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ANEXOS
Comprobm;te de paga i 13 tasa de presantacion de Ia solicitud,

Documento que acraditu la axistencis y rep-esantacién tegal cuando el solicitante sea persona .

Juridica,

Poderes, sl fuere cl ¢aso.

Documento de cesiir col nventor al solickanie ¢ @ su causante,

Declaraciones.

Copia da la solicitic! i-#rrnacional. (Resumen, cuscripcidn, relvindicadones, dibujos).

Traducclén de la suvlrirud internacional al costellana. {Resumen, descripcién, reivindicadones,
dibujos).

Copla del examan prvimmar internaciona) vrertuado por la Autoridad Internacional de Examen

Preliminar (IPEA),
Traduccién del examen p-eliminar intemacioral efectisado por Ia IPEA.
De ser el caso, copin ted Lontrata de accesy,

De ser el caso, duw..mento que acredite Ia licencia o autorizaclin de uso de conocimientos
tradiclonales de las remunidades indigenas.

De ser el caso, carti‘icato de depbsito del maturial biolégico.
Arte final 12 x 12,

De ser al caso, in'y maddn sobre otras sclivitudes de patente o titulos abtenidos en el extranjero

porldel mismo titular o w causante, relac nnadas parclal o totalmente oon Ia invendén de esta
salicitud,

De ser el caso, moifizaciones efectuadas u - sollcitud Internaclonal.
Otros. Busqueda Intarnacionat
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LOOK-THROUGH MUTAGENESIS

Kelated Applications and Informafion _

Thix gpplication claime prlosfiy o 1.8, Provistanal Applingtion No. 506483252
filed on June 27, 2003, the entire contents of which e incorparsted by refercoca hereln.
Tho entire eonitents of all other pateits, patent spplicetions, and referencea ciled
thronghott the following specification Alse are incotporated by roferiasce hevein in their
antiretios,

Backgrowsd of ike Tevontion
" Muingencsis ip 0 powerful toa] in the stody pf prolsin stuctore and fanotion.

Mutatfons on be made in the naeTeatide sequance. of s clened gane snooding o pretein
of intoreat anid the modifled gene can be expyessed 10 prodecs mutants of fhe profel,
By comparing ke properiics of @ wild-lype prodein ane the moutamts generated, it i ofion
poesible # identify individeal swino aelis or dameing of aming agidy thar are eszcntis]
for the strectura] inlegrity sndfor blochemical function of the protetn, such ar ite binding
and/or cotalytio sciivity, The mumber of mutants ihat can be gecemtcd from & Ringle
pirtcm, howaver, enders it difficult io seloct matants that will be infonssttive orhave a
desired propesty, even if the salected thutants that sscompaan the mutations see solely in
putxtively impostant regiona of & protoin (2.g;, regians thet trake op an aotive site of 4
proluin}. For cxxmple, the substintion, deleticn, of fnscrtion of a prhnulnr atiine aoid
mary bave 4 jocal or global effe ow the progais,

Previaus methods for mutagenieing polypaptldes hava been sither too meeirintive,

oo inclusive, or Timef ko knocking cut protein function rather then | gaining or

improving fonchion. For exaneple, # highly resirictive 2ppmach ia selentive or aite-
direotee] muagsassis which is used to identifly the preaence of » pertlonlar fimctianal gite
or undersiand tw consequances of making 8 very spocified alterstion within the
Mictioml site, A comason application of sile directed mutageneyis i in the sindy of
Phsphoproteing where an amine ecid rewidus, that would ordinarily bo phnq:h:qumu
end allow tha polypeptide 1o cary omt its fimction, is altered to confitm the link between
phospharylation and finctional stivity. This approach i very apecifio fbr the
polypeptida and residee being shufied,

Conversely, a bighly Inchisive approssh is satorotion or rasdog nmutapessia that
iz designed to produce a large owmber of snitstions encormpassing all presible skcrations
within 2 deflned rogion of n gene or protefn. This is based an ihe principle tat, by
gensrating casentially a1t possible varlants of 4 rolevant protein domale, (i proger
arangemont of aming selds is likely to be produced a6 ooe of the randemly generated ~
mulents. Homwevir, in practice, the vast mmber of random combinstong of ‘matations
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grncrated can prevent the capasity fo meavingiilly seject 8 detired oundidate bacanse of
the presence of the so-called “molsc™ of go many undesired candidates~r - - -

Another appraenh, refarred to ws “ Wik Throngh™ mutsgenssis (3¢9, a2z, 1.3,
Patant Nos: 5,830,630; 5,798,208) hm been used 10 mutagenize a definnd reglon of a
polypeptide by synihesizing 8 mixtare of degenerse oligonncleotides that, siatipticaily,
contain & desired sef of mitations, However, boemmse degentrie polymcleotide
synthesim {5 emploved, Walk-Threugh imsagenesls yickis 4 manher of nodesirsd
alterations hi addition to the desired sel of mutsticns. For exemplk, o pequentially
introdiscs & mutalion scross » defined reglon of anly five amino seid positicas, & set of
over 100 polyoelectide must be mads {and sereened) (seo, £g:, Fig. 6} Acoondingly,
rmice aod screen, for exampls, two or mmemaim'h::nmu incromingly comples,
F.., requiiring the making and screening of 200 t0 vver 300 palynnclentides,
Teapectively, for the presenon of only 10 80 15 mulsticns.

In yet ancther approach witich by bes nsed bo mutagenize proteing is alepine
scmning mistegenesis, where an alanins rosidur b “simned™ tough o portdon of 3.
pratein io Identify positiong whers the protein®s fanction i intermpied. Fowewe, this
approach only looks et lose of protein function by way of substituling & neotral slanipe
rexidug at u given position, rather that pain or improvement of fimetion. ‘Thms, 7 fs ot &
veefal approach for genenating prolsios having fmproved structure sad funcrion.

Accordingly, & need remaine for o systematic wxy 1o muinganize 3 protoin fr
NEW o1 IHpdoved fonetion,

Sminnrdry of the Jnvention

The inveation pertams 0 & method of mnagenesis for the generation of novel ar
bmpwewed panizina {or polypeptides]) md w Liraries of polypeptide aalogs mod specific
polypeptides grmereted by (be methods, The polypepfida mrgeied for mmtagenssis can
be o natural, Eynthetic or engineersd polypeptide, including fragments, anglogs and
msutant forme theref. _

In oo embodiment, {he method comprises introducing a predetenmined amino
2cld imlo rivemially evary positien whihin ¢ S2fined region {ar severs] Gffbront regions)
of the smino ucid sequence of a patypeptide. A polypeptide Worary is generated
conlafning palypeptids mmalogs witleh individually have 1o mone than osie. -
predstarninad amino acid, byl which collectively heve the predolarmined st ocid
every position within ke defined region(s). The method can be refiurred to ng “look-
throngh” mnésgeneais becauae, in cffcct, a eingle, predetermined mming aid {and onty
the prodetermined emimo acid) is subetitwied position-ly-position threnghout ans or
meee defincd region(s) of 'a polypeplide. Thms, the imvenfion allows anc ko “Jock-
theough™ the struoturs] and functiona) consequences of saparately substituting »

. .a.
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Fligure 10 illustrotes the integration of alt six CDRs of a binding region of sn
antibody that have been subjected to LTM and the resultant diversity if one
predetormined smino acid residue or twenty different predetermined amino acid rexidues
arcused. .

Figure 11 ilhustrates the integration of all six CDRs of a kinding region of an
anti-TNF singlo chain antibody (sFv) that have been subjécted (6 LTM and the resultant °
divessity if one predetermined amino acid rendneorlhmdl!ruun predetarmined
amino acid residues are uped.

Flgunﬂlﬂmmmmyadh'bmymaﬁngmoﬂhepoduo

polypeptide analogs of the six CORs of an antibody binding region that can be schieved

using LTM.

Figure I3 illustrates ﬂwmming‘ofanmaduweuimh'bmyui:uem-
free ribosome display.

Frgmumumuﬂnmbinmiﬂchminymmmcbhﬂu
region of an antibody variable region (/.c., all six CDRs) is subjectad to LTM.

Figure 15 shows the sequence of the variable region (in single chain foima) of

_ muﬂwhﬁwuﬁgmmrmlewluﬁmmhmbjmwlm

mmlﬁmow'aubmadcfwmmﬁemdwﬁmmfw
scroening catalytic candidstes of LTM. .
Muuﬂﬂmuchpnﬁcduaﬂhgﬂnnmhuim(ﬂldm:gu)oﬂhn
protease selection assay when csmried out in bacterial cells, -
) FhmulboulﬂowhmdelaiﬁngﬂumechmiuofmﬁngthH
famlylicaeﬁvity,fwexunphﬂtﬂydnmﬁbodymﬂﬁu.u&geiﬂuﬂbomew
muu”nhomuchumﬁefmcmhggntu‘uwhnupmﬂinfumlﬁm

-(e.£., computer modeling information) and empirical informstion (azsay results) can be

mrdimtedformdﬁeiunmhnﬂedpmddwehpmml. This guided epproach
of LTM is referred 10 ax “guide-through™ mutagenesis.

n,gmzo-hnmahypommv..cnm wild-type sequence (uppermost
Mdonh)mdlhenmlﬁnglequmeihuuﬂilmblﬁmﬂu(hmm)
h‘bmymunhnﬁeﬁﬂividmumm.nblﬁtuﬁmmmdadbyhdiﬁduﬂ
cligonuclectides, e.g., oligonuecleotides synthexized in a high-throughput fashion. LTM
mnmuhmomammwmmhwmnm“
constructed in & similar fashion.

Figure 21 iltustrales the generation of scPv libraties. On the top row of the x
wxis snd the for lel column of the y axes the three digits reprosent the 3 CDR on each
of the light and heavy chaing. A “0” indicates 8 wild-type CDR sequence, whereas a “1%
Wﬂmmecm.Thenmnbcmhgﬁdhﬁmubmhiqofﬂn

-5.
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subset Sihrary. For exnmple in the nppermost left comer of the matrix is & “0” where the

. carresponding x and y axes are 0007 and “000™ indicsting that none of the CDR in

either the Vy; and V) are LTM mutated respectively. In maving one row over from the
Vm«mthondghbm-ing“l“yidpmiﬂmmuduimedbyxm“lwm
mh'WMuﬁngMVnmnlinmthﬁleaﬂVLﬁ)Rmﬁnwildm
Thus, in likewise fashion, s grid sumbering of “4” wonld mean that there are four CDRs
simultaneously mutated. Tnitially the scven Vi sind seven Vy, chains (indicaied by the
mws)mmnbuhaSOB-PCR.mVuuﬂ'vLchﬁmm&mmpﬁﬁedmdmind '
and matchad by mega primes to generste all the remaining Vi -V combinations in one
step. .

.t Detailed Description of the Invention
Tn order to provide a clear understsnding of the specification and elaims, the
following definitions are providod below.

Definicions : ,
Mwmmm'm-wmmavﬁmtummmm(ua
wucleic acid eacoding such a polypeptide) having one or more amino scid substitations.

mm"ﬁnghgmluﬂfmmmyﬁﬁgmleﬂhwwm
pdypuplidc;pepﬁdu,andmmlmoleml_a,ﬂmbilﬂhuuhmmwm In one
unbodimmuhebindingmohcﬂeimm'bodywﬁndh}gﬁnmthuwﬂq.n
Fah fragmend), single domain sutibody, single chein antibody (e.g., &Fv), ar peptide
capable of binding a ligand. )

The term “defined region™ rcfars to a selected region of & polypeptide,
Wy,thcdeﬁnedreﬁonimlnduallunpuﬁonof:ﬁmtiomldn.q.,lhc
wmdnﬁmmehmmdudlﬁlﬂimmlowm,wnm
site. The defined region may also inclode multiple portions of a functional aite. For
umle.nwdeﬁnedmhnmmﬂllpmﬂm.wmulﬁplewﬁmoﬁ _
mhmmm;mlm(mk)wlmmhvyww'ﬁwm
varisble region (VR) of an antibody. Thus, & functional site may include a single ar
mﬂﬁpledeﬁnedndomﬂmmm'bmwhefmﬂimlﬁvhyofmm

th"hwwmmummlumwmmtoh

method of the imvention. The molecales of the lituary can be in the form of

polynucleatides, polypeptides, potynucleotides and polypeptides, polynntleotides and
Muheuﬂﬁummuﬂmdwﬁhmﬂwﬂwmﬁdﬂhﬂw
mmoflmmmwinmhﬁuuih
thhmmrmmmmwmmimmm
This can be achioved by altering or producing & nucleic acid (polynucleotide) capable of
-6-
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encoding the alterod amind scid dequence, or by the diroct synthesis of an altered

polypentids using protein chemistry, - -. . -
The term “polynncleotide(s)” refers to muclcic acids such as DNA molecules end

RNA molccules #nd ansloga thereof (e.g., DNA or RNA gencrated using nuclectide

_analogs or using mucleic acid chemistry). As desired, the polynucleotides may be made

synthetically, e.g., using art-recognized mancleic 2cid chemistry or enzymatically using,
.8 & polymarase. Typical modifications include methylation, biotinylstion, and other
art-known modifications. In eddition, the mcleic acid moleculs can be single-strandod
or donble-stranded and, where desired, linked or agsociated (e.g., covalently or non-
covalently) to a detectable moiety. . _

The term “variant polynneleotide™ refers to a polymmcleotide encoding o
corresponding polypeptide analog (or postion thercof) of the invention. Thus, variant
polynuclenudseomninmormmdomthuhnabmdmgedtomunh
expression of a different amino acid.

Thctum"polypupﬁda(a)’nfmmmwmmmomdlmdbyapqmda

hond,e.g,pephdas(&g.ﬁumﬁlo-”mwdm).uwwulmwpmdn
wa;.mhmwmmmm&dmﬁm
as few a8 50 amino ecid residuss to more than 1,000 amino acid residucs.

The texm “pooling” refers to the combining of polynusleotide varienis or
pdypepﬁdamnloptofmmlihriumllbom-wwsmdufm
catirc polypeptide region. The molecules may be in the form of a polynucleotids and/cr
polypeptide end may coexist in the form of a sublibrary, ag molecules on a solid support,
umlmluhwlnnmnﬂmumluuluhmwmmml(m.m
prokaryotic cells, or eukaryotic cells).

mwm“pndemnmnedmmd"rdhstonmmdmduum
hmbﬁmdmuu:hmmmﬂﬂnudeﬁmdmdnpwuhhe
muiagenized, Ihadoumtmﬂndepndnm(s)mlhmthongimmudmdy(o.l,
naturally) contain the predetermined amino acid and, thus, which need not be substitted
with the predetemmined aming acid. Accordingly, cach polypeptide analog gencrated in
sccordance with the present invention contains no mare that one “predetermined amino
ncid” residue in & given defined region. However, collectively, the Library of
pbpq:hdem:hglwmﬁeprdamdmmd-nachm
within the region being motagenized. Typically, & predetermined amino acid is selected
fwamaﬂunuorebmmmﬂlymnadmthﬂnndemonhm
acid. Suitable predetermined amino acids include, for example, glycine and alaning
(nniunymgm;laiu,ﬂrulh:.mdcyum(nudeophiﬁc);nﬁu.m
isoleucine, methionine, lndmhne (hydrophobic); phenylalanine, tyrosine, and

-7
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tryptopban (aromatic); aspartato end ghutamate (scidic); asparagine, glutamine, snd

Devalled Dexcripdion

The study of proteins has revealed that certain amino acids play a crucial role in
their structure and function. For example, it appears that only s discrete number of
amino acids participste in the binding of an antibody to an antigen or are involved in the
catalytic event of an enzyme.

Though it is clear that eertain amino acids are critical to the activity or function
of proteins, it is difficu to idcutify which amino acids are involved, how they are
involved, and what substitutions can improve the protein®s struchwe or function. In patt,
(his is due to the complexity of the spatial confignration of amino scid side chaing in
polypeptides end the interrelationship of different portions of the polypeptide that
contribute to form a functional site. For example, the interrelationship between the six
CDRs of the varishle heavy and light chain regions of an entibody contribate to the
antigen or ligand-binding pocket.

PnﬁmmMsismMnnhnuhﬁw(ﬁb—Mmmsmshnd
saturation mmitagenesis, arc of limited utility for the study of protein structure and
Mmhvhwnfﬂnmwmmmbcofm‘bhvnﬁuimhemph
polypeptides. This ia especially troc given that desirable combinations sre often
accompanied by the presence of vast amounts of undesirable combinations or so-called
nolse. . .
mwwmhmmﬁmpm-mmmmmmy
accurate approach for evaluating the rale of particular amino acids and their position,
wiﬁnlhﬁndrqﬁmdapomﬁdqhﬂnmwfmcﬂmdhpnm
and, thus, for producing improved polypeptides,

L_Selecting & Defined Rogion

In sccordance with the present invention, s defined region or regions within
protein sra sclected for mutagenesis. Typically, the regions are helieved to be important
10 the protcin’s structure or function (see, e.g., Fig. 1). This can be deduced, for
example, from what straetural and/or functional aspects are known or can be deduced
ﬁmmpaﬁugthdeﬁmdregim(s)hwhdishowﬁmthemdyofomnm
end may be aided by modeling information. For example, the defined region can be one
that has & role in & finctional site, e.g., in binding, catalysis, or another function. In coe
unhodimmt,ﬂndeﬁnodnsimiuhypcnﬁnhlenjonwwmplmmmﬂy
determining region (CDR) of an antigen binding molecule. In another embodiment, the
defined region is a partion of a complementarity determining region (CDR). In other

. 8-
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embodiments, two or more defiiad regions; e:g., CDRs o portions (hereof, are selocted

L ESIaT

Preg

L'f ="M

i

amino acid residue chosen for substitution within the defined region(s) is
generally sejected from those known to be involved in the strocture or finction of
interest. The twenty naturally ocourring amino acids differ with respoct to their side
chain. Esch sidc chain is responsible for chemical properties thet make each agyino acid
uniqua. For the purpose of altering binding or creating new binding affinities, any of the
twenty naturally occmrring amino acids generally can be selected, Thus, previons
mcﬂmdsofmtnsmﬁ;ﬂﬁdnauldnﬂmmbunofmﬂophmnbﬂmim.
were impractical for eveluating the effect on protein binding of substitution each of the
twenty amino acids. hmmmemewofmmhmtimm:meﬁul
nmﬁuﬂmﬂmfwunhmimwidmhuimﬁmmd.lhu,aﬂcmhﬂumhlﬁm
of a greater variety of protein chuniwiuwiﬂﬁnl'w&donorn‘simoh
protein.

h:eonmtopmteinbinding.odyanbutofmimacidmidutypiuny
participate in cnzymatic or catalytic cvents. For example, from the chemical properties
oﬂhuiduhninl.unlyaulwt_dnmhud natursl amino acids preferentially *
participate in catalytic events. Munimtﬁdsbclmtomemofpolnmd
nwhﬂmﬁinaﬁbmhu&e.ﬂw.AnGh.Tyr.mﬂCyl,memofw
amino ecids, Asp sud Glu, Lys end Arg, and especially the amino acid His, Other polar
mdnwuﬂﬁdchhainmthonofmsmm.An.GhmTyz. Gly is alen
considered (o be a barderiine membcr of this group. Ser and Thr play an important role
in forming hydrogen bonds, Thr bas an edditicnal asymmetry at the beta carbon,
therefore only one of the stercoisomers is nsed. The acid amide Gin and Aen e also
fwmhydmmhondl,theunidomfmﬁuingubwmgnduﬁm:nﬂﬂu
carbonyt groups fanetioning as acceptors., Gln has ono more CH2 group than Asn which
mdmﬂnmlummﬂuﬂ)hmdmiuwmﬁmﬁemm
Tyrhanuypolwhydmrﬂm(phm“emi)ﬂp‘lmdimdnenhighpn
values. Tnbchlvummmaehmnedﬁdeehdn:iuhwhmﬁmmhc
strong. .
Nwmwwadﬁmfomdnmmuwm“hddemﬁnmdmh
Asintﬂmlraﬁduu,lhcynluny!hnnhydmpbmdlwitheachohwwilh&o
polypeptide backbone. Cys can form disnlfide bridges.

Fuﬁdineaﬁn)huahumﬂcmaﬁcﬁdedldnwﬂhavaﬂuofﬁ.o. In
mphyﬁnbgiulpnmmiuinﬁdmloﬁngmhehhnwiﬁhrgdwmm
taking up a hydrogen ion from the solution. Since these two statos are readily available,
-9.
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His in quite suitable for catalyzing chemical reactions. It is found in most of the active
centers of enzymes, for example, serine protesses. .

qumﬂ(ﬂuunnngﬂmdychngdaﬂﬁuunhguﬂﬂﬂ.Bu:mwoﬁﬁurdun
side chain, the carboxyl group of Asp is rather rigid with respect to the main chain, This
mhhmwmwmhmmmﬁuhwﬁmwm
lndmnbyGhL(ﬂnnpdnﬁdlnugunnﬂyﬁmnmuﬂuwmﬁwnofapdbpqﬁdm

In addition, Lys end Arg are found st the surface. They have long and flexible
duadnﬁupnnunh@nmnbhmmnmumufimﬂuwnuuhllnnmunﬂunu;lglnﬂ
Arg take part in forming intemal salt bridges or they help in catalysis. Because of their
exposure at the surfhce of (he polypeptids, Lys is » residue more froquenlly recognized
hyuuwnusﬂmuuMMrnndﬁyﬁm:ﬁhctdhurdhweﬂnpqmﬁhlhﬁhamﬁncubmnﬂ
end of Lys residues. .

While the side group chemistry of an amino scid can guide the selection of s
mdetuminulaminoacidmdue.ﬂnlﬂ.ofldmu!ndomchmmmbel

_unumnﬁuwudumngnnummnundﬂHMMeﬁnnauudnpmﬂumnumulummouﬂl

l%ruumnm;suncﬂbumnnlnddunmuMynunndwmhnlud;lutusdhnuae-n
humdmhdﬁunlndbthwqmnnmqnnnlﬁtbdmujdumuddnnmmy

lnnnauﬁbumnmnuaﬁhnmyefpdbpqmdeummglu:unuthdﬁuw:nunnu
bqumbunnngmﬂhnmudohmnmﬁhnﬂh:ﬂhmumndeﬂnduﬁuﬂlqdunofﬁa
polypeptide and have no more than one coden for the predetermined smino acid. This s
luwnmﬁdudbyhmnumnﬁmgun¢u!uuﬂhnpuﬁﬁ¢nwmhhIheoﬂgmmnhmﬂdedﬂu:
the codon roquired for synthesis of the wild-type polypeptide or a codon for the
pnddhnnhndluﬁunuil'ﬂﬁsdﬂnmsﬁunﬂhsoﬁ.mwnhm&h:pmuhunﬂinlnnnnhn
mutagenesis, random magenosis, or walk-through mutagenesia in that, for each
:ﬂﬁummdhnﬁdgcuuyonnnmnHMnuaucppunduaumhqﬂannmnmnnllnudn

Theohgmmmknhdulﬂnrhepnuhwadnmhvuhnﬂylndﬂunlnnwdorpndhdln
cuuhul'“ﬂnnihoeodunofﬁnvﬂhrhmesupunueundﬂncn&mmﬁnthepuﬂnunmnud
amino acid are the same, no substitution ia made. _

Ihuwnﬁnahkﬂluanxrofanﬁnondulluhhnuvﬁﬂﬁnﬂunhﬂhndnqﬁanvﬁn
:muumﬁmuﬁulnmﬁnnnnnnndurofnmgummhuﬁdusnnﬂn.Fhrenmqﬂgifﬁvoemtll
1ndﬁun|uenMuududﬁﬂhnpuﬂb&nm@ndumﬁmuwﬁLﬂunﬁwepdhmwduuﬁulph-
tmnpﬂymmmnﬁdonmn==WMgﬂmvﬁhhhpnunhnaddunm:uoanuuw&ndhuL
Two or more regions can simultaneously be aliered.

