb VH:

PVHF1 5-TCTCTCGAGAAAAGAGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTG-3
PVHR2 5-TAGAATTCTTATTAGCTAGAGACGGTGACCAGGGT-3

Para dAb VK:

PVKF2 5-TCTCTCGAGAAAAGAGACATCCAGATGACCCAGTCTCGC-3
PVKR1 5-TAGAATTCTTATTACCGTTTGATTTCCACCTTGGTC-3’

Las secuencias se verificaron por secuenciacién con los cebadores siguientes
Cebador de factor alfa (directo): 5’-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’
3’AOX1 (inverso): 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’

Toda la clonacion se realizé en células E. coli TOP10F’. Los vectores se linealizaron con Pmel antes de la trans-
formacién de Pichia.

Este vector, cuando se integre en el genoma de P. pastoris, expresara la proteina de fusiéon de dAb recombinante
anti-TNF-Fc TAR1-5-19Fc tras la induccidén con metanol. La proteina se producird con una sefial de secrecion de
factor de conjugacién alfa de levadura amino-terminal, que dirigira la secrecién al medio de cultivo, durante la que
se eliminard por escision mediante la proteasa Kex?2, para dejar una proteina de fusion dAb-Fc homogénea que puede
purificarse a partir del sobrenadante de cultivo.

La proteina producida en el presente documento tiene un sitio de escisién de proteasa para el Factor Xa entre el
dAb y laregién Fc. Esto ayuda al andlisis funcional de la proteina, pero podria sustituirse por: un engarce polipeptidico
flexible, un engarce polipeptidico rigido u otra secuencia de escisiéon por proteasa especifica.

El uso de un sitio de escision por proteasa especifico proporcionaria ventajas reduciendo la cantidad de proteina
que se une inespecificamente a un antigeno en un tejido no diana que también expresase la proteasa seleccionada,
cuando el tejido diana no expresa. Esto podria ser ttil en inmunotoxinas dirigidas, conjugados de farmacos o enzimas
de activacién de profarmacos.

A continuacion y en la figura 10 se muestra la secuencia de nucleétidos de la proteina de fusién de dAb de factor
alfa-Fc desde el inicio de la secuencia lider del factor alfa al sitio de clonacién EcoRI

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGT
CAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAG
ATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATT
GTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAG
AGAGGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCTCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCAC
CATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTGATAGTTATTTACATTGGTACCAGCAGAAACCAGG
GAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGTGCATCCGAGTTGCAAAGTGGGGTCCCATCACGTTT
CAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTT
TGCTACGTACTACTGTCAACAGGTTGTGTGGCGTCCTTTTACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGT
GGAAATCAAACGGGCGGCCGCGGATCCCATCGAAGGTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGATCCCA
AATCTTGTGACAAACCTCACACATGCCCACTGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGT
CAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC
ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACG
GCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
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GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAA

GGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGC
CCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTC
AGCCTGACCTGCCTAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGGCCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
TGATGAGAATTC

La secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién dAb de factor alfa-Fc, segtin se codifica por la secuencia de
nucledtidos anterior, se muestra a continuacién y también en la figura 11.

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINT
TIASIAAKEEGVSLEKREDIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDS Y LHWYQQKPGKAPKLLIYSASEL
OSGVPSRFSGSGSGTDFTILTISSLOQPEDFATYYCQQOVVIWRPFTFGOGTKVEIKRAAADPIEGRGGGGGD
PKSCDKPHTCPLCPAPELLGGPSYFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKATPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

estd subrayada la secuencia del lider de los factores de conjugacién alfa de levadura. En cursiva estd la secuencia
del dAb. La porcion Fc estd en negrita. E1 dAb y la regién Fc estdn separados por un espaciador polipeptidico, que
contiene en este caso un sitio de escisién por proteasa del Factor Xa.

