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GLICOSILACION DE DOMINIOS VARIABLES UNICOS DE INMUNOGLOBULINA

Campo de lainvencién

La presente tecnologia se refiere al campo de la glicosilacion de dominios variables Unicos de
inmunoglobulina (DVUI). Mas especificamente, la presente tecnologia proporciona posiciones especificas
dentro de la secuencia de aminoacidos de un DVUI para su uso como sitios aceptores de glicosilacion. La
presente tecnologia también se refiere a DVUI modificados con glicanos especificos en los sitios aceptores
de glicosilacion especificados y a conjugados de los mismos. La presente tecnologia también se refiere a
polipéptidos que comprenden al menos un DVUI de la presente tecnologia, al menos un DVUI con glicanos
especificos o al menos un conjugado de los mismos. La invencion se refiere ademés a una secuencia de
nucledtidos o acido nucleico que codifica dicho DVUI y/o polipéptido, a un método para producir dichos
DVUI y/o polipéptidos, y a una composicion que comprende dichos DVUI, conjugados y/o polipéptidos.

Antecedentes de lainvencidn

En los Ultimos afios, la terapia con anticuerpos ha ido ganando fuerza rapidamente en el mundo
médico. La capacidad de dirigirse selectivamente solo a los tejidos afectados por la enfermedad, dejando
el tejido sano intacto, es muy deseable para la calidad de vida de los pacientes.

Aunque la terapia con anticuerpos es especifica de la diana, a menudo hay problemas al trabajar
con moléculas biolégicas complejas. Por ejemplo, problemas de estabilidad o solubilidad. En consecuencia,
existe un impulso constante para mejorar las terapias con anticuerpos existentes.

La glicosilacién es una modificacion postraduccional de aplicacion comdn en la terapia con
anticuerpos, especificamente para anticuerpos monoclonales. La glicosilacién es un proceso que puede
requerirse para obtener la eficacia terapéutica deseada. Ademas, la glicosilacion puede facilitar la
conjugacion de un anticuerpo con otro y/o con otros restos que pueden proporcionar funciones adicionales
al anticuerpo.

Los dominios variables Unicos de inmunoglobulina (DVUI) presentan un potencial terapéutico
interesante en el campo de la terapia con anticuerpos debido a su pequefio tamafio. Ademas, la produccion
es mucho mas simple, mas rapida y mas barata que la produccion de anticuerpos monoclonales.

La glicosilacién de los DVUI en sitios aceptores de glicosilacion especificados se ha descrito en los
documentos WO 2016/150845, WO 2018/206734 y WO 2021/116252.

Sin embargo, la glicosilacion de los DVUI ha demostrado ser un desafio. Dependiendo de la célula
hospedadora/organismo hospedador utilizados, la glicosilacién no se producira en absoluto o se producira
de maneras limitadas. Adicionalmente, la introduccién de sitios aceptores de glicosilacién frecuentemente
dio lugar a interferencia en el plegamiento de las proteinas DVUI, con pérdida de afinidad y/o estabilidad y,
por lo tanto, una pérdida de funcionalidad como consecuencia.

Sin embargo, dado que la glicosilacién facilita la conjugacion del DVUI con otros restos y puede
tener un impacto en la eficacia terapéutica, sigue existiendo la necesidad de DVUI glicosilados eficaces y
estables.
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La presente tecnologia tiene como objetivo resolver problemas relacionados con la glicosilacién de
los DVUIL. Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que
comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable Gnico de inmunoglobulina (DVUI) de
cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion
de aminoé&cido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102,
105, 108 y 110, segln la numeracion de Kabat.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 102, 105, 108 y 110, segun la numeraciéon de Kabat.

En un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que
consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde al menos uno de dichos dos DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacién presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoécidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 105, 108 y 110, segln la numeracion de Kabat.