' The mixture of oligomucleotides for gameration of the library can be synthesized
readily by known mcthods for DNA synthesis. The preferred method involves use of
ldhdﬁhuthcurqununﬂuﬂptnqﬂun:uﬂdﬂachnnuuy!hnlLS Pat. No. 4,725,677,
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For convenience, an instruitienf-for sutomated DNA synthesis cén be nsed containing
specified reagent vessals of nucleotides. The polynucleotides may also be synthesized to
contain restriction sites or primer hybridization sitcs to facilitats the introduction or
assembly of the polymicleotides representing, ¢.8., a defined region, into a Jarger geno

_unntut.

The synthesized polynucleotides can be insertod into a larger gone context of the
polypeptide being mutagenizad by using standard genetic enginecring teckmiques. For
cxample, thepolynue.leoudumbemadelomnlamﬂntmgmmmnmfa
restriction enzymes. See Crea, R., 1).S. Pat. No. 4,888,286. Thoneomhonuum
designed to correspond to recognition sites that either exist naturally ar are introduced in
the gene proximate to the DNA encoding the region. After conversion into double
strunded form, the polynusleotides sre iguied into the gens by stendard techniques. By
mezns of an sppropriate vectar (including, e.g., phage vectors, plasmids) the genes cin
be introduced into a cell-free extract, phags, prokaryotic cell, or cukaryotic cell nritable
for expression of the mutant polypeptides.

hwmmamﬁmddmmofmmlmﬁbbhmw&.
known or where the DNA scquence is known, gene synthesis is 8 possible spproach,
For cxsmple, partially overlapping polyrmclectides, typically about 20-60 nucleotidéa in
Jength can be designed. The internal polynucleotides are then phospharylated annealod
hthch'emplmmhrymmwaadublmmm“mdngb
ntrmdedulmmﬂﬂfwﬁmhuamh; The annealed pairy con then be mixed
together and ligated (o form @ foll-length double-stranded molecule (see, e.g., Fig. K).
Mmmm»umhmmmﬁmdumcmfw
cloning into » suitable vectar. The full-length molecules can be cleaved with thozs
restriction enzymces and ligated into & suitable vector. Convenient restriction sites can
ahnbehnmaﬁhtolhemmofﬂnmﬂ:ﬂicmﬂoﬁdﬁlﬂoinmwimof
mutagemic cassoites,

As an altemative to synthesizing polynucleotides representing the full-length
Mmmlynmhoﬁdnwﬁﬁpuﬁnﬂywdqnﬁra'mﬁ(ta.wiﬁ
m:phnuﬂy?uﬂs)unhlﬂmbledhuolmmmmenﬁndinwith
& suitsble polymacrase to make a ful) length double-stranded gene. Typically, the
ovuhppm;polymcleondumﬁwnw-mnuchondumlm The extended
polynucleotides are then ligsted. Cmmummmhmhﬂudltﬂu
ends and/or intemally for cloning purposes. Following digesfion with an appropriate
Mﬁmmwmhmﬁmunhﬂwm:ninbhm.
Mhmﬁvdy,ﬂnamﬁmmutmbebhnﬂmdﬁgﬂdiﬁonwww.

In these spproaches, if convenient restriction sites are available (naturelly or
enginecred) following gene assembly, the degenerate polymuclootides can be introduced

-11.
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subgaquently by cloning the cassetts into an appropriste vector, Alarnstively, the
dogencrate polynucleotides can be incorporated ot the stage of gene assembly, For
example, when bath strands of the gene are fully chemically synthesized, overlapping
and complementary degenerate polynuclootides can be produocd. lemnhrypﬁn
will annesal with each other.

When partially overlapping polynucleotides are used in the geme assembly, a set
of degenerats nucleotides can also be directly incorparated in place of one of the

_ polynucleotides, The appropriste complementary strand is synthesized during the

extension reaction from a partielly complementary polymicieotide from the other strand
by enzymastic cxicnsion with a polymerase. Incorporetion of the degenerate
polynacleatides at the stage of synthcsis also simplifies cloning where more than ane
domiain or defined region of g gens is mutagenizad.

In amother approach, the gene of interest is present on s single stranded plasmid.
For example, the gene can be cloned into a phage vector or a vector with a Slamentous
phage origin of replication that allows propagation of single-stranded molecules with the
use of 3 helper phage. The single-stranded template ean be anncaled with a set of
degenerste polymucleotides representing the desired ntations and elongated and
Yigated, thus incorporating each analog strand into a population of molecules that can be
introducad into an eppropristo host (Sayers, J. R. et al., Nucleic Acids Rea, 16: 791-802
(1988)). This spproach can circumvent multiple cloning steps where multiple domains
arec selected for mulagenesis,

Polymerase chain reaction (PCR) methodology can also be used to incorporate
polynucleotides into a gone, qumphmepdmdwﬂduwﬂmhm
as primers for catension. In this approsch, polymucieotides encoding the mutagenic
cassetics caresponding to the defined region (ar portion thereod) are complementary 10
cach other, at least in part, and can be extended to form 2 large gene cassetie nsing 8
polymerass, e.g., using PCR amplification.

. The size of the library will vary depending upon the length and mumber of
regions and amino acids within 8 region that are mutagenized. Preferably, the Hbrary
will be designed to contain less than 10%, 10%, 10%, 10, 10, 10, 10, 10°, lo'
mare preferably, 10° polypeptide analogs or less,

The description ebove has centered on the miagenesis of polypeptides and
Libraries ofpolypopﬁdubyﬂuﬁngﬂnpolmuclwﬁdemm&emw
polypeptide. hkmmm.mnhmpdhwmahm
Modaofmuusaﬂmw-bydindmﬂtmofﬂndmdpolypqﬁde
analogs using protein chemvigtry. In carrying out this approach, the resultant
polypeptides still {ncorporate the features of the invention except that the use of 8

polynnelectide intermadiate is climinated.

th
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For the Hbrariee descebell abave, whother in fhe farm of polynncleotides snd/ar

" comespording polypeptides, il in ndersiood thet the Hovaries may be dlso ettached to &

soljd suppart, mch a8 & microchip, and prefersbdy srayed, using art recosnbed *
lachniquay,
4 K in

Libraries of polynuelcotides gememind by any of the showe tachniques or ot
suitahle techmiques can be expressed and sorooned to oatify polypeptide analogs having
dexired strociurs andfer activity. Expression of the polypaptide anajogs cam be canied
oyl uging soy suilshle expression displry syshan known in the e including, but not
Timited to, ooll-free oxteact display sysiesat (.5, Tibosome display and arrryed (e g
microarrayed or mecroarrsyed) display systems), bacterial display sysiom, phage display
systams, prokaryatic ez, andior sukaryotic cellg (e.g., yorst Ssplay systoms).

In ope emiawdivvert, the polymmcleatides are snginocred to serve g tenyplates that
aan be expressed in 4 coll free exiract. Veclom tnd extracts =3 described, for exartiplo in
LLS. Patenil Now. 5324637; 5 492,817, 5,665,56), cam be maed and my ars
oo sreially svailable. Ribogome dipliy and other csll-Gre \echniquss fior linking &
polymucleatide {f.¢., 2 gnotype) lo B palypeptide (j.e., » phenotype) can be nsed, &8y
Profheion™ (e, #.g., U.5. Patent Now, 6348,315; 6,261,804; 6,258,558; mnd 6,214,353).

Allecoatively, the polynucleotides of tho hvention cuit be expressad in a
ecmveriont B. coli expression system, such as that doscribed by Flocktinn md Skemm.
(Pluckflun, A. and Skerra, A., Meth. Burymol. 178: 476-515 (1989): Skerrn, A ot al.,
Piotechnolagy 9- 2?!—2?? (1991)). The pvutamt proceins can be expregsed for szcretlon In
the moodinmn and/or in the cyloplasm of the basterie, as described ly ML Better s A.
Horwitz, Meth. Ensymel. 178; 476 {1989). In one embodiment, e single domains
encoding VH md VL arc cach attachied 16 the's" end of b saquence encoding o signal
sequence, such as the onmpA, phod or pelB sipnsl sequense (Lel, 8, P. si al., I. Bacicriol.
360; 4373 (1587)). Theee gene fiions are assmbled in a diclaironio constroet, = fthat
they can be axproesed frorn a single veoior, and sesrcied fnko the peyiplasmic spaco of B,
ool whess they will refold and osn bo recoverad in active famn. {Sloeern, A, ctal,
Birechnology 5: 2X73-278 (1991)). For cxampls, antibody hoavy chain senes can he
venewrenily enpregsed with aptibody Light chmin gones to produpe utstibody or antibody -

Tn will anotier ambodimes, the pobaincleotides can be expreased in sukaryotic
oelle such as yoast iming, for exemple, yeau display a8 described, e.g., in U.8. Paisns Nos,
6,423,538; 6,331,391; and 6,300,065, In this approuch, the pelypeptide sslogs of the
1Rwery ere fizsed b & polvpentide tat i exprosssd mnd displaynd ot the rface of the
yeust. Dibar sukaryodic oclia for expression of the polypeptides of the invention can also
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be used such o3 mammalian cells, for example nryoloma cells, hybridoma eslls, or
Chinesc hashsier ovary (CHO) cells- Typically, the polypeptide analopgs when expressed
hmﬁmmmddpdmunmhmthnlmm«w
on the surface of such a cell. The antibody or antibody fragments csn be producad, for

_example, numm‘bodymohaﬂuornmtlmdml\mmd VL fragments, Fab

fragments, single domains, or 8s single chains (sFv) (scc Huston, 1. S. et al., Proc. Natl,
Acad, Sci. USA BS: 5879-5883 (1988)).
mwemingofmoqmmﬁmmm(wpdwepﬁdum
by direct synthesis) ean be done by any appropriste means. For example, binding
amﬂlymhwduubymd-dmymﬂwmtywomnd
uﬂyﬁeuﬂwtymh“nnndhynﬂhbhmﬁnﬂnnsm

"Scroening of the polypeptide analogs of the invention for protealytic function can be

sccomplished using a standard hemoglobin plaque assay as described, for exsmple, in
U.S. Patent No. 5,798,208,

mm&mmmlmnmofﬂnmhmquubow“thm
bmaﬁtdmnmdumﬁehnglnrmmﬂnw&mhpbh
md,mhmmmfwmmbpmmedmw
function is incressed. The siruciural or modeling information can also be used to guide
thenlﬁonofpuﬁuﬂnmdmnoaﬂdtoinhwmnmﬂsdnﬂmdmm Sull
further, mﬂwﬂuowmmhwm;ofMMnmmm
hﬂm(wuchdm)ofnhqummmmhmwmdhm
iterative mammer. Accordingly, struetural or modeling information can be used to
mmﬂnbut:ofpolypepndemnlopfwnumﬂ:emmm.mw ‘
mheﬁmydmwmm
. hamlnmbmmmmmismdmdmﬂmhhm
dnyplwﬂzaﬂoswdisudbhwmammwwfmﬁm
hiﬁawly.lhemmbuofpolypepﬁdembpbhwwmdenhedmplyw
thereby increasing signal-10-noise in subsequent screening assays. In apother particuler
mbodmmhmnheomodelmsummmﬂpdmdmﬁddmmmm
mﬁmﬁmﬁmmymmmu.ﬁmmmdpmmumdm
d:mammulﬁhhmmdlmmﬂhﬁmmoulytuﬂuﬂmwlhﬂﬂnmﬁﬂm
dmbmbmamminmpwchnmw(ﬁg.m.

ln)ulmﬂwanbodmml.hmdhwdmbneumddw:htheny
mdmmmumﬁummmmmmuhdm
themyanmmoquumormmdn.u as polypeptide
mtlogs that bind well or not so well or as being enzymatic/catalytic or not 5o
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enzymatic/catalytic, In this way, the guide-thrdugh mutagenesis of the invention can
equatc & range of functional response with paniculsr struchural information and use tuch
information to guide the production of future polypeptide analogs to be tested.
Accordingly, the method is especially suitable for screening antibody or mntibody
fragments for a pasticolar function, sich as binding affinity (.., specificity), stability
(e, half lift) and/or effector function (e.g., complement activation and ADCC),
Aewﬁngl?.mﬂmufmmhmmdumthmnnmon-bedumﬂnf
it is known, &.¢, through in silico modeling, that cartain residoes in the region will not
patticipate in the desired function. The coordinate structure and spatial interrelstionstip
betweon the defined regions, a.g., the fanctions] emino acid residues in the defined
regions of the polypeptido, e.g., the predeiermined emino scid(s) that have been
introduced, can be considered and modeling. Such modeling criteria include, e.g.,
amino ecid residus side group chemistry, atom distmoes, crystallography dats, etc.
Amﬁnsly.ﬁonmbcofmlypqﬁ&mﬂquuw«nhemmmly
inimized

In a preferred embodiment, ane or more of the sbove steps are computar- .
asgigied. The method is also amensblc to be carried out, in part or in whole, by a device,
e.g., 8 computer driven device. Awwdnﬂy.mm“rwwmngwmemﬂd,m
pmurmwhnle,cmlieeonfmdbnmad:mmublefwunmmchﬁmmcdwiu
for carrying out the instructions. In sum, the methods of the invention are emendable to

a high tl:mnghput spproach eouummng software (e.g., computer-readable Instructions) -

and hardware (8., computers, robotics, and chips).

ﬂnmhvmhmmmemudwohﬂmh
cvaluation by mutagenesis of scveral different regions or domeins of s polypeptide
simultancously. This can be done using the same ar a different predetermined amino
acid within each region, enabling the evalustion of amino acid substitutions in
mfmﬁmﬂy:ﬂﬂnﬁw,ﬁuhnﬁmﬂﬂmfoﬁhgofﬂm
pﬂmﬁhmamﬁudwmkemaﬁmcﬁmdm&g.,hbindingmd‘n
antibody or the catalytic site of an enzyme). This, in tarn, provides s efficient way to
oreate ucw or improved fimctional sites,

Far cxampls, as depicted in Fig. 14, the six CDRs of an antibody that make up
ﬂnummoﬂhemumbmdmgm(ﬁm).mhmw
mlhmly,wnqmlymﬂunﬂnvnu%ﬁm.mmuymem
dimensional interrelationship of selected amino acids in this site. In one embodiment,
ﬁnqmnbinnuiddmniuyoﬂhnmmdaﬁndmﬁmmmmhd
using loak-though mutagenesis, and preferably six defined regions, for example, the six
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CDRs of an antibody heavy and light chain varisbls region. For performing look-
hongh-mW-maCDR.typiuﬂya. 4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15,16,17,
18,-19, 20,21, 22, 23, 24, 28, or mare amino acid positions aye altered.

Accordingly, the prescal invention opens up new possibilities for, the design.of
many different types of novel and improved polypeptides. The mothod can be used o
improve upon an existing structure or function of a protein For example, a binding site
ﬁrununmuhunummndy&qnumuunbohnuduadumﬂhﬂyﬁnapnhudlhu
antigen, effactor fimction andior stability improved. Alternatively, the introduction of
Mﬁmwﬂﬂymwmmd:hbamﬂyﬁedmdnnfmmym
can beo performed resulting in 8 modified or anhanced catalytic sotivity towand a
subsiyate, Altmﬁvcly.mﬁnlynwm'u,lpuiﬁdﬁuuwﬁviﬁumh _
introducod into & polypeptide. De novo synthesia of anzymatic activity can be achieved
2t well. The new structures can be built on the natiral or consensus “scaffold” of an
ﬂil&ngmldnbymhﬁnguﬂylﬂgvﬂﬂﬁmlbylhamﬂndoﬂhhvmﬁm-

IRETrEN SSLIC PR fa
)

The method of this invention is eapeci y usafhl for modifying antibody
molecules. As used herein, antibody molecules or antibodics refers to nntibodies or
puﬂmﬂiﬂuﬁmhuﬁll“ﬂﬂhm'hodiqhmohﬂdn.wothumhdy
hpm.hﬁﬁdunchahwhmummf(m.nmmdmm
chain sntibodies, snd chimeric antibodies. Alterstions can be introduced into the
varieble region and/or into the framework (constant) region of an antibody. .
Mdiﬁuﬁmoflhewﬁnblansimmpmdmlnﬁhodiuﬁﬂ:bﬁhmﬁgmhﬁﬂhg
propertics, and, if desired, catalytic properties. Modification of the framework region
mﬂaoludtoﬂnimwmmofehmo-pbydulmﬁu.n:hnnlubiﬁtym
stebility (e.g., half life), which are especially useful, for example, in commereia]
production, biosvailabilty, effector function (e.g., complement activation and/er ADCC)

- l‘

ZRLR TR Jva ‘ X v

" and binding affinity (c.g., specificity) for the antigen, Typically, the mutagenesis will

target (he Fv region of the antibody moleculs, Le., the structure responsible for antigen-
bindinslﬂivitywhichisnndcupofvaﬁablouﬁmofhndnﬁn.moﬁvmhhnw
chein (VH) and one from the light chain (VL) Once the-desired antigen-binding
ebmctuisﬁamidenﬁﬂed.lhevﬁnblemﬁm(:)mbemsbmadiﬁomwm
sntibody class such as 1gG, IgM, IgA, 1gD, or IgE.

Polyoeptides . '
The method of the invention also is particulurly suited to the design of catalytic
protoins, particularly catalytic antibodies. Presently, catalytic antibodies com be
-16-
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prepared by an adaptation of standerd somatic cefl fasion techmiques. In this process, an
animal is innmmized with an antigen that resembles the transition state of the desired
substrate 1o induce production of an antibody that binds the trmsition state and catalyzes
the reaction. Antibody-producing cells are harvested from the animal apd fused with en
immontalizing cell to produce hybrid cells. These cells are then screaned for secretion of
a0 antibody that catalyzes the rezction. This process is dependent upon the availability
of enalogues of the transition state of & substrate. The process mey be limited becanse
such enalognes arc likaly to be difficult to identify or synthesize in most cases,

The method of the invention provides e different approach that eliminates the
noed for & transition state analogue. By the method of the iavention, en antibody can be
made catalytic by the introduction of suitshle amino acids into the binding site of an
immunoglobulin (Fv region). The antigen-binding site (Fv) region is made-up of six
bypervarisble (CDR) loops, three derived from the immunoglobulin heavy chain (H)
and three from the light chain (L), which comnect beta strands within cach sbbumit. Theo
amino acid residues of the CDR loops contribute almost entirely to the binding
characteristics of each specific monoclonal antibody, For instance, catalytic triads
(comprising of emino acid residues sesine, histidine, and aspartic acid) modcled after
serine proteases can be created in the hypervariable segmets of the Pv region of an
mmdyﬁmhmmruunmmmmmmmmmm
sctivity of the substrate, |

hpiﬂicnhr,lhcmeﬂmdofthniwalﬁmmbeudmpndwommydiﬂum
enzymes or catalytic mﬁbodiu.includhggﬁdwadnm.mmm
Iyases, isomerases and lignses. Among these classes, of particolar importance will be
mepoduuﬁonofhnpmdmmhhm&mdmmm
peroxidazes. Mmdolhwmymulhumbemvythemmaﬂn
invention have important commercial spplications for enzymstic conrversions in health
mmdinko&.hwhlf,ddmtgmvhmﬂ(n@.mm).
agriculture, tanning, textiles, and ofher chemical processes. These inclode, but are not
Timited to, diagnostic and therapeutic applications, conversions of fais, carbohydrates =~
and protein, degradation of organic poltutants and synthesis of chemicals. For exemple,
therpeutically effective proteases with fibrinolytic activity; or activity against viral
structures nevossary for infectivity, such as virl coat proteins, can be engineered. Such
mmeouldbeudhlauﬁ-dmmbuﬁumamﬂ-vimmwmm
as, for example, HIV, rhinoviruses, influenza, or hepatitis. In the case of oxygenases
(e.g., dioxygenases), 8 class of envymes requiring a co-facior for exidation of aromatic
rings and other double bands, industrial epplications in biogulping processcs, conversion
ofbiinmfneluroﬂurhminh.mvudanofmimumhm




O O

WO 2008003345 PCTIUS2004020308

10

15

mdmmmwmmmmmw
applications of novel proteins, .

mmhvmﬁmhfwﬁuﬂhmmwsfom;mla.wm '
should not be construed s Emiting.

Exemplification
Throughout the examples, the following materials and mecthods were used unless
Moteriols and Methods

In general, the practice of the present imvention employs, unless othérwise
indicatod, conventional techniques of chemistry, molecular biology, recombinant DNA
technology, PCR technology, immumology (especiully, o.g., antibody technology),
expression sysiams (¢.g., cell-frec expression, phage dispiny, ribosome display, and
Profuzion™), snd any necessary cell culturc that are within the skill of the art and gre
explained in the litersture. See, e.g., Sambrook, Pritsch and Maniatls, Molecular
Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989): DNA Claning, Vola. 1 and 2,
(D.N. Glover, Ed. 1985); Oligonucleoside Synthesis (M.J. Gait, Bd. 1984); PCR
Handbook Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Besucage, Bd. lohn Wiley &
Sons (1959) (Editor); Oxford Handbook of Nucleic Acid Structure, Neidle, B4, Oxford
Univ Press (1999); PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et ol.,
mmm(lm;mwrm:mwmm.mm
John Wiley & Son Ltd (1996); The PCR Technfque: RT-PCR, Sicbert, Bd., Eaton Pub.
Co. (1998); Ansibody Engineering Proiocals (Methods in Molecular Biology), 510, Paul,
S, Humana Pr (1996); Antibody Enginearing: A Praetical Approach (Practical .
Approach Series, 169), McCafferty, u..mrrusm;mm A Laboratory
Manual, Rarlow et al, C.S.H.L. Press, Pub. (1999); Cioremt Protocols in Molecidar
Biclogy, eds. Ausubel ct al., Jolm Wiley & Sons (1992); Large-Scale Mammalian Cell
Culture Techrology, Lubiniecki, A., Ed., Marce) Dekker, Pub., (1990). Phage Display :
A Laboratory Manual, C. Barbas (E4.), CSHL Press, (2001); Ansibody Phage Dispiay, P
O'Brien (Ed.), Hmmhu(!wl);nordrunl,\'muﬁudisphyhm-ming
combinatorisl polypeptide libraries, Nature Biotechnolagy,13(6):553-1 (1997); Bardes et
ll,lemﬂleedispllyfor directed evolution of protein expression, affinity, and
mhihty.MMEmm 328:430-44 (2000); ribosome display s deacribed by
Phickthan 1 al. in US. Patent No. 6,348,315, and Profusion™ as described by Szostalk
e4ol. in U.S. Patent Nos. 6,258,558; 6,261,804 and 6,214,55).
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comm — . EXAMPLE 1
LOOK-THROUGH MUTAGENESIS OF THREE DEFINED REGIONS IN AN
ANTIGEN BINDING MOLECULE

L

15

In this example, the look-throngh mutagenesis of three CDRs of an sntibody to
improve binding and proteolysis of a substrate is described.
In particular, the “Jook-through™ mutagenesis of three complementarity

determining regions (CDRs) of a monoclonal antibody is performed. CDR1, CDR2, and

CDR3 of the heavy chain variable region (VH) sre defined regions selected for Jook-
through muagenesls, For this embodiment, the predetermined amino acids sefected are
the three residues of the catalytic trind of serine protesses, Asp, His and Ser. Aspis
sclected for VH CDR1, His ia sclected for VL CDR2, and Ser is selected for VH CDR3.
The scloction of thess three predetermined emino acids allows for the use of a
convenient protease assay in ardes w detect when the (hroe residnes are positioned
correcily to exhibit a functions! ctivity, Le., proteolysis of a test subsirate.