Transformacion de la cepa KM71H de Pichia pastoris

Se hicieron competentes células de Pichia por electroporacion cultivando P. pastoris KM71H en medio YPD 0,51
(extracto de levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), glucosa al 2% (p/v)) a 30°C hasta una DOggg,r, de 1,0. Después,
las células se lavaron dos veces con agua enfriada con hielo y una vez con 20 ml de sorbitol 1 M enfriado con hielo
y se resuspendieron en 1 ml de sorbitol 1 M. Se incubaron 80 microlitros de la suspensién resultante en hielo con
10 microlitros de agua que contenia 10 microgramos de vector linealizado con Pmel producido como se ha descrito
anteriormente durante 5 minutos y después se sometieron a electroporacién en una cubeta de electroporacién con un
hueco entre los electrodos de 0,2 cm a 0,54 kV, 25 microFarad, con la resistencia ajustada al infinito en un Biorad
Gene Pulser II con un extensor de capacitancia (Biorad). Las células se recuperaron en 1 ml de sorbitol 1 M, después
se sembraron en placas de YPDS (extracto de levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), glucosa al 2% (p/v), sorbitol
1 M en agar al 1,5% (p/v)) complementado con 100, 500, 1000 o 2000 mg/ml de zeocina. Las placas se cultivaron
durante 2-3 dias a 30°C y, después, las colonas se volvieron a sembrar por estrias para aislar poblaciones clonales. Los
propios clones se caracterizaron por sus niveles de expresion como se describe a continuacioén.

Este resultado también podria obtenerse en otras cepas de Pichia pastoris tales como X33, o las cepas deficientes
en proteasa smd1163, smd1165 o smd1168 que serdn ventajosas para reducir la escisién proteolitica de la proteina
de fusién dAb-Fc durante la expresion. Como alternativa, otras especies de Pichia tales como Pichia methanolica, u
otras levaduras y especies fungicas tales como Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisiae, Candida boidinii,
o Aspergillus awamorii, serian adecuadas para la expresion de protefnas de fusién dAb-Fc.

Expresion

La expresion se llevé a cabo en matraces de agitacion con deflectores en medio BMGY complejo que contiene
glicerol como fuente de carbono (extracto de levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), glicerol al 1% (v/v), base de
nitrégeno de levadura al 1,34% (p/v), biotina al 4x10~°% (p/v), tampén KPO, 100 mM, pH 6,0). Los cultivos se dejaron
crecer a 30°C con agitacion a 250 rpm a una DOy, de 10, después el sedimento se recuperd por centrifugacion y se
resuspendié en BMMY para inducir la expresion (extracto de levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), metanol al
0,5 (v/v), base de nitrégeno de levadura al 1,34% (p/v), biotina al 4x1073% (p/v), tampén KPO, 100 mM pH 6,0). Se
observaron niveles de expresion maxima de 30 miligramos/I entre las 24-48 h después de la induccién a 30°C.

También puede realizarse el cultivo y expresién en otros medios incluyendo medio minimo o definido quimica-
mente, asi como en medios complejos, con resultados equivalentes. El cultivo a densidades celulares superiores en
condiciones de suministro de fuente de carbono controlado, niveles de induccién con metanol controlados y niveles
de oxigeno controlados en un fermentador usando procedimientos continuos o discontinuos, conduciria a mayores
niveles de expresion.
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Si es necesario un patrén de glicosilacion que esté mads préximo al observado en seres humanos, podria obtenerse
una glicosilacion tipo mamifero usando modificaciones de las enzimas de glicosilacién en Pichia, tales como las
descritas en: Hamilton SR, Bobrowicz P, Bobrowicz B, Davidson RC, Li H, Mitchell T, Nett JH, Rausch S, Stadheim
TA, Wischnewski H, Wildt S, Gemgross TU (2003). Production of complex human glycoproteins in yeast. Science.
29; 301 (5637):1171. Esto produciria un producto homogéneamente glicosilado.

Purificacion

La purificacién se llevé a cabo en sobrenadante clarificado por centrifugaciéon a 2000xg durante 20 min. a 4°C.
El sobrenadante se cargé a 300 cm/h sobre un lecho de 20 cm de profundidad de matriz de Proteina A Streamli-
ne (Amersham Biotech). Después de la carga, se eliminé el material no unido por lavado con PBS complementado
con NaCl 0,35 M. La proteina de fusioén se eluy6 con glicina 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 3,0. Las fracciones se neu-
tralizaron con 0,2 volimenes de Tris-HCl 1 M, pH 8,0. Se purifico adicionalmente la fusién dAb-Fc pura a partir
de este material por cromatografia de intercambio idénico en una columna Resource Q de 5 ml (Amersham Biote-
ch), con tamp6n Tris-HCI 20 mM a pH 8,5 usando un gradiente de NaCl de 0 a 0,5 M durante 30 volimenes de
columna.

Andlisis
Los resultados se muestran en la figura 13.