An exemplary antibody, MCPC 603, is recognized a3 a gnod model far
iimuisaﬁnsﬁﬁuudmﬂyﬁbwuuﬂnemu‘bodybindiunﬁmhhemwdl
characlerized. The amino acid sequence and DNA sequence of the MCPC 603 VA and
VL rogions sre publicly availsble (see, ¢.g., Rudikoff, 8. and Potter, M., Biochemistry
13:4033(1”4);%&&&0&08@3%8mean.le3:
105-112 (1587)). The CDRs for tho MCPC 603 antibody have been identified as shown
in Fig. 2. In the heavy chain, CDR1 Spens qmino acid residue positions 31-35, CDR2
spans positions 50-G9, and CDR? spans positions 101-111]. In the light chain, the aming
scid residucs of CDR1 are 24-40, CDR2 spans amino acids 55-62, and CDR3 spans
amimo ecids 95-103.

MMpofMQﬁmmﬁahmmmthma
MﬂChmchMpolypepﬁdcmﬂopmhhﬁn;memimaﬁdmmfw
CDRI, CDR2, end CDR3 ss shown in Figa. 3-S. It is understood that the

olimmmmhhzu&nlhemw“lbhlhﬂdw facilitate

insertion into the terget construct as shown in Fig. 7. A single chain antibody format is
chmfnrmmimhwmeﬁmndmw The

dipnudwﬁduunbewnvmdhbdmbl&mﬂdohmwmmhiqu
(scceg., Oliphant, A. R. ctal., 1986, supra) and then ligated into 8 restricted plasmid as

- showninFig. 8. lhemﬁcﬁ&ndmwbemmnyoeamingdnurw

restriction sites,

Polymucleatides encoding corresponding polypeptide analogs can be expressed in
any of the convenient expresaion systems described hercin and screaned using the serine
protease assay described, e.g., in U.S. Patent No. 5,798,208 (s=e alan, Figs. 16-17).

-19.
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‘Briefly, the expresaed polypeptide anslogs are exposad to & test subsirate and exemined
for proteolyxis of the test substrate. The amount of protealysis, revealed by s 2one of

clearence of the substrate, indicstes s polypeptids analog having the desired functional
activity, ' '
]
EXAMPLE 2
LOOK-THROUGH MUTAGENESIS OF SIX DEFINED REGIONS IN AN
ANTIGEN BINDING MOLECULE
h(hhexmle.ﬂnlook—ﬂ:my;hmu“ﬁnfﬂlﬁx@kofmuﬁbodyh
improve binding and proteolysis of a substrete is described.
hpuﬁulr.aﬂook—thrwgh”mmﬁuflﬂlizoﬂhshmvm
regions or complementarity determining regions (CDRs) of the above mentioned model
antibody (MCPC 603) is performed, In this exampls, “look-through™ mutagenesis is
carried out from two to three times with a different amino acid in a given region or
domain, mmmm.s«mmsmmmymmmmmﬂ
light chains as shown in Fig. 10.

Mmgmdmmmnmdﬂmﬂﬂnammmhdmableimh
homwifmmdedmmmdnrﬁdtmhﬁenﬁmﬁnmwﬁdpahh
dozired function. In addition, the number of analogs can be minimized, Other
mdhﬁmhulwﬁnshwdﬂmhduﬁmﬁdnﬂhmﬁuhpﬁﬁmb
be altered are thal the residues must be able to hydrogen bond with one another, This
omdduaﬁm:mhnpouapmﬁmﬂymﬁuhlmthsmw Thus, only
Mpodﬁmﬁlhhhmhmypcmﬁlhmimaﬁdufﬂnwﬂy&ﬁdh
interact propesly. Thus, molecular modeling or other structura) information can be used
to anrich for fanctional variants,

In this case, known structural information was used to identify residucs in the
regions that may be close enough (0 permit hydrogen honding between Asp, His and
Ser, as well as the range of residues 1o be mutagenized. Roberts et al. have identifiod
uﬁmdchmmmdmmmv.A.ﬂd.mNﬂ.
Aced. 8cl. USA 87: 6654-6658 (1990)). This information together with data from the x-
mmaummuwtommmmammmu
CDRs targated for mulagenesis, This type of look-through mutagenexis gaided by
mlm&mwwmummumﬂwm

Look-through mutagenesis is carried out a3 illustrated in Fig. 10 where each
CDR is subjected to ane predetermined smino acid resulting 8x10ES polypeptide
analogs and if all twenty amino acids aro explored, 5x10B13 polypeptide analogs.

Wﬂhhmhmdmwmwuﬁonm

‘ dmhmmmmmempmuammq.,mu&mm
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. 5,798,208. ilﬁeﬂy,ﬂnnpmdpolypepﬁdéd:ﬂopmapoﬁhaumhmﬂ

examined for proteclysis of the test substrate. . The amount of proteolysxis, revealed by a
mofdmof&.mhhm.mdwatuapolypaphdemloshmnﬂhudm
functional activity.

EXAMPLE 3
LOOK-THROUGH MUTAGENESIS OF ANTI-TNF BINDING MOLECULES TO
IMPROVE FUNCTION '
hﬂnlmplu,tholook-ﬂnmghmuu;mofmmﬂ-Mm'bodyto
improve binding is described.

In particular, the “look-through™ mmtagenesis of all six of the hypervarishle
rcgions ar complementarity determining regions (CORs) of two different anti-TNF
antibodies is performed. Anti-TNF antibodies have general application in the trestment
ofimmmdimnhpaﬁmhmmw_mwmaﬁmm(m
necrosis factor). Two commercially svailsble anti-TNF antibodies exist. For
canvenience in performing look-mutsgenesis and subsequent scroaning, the verisble light
whmdnhmﬁm(mSBQmNOl:Mofﬂ!mmMumWhl
singlo chain format using a poly Gly-Ser linker (iee Fig. 15). The defined regions
selected for Jook throngh mutagenesis with & predeiemined amino acid are identified by
hmeofnbhckhuuﬂminhg.ls Thise defined regiona comrespond to the
CDRs of the single chain antibodics.

Polymucleotidcs represcnting the six CDR regions and sufficient flanking rogions
to allow for the asscmbly of tho polynucleotides into the completc single chain sequence
shown in Fig, 15 are synthesized as described barein. Prodetermined amino acid residnes
arc sclected for cach CDR region and scperstely and sequentially introducad into each
amino acid position throughout the six CDR regions. The polynucleotides are further
mdneedmmutmplduemblednmﬁug&omwmoﬁ
mﬂm;kﬂAhnmptthﬂmﬂthnﬁonpﬂWdanm
ribosome display.

mmm.mpwmmwm
a cell-free transcription and translation extracts. The RNA transcripts are covalently
linked to a detoctable moiety such an a flucresoent moicty. AlMleynatively, the sequence of
interest can be fuged in frame to a fluorescent moiety such as groen fluorescent protein
{GFF) to allow for the convenient detection of exprassion and normalization of binders
versus non-binders. Preferably, the polynucleotides encoding the polypeptide analogs are
ot least partially arrayed, ¢.g., cxpressed in a well that has multiple polypeptide analogs
but cam be resdily deconvoluted. Accardingly, each well contains a subsot of polypeptide
snalogs now linked to the corresponding transcript inked 0 0 flovescent mofety using

«2]-
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ribosemoe display. The well is probed with teget Hgand, i.e, TNF and nagayed for

- -polypeplide.malogs thet bind and vith what bisdng affinity ax compared to wild-type
‘potypeptide.

Polypoptide analogs that tind betier than the wild-type polypeptids s than tb-
enginsared futo o fall-lengih I3G amfbody formet for paraTiel testing with the mmalogons
eommereisl anifbody for improved binding using steodard technigues.

_ EXAMPLEL .
LOOK-THROUGH MUTAGENESIE OF ANTIRODIES AGAINST BOTIILINUM
NERVE TOXIN SEROTYPE B (BaNT/B} AND BOTULINUM NERVE TOXIN
SEROTYTE A (BaNT/A) TO IMPROVE FUNCTTON

In thix exampie, improved andibedics ageinst botulinum nerve toxia enotype B
(BaNT/) and botalinum aerve ioxin serotyps A (BoNT/A) are generaied using Jook-
frough mutagencais (1.TM) to improve finwctise. The TTM approach is based on.
creating sugle amtations per CDB. throughont the binding pocket, hased on 2 subsed (fhe
LTM oef) of e 20 amivo acids fhaj seplors sive, chargs, hydrophobicity, and irydroges
bonding charzcieristics. The cxiteria for sekcting Hee aming acids in the 1, TM st e
discussed below.

1. Aptieady Furification aad Gene Bequenciog and Single Chaln (scFy) Design
Murine estibody fragmenta (Feb) with bpdeng affinitics to BolNT/B cm bo
shigived s describod in Pmamen! er ol (1996) Jownal of lnmemological Methods 193
189-197. The BorFeb 3 (S8EQ II) NOg:10 and 11, light mnd hesvy chain potypeprides,
respectively), the BFab 26 (SEQ ID NQe:12 aud 13, Eght snd haavy chnin
polyneptides, rempectivaly) or the BorFed 22 (SECQ ID MOu:14 mnd 15, light and hesvy
chain polypeptidue, reapectivaly) antibodiss e b used. The foropoing sequances ae

deacyibed in TIS, Patent No. 5,932,445, the caments of whith ang ineorporsied heroin by -

seferance. The nrine BENT/B notigan {fall-length wrin, Tight chumn, mdfor hesvy
chein) can be ebtzined S Motsbdologics, Inc., WL

The entj-BoNT/A smtibodies described in Plags of al. (2001) Jnfect. S
G5-5%) can be ueed with the ohiactive of improving their effinitias by at Jeast one opder
of magaitude. The BaNT/A heavy chain bindiag domsin (BolT/A Hc) antigen ean be
cbiained frome Metsbiclogics, Ine., WL

The Vi and Yu Fapments af the entibody(ies) swe cloncd end sugmenced uxing
slimdard oolecular biclogy techmiques, The veriable regicas of the molacules gre
aplified by the polymersee chai reaction (PCR) and linked with & poly-Gly-Ser Euker
(ypiailly SGGEABGOANNGGGAS (SEQ ID NO:T)) to genemts sngle ehiin
antibodics {scFv). A poly-His tag (HHHHRM (S8Q 1D NO:8)) and & myo tag

- -22-
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(EQKLISEEDL (SRQ ID NO-9)) are slso appended tn the C-ievmigns of tha genes to

Sfacilitate purhoation and detecsion. These moleculcs-ane displayed an atry of thewell

Imown technnlopies (.., yoast, bacterial of phage based tachnologleas) qod aaled for
thelr ability o bind BENTYR or BoNTYA.

The monovalent scP varion of whole mitibodies provide for # good format to
imderake otagenceie stiadies 20d sce imown to gengrelly reproduce the binding
mechanizm of the whele rcleouls, wilh the exesption of the avidity effects displayed by
pvaitivalani mvolecwjes

& Antibedy Inaprovement Using Look Threagh Mntlgunll {LTM) and Gene
Design

Forr the Look 'l'lmnghﬂullgmeﬁi {LTM), the foliewiag nape ainino acids and
their repreaomietive functionsl characteristics mre chosen: Alanine and Leucine
(aliphatiss), Sccine (hydrowyl group), Aspartic Acld (acidic) and Glubknine (mmide),
Lysine and Hiatidise (basic), Tyrosine (aromatic), Proline (hydrophobic). Thase amins
acide displvy adequate chemicul diversdty in size, chargs, lptieophobicity, and Iydrogen
banding sbility to provide mesningful inthisl information on the chomical fopctonality
weeded o improve antibody properiizs. The choices s slvo baszd on the frequesey of
cocmrrence of these aming s in the COR s of entiboedies. For exanplo, given betwaan
T¥roaine angd phenylalanine tn represant amine scids with arematic side choins, the
former ik chosen becoaas of its slgnificantly Hghsr prepoaderance in enthvody CDRS
and its ability to hydrogen boird. LTM is infdaity emploved 1o identify sprecifls amine
acids and chemical prop ertics ikt sme beneficial for binding, noutralization snd/or 2wy
additiennl properties dasired in the fins) antibody. Howower, LTM ie not Hmited io these
Tint xmio poids or nine tolal xming ecids. LM snalysis con be perfimmed with Aoy
combinstion of mnino scids and the LTM sobset con be ag high a5 18 amine aids (1
short of saturstion mutapenesis),

2.1 LIM Oligorclogiide Svnihegls

" Im the primegy LTM enulysis, the goal is to explors each #mino acid®s sida obain
contribofion to the oveyaH binding affrdty within cach CDR. To efficiendly generate
meaningfol §iversily, eadh of the LTM sebeal amine seld is targeted at avery single
position within the CDR soquence with only one subgiitution per CDR. Thus, tach
individual olipommolactide encodee for anly a single COR srotaicn. For nstmce,
order to do LTM Histidine mmisganmsis on n hypothetical eleven mmino acid Vi CDRS
domaim, 11 oligtmrrlaotides are synihasized thai ewcode Gor ll 11 possible single
Histidins otations {ses Figare 20). Such an -nlyu't:m: the effacts of baving e bulky
ereids in sach position in the CDR. Therafore to ganerate 8 Vi CDR LTM Loy,

2.
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anty 99 oligotaclontides are mynthasized for the LTM snatysis (9 L'*m amino peidsx 11 _

——- ¥y CDR position)... ﬂlluumelenudl sequences are fesad for adveriont stop codons,

19

15

20

i

wild-type duplication, lneficient codon usage, hefrping, loope, nd other gecondary
strociures wsing poblicly aveilitls saftwirc.,

. In employing systematic LTM replacement of individual snsino seice vithin 2
CDR, the preferenca of chembes] farikcmalities st cach posttion is wacovered, In order
to combioe all the potaticns fot the LTM selections md explors pssible additivity
and enargatic synergy betwoen these, degenerase oligonmcléotides encoding tor these
" mutations and the wild-type seqmence ars synthesized, This degensmte pool of -
oligonnateatides with 1.6x10" variants in subsequengly need o genenete a second -
generation library that mxplares the additive naaare of thess substitntions.

S-uﬂmn muplﬂ with llutumlitnﬂ =um|n-lmit DINA syntl:_- emables ﬂmd
aligooucleolide synthesis. The finst slep irvoives deciding which larget amino scida will
be ncarporated into the CORs. The scftware detsrmines e codon preferonce (r.g.,
‘yeest, hacteeial o phage nodon prefrencs, depending on e ehoann syicm) meeded to
imroduce the targeicd rmine acids and aleo elixtinatos sy duplication af the wild-typs
esquresce thal My be genemtod by thia desige process. f then anelywes for posastial slop
codond, halrping, and loop stroctores or S ot problomatic soquences that are

subsequently corracted prine bo syrithegis. The completed LTM design plan Js then same

ko the: DNA. synthasizey, which pesformes a0 sstomaied synthesis of the clipannclectides,
In this mammee, Be oligorucloctides nesded to arosto the Jibraries e be rapldly

An eleciromio delabase may plore information of all LTM oligonncleotids
sequenoes synthesize, dotails of tho scPv librayy CDR subslilotions, snd hinding assxy
Tesulta for v tavget antigen. Arciivael of the cligonuclsatide data allows for ratiomal
iteratioms of the desigs stetegies, sl r-use of reagend elignmecleotides.

3. Ovarall LT™ Strategy :

. LTM fa inftislly comployed to identlfy specific amine acids and :h:mlni
peapertios fhat we beneficial for Winding, seutratization endfor any mebditional properties
dezired ic tho Gnel antibody. It also quickly identitfes the regions that do not tolsmate any
nutagonesis withowt significsnt loss in affindry (or sy physic! property being selectad),
Therefort, not only is the LTM malyzig a goed muthodology to explors e chenalesl

T
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requirements at each position in all CDRs of an kntibody, but it also rpidly determines
the pmino acids ebsolutely required for antigen binding. Aficr the identification of
beneficial nmtations by LTM, combinatorial mutsgenesis-schemea may be employed
that firstly incosporate all these disparate amino acid mutations to genersto multiply

mutatcd CDRa. Additionally or aliernatively, Walk Through" mutagenesis (WTM) may

be used to probe the effects of multiple mutations of the sarne amino acid in a CDR (s
described, for exumple, in U.S. Patesit Nos: 5,830,650; 5,798,208).

4. LTM scFv Libraries

The LTM techniques described above are used to areste pools of
alipomucicotides with mutations in a single CDR of the light or heavy chain. These
owﬁhmlwmmmw:mdhmﬁuwb
facilitate the overiap and hybridizstion during PCR. These pools of oligonuclcotides are
utilized 1o generate all possible Vy, and Vs chaing in which thero are mutations in single,
double, end triple CDRs (single, double, and triple combinations of CDR1, 2, and 3)
using single overlap extcnsion PCR (SOE-PCR) (as described by Horton ¢ al. (1989)
Gene 77:61-68). SOE-PCR is a fast and simple method for combining DNA fragmenty
thddoumtmquinruﬁelimﬁlﬂ.mﬁeﬁmmnelmuDNAﬁmhm
PCR two regions in the gene are firet amplified by PCR nsing primers designed so that
the PCR products share s complementary sequence at ope end. Under PCR conditions,
the complementary sequonocs hybridize, forming an overlap. The complementary
nqumthmwtupnmm.dlowmgutmnonbyDNApolmmpmdnnu
recombinant molecule.

rawgmmmmonummmmwn-mmcm-
H2 are mutated and CDR-HS is wild-type, which is denoted as “110” (1 denotes a
mnuuCDRqudmotquwﬂd-lypeG)R).hCDR-HlmMmmMu

mhmdSO&Mthth@R-ﬂqﬂmdwﬁduwm .

the doubly mutated pool (Figure 21). Consideriag thst each CDR may be either wild-
I}peormmmﬂmmuvmm'bhmbmm(dmddbyminszn
for each of the pools of V. and Vi chains (not including the wild-type moleculs “000™).
mmmmvkmmvnmhmsavg-vnmmm-w '
combinations (scPve), (Pigwre 21). Each of the 64 Vy-Vy combinations (including the
wildwuqnm)ismua‘nhu'ofmwholomumh‘bmyhh
An scPv library ensemble is created for each amino ecid selected for substitution,

The number of amino acid sequences represented within cach subaet library depends on
thnlnghofﬂncml.memmd sequence within the CDR, and the LTM
ohgmmchoudedanpllntqy
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- 8. High-Turoughput Library Screening and Improved Antibody Selection
A variely of methods are available for antibody expression snd display. These
includa becteriophage, Escherichia coli, and yeast. While each of theso methods has
been used for antibody improvoment, the yeast display system affonds several

. sdvaninges (Boder and Wittrup (1997) Nat. Biotachnol. 15:553-557). Yeast can readily

15

accommmodate library sizes up to 10", with 10°-10° copies of each antibody buing
displayed on each cell nurfice. Yeast cells arc easily scroened and separated using flow
cytometry and fluorcscence-activated cell sorting (FACS) or magnetic beads. Yeast also
affords rapid sclaction and ro-growih. The eukaryotic secretion system and glycosylstion
pathways of yeast allow for s much lsrger subset of scFv molecules to be comrectly
folded and displayed on the ocll surfece than prokeryotic display systems. Yeast display’
coupled with directed evolution bes been used to increaso the Kp of an scFv antibody
fragment for Nuorescein to 48 {M, two orders of magnitude stronger binding than any
previously reporied monovalent ligand (Boder ef al. (2000) PNAS 97: 10701-10705).
The displsy system utilizes the s-agglutinin yeast adhesion receptor 10 didplay proteins
on the cell nuface. The proteins of interest, in the preseni case, anti-BoNT/B scPv LTM
libraries or anti-BoNT/A scFv LTM libraries, are expressed as fusion partners with the
Aga2 protein, These fusion proteins are secreted from the cell and become disulfids
linked to the Agal protein, which is sttached to the yeast cell wall (se0 Invitrogen, pYD]
Yeant Displsy product literature). In addition, there are carboxyl terminal tags included
which may be utilized to monitor expression levels and/or normalize binding affinity
mcasurcments.

Streptavidin costed magnetic beads (Spherotech) are usad to screen and select for
entibodics that bind Lo BoNT/B ar BONT/A with high affinity. This methodology
awploys high affinity antibody binding to biotinylsted antigen which then binds to
streptavidin coated beads in order to select for the yeast clones (Yeoung and Wittrup
(2002) Biotechnol. Prog 18:212-220) and Feldhaus ef al, (2003) Nature Biotech. 21:163-
170). The BoNT/B or BoNT/A polypeptide (Mctabiologies) is biotinylated using
standard protocols (Pierce) and screcning is performed using methods well known in the
ait. Using equilibrium and kinetic based selection, antibodies with improved sffinities
are selected for from these Jibrarvies. The efficacy of each round of selection is
monitored by analytical FACS (FACScan). In addition, relative binding affinitias of
individual molecules displayod on the yeast surface are measured by titrating the
antigen. This allows for rapid identification of molecules with improved affinity. The
scFv clones aye then sequenced to identify beneficial mutations.
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6. Geaerstion of Soluble Antibodles for BlAcore Aflinity Measurements -

Antibodies of intercst are sub-cloned into soluble expression sysicius (Pickia
pastoris and/ar B. coli) and soluble protein is generated. There are several commarciaily
available veciors and cell lines for soluble antibody expression, including those from
Invitrogen (e.g., pPICY for P. pasioris) and Novagen (pET20b for periplasmio
expression in K colf). These sysiems are rontinely used 10 gencrate soluble single chain
or fall-length sntibodics. Tho P. pastoriz expression systcm (Invitrogen) routinely

" produces 1-5 mg pex Liter of soluble purified scPv. Pwsification of proteins is facilitated

by the presence of a His-tag ut the C-terminus of the molecule, in the case of singls
chains or by protein A or protein G colvmns for full-length antibodies. Soluble single
chain‘and fulHiongth antibodies are generated to obtain BlAcore affinity kinetic rate *
measurements. This step is neceasary as high affinity scFv molecules on the yeast clons
cell surface must bo verified as s cell free soluble molecale.

Soluble single chain and full-length sotibodies genaratad in the foregoing
manner may be used 1o obtain BlAcore affinity messurements, as well as in the neurite
outgrowth asgay or the mouse lethality assay described below.

7. Screening of Selected Antibodies for In ¥ive or In Vitro Neutralization

A cell-besed assay using the neurite ontgrowth of primary chick neurons as an
indicator of BoNT intoxication and, thns, a8 a means to quantify toxin newtralizstion
may be used to scroen the sclected antibodies. Preliminary experiments using dorsal
root ganglion explant cultures from fertilized chicken eggs have indicated that therswas
lose axonal outgrowth from explants treated with BONT/A than the contrels.
Altlemnatively, a chick ciliary ganglion-iris musclc nevromusculer junction ascay (as
described in Loraneth et ol. (1990) Nauroscience Lesters 113211-216) mey be used.

The mouse lethality assay (MLA, as described by, for example, Schantz and
Kautter (1978) J. A.nac.o,ﬂ'dmlarm.ﬁl :96-99) is anciher well known and scoepted
in vivo method for testing for BONT neutralization. The test involves the intarperitoneal
injection of spproximatcly 0.5 m] of sample preparations of BaNT/B or BaNT/A with
end without the antibody into 20 to 30 gm, white ICR strain mice. Lethality due to
respiratory failore is noted over 1-4 days. Quantification of nevtralization requires serial
dilutions of tha MAbs with varying levels of mouse BoNT/B or BoNT/A LDsp. The
mmhmwddmmmmmhtyofﬁemedmw
identified by the iz wiro scroening, .

The neutralizing ability of antibodies can also be meszured in vitro by the monse
protection assay (MPA, Goeschel ef al. (1997) Exp. Neurol. 147:96-102). In the MPA
the left phrenic nerve, together with the lcft homidisphragm, is excised from the mouse.

-27-
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The phrenic nerve is then continuously electrostinmilated in o tissue bath. Purified
entibodies are incubated with BONT/B or BONT/A and added to the tizsue bath. Toxin
induccd paralysis is defined as & 50% reduction in the initial muscle twitch.

. Eguivalents
Those skilled in the art will recognize, or be able 10 asocriain using no more than
routine exparimentation, many cquivslents to the specific embodiments of the invenation
described herein. Such equivalents are intended to be encompassed by the following
claima
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Claimg
1. A method of generating a library of polypeptide sualogs in which 8 predetermined
amino acid eppears at cach position in a defined region of the polypoptide comprising:
selecting s defined region of the amino acid sequence of the polypeptide;
determining an amino ecid residue to be substituted at each amino acid position
within the defined region; .
synthesizing individual polynucleotides encoding the defined region, the

polynuclectidos collectively raprosenting possible vaiiant polyzucleotides soconding to

the following criteria;
i) each polynucicotide containing at each codon position in the defined
rogion, either a codom required for the amino ecid residue of the
polypeptide or a codon for the predetermined amino acid residue, and

ii) each polynuclestide containing no more thim one codon for the predetermined

amino acid residue, . '

thereby gencrafing a Librery of polymnclectides in which the predetentined
amino acid residne appears at cach smino acid position within the defined region.
2. Themethod of claim 1, wherein the polynucleotides are pooled together.

3. Thamethod of claim 1, wherein two or mare defined regions within the polypeptide
ar¢ mutagenizod. ' )

4. The method of claim 3, wherein the same predetermined emino acid is selected for

substitution within each of the two or more defined regions.

5. Tho method of claim 3, wherein different predetermined amino acids are selectod for
substitution within cach of the two or more defined regions, respectively,

6. Tho method of uny one of the previous claims, wharein the defined region or defined
regions comprises n functionsl domiain of the polypeptide,

7. The method of claim 6, wherein the fanctional dorsain is sclected from the group
consisting of an antibody binding site, an antibody framcwork region, an sntibody
effector rogion, a receptor binding site, and a catalytic site,

-29-
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8. The method of claim 7, wherein the antibody binding site or portion thereof

- comprises-a CDR domsin selected from the group consisting of CDR1;CDR2, CDR3,

_ CDR4, CDRS, CDRS and s combination thareof,

9. The method of claim 7, wherein the antibody framework region comprises o domain
selected from the group consisting of FR1, FR2, FR3, FR4 and 8 combination thereof,

10. Ths method of claim 7,whnr=hthemdbodyeﬂ'wlonegionmﬁnud;main
selocted from the group consisting of a complement binding site and an Fc hinding
. .

11. The methkod of clsim 1, wherein the predetermined emino acid residue is sclected

from (be group consisting of Ser, Thr, Asn, Gin, Tyr. Cys, Hia, Glu, Asp, Lys Arg, Als,
Gly, 1le, Len, Met, Phe, Pro, Trp andVal.

12. The method of any ons of the previous claims, wherein the defined region
comprizes at lcast shout 3 to 40 amino scids.

13. The method of any one of the previouns claims, wherein the polynucieotides are
synthesized as expression lbrary. '

14, The method of any one of the previous claima, wherein the palynucleatides are
synthesized using enzymatic mesns. ,

18. mmcthodofmymofmeprevimdmwtepolymﬂwﬁdum
synihesized using polymernse chain reaction.

16. Thomethod of any ane of the previous clsims, wherein the cxprossion Horary is
selected from the group consisting of a phage displsy library, a ribosome/polysome

" display library, a yeast display library, s bacterial displey Worary and an sayed Jibrary.

17. A librery of polypeptide analogs prepered by the method of claim 1.

18. A method of identifying a polypeplide having a desired structure or fumction
s
sclecting a defimed region of the amino scid sequence of the polypeptide;
determining sn amino acid residue to be substitnted ot each amino acid position
-30-
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synthesizing polynucleotides encoding the defined region, the polynucleotides
collectively representing possible varisnt polynuclestides scconding to the following
' ) each polynuclcotide containing at each codon position in the defined
scgion, either'a codon required for the synthesis of the amino acid rexidue
of the polypeptide or & codon for ons of the predetermined amino acid
residue, and
i) each polynucieotide containing no more than one codan for the
predetermined amino acid residue,
thereby generating an cxpression library contsining the polynucleotides;
expressing the expression library to produce polypeptide analogs; snd
screening the polypeptide analogs to select for » polypeptide baving & desired
structure or function. .

19. The method of claim 18, wherein the method further comprises the stop of
identifying the polynucleotide that encodes the selecied polypeptide analog.

20. The method of claim 18, whertin the screening comprises,

contacting a polypeptide with a target substrate, the polypeptide boing associsted
with the polynucleotide encoding the polypeptide, the polynucleotide further comprising
a detoctable moiety, such that a variant polypeptide capable of binding s targel substrate
is detected and thereby identified as encoded by the polynucleotide.

21. The method of claim 20, wherein the detectable moicty is sclected from the group

consisting of a fluorescent moiety, 8 UV moiety, and a visible light sbsorbing moiety.

22. The method of claim 20, wherein the detectable moiety is selected from the group
consiiting of a bictin moiety, a GST maiety, and a His tag moiety.

23. The method of claim 20, wherein the polynucleotide is espociated with the
polypeptide analog using ribosome display.

24. The method of clsim 18, wherein two or more defined regions within the
polypeptide are mutagenired.

25. The method of ¢laim uwhwnmammmdm-duuloudﬁr
substitution within each of the two or more defined regiona.

-31-
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26. The method of claim 24, wherein different predetermined amino scids are selected

-far-substitution within each-of the two or more-defined regions. *

21. The method of claim 18, wherein the polypeptide is a single chain entibody (aFVs).

28. The method of claim 18, wherein the defined region comprises s functional domain
of tha polypeptide.

29. ‘The method of claim 18, whereia the defined segion comprises 8 CDR ar portion
thugofsdmtdﬁmthnmmnﬁlhgof@kl.mmm.mms.
CDR6 and a combination thercof

30. The method of claim 18, wherein the defined yogion is an antibody framework
regiwmmmadommsdmmmmmmofﬁu mz.m.m
and g combination thereof.

31. The method of claim 18, wherein the defined region is an antibody effector region
wmymgadnmalnulectedﬁomﬁemmsﬁngohmlm«»hmdmgdh
and an Fc bindding region.

32. The method of claim |&mmwammmm.am'
from the group consisting of Ser, Thr, Am.Gln.'l')r.Cys.nu.Gh.Mp.LwAm.Ah.
Gly, Ile, Leu, Mct, Phe, Pro, Trp and Val.

33. A Btrory of polynuclectides encodivig polypeptide analogs comprising one or more
defined regions wherein a predetarmined amino acid residue is substituted at each amino
soid position within the defined region, the polyducleotides collectively representing all
possible varisnts scoording to the following criteria:

i) each polynucleotide oontains at cach codon position in the defined region,
either s codon required for the amino acid residue of the polypeptide ar a codon for the
prodetermimed amino acid residue, and

ii) each polynuclectide eonunnnnm'eﬂmouoodon fwﬂnpudm
amino acid residue.

3. Mhhwddlhsa.whdnlwwmmdaﬁndreﬁmwiminhwm
are mutagenized,
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35. The Yibrary of claim 33, wherein tho same predatermined amino acid is solected for
substitution within each of the two-or more defined rogiona,

36. The library of claim 33, wherein diffcrent predetermined amino scids are selected
for substitution within esch of the two or more defined regions,

37. The Bbrary of claim 33, wherein the library is an expression library.

38. The library of clafm 33, wherein the cxpression library is selocted from the group
contisting of & phage display litrary, 8 ribosome/polysome display library, a yeast
displsy library, a bagterial display library and an ayrayed library.

39. mﬂhuyofclmsa.wmnmcpolmdmda forther comprise ane or more
transcriptional regnlatary clements.

40. The Hbrary of claim 39, wherein the polyoucleotides, when transeribed and
translated in vitro, are associated with the polypeptides encoded by the corresponding

41. The bbrury of claim 40, wherein the polynucleotides are associated with the:
polypeptide using ribosome/polysome display.

42. The library of chaim 41, whercin the polynueleotides comprise RNA.

43. The library of claim 42, whereln the polynuclcotides further comprise a deteciable
moiety.

4. 'rholibn-yofeh_iuua, wherein the detectable moicty comprises & flnorescont
molety.

45. The library of claim 33, whesein the library compriscs at least 10" different

46. The library of claim 33, wherein the library comprises at least 45-102 different
soncieotid _ .

47. nshhuyofcldmss.ﬂuvhﬂwpdmﬁdemw!uabindiumﬁu
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48. The library of claim 47, wherein the binding polypeptids is selacted from the group

-connisting-of 8 heavy-chain variable region (Vy), a light chain'varisble region (Vi), and

a single chiain antibody (sFv).

49. The Library of olaim 33, wherein ti:epolyimlenﬁda encod¢s an enzyme.

50. The libr-y.d'dlim 33, wherein the polynucleotide encodes an snzyme inhibitor.
$1. The library of claim 33, whercin the polynucleotide encodes 8 catalyde polypeptide.
sz,. The Ebrary of clsim 33, wherein (e library is immobilizad on s solid support. |
53. The library of claim u.;mm»mwnanﬁm.

54, 'l‘hnh‘bn.ryofchimas,wbaein umhinmyubw

5s. Amaodupeommgmunyoﬂnmohhudpolymclmdumdm;loﬂn
Hbrary of claim 33,

56. A polypeptide analog identified sccording o the ibrary of claim 33, wheréin the
pdmﬁdabwwlurymkcﬂemdmmﬂnam;nwmmm
group consisting of a heavy chain varisble region (Vy), a light chain varisble region
(V1), and a single chein antibody (sFv).

L1 2 .'l'hemolemleofchim 56, whnﬁnﬁemd.ﬂdmmlmhhmu

58. ﬂBmolmlcofclnmﬁ.whemnlhepolmﬂdchuuMMﬂmMyhth
muduqunuofSBQIDNO'l 2,3,4,50r6.

59. A method of identifying a subset of polypeptide analogs having a desired structre

. or fanetion comprising:

ndecﬁngndaﬁndugionoﬂhcmmdneqnmofﬂnpolypupﬁh;
duamm;mmudmduwhnmumhmmwm

-within the defined region;

synthesizing polynucleotides encoding the defined region, suid polynucleotides
collectively representing passible variant polynucleotides according to the following
teria: .
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Dﬁmbmlmﬁdemhﬂnﬁnuaﬁhwdmpwmhﬂadﬁin'd
.- region,dﬂnrundnnrequirdfnrmuynihdaofﬂnlmin?ﬁdlﬁm

of the polypeptide or a codon for the predetermined amino acid residue,

and

ii) e2ch polynucleotide containing no more than one codon for the

predetermined amino acid residue, :
thereby generating an expression library containing the polynucleotides:
exposing the cxpression library to conditions under which the lbrary is
expressod; '

screcning the expressed library to identify » polypeptide heving u desired
strueture or fimction; ‘ _

comparing the'structure or function of the polypeptide as compared to a control
critesion, wherein s polypeptidc that corresponds er excecds the control criterion is
categorized as s responder and a polypeptide that fulls the control critericn is categarized

-89 a8 nonresponder;

mpﬁa‘ﬁ;mﬂuumdmwndmhldauhuqmd
@mmmmdmmmmdauwumh

60. The mcthod of claim S9,wha'ehmo'ormofﬂwabowmkmpum-
assigted. -

61. The mothod of claim 59, wherein the control criterion is selected from the group
consisting of binding affinity, stability and effcctor fimction.

62. The method of claim 59,whéulnlheemdcihionheamyﬁcnﬂivilyona
specificd substrata.

G3. The method of claim S’.whauinthepolypquideilulectdﬁmlhem
w-iltingofahuwduinvu{nhhngim(\ln).lﬁdnchlinvﬁnhloreginn(\m.l:ﬂ
a single chain antibody (aFv).

64, Amﬁmm&mhmmmhﬁmm&m
out one ar mare sieps of the method of claim 59,

65. A devioe for camrying cut ane or mare steps of the method of claim 59,
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MUTAGENESIS POR REVISION

Solicitudes relacionadas e informacién
Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados
Unidos N° 60/483282, presentada el 27 de junio de 2003, cuyo contenido
entero se incorpora en esta memoria descriptiva como referencia. El contenido
entero de todas las otras patentes, solicitudes de patentes, y referencias
citadas a lo largo de la siguiente memoria descriptiva se incorporan también
como referencia en su totalidad.

Antecedentes de la invencion

La mutagénesis es una heramienta Ut en el estudio y funcién de
estructura de proteinas. La mutagénesis se puede realizar en la secuencia de
nuclettidos de un gen clonado que codifica una proteina de interés y el gen
modificado se puede expresar para producir mutantes de fa proteina.
Comparando las propiedades de la proteina de tipo salvaje y los mutantes
generados, @ menudo es poshble identificar amincdcidos individuales o
dominios de aminoacidos que son esenclales para la integridad estructural y/o
funcién bioquimica de la proteina, tal como su unién y/o actividad catafltica. Sin
embargo, el nimero de mutantes que se puede generar a partir de la proteina
individual hace dificll seleccionar mutantes que seran informativos o tienen la
propiedad deseada, incluso si los mutantes seleccionados que abarcan las
mutaciones estdn Unicamente en regiones supuestas imporiantes de una
protelina (por ejemplo, regiones que conforman un sitio activo de una proteina).
Por ejemplo, Ia sustitucion, supresién, o insercién de un aminodcido particular
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puede tener un efecto local o globel sobre la proteina.

Los procedimientos anteriores para la mutagenizacién de polipéptidos
han sido o bien demasiado restrictivos, demasiado incluso, o limitados para
inactivar la funcién de las proteinas en lugar de ganar o mejorar la funcién. Por
ejemplo, un planteamiento altamente restriclivo es de mutagénesis selectiva o
dirigida al sitio que se usa para identificar la presencia de un sitio funcional
particular o entender las secuencias de realizacién de una aiteracion muy
especificada dentro del sitio funcional. Una aplicacién com(n de mutagénesis
dirigida al sitio en el estudio de tas fosfoproteinas en las que un resto
aminodcido, que ordinariamente se fosforilaria y permitiia que el polipéptido
lievara a cabo su funcion, se altera para confirmar la unién entre la actividad do
fosforilacién y funcional. Este planteamiento es muy especifica para el
polipéptido y resto que se esta estudiando.

Reciprocamente, un planteamiento altamente inclusivo es la saturacién o
mutagénesis al azar que se disefla para producir un gran numero de
mutaciones que abarcan todas las alteraciones posibles dentro de una regién
definida de un gen o proteina. Esto se basa en el principio de que, generando
esenciaimente todas las posibles variantes de un dominio proteico relevante, la
disposicién apropiada de aminoacidos a producir como uno de los mutantes
generados al _azar...Sin embargo, en la prictica, el vasto numero de
combinaciones al azar de mutaciones generadas pueden prevenir la capacidad
de seleccionar de manera significante un candidato deseado debido a la
presencia del llamado "ruido” de de esta forma muchos candidatos indeseados.

Otro planteamienio, denominado mutagénesis de “espera” (véase, las
palentes nimeros 5.830.650; 5.796.208) se ha usado para mutagenizar una

b4
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regién definida de un polipéptido sintetizando una mezcal de oligonucledtidos
degenerados que, estadisticamente, contienen un conjunto dessado de
mutaciones. Sin embargo, debido a la sintesis de polinuciedtidos degenerades,
la mutagénesis de paseo por produce un nimero de siteraclones no deseadas
edemés del conjunto deseado de mutaciones. Por ejemplo, para introducir
secuenclaiments una mutacién a través de una regidn definida de cinco
posiciones de aminoacidos solamente, se puede preparar un conjunto de
alrededor de 100 polinuciedtidos (y seleccionar) (vaéase, por ejemplo, fa figura
8). De acuerdo a lo antesior, para preparar y seleccionar, por ejemplo, dos o
tres regiones que llegan a ser complejo crecients, es decir, que requiere (a
preparacién y seleccién de 200 a hasta 300 polinucledtidos, respectivamente,
para la presencia de 10 a 15 mutaciones solamente.

Todavia en otro planteamientc que se ha usado para mutagenizar
proteinas es la mutagénesis de exploracion de alanina, en la que un resto
alanina se “explora” a través de una porcién de una proteina para identificar
posiciones en las que la funcién de proteinas esté interrumpida. Sin embargo,
este planteamiento solamente mira la pérdida de la funcitn de proteinas por
medio de la sustitucidon de un resto alanina neutro en una posicién dada, en
lugar de ganar o mejorar la funcién. De este modo, no es un planteamiento Gtil
para genersr proteinas que han mejorado la estructura y funcion.

De acuerdo con lo anterior, parmanece una neceskiad de una fooma

sistematica de mutagenizar una protaina para una funcitn nueva o mejorada.

Sumario de Ia invencién
La invencién se refiere a un procedimiento de mutagénesis para la
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generacién de proteinas novedosas o mejoradas (o polipéptidos) y a librerias
de anélogos de polipeptidos y polipéptidos especificos generados por los
procedimientos. El polipéptido dirigido para mulagénesis puede se un
polipéptido natural, sintético o modificado por ingenieria genética, que incluye
fragmentos, anéiogos ¥y las formas mutantes de los mismos.

En una realizacién, el procedimiento comprende la introduccién de un
aminodcido predeterminado esencialimente en cada posicién dentro de una
regién definida (o varias regionea diferentes) de la secuencia de aminoAcidos
de un polipéptido. Una libreria de polipéplidos de genera de manera que
contenga andlogos de polipéptidos que no tienen individuaimente mas de un
aminoécido predeterminado, pero que colectivamente tienen el aminodcido
predeterminado en cada posicitn deniro de la (8) regién (es) definida (s). El
procedimiento se puede denominar “revisién® de mutagénesis debido a que, en
efecto, un aminodcido individual, predeterminado (y solamente el aminoacido
predeterminado) se sustituye poaicién por posicion a lo largo de una (s) regiéon
(es) més definida (s) de un polipéptido. De este modo la invencién permite
“revisar" las consecuencias estructurales y funcionales de la sustitucion de
manera separada de un aminodcido predeterminado en cada posicion de
aminoécido dentro de una regién definida del polipéptido por lo tanto

segregando una quimica de protelnas especiica a la regidn definida_sin .

ninguna interferencia o “ruido” de la generacién de andlogos de polipéptidos no
deseados (es decir andlogos que contienen sustituciones de aminoécidos
distintas de las que siguen al esquema de “revisitn“) véase por ejemplo la
figura 6.

De acuerdo con fo anterior, la presente invencién permite la evaluacién

be
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sistematica altamente eficaz y precisa del papel de un cambio de aminoécidos
especifico en una o més regiones definidas de un polipéptido. Esto llega a ser
particularmente importante cuando la evaluacitén (mediante mulacién) de dos o
més regiones definidas, de manera que el nimero de andlogos de polipéptidos
requeridos se incrementa en gran medida y, de ests modo, también se
incrementa la presencia de analogos no deseados. La presents invencion obvia
este problema mediante la eliminacién completa de andlogos no deseados v,
de este modo, el potencial de qua cualquier cambio en la estructura o funcin
de proteina observada son el resultado de cualquier cosa sino la sustitucion del
aminodcido predeterminado. De este modo, el efecto de la segregacién de una
quimica de proteinas especifica a incluso regiones mulliples con una proteina
se puede estudiar con alta precisién y eficacla. De manera importante, esto
incluye el estudio de como la mutagénesis puede efectuar la interaccién de
tales reglones, por lo tanto mejorando la estructura y funcién global de la
proteina.

En una realizacién particular de la invencién, Ia libreria de los andlogos
de polipéptidos se genera y selecciona sintetizando primero los polinucledtidos
individuales que codifican una regién o regiones de un polipéptido en las que,
de manera colectiva, los polinuciedtidos representan todos los polinuciedtidos
posibles variantes de acusrdo con el criterio de revisibn descriio en esta
memoria descripliva. Los polinucleétidos variantes se expresan, por ejemplo,
usando transcripcion y traduccién in vitro yio usando una tecnologia de
representacidn, tal como representacion de ribosomas, representacién d
fagos, representacioén bactsriana, representacidn de levaduras, representacion

en serie o cualquier otro sistema de representacién adecuada conociio en la
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técnica.

Los polipdptidos expresados se rastrean y seleccionan después usando
ensayos funcionales, tales como ensayos de unibh o ensayos
enziméaticos/cataliticos. En una realizacién, los polipéptiios se expresan en
asociacidn con el polinucledtido que codifica el polipéptido, por lo tanto
permitiendo la identificacion de la secuencia de polinucledtidos que codifica el
polipéptido. Todavia en otra realizacién, los polipéptidos se sintetizan
directamente usando quimica de proteinas.

De este modo, la presents invencién proporciona un procedimiento de
mutagénesis que se puede usar para generar librerfas de andlogos de
polipéptidos que son de un tamafio prictico para Ia seleccién, en parte, debido
a que las Ebrerias estén desprovistas de cual polipéptido anslogo no deseado o
también llamado ruido. El procedimiento se puede usar para estudiar el papel
de aminoécidos especificos en la estructura y funcién de polipéptidos y para
desarrollar polipéptidoe nuevos © mejorados tales como anticuerpos,
fragmentos de unién o andlogos de los mismos, anticuerpos de cadenas
individuales, anticuerpos cataliticos, enzimas y ligandos. Ademas, el
procedimiento se puede realiza con el beneficio de una informacién a prion.,
por ejemplo, mediante modelado por ordenador, que se puede usar para
seleccionar un subconjunto inicial de anélogos de polipéptidos a producir y
estudiar usando mutagénesis por “revision”,

o — - ———— T — — s - TEn

Otras ventajas-y aspectos de la presente lmencm aaran faciimente
evidentes a partir de la descripcién y ejemplos sigtientes.

Breve descripcion de las figurss

pE
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La figura 1 ilustra las regiones definidas de manera ejemplar (o regiones
D) que se pueden examinar usando mutagénesis por revisién (LTM) y ensayos
funcionales para identificar analogos de polipéptidos deseados a partir de tales
regiones D.