La secuenciacion amino terminal mostré que la proteina se habia procesado como se esperaba por la proteasa Kex2
de P. pastoris para dar la secuencia amino-terminal de NH,-EDQIM después de 5 ciclos de degradacién de Edman.

El andlisis de SDS-PAGE reducido y no reducido (Figura 13) mostraba que la proteina era del mismo tamaifio que
la producida en células de mamifero usando la misma construccién de proteina de fusion TAR1-5-19-Fc en un vector
de expresion de mamifero.

Mais del 75% de los homodimeros de Fc estaban unidos por enlaces disulfuro intercatenarios, mientras que >25%
no estaban unidos por enlaces disulfuro. Esto es similar a la situacién observada en células de mamifero, en las que
una parte de las proteinas de fusién con Fc existen como homodimeros no unidos por disulfuro.

El andlisis de filtracién en gel en una columna Superdex 75 (Amersham Biotech) dio el peso molecular esperado
de 102,4 kDa, como se esperaba para un homodimero glicosilado.

Actividad de union a antigeno
Los resultados se muestran en la figura 12.

La actividad de unién a antigeno se determiné usando un ensayo de unién al receptor de TNF (figura 12). Se
revistié una placa Nunc Maxisorp de 96 pocillos con un anticuerpo de ratén anti-Fc humana, se bloque6 con BSA al
1%, y después se afiadi6 fusién de receptor de TNF1-Fc. La proteina de fusién dAb-Fc a diversas concentraciones
se mezcl6 con 10 ng/ml de proteina TNF y se incubd a temperatura ambiente durante >1 h. Esta mezcla se afiadi6 a
las placas revestidas con proteina de fusién de receptor de TNF1-Fc y se incubé durante 1 h a temperatura ambiente.
Después, las placas se lavaron para eliminar la fusién dAb-Fc libre no unida, el TNF y los complejos dAb-Fc/TNF.
Después, la placa se incubé secuencialmente con un anticuerpo biotinilado anti-TNF y peroxidasa de rdbano picante-
estreptavidina. Después, la placa se incub6 con el sustrato de peroxidasa de rdbano picante cromogénico TMB. El
desarrollo de color se interrumpié con la adicién de dcido clorhidrico 1 M y se ley6 la absorbancia a 450 nm. La
lectura de absorbancia es proporcional a la cantidad de TNF unido, por lo tanto, la proteina de fusién TAR1-5-19Fc
competird con el receptor de TNF por su unién al TNF y reducird la sefial en el ensayo.

La proteina producida por P. pastoris tenia una actividad equivalente a la proteina de mamifero en el ensayo de
receptor de TNF in vitro descrito anteriormente.

Actividad de activacion de complemento

La proteina producida era eficaz en la activacién del complemento humano después de su unién a antigeno, como
se midié por el ensayo siguiente:

Se revistieron placas Maxisop de 96 pocillos con TNF humano a 1 microgramo/ml. La fusién dAb-Fc o el anti-
cuerpo de control se unieron a las placas revestidas con TNF, que se lavaron con solucién salina tamponada con fosfato
para eliminar el anticuerpo no unido, y después se preincubaron con C1 del complemento humano a 1 microgramo/ml
(Merck Biosciences, constituido por un complejo de la estequiometria: (Clr), (Cls), C1q) en tamp6n diluyente de fi-
jacién del complemento (Oxoid, barbitona 0,575 g/1, NaCl 8,5 g/1, MgCl, 0,168 g/1, CaCl, 0,028 g/1, barbitona soluble
0,185 g/l, pH 7,2), durante 30 minutos, después de los cuales se afiadié el sustrato Metoxi-carbonil-Lys(z)-Gly-Arg-
pNA (Bachem) a una concentracién final de 2,5 mM. Este se escindi6 por Cls activado para liberar pNA y el ensayo
se continud por desarrollo de color a 105 nm debido a la liberacién de pNA.
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A 82,5 microgramos/ml, la fusién dAb-Fc dio una absorbancia a 405 nm de 0,09 UA por encima del fondo después
de 180 min.