La figura 2 ilustra el uso de LTM entres regiones definidas en una
regién variable de anticuerpo (es decir, CDR1, CDR2, y CDR3 de una regién
variable de cadena pesada de anticuerpo). La regidn variable de la cadena
ligera se puede explorar de manera similar, o bien sola o0 en combinacién con la
region variable de la cadena pesada. Para conveniencia en los ensayos de
seleccién posterior, la regidn variable de la cadena pesada se puede explorar
en el contexto de un anticuerpo de la cadena individual (sFv) como se muestra,

La figura 3 ilustra el uso de LTM en una regidn definida (es decir,
posiciones 31 - 25 de CDR 1) de una regién variable de la cadena pesada.

La figura 4 ilustra el uso de LTM en una regitin definida (es decir,
posiciones 55 - 68 de CDR2) de una regién variable de la cadena pesada.

La figura § ilustra el uso de LTM en una regién definida (es decir,
posiciones 101 - 111 de CDR3) de una regién variable de la cadena pesada.

La figura 6 ilustra las ventajas de LTM comparada con la mutagénesis
por espera. La LTM de una regién represantativa definida, es decir CDR1 de
una region variable de cadena pesada de anticuerpo, da como resultado la
alteracién secuencial de cada posicidn de aminodckics mediante la region
definida, sin |a intreduccién de ningin residuo de aminoécidos no deseados o
también llamado ruido.

La figura 7 ilustra la integracién de tres regiones definidas ds una
proteina de nueve en el contexto de las proteinas siguiendo la mutagénesis por
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revisién, en particular, ia integracién de las tres CDR de una regién variable de
la cadena pesada en un formato de anticuerpo de una sola cadena siguiendo la
mutagénesis por revisidn.

La figura 8 ilustra el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para construir regiones definidas de una cadena pesada y figera de
anticuerpo sometida a LTM en un contexto de gen mayor.

La figura 9 llustra de manera ejemplar la diversidad Jde formatos de cada
una de las COR en una regién variable de anticuerpo para oblener un sitio
cartalitico que comprende, por ejemplo, una serina, histidina, y/o Aacido
aspartico y coma se pueden disponer.

La figura 10 ilustra la integracién de las seis CDR de una regién de
unién de un anticuerpo que se ha someatido a LTM y |a diversidad resultante si
se usa un resio de aminodcido predeterminado de veinte restos de
aminoacidos predeterminados diferentes.

La figura 11 ilustra la integracién de las seis CDR de un anticuerpo de
cadena individual anti - TNF {sFv}) y que se ha sometido a LTM y la diverskiad
resultante si se usa un resto de aminoacido predetarminado de tres restos de
aminoécidos predeterminados diferentes.

La figura 12 ilustra una libreria ordenada que representa alguno de los
posibles andlogos de polipéptidos de las seis CDR de una regién de unién de
anticuerpo que se pueds lograr usando LTM.

La figura 13 ilustra la seleccién de una fibreria de expresibn ordenada
usando representacion de ribosomas librea.

La figura 14 ilustra la quimica combinatoria explorada cuando la regién
de unidn de una regidn variable de anticuerpo (es decir, las seis CDR) se
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somete a LTM.

La figura 158 muestra la secuencia de la regién variable (en formato de
cadena individual) de varias moléculas de unidn anti - TNF representativas que
estdn sometidas a LTM.

La figura 16 muestra un esquema para lievar a cabo e} ensayo de
seleccién de proteasa para candidatos cataliticos de seleccién de LTM.

La figura 17 muestra un esguema que detalla el mecanismo (y ventajas)
del ensayo de seleccién de proleasa cuandc se lleva a cabo en células
bacterianas.

La figura 18 muestra un diagrama de flujo que detalla la mecdnica de
Ebrerias génicas de seleccién para aclividad catalitica, por ejemplo, actividad
de anticuerpo catalitica, que usa representacidn o bien de ribcsomas o de
levaduras.

La figura 19 muestra un esquema para llevara cabo LTM cuando se
puede coordinar una informaciéon (por ejemplo, informacion de moldeo por
ordenadar) y emplrica (resultados de ensayos) para in disefio y desarrolio de
molécula mas eficaz. Este planieamianto guiado de LTM se denomina
mutagénesis “a través de guia®

La figura 20 muestra una secuencia de tipo salvaje hipotética Viy CDR3
(6valos sombreados en la parie superior) y las secuencias resultantes en los
miembros de la librerfias de la sustitucién His por LTM (en évalos en blanco).
Las sustituciones LTM His individuales estan codificadas por oligonucleétidos
individuales, por ejemplo, cligonucledtidos sintetizados de una manera de alto
rendimiento. Las librerias de subconjuntos de LTM para las otras sustituciones

de aminoécidos (LTM) en este dominic de CDR se construyen de una manera
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similar.

La figura 21 Iusta la genersciin de |breriee scFv. En 1a Inea de la
parta superior del gje x y la columna alejada de [a pare bquienda del eje % loa
tres digitos repracentan las 3 COR 3obre cada una de ks cadenas ligerss ¥
pesadas. Un "0 Indica una secusncia de CDR da tipo salvaje, misntrae que un
"1" indica una CDR mitada por LTM. El mimaro scbre ln cuadricula indica ka
complepdad de la libreria subconjunto. Por ejemplo an el exiremo superior
lzejuierde de la matriz es un "0" cuando fos eles x e vy comespandientes son
“000° y "000" que indlcan que ninguna ce lzs CDR en o bien ef Vi v Vi estan
respactivamente mutados. Al mover una fila desde el extremo “0" a la posicion
de la cuadricula vecing “1" estarla disefiada por 2l eje a "100" y "0)0" on =l gje
¥ que indica que Vi COR1 esté mukada mientras que V), COR permanecs ds
tipo saivaje.

De asleé modo, de manera aimiar, una numeracion de ctmdricula de "4"
significaria que existen uné numeracion de cuadricula e "4" signiflcaria que
eaiglen cuatro GOR mutadas simultAneamanta. Iniciaimente las siate cadena
Ve ¥ VL ljﬁdi::a:ln por las flachas) se preparan usandg SOE - PCR. Las
cadenas Wy y Vi se amplifican después y 53 mezelan y 5o emparelan madiante
un cebador mega para generar s combinaciones Yy ¥ V. restanies en una
atapa.

Deseripeion detolfada de I imvencién

Con el fin de prevenir un eniandimiento clare de la memorla descriptive y )

remindicacaones, 58 proporcionan 2 continuaclén lae siguleniss definicionas.

o
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Definiciones

Como se usa ah osta memarla deseriptiva el taming “andlogo” se refies
a un polipaptida varanis o polipeplidico (o un dcldo nucleico que codifica tal
polipeptido) qua flene una o mas sustituclones de amincécidos. '

El término "molécula de unidn" se refiers a cualquisr moldcula de unidn,
neluyendo proteinas, polipgptdos, péptidos, y pequefias moléculas, gue
nen 8 un suxireto @ diana. En una realizacion, la molécula da unidn e2 un
enficuerpo o fragments de unién (por ejemplo, un fragmeanto Frab), anticuarpo
de dominio Individual, anlicuerpa de cadena individual {por ejemplo, aFv), o
pépiikio capaz da unirse 8 un ligando,

El Erming "ragién definida™ se reflare una regidn seleccicnada de un
polipéptido. Tipicamente, la reglén definida incluye todo © una porcion de Un
sitilo funcional, par sj=mplo, ol sitfio de unidn de un Igando, el sitio de wnitn de
una molécula de unidn o feceptor, o un eitio catelitico. La regién definlda
tembién puade incluir pordlonas miltiple de un sitio funcional. Por sjemplo, ka
region definida pueda inchir todes, o pomciones mlitiplkes de una reglon
determinante de complementariedad {CDR) o ua region variable (VR) da
cadena pesada yo ligera completa de un anticuerpo. De exle modo, el shio
funcional pueds incuir Lma regién individual o maltipla definida que contribuya a
Ia setividad funcional de la moléoula.

El iérmine "libreria” se reflare a dos o mée moléculas mulagenizadas de
scendo con gl procedimiento de la invencien. Las moldculas de la Borerla
puedan estar en al forma de polnuciadtidos, pollpéptides, polinucledddos v
palipéplidos, polnucledtidos y polipéplidos en un extracto libre de células, ©
como polinucfedtidas yo polipéptidos en al conlexin da un fago, céluls
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procarioticas, o en células eucandticas.

El mino "mutagenizacion” se refiere a la alterackin de una eecuencia
de aminodcidas. Esto sa puede lograr aterando o produciendo un écido
nucleico {pclinucledtids) capaz de codificar la secoencia d= aminadcidos
alterados, o medianta fa sintesis directa de un polipéptido alterado usando
guimica de prolainas.

El t8rminp “polinucledtida (g)° s& refiere a dicidos nudgicos lales comg
moléculas de ADN y molécules da ARN y sndlogos de los mismos (por
ejempios, ADN o ARN genarado usando andlogos de nucladlidos o usandao
quimica de de sckios nuckeicos) Bagln se dessa, los polimucledtidos se
pueden preparar de manera sinbética, por ejemplo, usando quimica de acidos
nucleico? reconocidos en la técnica o enzimatlcamenta usando, por epmplo,
una polimerasa. Las modificacionss tipicas incluyen mutilecion, bictinilacion, v
otrse modificaciones conocidas en al Wenlca, Ademds, |a molécula de acida
nuclelco puede ser de cadena senclia 0 da cadena doble, cuanda s= desea,
unida o asociada (por ajemplo, da manera covalents o no covalenie) a un resto
datechable.

El #érmino "polinuciedtido variante™ se refiere a un polinucledtido que
codifica un andlogo de polipéptiin comaspandiesnte (o porcidn del mismo)d La
ivaneitn. De este modo, los polinuciedtidos varianies contienen ung o Més
eodonas que s8. an cambiado para dar camo resultada la expresiin de un
aminocido diferents. o ST

El témine “palipéptido (5)" se refiere & dos l;lﬂﬁ-i ammnodcios unidos
mediante un enlace peplidico, por ajemplo, peptidea (por ejemplo, de a

aproximadamende 50 rasttx aminodcidos), B3l como secuencias de péptidos
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més largos por gjemplo, decencias de proteinas que comprenden tipicamenta
eacusnciaE de aminoacikdos de como poco 50 restoy sminabcidos & masx de
1000 restos aminnacidos.

El término “combinacitn® sa refisre & I combinacidn de variantes de
polipéptidos o analogos de polipaptidos para formar [brexlas ¢ua represantan la
mutagénesls por revislon de una regidn pollpeptidica entera. Les molculas
puaden aetar an al forma da un polinucksdtida yo polipdptido y puade coexistir
en la forme de una sublibrerfa, como molécules de un soparte adlida, mma
moléculas en solucion, ywo como moléculas en uno o mds ocrganismos (por
ejemplo, fago, células procaridticas, o oélulas eucaritticas).

El t&mino “aminoécido predeteminado” s& nefisre 2 un résto aminadcida
ssleccionado pama sustituzion =n cada posicion dentro de una region definida o
polipéptido a mutagenizar. Esto no ncluye poaleion (eg) dendro de |a negidn que
ya (por sjemplo, naturalmeants) conbéna o aminodcide pradsbeminado y, de
este modo, que necesita no alar sustitulda con el aminodcide predeterminado.
Da acuaerdo con lo arernior, cada analogo de polipéptide genarada de acuano
con la presenie imendtn contiene no més de wn resto “aminodcldo
predeierminado” sn una regién deferminada dada. Sin embarga, da manan
colectiva, ka libreria de analogos de proteina generadns contiena Bl aminoécido
predeterminade en cada posicion de la regién que =8 estd mutagenizando.
Tipicamenta, un aminoacido predeterminado se selecciona para ‘un tamafio
pmlculmem asociada con e grupa laberal del :minr.ﬁgidn.
Los aminodcidos pradsterminades adecradoe incluyen, por ejemplo, glicina y
alanina (ssledricamente pequefio); sering, treonina, y clsteina (nucledfilay;

valina, leucing, isoleucina, mationina, y pralina (hidnifoba); fenilakanina, tirosing,
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y triphifana (aramatico); asparialo y glutamete (icido); asparagina, glutamina, &
histidina {(amida); y lisina y arginina (basica).

Degeripeidn defeliada

El estudio de proteinas ha revelado que ciertos aminoacides Juegan un
papel cruclal en su astructura y funcion. Por ejemplo, parece qus aolanenie un
nixmere de aminoécidos participan en la unién de un anticuarpo a un antigano ¢
extéin implicados en el ceso catalitico de una enzdma.

Aunque esté claro qus ciertos aminodclkdos son criticos para le actividad
funcion de protelnes, ss dificl idamtificar qué amnoacidos estan implicados,
cHmo estén implicados, ¥ qué sustituciones puedan mejorar la estructura o
fimcion de predeing. En parte, esto se debe a la comple]idad de ka configuracion
sspachadle cadenas laterales da aminodcidos en polipsptidos v la intermelacidn
de porciones diferentes del pollpdptide que contdbuye a formar un sitio
funcional. Por ejemplo, k2 interrelacidn enire las seis CDR de las regicnes
variables de les cadanat pesadas y ligerag de un anticusrpo contribuyen al
bolsillo de wnidn a antigeno o ligando.

Los procedmiantos de mutageénesis previa, tales como mutagénesis
selectiva (dirgls &l sifio) y mutagéneaaia par eaturacién, san da utilidad ImEada
pama el sshudio de sstnmctura de pn:m-.irlaé vy funcidn en vista dal nlmans
enomme de posibles varlankes en pofpéptidos complajos. Esto es
especiaimants clars dado gua cambinaciones deseables estdn & menud
acompaiedea por B presencla de veestas cantidedee de combinecionee no
deseables o tambfén Namadas ruide.

El procedimento de esta invencldn proparciona un planteamismo
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sistemdtico, prictica, y altamente exacto de evaluacién del papel de los
aminodcidos particulares y su posicién, dentro de una region definida de un
polipéptido, en la estructura o funcién del polipéptido y, de este modo, para
producir polipéptidos mejorados.
. 1. Selecci6n de une reqion definida

De acuerdo con la presents invencidn, una regién o regiones definidas
dentro de una proteina se seleccionan por mutagénesis. Tipicamente, las
regiones se cree que son importantes para la estructura o funciéon de las
proteinas (véase, por ejemplo, la figura 1). Esto se puede deducir, por ejemplo,
a partir de los que los aspecios estructurales y funcionales se conocen o se
pueden deducir de la comparacién de la (s) region (es) definidas que se
conocen a partir del estudio de otras proteinas, y se pueden syudar mediante
modelado de Ia informacién. Por ejemplo, la regién definida puede ser una que
tieen un papel en un sitio funcional, por ejemplo, en catdlisis de unién, u otra
funcidn. En una realizacion, la regién de finida es una region hipervariable o
regién determinante de complementariedad (CDR) de una molécuta de unién a
antigeno. En otra realizacién, |a regién definida es una porcién de una regidn
determinante de complementariedad (CDR). En ofra realizacidn, dos 0 més
regiones definidas, por ejemplo, CDR o porciones de la misma, se seleccionan

para muiagénesis.

El resto de aminoécidos elegido para sustitucion dentro de la 8s) region
(es) definida (s) generaimente se selecciona entre las conocidas que estén
implicadas en la estructura o funcién de interés. Los veinte aminodcidos de

origen natural difieren con respecio a su cadena secundaria. Cada cadena
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secundaria es responsable de propiedades quimicas que hacen cada
aminoécido Unico. Para el propésito de alteracién de la unién o creacién de
nuevas afinidades de union, se puede seleccionar en general cuaiquiera de 10s
aminoacidos de origen natural. De este modo, los procedimientos previos de
mutagénesis, que crean vastos nimeros de andlogos para cada sustitucién, no
eran pricticos para evaluar el efecto sobre la unidn de proteina de sustitucién
de cada uno de los veinte aminodcidos. Por el contrario, los procedimientos de
la presente invencién crean un nimero prictico de andlogos para cada una de
las sustituciones de de los amincécidos y, de este modo, permite la evaluacién
de una diversidad de quimicas de proteinas dentro de una regién o regiones de
una proteina.

En contraste con Ia unidn de proteinas, solamente un subconjunto de
restos de aminodcidos participan tipicamente en episodios enzimaticos no
cataliticos. Por ejemplo, a partir de las propiedades quimicas de las cadenas
secundarias, solaments un nimero seleccionado de aminodcidos naturales
participan preferentemente en episodio cataliticos. Estos amincécidos
pertenecen al grupo de aminodcidos polares y neutros tales como Ser, Thr,
Gin, Tyr, y Cys, el grupo de aminoécidos cargados, Asp yGlu, Lysy Arg, ¥
especiaiments el aminodcido His. Otras cadenas secundarias polares y neutras
son las de Cys, Ser, Thr, Asn, Gin y Tyr. Gly se considera también que es Ln
miembro limite de este grupo. Ser y Thr juegan un papel importante en la
formacién de enfaces hidrégeno. Thr tiene una asimetrfa adicional en le
carbono beta, por o tanto solamente se usa uno de los esterecisémercos. El
aminoécido Gin y Asn también puede formar enlaces hidrbgeno, los grupos
amido que funcionan como dadores de hidrégeno y los grupos carbonilo que

g%
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funcionan como aceptores. Gin tiene un grupo mas CH2 que Asn que hace que
el grupo polar sea mas flaxible y reduce su interaccién con la cadena principal.
Tyr tiene un grupo hidroxilo muy polar (OH fendlico) que se puede disociar a
valores de pH altos. Tyr se comporta de alguna manera como una cadena
secundaria cargada; sua enlaces hidrégeno son bastante fuertes.

Los acidos polares neutros se encuentran en la naturaleza asi como en
el intefior de las moléculas de lae protelnas. Como residuos intemos,
usuaimenie forman enlaces de hidrdgeno can cada otro o con la estructura
principal del polipéptido. Cys puede formar puentes disulfuro.

Histidina (His) tiene una cadena lateral aromética heterociclica con un
valor de pK de 8,0. En el intervaio de pH fisiolégico, su anillo imidazal puede
estar o bien no cargado o cargado, después de recoger un ion hidrégeno de la
solucién. Ya que estos dos estados estdn facilments disponible, His es
completamente adecuado para catalizar reacciones quimicas. Se encuentra en
la mayoria de los centros activos de las enzimas, por ejemplo, serina
proteasas.

Asp y Glu estdn cargados negativamente pH fisiolégico. Debido a su
corta cadena secundaria, el grupo carboxilo de Asp en bastante rigido con
respecto a fa cadena principal. Esta puede ser la razén por la que el grupo
carbonilo en muchos sitios cataiiticos se proporciona mediante Asp y no
mediante Glu. Los Acidos cargados se encuentran generalmente en la
superficie de un polipéptido.

Ademas, Lys y Arg se encuentran en la superficie. Tienen cadenas
secundarias largas y flexibles que presentan miiltiples rotdmeros o energlas
similares. En varios casos, Lys y Arg toman parte en la formacién de puentes
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de sal interna o su ayuda en catélisis. Debido a su exposicién a la superficie del
polipéptido, Lys es un resto reconocido mas frecuentemente por enzimas que o
bien modifican la cadena secundaria o escinden la cadena peptidico en el
extremo carbonilo de los restos Lys.

Mientras que la quimica de grupo secundario de un aminoécido puede
guiar la seleccidn de un resto de aminodcido predeterminado, la carencia de
una quimica de grupo secundario deseado puede ser un criterio para excluir un
resto aminoacido para uso como el aminodcido predeterminado. Por ejemplo,
los aminoécidos estéricamente pequefios y quimicaments neutros, tales como
alanina, se pueden excluir de la mutagénesis por revisién para carecer de una
quimica deseada.

3. Sintesis dg librerias dg endlogos de polipéplidos

En una realizacién, una libreria de anélogos de polipéptidos se genere
para seleccionar mediante siniesis de ofigonucledtidos individuales que
codifican la region definida del polipéptido y no tienen mas de un codén para el
aminodcido predeterminado. Esto se lleva a cabo incorporando en cada
posicién de codén dentra del oligonucledtido o bien el coddn requerido para la
sintesis de polipéptido de tipo salvaje 0 un codén para el aminodcido
predeterminado. Esto se diferencia de los oligonucledtidos producides en
mutagénesis por saturacién, mutagénesis al azar, o mutagénesis por revisién
pomue, para cada ofigonucledtido, solaments se realiza una mutacidn, opuesta
a mutaciones multiples,

Los oligonuclestidos se pueden producir de manera individual y después
mezclarse 0 combinarse como se desee. Cuando e codén de la secuencia de

25
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tipo salvaje y el codén para el aminodcido son los mismos, no se realiza
ninguna sustitucion.

De acuerdo con lo anterior, el nimero de posicionss de aminodcidos
dentro da la regién definida determinara el nimero méximo de oligonucledtidos
preparados. Por ejemplo, si cinco posiciones de coddn estin alteradas con el
aminoécido predeterminado, entonces se sintstizan cinco oligonucledtidos mas
un pofinuciedtido que representa la secuencia de aminodcidos de tipo salvaje.
Pueden estar alteradas simultAneaments dos 0 méa regiones.

La mezcia de cligonuciestidos para la generacién de la libreria se puede
sintetizar facilmente mediante procedimientos conocidos para la sintesis de
ADN. E! procedimiento preferido implica el use de quimica de beta - cianoetil
fosforamidita de fase sélida. Véase la patente de Estados Unidos N° 4.725.877.
Por conveniencia, ss puede usar un instrumento para la sintesis de ADN
automatica que contenga recipientes de reactivo especifico de nucledtidos. Las
pobnucledtidos también se pueden sintetizar para que contengan sitios de
restriccién o sitios de hibridacién de cebadores para facilitar la introduccién o
ensamblaje de los polinucieétidos que representan, por ejemplo, una regién
definida en un contexto de genes mayor.

Los polinuciettidos sintetizados se pueden insertar en un contexto de
genes mas grande del polipéptido que se estd mutagenizando usando técnicas
de ingenierla genética convencional. Por ejempio, los polinuciestidos se
pueden preparar para que contengan sitics flanqueantes de reconocimiento
para las enzimas de restriccion. Véase, Crea, R., patente de estadas Unidos N°
4.888.286. Los sitios de reconocimiento se disefian para que comespondan a
sitios de reconocimiento que o bien existen de manera natural o se introducen
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en el gen proximo al ADN que codifica [a regién. Después de la conversién en
la forma de cadena daoble, los polinuciedtidos se ligan en el gen mediante
técnicas convencionales. Mediante un vector apropiado (que incluye, por
ejemplo, vectores de fagos, plasmidos) los genes se pueden introducir en un
extracto sin células, cdlulas procarifticas, o células eucaridticas adecuadas
para la expresion de los polipéptidos mutantes,

En los casos en los que se conoce ka secuencia de aminoécidos del
polipéptido a mutagenizar o cuando se conoce ia secuencia de ADN, |a sintesis
de genes en un pasible planteamiento. Por ejemplo, polinucledtidos solapados
parcialmente, tipicamente se pueden diseflar aproximadamente 20 - 60
nucledlidos de longitud. Los polinucleétidos intemos se fosforilan después
hibridados a su pareja complementaria para proporcionar una molécula de ADN
de doble cadena con extensiones de cadena sencilla Utiles para hibridacién
adicional. Los pares hibridados se pueden después mezciar juntos y ligarse
para formar una molécula de doble cadena de longitud completa (véase, por
ejemplo, la figura 8). Los sitios de restriccion convenientes de pueden disefiar
cerca de los exiremos del gen sintético para la clonacidn en un vector
adecuado. Las moléculas de longitud completa se pueden escindir con las
enzimas de restriccidn y ligarse en un vector adecuado. Los sitios de restriccidn
convenientes también se pueden incorporar en la secuencia dal gen sintético
para facilitar la infroduccién de médules mutagénicos.