En situaciones en las que la activacién del complemento es importante para la funcionalidad de la fusiéon dAb-Fc,
tal como la lisis por el complemento de células tumorales diana, esta actividad es ventajosa. Si la fusién de Fc es para
otras razones, en las que la activacién del complemento no es necesaria o es perjudicial para la funcién, la eliminacién
del resto de asparagina glicosilado eliminaria el sitio de glicosilacién y podria producirse una proteina aglicosilada
homogénea.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para sintetizar un dominio sencillo-grupo efector (dAb-grupo efector) adecuado para uso in
vivo, que comprende las etapas de:

(a) seleccionar un dominio variable sencillo de anticuerpo que tiene una especificidad de unién a epitope; y

(b) unir el dominio sencillo de la etapa (a) a una o méas regiones constantes de anticuerpo y/o una regién de bisagra
(un grupo efector), n el que el domino variable sencillo de anticuerpo es un dominio variable de cadena ligera.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de cadena ligera es un
miembro del subgrupo de dominios V.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de cadena ligera es un
miembro del subgrupo de dominios V.

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el grupo efector comprende uno
cualquiera o mds de los grupos seleccionados del grupo constituido por: una regién constante de cadena ligera de
anticuerpo (C.), un dominio de cadena pesada CH1 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo,
un dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo, un dominio de cadena pesada CH3 de anticuerpo, una regién Fc de
un anticuerpo y una region de bisagra de una molécula de anticuerpo.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el grupo efector constituye una
regioén Fc de un anticuerpo.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el grupo efector estd constituido por un dominio
CH2 y CH3.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el grupo efector esta constituido por un dominio
CH2, un dominio CH3 y la regién de bisagra de una molécula de anticuerpo.

8. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo es un dominio variable que no es de camélido.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo comprende una o mds regiones flanqueantes humanas.

10. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacidn anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo comprende cuatro regiones flanqueantes, segin se definen por Kabat, que proceden de un ser humano.

11. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o la reivindicacion 10, en el que una o més de las regiones
flanqueantes humanas definidas por Kabat son idénticas a nivel de los aminoécidos a las codificadas por genes de
anticuerpo de la linea germinal humana.

12. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo es un dominio variable humano.

13. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo no se ha generado en un animal.

14. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el dominio variable sencillo de
anticuerpo se une al superantigeno proteina L.

15. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el grupo efector es de origen
humano o de camélido.

16. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el dominio variable sencillo
comprende uno o mds regiones flanqueantes humanas y el grupo efector de inmunoglobulina es de origen humano.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el dominio variable sencillo comprende cuatro
regiones flanqueantes humanas y el grupo efector de inmunoglobulina es de origen humano.

18. Un procedimiento de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la unién del dominio variable sen-

cillo al grupo efector en la etapa (b) se efectia por expresion del dominio sencillo-grupo efector como un polipéptido
de fusién.
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19. Un dAb-grupo efector adecuado para uso in vivo, que comprende un dominio variable sencillo de anticuerpo
que tiene una especificidad de unién a epitope unido a una o mds regiones constantes de anticuerpo y/o una regién
de bisagra (un grupo efector), en el que el dominio variable sencillo de anticuerpo es un dominio variable de cadena
ligera.

20. Un dAb-grupo efector para su uso como un medicamento, en el que dAb es un dominio variable sencillo de
cadena ligera y el grupo efector es una o mas regiones constantes de anticuerpo y/o region de bisagra.

21. Un dAb-grupo efector de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que el dominio variable de cadena ligera es
un miembro del subgrupo de dominios V.

22. Un dAb-grupo efector de acuerdo con la reivindicacion 20, en el que el dominio variable de cadena ligera es
un miembro del subgrupo de dominios V.

23. Un dAb-grupo efector de acuerdo con las reivindicaciones 19 a 22, en el que el grupo efector comprende uno
cualquiera o mds de los grupos seleccionados del grupo constituido por: una regién constante de cadena ligera de
anticuerpo (C.) y dominio de cadena pesada CH1 de anticuerpo, y dominio de cadena pesada CH2 de anticuerpo, un
dominio de cadena pesada CH3 de anticuerpo, una regiéon Fc de un anticuerpo y una regién de bisagra de una molécula
de anticuerpo.

24. Un dAb-grupo efector de acuerdo con la reivindicacién 23, en el que el grupo efector estd constituido por un
dominio CH2 y CH3.

25. Un dAb-grupo efector de acuerdo con la reivindicacién 23, en el que el grupo efector esta constituido por un
dominio CH2, un dominio CH3 y la regién de bisagra de una molécula de anticuerpo.

26. Un dAb-grupo efector de acuerdo con las reivindicaciones 20 a 23, en el que el grupo efector constituye una
regioén Fc de un anticuerpo.