Como altemativa para ia sintesis de polinucledtidos que representan el
gen de doble cadena de longitud completa, los polinucledtidos que se
superponen parcialmente en sus extremos 3' (es decir, con extremos 3
complementarios) se pueden ensamblar en una estructura abierta y después
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cargarse con una polimerasa adecuada para preparar un gen de doble cadena
de longitud completa. Tipicamente, los polinuciedtidos de superposicién son
entre 40 - 90 nucledtidos de longitud. Los polinucledtidos extendidos se ligan
después. Los sitios de restriccion convenientes se pueden introducir en lso
extremos y/o internamente para propésitos de clonacién. Después de la
digestién con una enzima o enzimas de restriccidn apropiada (s), el fragmento
de gen se liga en un vector adecuado. Como altemnativa, el fragmento de gen
puede estar ligado en e} extremo romo en un vector aproplado.

En estos planteamientos, si estdn disponibles sitios de restriccion
convenienies (de manera natural o modificados por ingenieria genética)
después del ensamblaje de genes, los polinuclestidos degenerados de pueden
introducir posteriorments mediante clonacidn del médulo en un vector
apropiado. Como altemnativa, los polinucleétidos degenerados s8 pueden
incorporar en la fase de ensamblaje de genes. Por ejemplo, cuando ambas
cadenas del gen se sintetizan completamente quimicamente, se puede producir
polinucledtidos degenerados complamentarics. Los pares complementarios se
hibridardn entre si.

Cuando se usan polinucledtidos parciaiments superpuestos en el
ensamblaje de genes, un conjunto de nucledtidos degenerados también se
Puede incorporar directamente en lugar de uno de los polinucledtidos. La
cadena complementaria apropiada se sintetiza durante la reaccién de axtension
B partir de un polinucledtido complementario parciaimente de Ia otra cadena
mediante extensién enzimatica con una polimerasa. La incorporacién de los
polinucledtidos degenerados en la fase de sintesis también simplifica la
clonacién cuando se mutageniza mas de un dominio o region definida de un
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gen.
En otro planteamiento, el gen de interés esiA presente en un plasmido

de cadena sencilla. Por ejemplo, el gen se puede clonar en un vector de fago o
un veclor con un origen de fago filamentoso de replicacién que permite ia
propagacién de moléculas de cadena sencilla con el uso de un fago auxiliar. El
moide de cadena sencilla se puede hibridar con un conjunto de pelinucledtidos
degenerados que representan ias mutaclones deseadas y alargarse y ligarse,
incorporando de esta manera cada cadena andloga en una pablacién de
moléculas que se pueden introducir en un huésped apropiado (Sayers, J. R. y
col., Nucleic Acids Res. 16; 791 - B02 (1988). Este planteamiento puede evitar
muchas etapas de clonacién cuando los dominios miitiples se seleccionan
para mutagénesis.

La metodologla de reaccién en cadena de Ia polimerasa {PCR) también
se puede usar para incorporar polinucieétidos en un gen. Por ejemplo, los
propios polinucledtidos se pueden usar como cebadores para extensién. En
este planteamiento, los polinuclestidos que codifican que codifican los médulos
mutagénicos que comresponden a la regién definida (o porcidn de la misma)
8on complementarios entre s, al menos en parte, y se pueden extender para
foomar un médulo de genes grande que usa une polimerasa, par ejemplo,
usando amplificacién de PCR.

El tamaiio de la fbreria variard dependiendo de la longitud y nimero se
regiones y aminodcidos dentro de una regidn que se mutageniza.
Preferibiements, la libreria se disefiar para que contenga menda dé 105, 10™,
10%, 12'4 10", 10, 10°, 10", 107 y més preferblemente, 10° analogos de
polipéptidos 0 menos.

<4
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La descripcién anterior se ha centrado en la mutagénesis de polipéptidos
y librerias de polipéptidos alterando el polinucleétido que codifica el polipéptido
correspondiente. Sin embargo, se entiende que el alcance de la invencidn
también abarca procedimienios de mutagenizacidn de polipéptidos mediante al
sintesis directa de los andlogos de polipéptidos deseados usando quimica de
proteinas. Cuando se fMeva a cabo este planteamiento, los polipéptidos
resultantes todavia incorporan las caracteristicas de la invencién excepto que
se elimina el uso de un palinucledtidos.

Para las [brerfas descritas anteriormente, bien en la forma de
polinucieétidos y/o polipéptidos correspondientes, sa entiende que las librerias
también pueden estar unidas a un soporte sélido, tal como un microchip, y
preferiblemente ordenadas, usando técnicas reconocidas en la técnica.

Las librerias de polinucledtidos generadas mediante cualquiera de las
técnicas anteriores u olras técnicas adecuadas se pueden expresar y
seleccionar para que identifiquen anélogas de polipéptidos que tienen la
estructura y/o actividad deseada. La expresién de los andlogos de-polipéptidos~
se puede llevar a cabo usando cualquier sistema de representacién de
expresion adecuada conocida en la técnica incluyendo, pero no limitada a,
sistema de representacion de extractos sin células (por ejemplo, representacién
de ribosomas y sistemas de representacion ordenada (por ejemplo,
microordenadas 0 macroordenadas), sistemas de represeniacion bacteriana,
sislemas de representacién de fago, células procaridticas, ylo células
eucaridticas (por ejemplo, sistemas de representacion de levaduras).

En una realizacién, los polinucledtidos se modifican por ingenieria
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genética para que sifvan como moldes que se pueden expresar en un extracto
sin células. Los vectores y extractos como se describen, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos N° 5.324.837; 5.492.817; 5.665.563, se pueden
usar y muchos estin comercialmente disponibles. Se puede usar la
representacion de ribosomas y otras técnicas sin células para la unién a un
polinuctedtido (por ejemplo, un genatipo) a un polipéptido (es decir, un fenotipo)
por ejemplo, Profusion ™ (véase por ejemplo, las patentes de Estados Unidos
nameros 6.348.315; 621.804; 8.258.558; y 6.214.553).

Como altemnativa, los polinuciestidos de la invencién se pueden expresar
en un sistema de expresidn conveniente de E. coll, tal como el descrito por
Pluckthum y Skerra. (Pluckthum, A. y Skerra, A., Meth. Enzymol. 178: 478 - 515
(1888); Skerra, A. y col., Biotechnology 9: 273 - 178 (1981)). Las proteinas
mutantes se pueden expresar para la secrecibn en el medio v/o en el
cituplasma de la bacteria, como describen M. Befter y A. Horwitz, Meth,
Enzymol. 178: 478 (1888). En una realizacién, los dominios individuales que
codifican VH y VL estén cada uno unidos al extremo 3' de una secuencia que
codifica una secuencia senal, tal como la secuencia sefal ompA, phoA o pelB
(Lei, S. P. y col, J. Bacterial. 169; 4379 (1987). Estas -fuslona de genes se
ensamblan en una construccidn dicistrénica, de manera que se pueden
expresar a parlir de un vector individual, y secretarse en el espacio
periplasmico de E. coli cuando se repliegan y se pueden recuperar en una
farma activa, (Skerra, A. y col., expresada simultdneaments con los genes de
las cadenas ligeras de anticuerpos que producen anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos.

Todavia en otra realizacién, los polinucledtidos se pueden expresar en

N
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células eucaribticas fales como el uso de levaduras, por ejemplo,
rapresentacidn de levaduras como se describe por ejemplo, en las patentes de
Estados Unidos nlimeros 6.423.538; 6.331.391; y 6.300.065: En este
planteamiento, los andiogos de polipéptidos de al libreria se condensan a un
polipéptido que se expresa y se representa sobre la superficie de la levadura.
También se pueden usar ofras células eucaridticas para la expresién de los
polipéptidos de la invencidn, tales como células de mamiferos, por ejemplo
células de mieloma, células de hibridoma, o células de ovarics de hamster
chino (CHO). Tipicamente, los anéloges de polipéptidos cuando se expresan
en células de mamiferos se disefian para que se expresen en el medio de
cultivo, o expresarse sobre |a superficie de tal céhda. E anticuerpo o fragmento
de anticuerpos se puede producir, por ejemplo, una molécula de anticuerpo
entera o como fragmentos VH y VL individuales, fragmentos Fab, dominios
individuales, o como cadenas individuales (sFv) (véase, Hustoen, J. S. y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879 - 5883 (1988)).

La seleccitn de los andlogos de polipéptidos expresados (o polipéptidos
producidos mediante sintesis directa) se pueden hacer mediante cualquier
medio apropiado. Por ejemplo, la activiiad de unién se puede evaluar mediants
inmunocensayo convencional y/o cromatografia de afinidad Y actividad catalitica
se puede determinar mediante ensayos adécuados para la conversion de
sustratos. La seleccién de los andlogos de pclipéptidos de la invencién para la
funcién proteclitica se puede lievar a cabo usando un ensayo en placa de
hemoglobina convencional como ge describe, por ejemplo, en la patente de
Estados Unidos N® 5.788.208.

9
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La mutagénesis por revision de la invencitn también se puede llevar a
cabo con el beneficio de informacién estructural o modelado concemiente a Ios.
andloges de polipéptidos a generar, de manera que el potencial para generar
andlogos que tienen la funcién deseada mejorada se incrementa. La
informacién estructural o de modelado se pueda también usar para guiar la
selaccion de aminoAcidos predeterminado para introducir en las regiones
definidas. Todavia adicionaimente, los resultados reales obtenidos con los
andlogos polipeptidicos de la invencién pueden guiar la seleccién (o exclusion)
de polipéptidos posteriores a preparar y seleccionar de una manera interactiva.
De acuerdo con lo anterior, la informacién estructural o de modelado se puede
usar para generar subconjuntos iniciales de analogos de polipéptidos para uso
en la invencién, por lo tanto incrementando adicionalmente la eficacia de
generacién de polipéptidos mejorados.

En una realizacidn particular, el modelado en silico se usa eliminar la
produccién de cualquier andlogo de poiipaptido predicho que tiene un
estructura pobre o indeseada y/o funcidén. De esta forma, el nimero de
endlogos de polipéptidcs a producirse se puede reducir notablemente
incrementando por lo tanto la sefial a ruido en ensayos de selaccion
posteriores. En otra realizacién particular, el modelado silico se actualiza
continuamente con modelado adicional, a partir de cualquier fuente relovante,
por ejemplo, a partir de una secuencia de genes y de protelnas y la base de
datos de tres dimensiones y/o resultados de los andlogos ensayados
previamente, de manera que la base de datos en silico se hace més precisa en
Su capacidad predictiva (figura 19).
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Todavia en otra realizacién, la base de datos en silico se proporciona
con los resultados de ensayo de los andlogos de polipéptidos previamente
ensayados y clasifica los andlogos, basdndose en el criterio o criterios de
ensayo, como efeclorss o no efectores, por ejempio, como andlogos de
polipéptidos que se unen bien o no tan bien o por ser enzimética /catalltica o no
ser tan enzimatica/catalitica. De esta forma la mutagénesis mediante guia de la
invencién puede igualar un intervalo de respuesta funcional con informacién
estructural particular y usarse tal como informacion para guiar la produccién de
andlogos de polipéptidos futuroa a ensayar. De acuerdo con lo anterior el
procedimiento es especialmente adecuado para seleccionar anticuerpos o
fragmentos de anticuerpes para una funcién particular, tal como afinidad de
unién (por ejemplo, especificidad), estabilidad (por ejemplo, vida media) y/o
funcidn efectora (por ejemplo, activacidn de complementos y ADCC). De
acuerdo con lo anterior, la mutagénesis de restos no contiguos dentro de una
regién puede ser deseable si se conoce, por ejemplo, mediante un modelado
en silico que ciertos rastos en la regién no participaran en al funcién deseada.
La estructura coordenada e interrelacidn espacial entre las regiones deseadas,
por ejemplo, los restos aminodcidos funcionales en las regiones definidas del
polipéptido, por ejemplo, el (los) aminoacido (s) predeterminado (s) que se han
introducido, se pueden considerar y modelar. Tales criterios de modelado, por
ejemplo, quimica de grupos secundarios de aminodcidos, distancias atémicas,
datos da cristalografia, etc. De acuerdo con residuos alo anterior, el numero de
anélogos de polipéptidos a producir se pueden minimizar de manera
inteligents. -

En una realizacién preferida, unc o més de las etapas anteriores estin

T4
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asistidas por ordenador. El procedimiento también es capaz de llevarse a cabo,
en parie o en conjunto, mediante un dispositivo dirigido por ordenador. De

acuerdo con lo anterior, las instrucciones para lievar a cabo el procedimiento,
en parie o en conjunto, se pueden conferir a un medio adecuado para uso en
un dispositivo electronico para llevar a cabo las instrucciones. En total, los
procedimientos de la invencién son capaces de un planteamiento de alto
rendimiento que comprende software (por ejemplo, instrucciones legibles de
ordenador) y hardware (por ejemplo, los ordenadores, robots y chips).

La presente invencion proporciona la imporiante ventaja de pemitir la
evaluacién por mutagénesis de varias regiones o dominios diferentes de un
polipéptido simultAneamente. Esto se puede hacer usando el mismo o diferente
aminodcido diferente predeterminado dentro de cada region, permitiendo la
evaluacion de sustituciones de aminodcidos en regiones relacionadas de
manera conformacional, de forma que las regiones que tras el plegamiento del
polipéptido, estén asociadas para preparar un sitio funcional (por ejemplo, el
sitio de unitin de un anticuerpo o el sitio catalltico de una enzima). Esto, a su
vez, proporciona una forma eficaz de crear sitios funcionales nuevos o
mejorados.

Por ejemplo, como se muestra en Ia figura 14, las seis CDR de un
anticuerpo que preparan los aspectos Gnicos del sitio de unidn de antigeno
(regién Fv), se puede mutagenizar simultaneamente, o separadamentse en las
cadenas VH o VL, para estudiar las interrelaciones de tres dimensionas de
aminoécidos seleccionados en este sitie. En una realizacién, la quimica
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combinatoria de las tres 0 mds regiones se exploran de manera sistematica
usando mutagénesis por revisién, y preferiblemente seis regiones definidas, por
ejemplo las seis COR de una region variable de ta cadena pesada y ligera de
anticuerpo. Para realizar esta mutagénesis por revision sobre una CDR,
tipicamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18, 20, 21, 22,
23, 24, 25, o més posiciones de aminoécidos se alteran.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién abre nuevas
posibilidades para el disefio de tipos muy diferentas de polipéptidos nuevos uy
mejorados. El procedimiento se puede usar para mejorar una estructura o
funcién existente de una proteina. Por ejemplo, se puede introducir un sitio de
unién para un anticuerqpo o fragmento de anticuerpo o afinided para un
antigeno preexistente, funcién efectora y/o estabilidad mejorada. Como
altemativa, la introduccién de aminoacidos de aminoacidos “cataliticamente
importantes™ adicionales en un dominio catalitico de una enzima se puede
realizar dando como resultado una actividad modificada o potenciada hacia un
sustrato, Como altemstiva, las estructuras completamente enteras, las
aspecificidades o actividades se pueden introducir en un polipéptido. La
sintesis de novo de actividad enzimatica se puede lograr también. Las nuevas
estructuras se pueden edificar sobre la “estructura® natural o de consenso de
una proteina existente mediante mutacién de regiones salamente relevantes
mediante el procedimiento de la invencién.

7. _Mutagfnesis

14
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El procedimiento de esta invencidn sa usa especificamente para
modificar moléculas de anticuerpos. Como se usa en esta memoria descriptiva,
las moléculas de anticuerpos o anticuerpos de refiere a anticuerpos o porciones
de los mismos, tales como anticuerpos de longitud completa, moléculas Fv, u
otros fragmentos de anticuerpos, cadenas individuales o fragmentos de los
mismos (por ejemplo, una sola cadena de Fv), anticuerpos de cadena
individual, y anticuerpos quiméricos. Se pueden introducir alteraciones en la
regibn variable y/o en la regibh marco conservada (constante) de un
anticuerpo. La modificacidn de la regién variable puede producir anticuerpos
con mejores propiedades de unién de antigeno, y, si se desea, propiedades
cataliticas, La modificacién de la regién marco conservada también puede
conducir a la mejorar de las propiedades quicio - fisicas, tales como solubliidad
o estabilidad (por ejemplo, vida media), que son especialmente (tiles, por
ejemplo, en produccion comercial, biodisponibitidad, funcién efectora {por
ejemplo, activacién de complementos y/o ADCC) y afinidad de unién (por
ejemplo, especificidad) para el antigeno. Tipicamente, al mutagénesis dirigira la
regién Fv de al molécula de anticuerpo, es decir, la estructura responsable para
la actividad de unién de antigeno que se compone de regiones variables de dos
cadenas, una de la cadena pesada (VH) y una de la cadena ligera (VL). Una
vez que las caractesisticas de unién de antigeno se idenifican, Ia (s} region (es)
variable (s) se pueden modificar por ingeniaria genética en una clase de

anticuerpo apropiada tal como igG, IgM, IgA, IgD, o IgE.

v
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El procedimiento de la invencién también es particularmente adecuada
para el diseilo de proteinas catallticas, anticuerpos particularmente cataliticas.
Actualmente, los anticuerpos cataliticos se pueden preparar mediante una
adaptacion de técnicas de fusién de células sométicas convencionales. En este
procedimiento, un animal se inmuniza con un antigeno que parece el estado de
transicién del sustrato deseado para induck ia produccién de un anticuerpo que
une el estado de transicin y catafiza la reaccion. Las células que producen
anticuempos se recogen a partir del animal y se condensan con una célula de
inmortalizacién para producir células hibridas. Después las células se
selaccionan para fa secrecidn de un anticuerpo que cataliza la reaccion. Ests
procedimiento depende de la disponibilidad de andlogos del estado de
transicion de un sustrato. El procedimiento puede estar kmitado debido a tales
andlogos son probablemente que sean dificiles de identificar o sintetizar en la
mayoria de los casos. '

El procedimiento de la invencién proporciona un planteamiento diferente
que elimina la necesidad de y andlogo del estado de transicién. Mediante ol
procedimiento de al invencién, un anticuerpo se puede hacer catalitico
mediante la introduccin de aminodcidos adecuados en el sitio de unidn de una
inmunoglobulina (regién Fv), El sitio de unién de antigeno (Fv) se compone de
seis bucles hipervaraibles (CDR), tres derivadas de la cadena pesada de
inmunoglobulina (H) y tres de Ia cadena ligera (L), que conecta cadenas beta
con cada subunidad. Las restos de aminoAcidos de los bucles CDR contribuyen
casi enteramente a las caracteristicas de cada anticuerpo  monoclonal
especifico. Por ejemplo, las triadas cataliticas (constituidas por restos de
aminoécidos serina, histidina, y cido aspartico) modeladas después de serina
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proteasas se pueden crear en los regiones hipervariables de la region Fv de un
anticuerpo con afinidad conocida para la molécula de sustrato y seleccionada
para actividad proteolitica del sustrato.

En particular, el procedimiento de la invencidn se puede usar para
producir muchas enzimas diferentes o anticuerpos catalfticos, incluyendo
Oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, lsomerasas y ligasas. Entre
estas clases, de particular importante serad la produccidn de proteasas,
carbohidrasas, lipasas, dioxigenasas y peroxidasas mejoradas. Estas y otras
enzimas que se pueden preparar mediante el procedimiento de al invencion
tienen aplicaciones comerciales Importantes para las convarsiones enzimaticas
en asistencia sanitaria, cosméticos, alimentos, elaboracién de cerveza,
detergentes, ambiente (por ejemplo, tratamiento de aguas residuales),
agricultura, curtido, textiles, y otros procedimientos quimicos. Esios incluyen,
pero no se limitan a, aplicaciones diagnésticas y terapéuticas, conversionas de
grasas, carbohidratos y proteina, degradacion de contaminantes organicos y
sintesis de agentes quimicos. Por ejemplo, las proteasas terapéuticamente
eficaces con actividad fibrinolitica, o actividad contra estructuras virales
necesarias pama infectividad, tal como proteinas de revestimiento viral, se
pueden madificar por ingenieria genética. Tales proteasas pueden ser (tiles
agentes anti - tromboliticos o agentes anti - virales contra virus tales como, por
ejempio, VIH, rinovirus, influenza, o hepatitis. En el caso de oxigenasas (por
ejemplo, dioxigenasas), una clase de enzimas que requieren un co - factor para
oxidacion de anilos arométicos y ofros dobles enlaces, aplicaciones
industriales en procesos de formacién de biopulpa, conversion de biomasas en
combustibles u otros agentes quimicos, conversidn de contaminantes de aguas

94
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residuales, blopracesamienio de carbdn, y detoxificacion de compuestos
organicos peligrosos son posibles aplicaciones de proteinas novedosas.

La presenie invenciébn se ilustra adicionalments en los siguientes
ejemplos, que no se deben considerar como limitantes.

Ejemplificaclén
A lo largo de los ejemplos, se usaron ius siguientes ejemplos y
procedimientos salvo que se especifique otra cosa.

Meterigles y procedimigntos

En general, la practica de la invencién emplea, salva que se indique otra
cosa, ticnicas convencionales de quimica, biologia molecular, tecnologia de
ADN recombinante, tecnologia de PCR, inmunologia (especialmente, por
ejemplo, tecnologla de anticuerpos), sistemas de expresion (por ejemplo,
expresidn sin células, representacién de fagos, representacion de ribosomas, y
Profusién ™), y cualquier cultive de células necesario que estan dentro de la
habilidad en |a técnica y se explican en Ia bibliografia. Véase, por ejemplo,
Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harhour
Laboratory Press (1989); DNA Cloning, Volimsenes 1 y 2, (D. N. Glover, Ed.
1085); Olfigonuciectides Synthesis (M. J. Gait, Ed. 1884); PCR Handbook
Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Beaucage, Ed. John Wiley y Sons
(1998) (Editor); Oxford Handbook of Nucleic Acid Structure, Neidle, Ed., Oxford
Univ. Press (1988); PCR Protocois; A Guide to Methods and Applications, Innis
y col, Academic Press (1980); PCR Essential Techniques: Essential
Techniques, Burke, Ed., John Wiley y Sons Ltd (1996). The PCR Technique:
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RT - PCR, Siebert, Ed, Eaton Pub. Co. (1998); Antibody Engineering Profocols
(Methods In Molecular Biology), 510, Paul, 8., Humana Pr (1696); Antibody
Engineering: A Practical Approach (Practical Approach Series, 169),
McCafferty, Ed., il Pr (1908); Antibodies; A Laboratory Manual, Harlow y col.,

5 C. S. H. L Press, Pub. (1889): Current Prolocols in Molecular Biology, eds,
Ausubel y col., John Wiley y Sons (1982); Large - Scale Mammalian Cell
Culfure Technology, Lubieniecid, A., Ed., Marcel Dekker, Pub., (1950). Phage
Display: A Laboratory Manual, C. Barbas (Ed.), CSHL Press, (2001); Antibody
Phage Display, P. O'Brien (Ed.), Humana Press (2001); Border y col., Yeast

10 surface display for screening combinatorial polypeptide librarles, Nature
Biotechnology, 15 (8): 553 - 7 (1997; Border y col.: Yeast surface display for
directed evolution of protein expression, affinity, and stability, Methods
Enzymal., 328: 430 - 44 (2000); representacién de ribosomas como describen
Pluchthum y col., en la Patente de Estados Unidos N° 6.348.315, y Profusién ™

IS como describen Szostek y col, Patente de Estados Unidos Nimeros
6.258.558; 6.261.804; y 8.214.553.