27. Un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 26, en el que el dominio variable
sencillo de anticuerpo comprende regiones flanqueantes humanas.

28. Un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 27, en el que el dominio variable
de cadena sencilla de anticuerpo es de origen humano.

29. Un dAb-grupo efector de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 28, en el que grupo efector
es de origen humano o de camélido.

30. Un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquier a de las reivindicaciones 19 a 29, en el que el dominio variable
sencillo comprende una o mds regiones flanqueantes humanas y el grupo efector de inmunoglobulina es de origen
humano.

31. Dos o mds dAb-grupos efectores que comprenden al menos un dAb-grupo efector de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 20 a 31, proporcionado como una estructura de orden superior seleccionada del grupo
constituido por los siguientes: dimeros, trimeros y multimeros.

32. Dos dAb-grupos efectores de acuerdo con la reivindicacién 31, proporcionados como un heterodimero o un
homodimero.

33. Dos dAb-grupos efectores de acuerdo con la reivindicacion 32, proporcionados como un homodimero.
34. Una composicién que comprende un dAb-grupo efector para su uso como un medicamento, en la que dAb-
grupo efector se describe por cualquiera de las estructuras mostradas en la Figura 1 (b) y (g), en la que 1=VLy VL es

un dAb de VL.

35. Una composicién que comprende un dimero de dAb-grupos efectores como se describe en la reivindicacién
34.

36. Una molécula de 4cido nucleico que codifica al menos un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 35.

37. Una molécula de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 36, que codifica ademds una secuencia de
sefial para la exportacion del dAb y del grupo efector desde el citoplasma de una célula huésped tras su expresion.

38. Un vector que comprende un dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 36 o la reivindicacion 37.

39. Una célula huésped transfectada con un vector de acuerdo con la reivindicacién 38.
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40. Una composicién que comprende un dAb-grupo(s) efector(es) de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 19 a 35 y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

41. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 40, que tiene un t'/? alfa de 15 minutos o més.

42. Una composicién de acuerdo con al reivindicacién 40, que tiene un t'/* alfa de 1 a 6 horas.

43. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 40, 41 6 42, que tiene un t'/? beta de 2,5 horas o mds.
44. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 43, que tiene un t'/? beta de 1 dia o mds.

45. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 43, que tiene un t'/? beta de 2 dias o més.

46. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 43, que tiene un t'/? beta de 3 dias o més.

47. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 40 a 46 que tiene un ABC de 1
mg.min/ml o mas.

48. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 47 que tiene un ABC de 15 a 150 mg.min/ml.

49. El uso de un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 33, o de una composicién
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 36, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
y/o prevencién de una enfermedad; en el que el dominio variable sencillo de anticuerpo (dAb) es un dominio variable
de cadena ligera.

50. El uso de un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 33, o de una composicién
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 35, en la preparaciéon de un medicamento para la profilaxis
y/o prevencién de una enfermedad inflamatoria en un paciente; en el que el dominio variable sencillo de anticuerpo
(dADb) es un dominio variable de cadena ligera.

51. El uso de acuerdo con la reivindicacién 50, en el que la enfermedad inflamatoria estd mediada por TNF alfa y
se selecciona del grupo constituido por las siguientes: artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, enfermedad
inflamatoria del intestino (EII), esclerosis multiple, choque séptico, enfermedad de Alzheimer, trombosis coronaria,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y nefritis glomerular.

52. El uso de acuerdo con la reivindicacién 51, en el que la enfermedad inflamatoria es artritis reumatoide.

53. El uso de acuerdo con la reivindicacién 52, en el que el dominio variable sencillo de cadena ligera de anticuerpo
(dAb) se une especificamente a TNF alfa.

54. El uso de un dAb-grupo efector de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 33 o de una composicién
de acuerdo con la reivindicacién 34 o 35 en la preparacién de un medicamento para reducir y/o prevenir y/o suprimir
la caquexia en un paciente.

55. Uso de acuerdo con la reivindicacién 54, en el que la caquexia estd mediada por TNF alfa humano y el paciente
es un ser humano.

56. Uso de acuerdo con la reivindicacién 54-55, en el que el grupo efector es Fc.

57. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 54 a 56, en el que el dAb-grupo efector se administra en
un intervalo de dosificacion de 0,5 a 20 mg/kg.

58. Uso de acuerdo con la reivindicacién 57, en el que el dAb-grupo efector se administra en una dosis de intervalo
de 1 a 10 mg/kg.

59. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 34 que tiene la estructura representada en la Figura 1 (g)(ii),

en la que los dominios variables sencillos Vi; y Vi forman cada uno un sitio de unién a antigeno o epitope respectivo
y la especificidad por antigeno o epitope de los dominios variables sencillos es diferente.
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ELISAde VH2-Fc y E5-Fc
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FIG. 3¢
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Marcador  Izquierdo Derecho Acontecimientos % Seleccionados % Totales Media
Todos 1, 9910 9593 100,00 95,93 24,80
M1 1, 10 315 3,28 3,15 8,35
M2 10, 9475 9302 96,97 93,02 25,32
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Todos 1, 9910 9593 100,00 95,93 24,80
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Parametros X: FL1-H (Log)
Marcador  Izquierdo Derecho  Acontecimientos % Seleccionados % Totales Media
Todos 1, 9910 9459 100,00 94,59 3,31
M1 1, 10 9425 99,64 94,25 3,26
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Estadisticas del Histograma
Archivo: 0i230¢t02.001

Marcador Acontecimientos % Totales
Todos 10000 100,00
M1 9659 96,59
M2 350 350

Estadisticas del Histograma
Archivo: 0i230ct02.002

Marcador Acontecimientos % Totales
Todos 10000 100,00
M1 8839 88,39
M2 1178 11,78

Estadisticas del Histograma
Archivo: 0i230ct02.003

Marcador Acontecimientos % Totales
Todos 10000 100,00
M1 3949 39,49
M2 6103 61,03

Estadisticas del Histograma
Archivo: 0i230ct02.004

Marcador Acontecimientos % Totales
Todos 10000 100,00
M1 9655 96,55
M2 352 3,52

Estadisticas del Histograma
Archivo: 0i230ct02.004

Marcador Acontecimientos % Totales
Todos 10000 100,00
M1 994 9,94
M2 9035 90,35
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Niveles en suero de Hel-4 y E5-Fc en ratones después de dosis i.v. en embolada de 50 ug
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FIG. 6
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Puntuacién histopatolégica media

Pesos promedios de grupo (g)

ES 2346 431 T3

25,0

20,01

15,0 -

10,01

50

EE dAb-Fc de control 10 mg/kg

- TAR1-5-19-Fc 10 mg/kg

= TAR1-5-19-F¢ 1mg/kg
menomero de TAR1-5-19 20 mg/kg
sin tratar

DI

FIG. 8

N

=+ dAb-Fc de control 10 mg/kg
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ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGT
CAACACTACAACAGAAGATGARACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATT
TAGARGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTT
ATRAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTARAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGA
CATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCTCTGTCTGCATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTT
GCCGGGCAAGTCAGAGCATTGATAGTTATTTACATTGGTACCAGCAGAARCCAGGGAAAGCCCCT
AAGCTCCTGATCTATAGTGCATCCGAGTTGCARAGTGGGGTCCCATCACGTTTCAGTGGCAGTGG
ATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCTACGTACTACT
GTCAACAGGTTGTGTGGCGTCCTTTTACGTTCGGCCAARGGGACCARGGTGGARAATCAAACGGGCG
GCCGCGGATCCCATCGAAGGTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGATCCCAAATCTTGTGACAAACCTCA
CACATGCCCACTGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCRAGAC
AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACC
AGGACTGGCTGARTGGCAAGGAGTACARGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATC
GAGAAAACCATCTCCAAAGCCRAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCTGACCAAGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCG
ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGGCCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCA
GGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGATGAGAATTC

FIG. 10

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQI PAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFE
INTTIASIAAKEEGVSLEKREDIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQKPGKAP
KLLIYSASELQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOVVWRPFTFGQGTKVEIKRA
AADPIEGRGGGGGDPKSCDKPHTCPLCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTIPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHENAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEY PSDIAVEWE SNGQPENNYKATPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWROGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGK

Secuencia de aminodcidos de la proteina de fusion de dAb de factor alfa-Fc segun esta
codificada por la secuencia anterior:
esta subrayada la secuencia del lider del factor de conjugacion alfa de levadura. Esta en
cursiva la secuencia del dAb. La porcién Fc esta negrita. El dAb y la regién Fc estan
separados por un espaciador polipeptidico, conteniendo en este caso un sitio de escision de
proteasa del factor Xa

FIG. 11

47



Unién a TNF (% control)
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Ensayo de receptor de TNF
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