EJEMPLO 1
MUTAGENESIS POR REVISION DE LAS TRES REGIONMES DEFINIDAS
20 RN UNA MOLECUAL DE UNION DE ANTIGENO

En este ejemplo, se describe a mutagénesis por revision de tres CDR de
un anticuerpo para mejorar la unin y proteolisis de un sustrato.
En particular, se realiza la mutagénesis "por revisién” de tres regiones
25 determinantes de complementariedad (CDR) de un anticuerpo monocional,
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CDR1, CDR2, y CDR3 de la region variable de la cadena pesada (VH) son
regiones definidas seleccionadas para la mutagénesis por revisién, Para esta
realizacion, los aminodcidos predeterminados seleccionados son los tres restos
de la triada catalitica de las serina proteasas, Asp, His y Ser. Asp se selecciona
para VH CDR1, His se selecciona para VL CDR2, y Ser ase selecciona para
VH CDR3, La seleccién de tres aminodcidos predeterminados permite el usote
un ensayo de proteasa conveniente con el fin de detectar cuando los tres
restos estén posicionados correctamente para mostrar una actividad funcional,
es decir, proteolisis de un sustrato de ensayo.

Un anticuerpo ejemplar, MCPC 603, se reconoce como un buen modelo
para investigar la uni6n y catalisis debido a que a regibn de unién de
anticuerpo se ha caracierizado bien. La secuencia de aminodcidos y la
secuencia de ADN del MCPC 603 VH y regiones VL estdn puiblicamente
disponibles (véase, por ejemplo, Rudikoff, S. y Potter, M., Biochemistry 13:
4033 (1974); Plukthun, A. y col., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., Vol.
Lil: 1056 - 112 (1887)). Las CDR para el anticuerpo MCPC 603 se han
Identificado como se muestra en Ia figura 2. En Ia cadena pesada, las
posiciones 31 - 35 de los reskluos de aminodcidos de los tramos CDR1, las
posiciones S0 - 69 de los tramos CDR2, y las posiciones 101 - 111 de los
tramas CDR3. En la cadena ligera, los restos de aminoécidos de CDR1 son 24
- 40, los aminodcidos 55 - 62 de los tramos CDR2, y los aminodcidos 85 - 103
de los tramos de CDR3.

El disefto de los oligonuclestidos para la mutagénesis por revision en las
CDR de MCPC 803 es tal que los andlogos de polipéptides resulta que tienen
la secuencia de aminoAcidos para CDRH, CDR2, y CDR3 como se muestran en
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las figuras 3 - 5. Se entiende que los oligonucledtides sintetizades pueden ser
mayores que las regiones CDR a alterar para facilitar la insercién en Ia
construccion diana como se muestra en la figura 7. Un formato de anticuerpo
de cadena individual se elige por conveniencia en la expresién posterior y
etapas de seleccién. Los oligonuciedtidos se pueden convertir en cadenas de
doble cadena mediante técnicas enziméticas (véase, por ejemplo, Oliphant, A
R. y col., 1888, anteriorments) y después se ligan e un plasmida restringido
como se muestra en la figura 8. Los sitios de restriccion pueden ser sitios de
origen natural o sitios de restriccidn modoificados por ingenierfa genética.

Los polinuciedtidos que codifican los andlogos de polipéptidos se
pueden expresar en cualquiera de sistemas de expresion convenientes
descritos en esta memoria descriptiva y seleccionarse usando el ensayo de la
serina proteasa descrito, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos N°
5.798.208 (véase también ias figuras 16 - 17). En resumen, los anilogos de
polipéptidos expresados se exponen a un sustrato de ensayo y examinarse
para proteolisis del sustrato de ensayo. La cantidad de proteolisis, revelado por
una zona de eliminacién del sustrato, indica un analoge de polipéptido que
tiene la actividad funcional deseada.

EJEMPLO 2
MUTAGENESIS POR REVISION DE SEIS REGIONES DEFINIDAS EN UNA
MOLECULA DE UNION A ANTIGENOS

En esto ejemplo, se describe la mutagénesis por revision de los seis
CDR de un anticuerpo para mejorar la unidn Y proteoilisis de un sustrato.
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En paricular, se realiza una mutagénesis por “revisibn® de las seis
regiones hipervariable o regiones determinantes de complementariedad (CDR)
| del anticuerpo de modelo mencionado anteriormente (MCPC 603). En ests
| ejemplo, la mutagénesis por “revisién® se llava a cabo a partir de dos a tres

5 veces con un aminodcido diferente en una regién o dominio dada. Par ejemplo,
Asp,, Ser e His estdn secuenciaimente en el camino de espera de las cadenas
pesadas y ligeras como se muestra en |a figura 10.

La mutagénesis de los residuos continucs dentro de una regién puede

ser deseable si se conoce, o si se puede deducir, que clertos residuos en la

10 regi6n no participard en la funcién deseada. Ademas, el nimero de analogos

se puede minimizar. Otras consideraciones en la seleccion del aminodcido

predeterminado y las posiciones particulares a alterar son que los residucs

pueden ser capaces de hiirogenar eniaces entre si. Esta eonsideracién puede

imponer una restriccién de proximidad sobre las variantes deseadas. De este

15 modo, solamente ciertas posiciones dentro de lag CDR pueden permitir que los

aminoAcidos de la triada catalitica interaccione de manera apropiada. De este

moda, el modelo molecular u otra informacién estructural se puede usar para
enriquecer variantes funcionales.

En este caso, la informacién estructural conocida se usd para identificar

20 restos en las regiones que pueden estar suficientemente cerca para permitir al

enlace hidrogeno entre Asp, His y Ser, asi como el intervalo de restos a

mutagenizar. Roberts y col., han identificado regiones de estrecho contacto

entre porciones de las CDR (Roberts, V. A. y col., Proc. Natl. Acad. Sei USA

87: 8854 - 6858 (1990)). Esta informacién junto con los datos de la estructura

25 de rayos x de MCPC 603 se usa para seleccionar &reas prometedoras de
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estrecho contacto entre ias CDR dirigidas para mutagénesis. Este tipo de
mutagénesis por revisién guiada por infomacion estructuralide modelo se
puede denominar como mutagénesis “a través de gula”.

La mutagénesis por revisitn se lleva a cabo como se ilustra en la figura
10 en la que cada CDR se somete a un aminoécido resultante predeterminado
que produce los andlogos de polipéptidos Bx10ES y sl se exploran los veinte
amincécidos, analogos de polipaptidos 5x10E13.

Los polinucledtidos se pueden expresar si cualquiera de los sistemas de
expresitn convenientes descritos en esta memoria descriptiva y seleccionarse
usando la serina proleasa descrita, por ejemplo, en la patente de Estados
Unidos N° 5.788.208. En resumen, los anélogos de polipéptidos expresados se
éxponen a un sustrato de ensayo y se examinan para evaluar proteolisis del
Sustralo de ensayo. La cantidad de proteolisis, revelada mediante una zona de
eliminacién del sustrato, indica un analogo de pokipéptido que tiene la actividad
funcional deseada.

EJEMPLO 3
MUTAGENESIS POR REVISION DE MOLECULAS DE UNION A ANT] - TNF
PARA MEJORAR LA FUNCION

En este ejemplo, se describe Ia mutagénesis por revision de un
anticuerpo anti - TNF para mejorar la union,

En particular, se realiza la mutagénesis por “revision” de las seis
regiones hipervariables o regiones determinantes de complementariedad
(COR) de dos anticuerpos anti - TNF. Los anticuerpos anti - TNF tienen

1P,
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aplicacién general en el tratamiento de una enfermedad inmune en pacientes
que tienen niveles inaprapiados del ligando TNF (factor de necrosis tumoral).
Existen dos anticuerpos anti - TNF disponibles comercialmente. Para
conveniencia en la realizacion de mutagénesis por revisibn y posterior
seleccitn, las regiones variables de cadena ligera y pesada (véase las SEQ ID
nimeros 2 - 4) de astos anticuerpos se convirtisron en nun formato de cadena
individual usando un engarce poli Gly - Ser (véase ta figura 15). Las regiones
definidas seleccionadas por mutagdnesis por revisién con una aminoacido
predeterminado se identifican mediante la presencia de una barra negra como
5@ muestra en al figura 15. Estas regiones definidas corresponden alas CDR
de los anticuerpos de las cadenas individuales.

Los polinucledtidos que representan las seis regiones CDR y regiones
flanqueantes suficientes para permitir el ensamblaje de los polipéptidos en la
secuencia de cadena individual completa mostrada en ai figura 15 se sintetizan
como se describe en esta memoria descriptiva. Los restos de aminodcidos
predeterminados se seleccionan para cada region CDR y separadamente y
secuencialmente infroducidos en cada posicién de aminoécidos a través de las
seis regiones CDR. Los polinucledtidos se modifican por ingenierfa genética
adicionalmente para que sirvan como moldes capaces de soporiar Ia
tranecripcidn de una transcripcién de ARN corespondiente que se pueden
despuée traducir en un polipéptido usando representacion de ribosomas.

Los polinuclestidos que codifican los andloges de polinuciedtidos
correspondientes se expresan usando una transcripcién sin células v exlractos
de traduccién. Las transcripciones de ARN estan unidas covalentementa aun
resto detectable tal como un resto fluorescente. Como altemativa, ia secuencia

|06
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de interés se puede condensar en marco a un resto fluorescente tal como una
proteina fluorescente verde (GFP) para pemitir la deteccién conveniente de
expresidbn y nomalizacién de aglutinantes frente a no aglutinantes.
Preferiblemente, los polinucledtidos que codifican los andlogos de polipéptides
estan al menos parciaimente ordenados, por ejemplo, expresados en un pocilio
que tienen miltiples andlogos de polipéptidos pero se pueden faclimente des-
repiegar. De acuerdo con lo anterior, cada pocillo contiene un subconjunto de
anélogos de polipéptidos unidos ahora a la transcripeién correspondiente unida
a un resto fluorescente usando representacidn de ribosomas. El pocillo se
sonda con ligando diana, es decir TNF y se ensaya para andlogos de
polipéptidos que se unen y con los que la afinidad de unifn comparad al
polipéptido de tipo salvaje.

Los anélogos de polipéptidos que se unen mejor que los polipéptidos de
tipo salvaje se vuelven a modificar después por ingenierfa genédtica en un
formato de anticuerpo IgG de longitud completa para ensayo paralelo con los

analogos de anticuerpos comerciales para unibn mejorada usando técnicas
convencionales.

EJEMPLO 4
MUTAGENESIS POR REVISION DE ANTICUERPOS CONTRA EL
SEROTIPO B DE TOXINA NERVIOSA DE BOTULINUM (BoNT/B) Y
SEROTIPO A DE TOXINA NERVIOSA DE BOTULINUM (BoNT/A) PARA
MEJORAR LA FUNCION

En este ejemplo, anticuerpos mejorados contra el serotipo Bb de toxina
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nerviosa de botulinum (BoNT/B) y serotipo a de toxina nervioga de botulinum
(BoNT/A) se generan usando mutagénesis por revision (LTM) para mejorar la
funcién. El planteamiento LTM sg basa en |a creacidn de mutaciones sencillas
por CDR a través del bolsillo de unién, basdndose en un subconjunto (el
conjunto de LTM) de los 20 aminodcidas que exploran las caracteristicas de
tamafio, carga, hidrofobicidad y unién por hidrégeno. Los criterios para
seleccionar los aminoécidos en el conjunto de LTM se describen mas adelante.

1. Purificacién de anticuerpos y secuenciacién de genes Y diseil

de cadenas individuales (scFv)

Los fragmentos de anticuerpos murinos (Fab) con afinidad de unién a
BoNT/B se pueden obtener como se describe en Emaneul y col., (1996)
Joumai of immunological Methods 183; 189 - 197. Se pueden usar los
anticuespos BotFab 20 (SEQ ID nimeros 12 y 13, polipéptidos de cadena ligera
y pesada, respectivamente), el BoiFab 20(SEQ D Nimeros 14 y 15,
polipéptidos de cadena ligera y pesada, respectivamente). Las secuencias
fordneas se describen en la patente de Estados Unidos N° 5.932.449, cuyo
contenido se incorpora en esta memoria descriptiva como referencia. E!
antigeno BoNT/B (ioxina de longitud completa, cadena ligera, y/o cadena
pesada) se puede abtener a partir de Metabiologics, inc., WI.

Los anticuerpos anti - BoNT/A descritos en Pless y col., (2001) Infect.
immun. 88: 570 se pueden usar con e objativo de mejorar sus afinidades
mediante al mencs un orden de magnitud. El antigeno de dominio de unitn de
cadena pesada BoNT/A (BoNT/A) se puede abtener a partir de Metabiologics,

©
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Unc., Wi,

Los fragmentos Vi y Vy del (de los) anticuerpo (s) se clonan y se
secuencias usando técnicas de biologia molecular convencionales, Las
regiones variable de las moléculas se amplifican mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y se unen con un engarce poli - Gly - Ser
(tipicamente SGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID N° 7)) pama generar
anticuerpos de cadena individual (csFv). Una etiqueta poli - His (HHHHHH
(SEQ ID N° 8)) y una etiqueta myc (EQKLISEEDL (SEQ ID n® 9)) también se
anexan al exiremo C de los genss para faciiitar Ia purificacién y deteccion,
Estas moléculas se muestran en cuaiquiera de las tecnologias bien conocidas
(por sjemplo, 'tecnologlas basadas en levaduras, bacterias o fagos) y se
ensayaron para evaluar su capacidad de unirse a BoNT/B o BoNT/A.

La versién monovailente de scFv de anticuerpos completos proporcionan
un buen formato para acometer estudios de mutagénesis y se conocen para
reproducir generalmente el mecanismo de unién de la molécula completa, con
la excepcion de los efectos de avidez mostrados por moléculas multivalentes.

2. Mejora de anticuerpos usando mutagénesis por revisién (LTM) y
diseiio de gonea

Para la mutagénesis por revision (LT™), se eligen los siguientes nueve
aminodcidos y sus caracteristicas funcionales representativas: Alanina y
Leucina (aliféticos), Serina (grupo hidroxilo), Acido aspartico (4cido) y
Glutamina (amida), Lisina e Histidina (bésicos), Tirosina {aromdtico), Prolina
(hidréfobo). Estos amincécidos muestran diversidad quimica adecuada en
tamafo, carga, hidrofobicidad, y unién por hidrégenc para proporcionar

162
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informacién inicial significativa sobre la funcionalidad quimica necesaria para
mejorar las propiedades de anticuerpo. Las elecciones también se basan en la
frecuencia de aparicidn de sus aminoéckios en las CDR de los anticuerpos. Por
ejemplo, dado entre tirosina y fenilamlanina para representar aminoécidos con
cadenas secundarias aromdticas, el anierior se elige debido a su
preponderancia significativamente més alta en las CDR de anticuerpos y su
capacidad a enlace por hidrdgeno. LTM se emplea inicialmente para identificar
aminoacidos especificos y propiedades quimicas que son beneficiosas para
unién, neutralizacion y/o cualesquiera propiedades adicionales deseadas en el
anticuerpo final. Sin embargo, LTM no se limita a estos nueve aminoscidos o
nueve aminodcidos totales. El andlisis de LTM se puede realizar con cualquier
combinacién de aminodcidos y el subconjunto de LTM puede ser tan alto como
18 aminoackios (1 corlo de mutagénesis por saturacién).

2.1 Sintesis de ofigonycledtidos de LTM

En el andlisis primario de LTM, el objetivo es explorar cada contribucién
de la cadena de aminodcides a la afinidad de union global dentro de cada CDR.
Para generar eficazmente la diversidad significativa, cada uno de los
aminoécides del subconjunto de LTM se dirige en cada posicién individual
dentro de la secuencia de CODR con una sustitucién solamente por CDR. De
este modo, cada oligonucledtido individual codifica solamente una mutacién de
CDR individual. Por ejemplo, con el fin de realizar la mutagénesis de histidina
de LTM sobre un dominio Vi CDR3 de ance aminoackios hipotéticos, se
sintetizan 11 ofigonuciedtidos que codifican 11 mutaciones posibles
individuales (véase al figura 20). Tal andlisis ensaya los efectos de fener una
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amida voluminosa en cada posicion en la CDR. Por lo tanto para generar una
fibreria de Vi CDR3 LTM, solamente se sintetizan 99 cligonuclesttidos para el
andalisis de LTM (9 aminodcidos de LTM x 11 posiciones dea V,; CDR3). Las
secuencias de oligonuclestidos se ensayan para codones de parada
accidentales, duplicacién de tipo salvaje, uso de codédn ineficaz, homuiilas,
bucles, y otras estructuras secundarias que usan software disponible
publicamente.

Al emplear el reemplazo de LTM sistematico de aminocdcidos
individuales dentro de un CDR, la preferencia de las funcionalidades quimicas
en cada posicién esté sin cubrir. Con el fin de combinar todas las mutaciones
de las selecciones de LTM y explorar Ia posible aditividad y sinergia energética
entre éstas, se sintetizan los oligonucledtidos degenerados que codifican estas
mutaciones y la secuencia de fipo salvaje. La combinacién degenerada de
oligonucledtides con 1,6 x 10* variantes se usa posteriormente para generar

una segunda fibreria de generacién que explora la naturaleza aditiva de estas
sustituciones.

El software acoplado con sintetizadores de ADN de construcciones de
costumbre automaticos pemnite la sintesis rapida de ofigonucledtides. La

primera etapa implica la decision de que aminodcidos diana se incorporarén en

i




10

15

20

45

las CDR. El software determina la preferencia de codén (por ejemplo,
preferencla de codén de levadura, bacteriano, o de fago, dependiendo del
sistema elegido) necesario para introducir los aminodcidos diana y también
ellmina cualquier duplicacién de al secuencia de fipo salvaje que se puede
generar mediante este procedimiento de disefio, Después se analiza para
evaluar las estructuras de los codones de parada potenciales, horquillas, y
otras bucles o para secuencias problematicas que se comigen posteriormente
antes de la sintesis. El plan de disefio de LTM completo se envia después al
sintetizador de ADN, que realiza una sintesis automatica de los
oligonucledtidos. De esta manera, los oligonucledtidos necesarios para crear
las librerlas se pueden generar rdpidamente.

Una base de datos electrénica puede aimacenar informacién de todas
las secuencias de oligonucledtidos de LTM, detalles de las sustituciones de las
CDR de las libreria de scFv, y resultados de los ensayos de unidn para un
antigeno diana, El archivo de los datos de los oligonucledtidos permite las
iteraciones racionales de las estrategias del disefo, y reutilizacién de los
oligonucieétidos de reactives.

3. Estrategia de LTM global

LT™M se emplea Inicialmente para identificar aminoacidos especificos y
propledades quimicas que son beneficiosas para propiedades de unién,
neutralizacién y/o cualquier propiedad adicional deseada en el anticuerpo final.
También rdpidamente identifica las regiones que no toleran ninguna
mutagénesis sin la pérdida significativa de afinidad (o cualquier propiedad fisica

" que se selecciona). Por lo tanto, no salamente es el analisis de LTM una buena
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metodologia para explosar los requerimientos quimicos en cada posicién en
todas tas CDR de un anticuerpo, pero también determina rdpidaments los
aminodcidos absolutamente requeridos para la unidn a anticuerpo. Después de
la identificacién de las mutaciones beneficiosas mediante LTM, los esquemas
de mutagénesis combinatoria se pueden emplear para que en primer lugar
incorporen fodes estas mutaciones de aminodcidos distintas para generar CDR
miftiplemente mutadas. Adicionaiments o como alternativa, la mutagénesis en
espera (WTM) se puede usar para sondar los efectos de mutaciones multiples
del mismo aminodcido en una CDR (como se describe, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidog nameros 5.830.650; 5.798.208).

4. Uibrerias LTM scFv

Las técnicas de LTM descritas anteriommente Be usan pera crear
combinaciones de oligonucledtidos con mutaciones en una COR individual de
la cadena ligera 0 pesada. Estos ofigonuclettidos se sintetizan para que
incluyan algunos de los marcos conservados circundantes para facilitar la
superposicién @ hibridacion durante PCR. Estas combinaciones de
oligonuciedtidos se utilizan para generar todas las posibles cadenas Vi Y VHen
las que existen mutaciones en CDR individuales, dobles, y triples
{(combinaciones individuales, dobles, y triples de CDR1, 2, y 3) usando PCR de
extensién de superposicion individual (SOE - PCR) (como se describe en
Horton y col., (1989) Gene 77: 61 - 88). SOE - PCRes un procedimiento répido
y sencillo para combinar los fragmentos de ADN que no requieren sitios de
cestriccidon, endonucleasas de restriccion, o ligasas de ADN. En dos regiones
SOE - PCR en el gen se amplifican primero mediante PCR usando cebadores
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diseflados de manera que los productos de PCR compartan una secuencia
complementaria en un extremo. Bajo estas condiciones de PCR, las
secuencias complementarias se hibridizan, formando un solapamiento. Las
secuencias complementarias acttan después como cebadores, permitiendo la
extensibn mediante la ADN pollmerasa para producir una molécula
recombinanie.

Por ejemplo, para crear |a combinacién de las cadenas Vy en las que
tanto CDR - H1 como CDR - H2 estén mutadasylaCDR-HSesdeﬁpo
salvaje, que se flama “110" (1 significa una COR mutante y o0 significa una
CDR de tipo salvajs), los genes mutantes de CDR - H1 se usan como mokies y
SOE - PCR se lieva a cabo para unir los aligonucledtidos de COR - H2 para
generar la combinacidn doblemente mutada (figura 21). Considerando que
cada CDR puede ser a bien de tipo salvaje o mutante, existen siete posibles
combinaciones (mostradas mediante flachas en al figura 21) para cada una de
las combinaciones de las cadenas V. ¥ Vi (no incluyendo la molécula de tipo
salvaje “000%). Le combinacion de las siete combinaciones Vi ¥ Vu crea a3
combinaciones V| - Vx de tipo no salvaje (scFv), figura 21). Cada una de las 64
combinaciones Vi y Vi (incluyendo la secuencia de tipo salvaje) se denomina

un “subconjunto” del conjunto de libreria de LTM scFv entera. Un conjunto de la
ntmero de secuencias de aminoAcidos represantadas dentro de cada libreria
subconjunto depende de la longitud de la CDR, la secuencia de aminoécidos

dentro de la CDR, y la estrategia de disefio de oligonuciedtidos de LTM.

5. Seleccidén de librerias de revisién y seleccién de anticuerpos

e 17 % 0 i o e e —
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mejorados

Estén disponibles una diversidad de procedimientos para fa expresion y
represantaciSn de anticuerpos. Estos incluyen bacterisfago, Escherichia coli, y
levadura. Aunque cada uno de estos procedimientos se ha usado para mejora
de anticuerpos, el sistema de representacion de levaduras produce varias
ventajas (Poder y Wittrup (1997) Nat. Biotechnol. 15: 553 - 557). La levadura
se puede acomodar ficimente tamafios de fibrerfas de hasta 10", con 10° -
10° copias de cada anticuerpo mostrindose en cada superficie celular. Las
células de levaduras se pueden seleccionar facilmente y separarse usando
citometria de flujo y separacién de células activadas por fluorescencia (FACS)
o perlas magnéticas. Las levaduras también producen rapida selecclon y re -
crecimiento. El sistema de secrecién eucaridtica y rutas de glucosilacion de
levadura permiten un subcenjunto mucho mayor de moléculas scFv para
plegarse correctamente y mostrarse sobre la superficie celular que los sistemas
de representacién procariticos. La representacidn de levaduras acoplada a la
evolucién direcia se ha usado para incrementar la Ko de un fragmento
anticuerpo scFv para fiuorescelna @ 48 fM, dos ordenes de magnitud mas
fuerte de unidn que cualquier igando monovaiente resefiado previamente
(Border y col., (2000) PNAS 97: 10701 - 10705). El sistema de representacion
utiiza e! receptor de adhesién de levaduras de aglutinina a para representar
proteinas sobre la superficie celular. Las proteinas de interés, en el caso
presente, librerias de anti - BONT/B scFv LTM o librerias de anti - BoNT/A scFv
LTM, se expresan COMoO parejas de fusién con la proteina Aga2. Estas
proteinas de fusion se seleccionan a partir de la célula y sa llegan a unir por
disulfuro a la proteina Agal, que se una a la pared de las células de levaduras

" p—— ?gﬂ—‘—_—W
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(véase Invitrogen, bibliografia del producto de representacién de levaduras
pYD1). Adema4s, exisien marcas terminales carboxilo incluido que se pueden
utilizar para controlar los niveles de expresidn y/o normalizar mediciones de
afinidad de unién.

Las perlas magnéticas revestidas con estreptavidina (Spherotech) se
usan para rastrear y seleccionar anticuerpos que se unen @ BoNT/B o BoONT/A
con alta afinidad. Esta metodologla emplea unidn de anticuerpos de alta
afinidad a antigeno biotinilado que se une después a perlas revestidas con
estreptavidina con el fin de seleccionar los clones de levaduras (Yeung y
Wittrup (2002) Biotechnol. Prog 18: 212 - 220} y Feldhaus y col., (2003) Nature
Biotech.21: 183 - 170). E1 polipéptido BoNT/A o BoNT/A (Metabiologics) se
biotinda usando protocolos convencionales (Pierce) y la seleccién se realiza
usando procedimientos bien conocidos en al técnica, Usando seleccidn basada
en equilbrio y cinética, los anlicuerpos con afinidades mejoradas se
seleccionan a partir de estas librerias. La eficacia de cada ronda de seleccién
se controla mediante FACS analitica (FACScan). Ademés, las afinidades de
unién relativa de las moléculas individuales representadas sobre la superficie
de levaduras se miden medianie valoracidn del antigeno. Esto permite una
rdpida identificacién de moléculas con afinidad mejorada, Los clones de scFv
se sacuencian después para identificar mutaciones beneficiosas.

6. Generacién de anticuerpos solubles para mediciones de afinidad
BlAcore

Los anticuerpos de interés de subclonan en sistemas de expresion

solubles (Picchia pastoris yio E. coli) y se genera proteina soluble. Existen
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vectores comerciaimente disponibles y ias lineas celulares para expresion de
anticuerpos solubles, que incluyen los de Invitrogen (por ejemplo, pPICP para
P. pastoris) y Novagen (pET20b para expresién periplasmica en E. cof). Estos
sislemas se usan de manera rutinaria para generar anticuerpos de cadena
individual o de longitud completa solubles. El sistema de expresion de P.
pastons (Invitrogen) produce de manera rutinaria 1 - 5 mg por litro de scFv
purificado scluble. La purificacién d proteinas esté facilitada por la presencia de
His - tag en el extremo C de la molécula, en el caso de cadenas individuales o
mediante columnas de proteina A o proteina G para anticuerpos de longitud
completa. Los anticuerpos de cadena individual o de longitud completa solubles
se generan para obtener mediciones de velocidad cinética de afinidad BlAcore.
Esta etapa es necesaria como moléculas de scFv de alla afinidad sobre la
superficie celular de clones de levaduras se debe verificar como una molécula
soluble sin células.

Los anticuerpos solubles de cadena individual y de longitud completa
generados de la manera anterior se puede usar para obiener mediciones de
afinidad BlAcore, asi como en el ensato de crecimiento hacia fuera de neuritas
o el ensayo de letalidad de ratén descrito mas adelante.

7. Seleccién de anticuerpos seleccionados para neutralizacién in

vivo o in vitro

Un ensayo basado en células que usa el crecimiento hacia fuera de
neusitas de neuronas primaras de pollo como un indicador de intoxicacién d
BoNT y, de esta manera, como medio de cuantificar la neutralizaci6n de toxinas
se puede usar para seleccionar los anticuerpos seleccionados. Los
experimentos preliminares que usan cultivos de explantes de ganglios de la
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raiz dorsal de huevos de polios fertlizados han indicado que existia menos
crecimiento hacia fuera axonal de plantas tratadas con BoNT/A que los
coniroles. Como altemativa, se puede usar un ensayo de articulacién
neuromuscular de misculo de gagiio - irls cifiar de polfo (como se describe en
Lomneth y col., (1890) Neuroscience Letfers 113: 211 - 216).

El ensayo de letalidad de retdn (MLA, como describen, por ejemplo,
Schaniz y Kautter (1978) J. Assoc. Off. Anal. Chem. 61; 96 - 98) es otro
procedimiento bien conocido y aceptado in vivo para ensayar la neutralizacion
de BoNT. El ensayo implica la inyeccién interperitoneal de aproximadamente
0,5 ml de preparaciones de muestra de BoNT/B o BoNT/A con y sin el
anticuerpo en 20 a 30 grames, ratones blancos de la raza ICR, La mortandad
debida a la insuficiencia respiratoria de observa durante 1 - 4 dias. La
cuantificacion de la neutralizacién requiere diiuciones en sarie de los MADs con
niveles variables de DL s de BoNT/B o BoNT/A de ratén. La MLA se poseed
usar para determinar |a capacidad de neutralizacin de lso anticuerpas
optimizados identificados en la seleccion in vitro.

La capacidad de neutralizacion de anticuerpos también se puede medir
in vilro mediante el ensayo de proteccion de ratbn (MPA, Goeschel y col.,
(1987) Exp. Neurol. 147: 96 - 102). En la MPA el nervio frénico izquierdo, junto
con el hemidiagramam izquierdo, se escinde del ratén.

El nervio frénico se elsctroestimula continuamente en un bafio de tejido.
Los anticuerpos purificados se incuban con BoNT/B o BoNT/A y se afaden al
bafo de tejido. La pardlisis inducida por toxina se define como un 50% de
reduccion en el temblor mdsculo inicial.

S || P N Y R | PR e A T -?—?---W—_
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Equivalentes

Los expertos en la téchica reconoceran, o serdn capaces de averiguar
usando nada méas que experimentacién rutinaria, muchos equivalentes a las
realizaciones especificas de |a invencidn descritas en esta memoria descriptiva.
Tales equivalentes de pretende que estdn abarcadas por las siguientes

rejvindicaciones.
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Habiendo descrito al invencién como antecede, se declara como propiedad lo
contenido en las siguientes

REIWVINDICACIONES

10

1§

20

1. Un procedimiento de generacién de una fibreria de andlogos d
polipéptidos en los que un aminoécido predeterminado aparece en
cada posicién en una regitn definida del polipéptido que comprende:

seleccionar una regién definida de la secuencia de aminodcidos de!
polipéptido;

determinar un resto aminodcido a sustituir en cada posicién de

aminoécido dentro de la region definida;

sintetizar polinucletidos individuales que codifican la regién definida,

representando  los  polinucledtidos colectivamenta  posibles
polinucledtidos variantes de acuerdo con los siguientes criterios:

}) contener cada polinuciedtido en cada posicion de codon
en la regién definida, o bien un codén requerido para el
resto aminoacido del polipéptido o un codén para el resto
aminodcido predetarminado, ¥

ii) contener cada polinuclettido no mas de un codén para el
resto aminodcido predeterminado

por Io tanto generario una libreria de polinuciestidos en la que el resto
aminoacido predeterminado aparece en cada posicibn aminoécido
dentro de ia regién definida.

N e ——— 1 S N S — e m———_ ""-W——
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. El procaedimiento de Ia reivindicaciéon 1, en el que los polinucleétidos

s& combinan juntos.

. El procedimiento de Ia reivindicacion 1, en el que dos 0 mas regiones

definkias dentro del polipéptido se mutagenizan.

. El procedimiento de la reivindicacién 31, en el que o mismo

aminoécido predeterminado se selecciona para sustitucidn dentro de
cada una de las dos o mas regiones definkias.

. EI procedimiento de la reivindicacién 3, en el que dierentes

aminoécidos predeterminados se seleccionan para sustitucién dentro
de cada una de las dos o mas regiones definidas, respectivamente.

. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

en e que la regidn definida o regiones definidas comprende un
dominio funcional del polipéptido.

. El procedimiento de fa reivindicacion 6, en el que el dominio funcional

se selecciona entre el grupo constituido por un sitio de unidn de
anticuerpo, una regiébn de marco conservada de anticuerpo, una
region efectora de anticuerpo, un sitio de unibn de receptor, y un sitio
catalitico.

. E) procedimiento de la reivindicacién 7, en el que el sitio de union de

{2}
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anticuerpo o porcibn del mismo comprende un dominio CDR
seleccionado entre el grupo constituido por CDR1, CDR2, CDR3,
CDR4, CDRS, CDR6 y una combinacién de [as mismas.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que la regidn marco
conservada de anticverpo comprende un dominio seleccionado entre
el grupo constituido por FR1, FR2, FR3, FR4 y una combinacion de
los mismos.

10. El procedimiento de la relvindicacién 7, en el que la reglén efectora de
anticuerpo comprende un dominio seleccionado entre el grupo
constituido por un sitio de unidn de complemento y una regién de
unién Fe.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el resto aminoécido
predeterminado se selecciona entre el grupo constituido por Ser, Thr,
Asn, Gin, Cys, His, Asp, Lys, Arg, Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Pro,
Trp. y Val.

12. El procedimiento de una cualquiera de las relvindicaciones anteriores,
en el que 1a region definida comprende al mencs 3 a 40 aminoécidos.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicacionas anteriores,
en el que los polinucledtidos se sintetizan como librerfa de exprasion.
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14, El procedimiento de una cualquiera de las relvindicaciones anteriores,
en el que los polinucleétidos se sintetizan usando medios enziméticos.

15.El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,

en e que los polinuciestidos se sintetizan usando reaccion en cadsna
de la polimerasa.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en el que la librerla de expresidén se selecciona entre ef grupo
constituido por una libreria de representacion de fagos, una fbrerla de
representacidn de  ribosomas/polisomas, una librerfla de
representacién de levaduras, una librerla de rapresentacion de
bacterias y una libresia de representacién ordenada,

17. Una libreria de andlogos de polipéptidos mediante el procedimiento
de la refvindicacién 1.

18. Un procedimiento de identificacién de un polipéptido que tiene una
estructura deseada o funcién que comprende:

seleccionar una regién definida de la secuencia de aminoacidos del

polipéptido;

determinar un resto aminodcido a sustituir en cada posicion de

aminoacido dentro de la regién definida;

sintetizar polinucledtidos individuales que codifican la regién definida,
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representando los  polinuciedtidos  colectivamente  posibles
polinuciedtidos variantes de acuerdo con los siguientes critesios:

0) contener cade polinuciestido en cada posiciéon de codén
en la regién definida, o bien un codén requerido para el
rasto aminodcido del polipéptido o un codén para uno del
resto aminoécido predeterminado, y

)] contener cada pofinucledtido no mas de un codén para el
resto aminoécido predeterminado,

por lo tanto genenando una libreria de polinucledtidos que contiene los
polinuciettidos;

expresar Ia librerfa de expresidn para producir andlogos de polipéptidos;
y

seleccionar los ansloges de polipéptidos para seleccionar un polipéptido
que tenga una estructura o funcién deseada.

19. El procedimiento de fa reivindicacién 18, en el que el procedimiento
comprende adicionaimente la etapa de identificar el polinuciettido que
codifica el analogo de polipéptido seleccionado.

20. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que la seleccion
comprende,
poner en caontacto un polipéptido con un sustrato diana, estando el
polipéptido asociado al polinucledtido que codifica el polipéptido,
comprendiendo el polinuciedtido adicionaimente un resto detectable, de
manera que se detecta un polipéptido variante capaz de unirse a un sustrato

Mt T R e o SR -
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diana y por lo tanto se identifica como codificado por el polinucledtido.

21. El procedimiento de [a relvindicacién 20, en el que el resto detectable
se selecciona entre el grupo constituido por un resto fluorascente, un resto UV,
y un resto que absorbe la luz visible.

22. El procedimiento de la reivindicaclén 20, en el que el resto detectable
se selecciona entrs el grupo constituido por un resto de biotina, un resto GST, y
un resto His tag.

23, El procedimiento de la retvindicacién 20, en el que el polinucledtido ests
asociado con el andlogo de polipéplido usando representacion de ribosoma.

24. El procedimiento de |a reivindicacion 18, en el que dos a mas regiones
definidas dentro del polipéptido se mutagenizan.

25. El procedimiento de la reivindicacion 24, en el que el mismo aminoacido
predeterminado se selecciona para sustitucién dentro de cada una de las dos o
maés regiones definidas.

28. El procedimiento de 1a relvindicacién 24, en el que los aminoécidos
predeterminados diferentes se seleccionan para sustituciones dentro de cada

una de las 03 0 mas regiones definidas.

27. El procedimiento de la relvindicacion 18, en el que el polipéptido es un
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anticuerpa de una sola cadena (sFVs)

28. E! procedimiento de [a reivindicacién 18, en el que [a regidn definida
comprende un dominio funcional del polipéptido.

29. El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que Ia region definida
comprende una CDR o pociéin de la misma seleccionada entre ef grupo
constituide por COR1, CDR2, CDR3, CDR4, CDRS5, CDR6 y una combinacién

de las mismas.

30. El procedimiento de |a reivindicacidn 18, en el que la regidn definida es
una regién marco conservada de anticuerpo que comprende un dominio
seleccionado entre el grupo constituido por FR1, FR2, FR3, FR4 y una
combinacién de fos mismos.

31. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que la regién efectora de
anticuerpo comprende un dominio seleccionado entre el grupo constituido por
un sitio de unién de complemento y una region de unién Fe.

32. El procedimiento de Ia reivindicacion 18, en el que el resto aminodcido
predeterminado se selecciona entre el grupo constituido por Ser, Thr, Asn, Gin,
Cys, His, Asp, Lys, Arg, Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, y Val.

33. Una libreria de polinucleétidas que codifica andlogos de polipéptidos

que comprende una o més regiones definidas en el que un resto aminodcido
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predeterminado esté sustituikio en cada posicion aminoécido dentro de la
regién definkds, representando los polinucledtidos colectivaments todas las
posibles variantes de acuerdo con los siguientes criterios:

0 cada polinucledtido contiene en cada posicién de codbn en la
region definida, o bien un codén requerido para el resto
aminoécido del polipéptido o un codén para uno del resto
aminosacido predeterminadao, y

) cada polinucleétido contiene no méas de un coddn para el resto
aminocacido predeterminado.

3. La libreria de la reivindicacion 33, en el que dos 0 mas regiones
definidas dentro def polipéptido estdn mutagenizadas.

35. La fbreria de la reivindicacién 33, en el que el mismo aminodcido
predeterminado se selecciona para sustitucién dentro de cada una de las dos
regiones definidas.

36.La librerda de la reivindicacién 33, en el que los aminoé&cidos

predeterminados diferentes se seleccionan para sustitucidn dentro de cada una
de las dos regiones definiias.

37. La libreria de la relvindicacion 33, en el que la libreria es una fibreria de
expresidn.

38. La libreria de la relvindicacidn 33, en el que |a fibrerfa de expresion se

1#
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selecciona entre el grupo constituido por una kibreria de representacién de
fagos, una libreria de representacion de ribcsomas/polisomas, una librerla de
representacion de levaduras, una libreria de representacidn de bacterias y una
libreria de representacién ordenada,

39. La libreria de la reivindicacién 33, en la que los polinucleétidos
comprenden adicionalmente uno o0 m#és elemenios reguladores
transcripcionales.

40. La libreria de la reivindicacidn 39, en la que los polinucledtidos, cuando
se transcriben y traducen /n vilro, estan asociados con los polipéptidos
codificados por los polinucledtidos corespondientes,

41. La libreria de la reivindicacion 40, en la que los polinucieédtides, estan
asociados con el polipéptido usando representacién de ribosomas/polisomas.

42 La libreria de la relvindicacidn 41, en la que s polinucledtidos
comprenden ARN.

43. La libreria de la reivindicacién 42, en Ia que los polinucledtidos
comprenden adicionaimente un resto detectable.

e ]

44, La libreria de la reivindicacién 43, en la el resto detectable comprende
un resto fluorescente.

(23
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45, La libreria de la reivindicacion 33, en la que la libreria comprende al
menos 10° polinuciettidos diferentes.

46. La libreria de la reivindicacién 33, en la que la libreria comprende al
menos 45 - 10'2 polinucledtidos diferentes.

47. La libreria de la reivindicacién 33, en la que el polipéptido codifica un
polipéptido de unién.

48. La libreria de la reivindicacion 47, en la que el polipéptido de unidn se
selecciona entre el grupo constituide por una regién variable de cadena pesada
(Vw). una regién variable de cadena ligera (V). y un anticuerpo de una sola

cadena (sFv).

49, La libreria de la reivindicacién 33, en la que el polipéptido codifica una

50. La tibrerla de la reivindicacién 33, en la que el polipéptido codifica un
inhibidor de enzima.

51. La librerfa de la reivindicaciéon 33, en la que el polipéptido codifica un
polipéptido catalitico.

52. La libreria de la relvindicacién 33, en la que Ia libreria estd inmovilizada
sobre un soporte sdlido,
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53. La libreria de la reivindicacidén 33, en |a que el soporte sdlido es un
microchip.

54. La libreria de la reivindicacidén 33, en Ila que la libreria es una libreria

ordenada,

55. Un microchip que comprende una sorie de polinuciedtidos inmaovilizados
de acuerdo con la libreria de la reivindicacion 33.

56. Un andlogo de polipéptido identificado de acuerdo con 1a libreria de la
reivindicacién 33, e el que el polipéptido se une a una molécula diana y
comprende una regién de unidn seleccionada entre el grupo constituide por una
regidn variable de cadena pesada (Vy), una region variable de cadena ligera
(VL). ¥ un anticuerpo de una sola cadena (sFv).

57. La moléculas de la reivindicacién 58, en la que la molécula diana
especificada es TNFa.

58. La molécula de la reivindicacién 56, en la que el polipéptido tiene al
menos un 70% de identidad con la decencia de aminoécidos de Ia SEQ ID N®
1.2,3,4,546.

§8. Un procedimiento de generacién de un subconjunio de andlogos de
polipéptidos que tienen una estructura o funcién deseada que comprende:
seleccionar una region definida de la secuencia de aminoacidos del

12



15

20

25

polipéptido;

detemminar un resto aminoécido a susiituir en cada posicién de
aminodcido dentro de Ia regién definida;

sintetizar polinucledtidos individuales que codifican la region definida,
representando ks  polinucledtidos  colectivamente  posibles
polinucledtidos variantes de acuerdo con los siguientes criterios:

i) contener cada polinuciestido en cada posicidn de codén
en la regién definida, o bien un codén requerido para la
sintesis del resto aminoacido del polipéptido o un codén
para el resto aminodcido predeterminado, y

()] contener cada polinucledtido no més de un codén para el
resto aminoécido predeterminado

por lo tanto generando una Hbreria de expresién que contiene los
polinucledtido;

exponer la librerla de expresién a condiciones bajo las que la libreria se
expresa;

saleccionar |a libreria expresada para identificar un polipéptido que tiane
una estructura o funcién deseada;

comparar la estructura o funcién del polipéptido cuando se compara con
un criterio de control, en el que un polipéptido que comresponde o excede
al criterio de control se clasifica comoe un efector y un polipéptido que
incumple el criterio de control se clasifica como un no efector;
categorizar los efectores y no efectores en una base de datos; y
consultar la base de datos para determinar la secuencia de un
subconjunto de polipéptidos a sintetizar.

1%)
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60. El procadmienio de la reindicacion 58, en &l que una o mas de las

etapas anteriores asta computarizada.

81. El procedimiento de la reivindicacidn 69, en &l qua sl criterip de control
s& salecciona emire el grupo conslituida por efinidad da unidn, establliidad y

funcién efackora

62. El procadimlente de la relvindicacidn 59, en el que el critario es
actividad catalitica sobre un sustrale eepecificado.

B3. El procedimiento de la reivindicaclin 58, en el que el polipaplido se
saleccigna entre el grupo constiiuide par una region varable de cadena
pesada [ViJ. una regién variabla de cadena Igera (1), ¥ un anticuerpo de una

sola cadana (sFv).

4. Un medie adecusdo para uso en un dispasiive electrifinico que tena
Inatrucciones para llevar & cabo una 0 més elapas dal procadimiento de e
reivindicacion 58.

856. Un dieposithvo para llevar a cabo una o més etRpas del procadimienin
de |a reivindicaclon 58.
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LTM secuencial de una segunda regién definida (D2)

(posiciones de aminoacidos 55-68 de V,, CDR2)
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMBRCIO
Bogotd,
2020
Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REIMALDO

REFERENCIA - Radicaoisn No. 5 129961 .
Solicictud internacional U82004/020306
Facha inicio fase nacicoal 27/01/2006

L Tridmite 11
Evento 379
Actuacldn 430
Oficio No. 381%

Com resultado del axamsn de forma, realizado con fundamento an el articulo 38 de
la Docisidn 486 de la Comiaién de la Comunidad Andina, artioculo 27 del Tratado ds
Cooperacién en Mataria de Patentegs {(PCT), regla 51 bis del Reglamonto y Circular
Unica de la Buporintendencia de Induatria y Comercio, se le comunica gue:

1.. 5§ fuere el caso, el solicirante debe adjuntar la traduccifn de los anexos del
roporta de axamen praliminar internmacional (Axt. 36.2.b) del tratado PCT. *

2. La policitud no contiene 1la copls del documanto en gque consta la cepidan del
derecho a la patence del invontor al sollcitante o a su causanto. (Art. 26-k)
Deciaidn 486. .

3. La policitud no contiena el podor debidamente otorgado, con el lleno do los
rogquisiton axigidos por los articulos 63 y subsiguientes dol Cédigo de
Procedimlento Civil. Adicicnalmenta, deberd presentar el documonto que acredita 1n
existencia y represencacién legal da la soclcdad solicitante, cuando ésta fuere
rersona juridica.

4. Debe aclarar el nombre del solicitante, por cuanto la publicacidn internacional
difiere del patitorio presentado an fagso nacional.

En cumplimiento do 1lo dispueato por el articulo 39 de la Declsifn 486, so le
requiero para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
nocificacién dol praesenta oficio, complete los roquisitos antariormente emunciados.
En ¢apo de no dar ocumplimiento al presente requerimiento, la asollicitud se
conaiderard sbandonada y perdord su prelacidn.

Rotifigquose al presente oficio conforme a lo dispussats on el numeral 5.2, literal
o}, del capitulo quinto del titulo primero de La Circular Unica No.10 de 200X.

. Continua en la pigina viguiente...
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