En un aspecto adicional mas, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o
que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde al menos uno de dichos dos DVUI comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracién de Kabat.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en dos DVUI, en donde el DVUI N-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacion
presente en una posicién de aminoéacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3, 19, 26, 53, 55,
68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En otro aspecto mas, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que
consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde el DVUI C-terminal comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3,
19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracién de Kabat.

En un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende al menos
tres DVUI, en donde al menos uno de dichos al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion
presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de amino&cidos 1, 3, 15, 19, 26,
53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segln la numeracién de Kabat.

En otro aspecto mas, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que
consiste (esencialmente) en tres DVUI, en donde al menos uno de dichos tres DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilaciéon presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.
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En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en tres DVUI, en donde el DVUI N-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacion
presente en una posicién de aminoéacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3, 15, 19, 26, 55,
73,75, 76, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que
consiste (esencialmente) en tres DVUI, en donde el DVUI C-terminal comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3,
15, 19, 26 y 105, segun la numeracion de Kabat.

En un aspecto adicional més, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o
gue consiste (esencialmente) en tres DVUI, en donde el DVUI que ni esta en el extremo C-terminal ni en el
extremo N-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoé&cidos 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110,
segun la numeracion de Kabat.

La presente tecnologia también se refiere a dichos polipéptidos que se glicosilan en uno o0 mas de
estos sitios aceptores de glicosilacion.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a una secuencia de nucleétidos o &cido nucleico
gue codifica un polipéptido segun la presente tecnologia.

En un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un método para producir un polipéptido
segun la presente tecnologia, que comprende la etapa de:

- expresar la secuencia de nucle6tidos o &cido nucleico segun la presente tecnologia en una
célula hospedadora u organismo hospedador adecuado,

en donde la célula hospedadora u organismo hospedador es capaz de glicosilar el polipéptido
expresado.

En un aspecto adicional mas, la presente tecnologia se refiere a un método para la conjugacion del
polipéptido con un resto.

La presente tecnologia también proporciona un conjugado que comprende el polipéptido glicosilado
y un resto conjugado, en donde el resto se conjuga con el glicano en el polipéptido.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a una composicion que comprende el polipéptido,
el &cido nucleico o el conjugado segun la presente tecnologia.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el perfil de glicano como se mide mediante LC-QTOF de DVUI glicosilado
T043800005.

La Figura 2 muestra el perfil de glicano como se mide mediante LC-QTOF de DVUI glicosilado
T043800002.

La Figura 3 muestra la medicion MALDI-TOF de conjugados de DVUI T043800005 con bis-
manosa-6-fosfato como se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 4 muestra la medicion MALDI-TOF de conjugados de DVUI T043800002 con bis-

manosa-6-fosfato como se describe en el Ejemplo 12.
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La Figura 5 muestra la medicion de citometria de flujo para evaluar la internalizacién de TNF en
células Jurkat (A) o células K562 (B) después del tratamiento con complejo de TNF y DVUI anti-TNF o
conjugado de bisM6P-DVUI anti-TNF a diversas concentraciones durante 1y 4 h.

La Figura 6 muestra el multiplo de aumento en la intensidad media de fluorescencia (IMF) en
células Jurkat (A) o células K562 (B) que indica la internalizacion de TNF mediante el conjugado bisM6P-
DVUI anti-TNF sobre el DVUI anti-TNF solo.

La Figura 7 muestra la inmunotransferencia tipo Western de TNF-a después del tratamiento con
DVUI anti-TNF o bisM6P-DVUI anti-TNF en diversos puntos temporales en (A) lisados celulares, después
de la internalizacion en células K562 o células Jurkat a 37 °C durante 2 h, seguido de un tratamiento con o
sin bafilomicina durante 4 y 24 h, y (B) en sobrenadante del mismo cultivo de células K562.

Descripcion detallada de lainvencién

1. Definiciones

A menos que se indique o defina lo contrario, todos los términos utilizados tienen su significado
habitual en la técnica, que resultara claro para el experto. Se hace referencia, por ejemplo, a los manuales
estandar, como Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2.2 Ed.) vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989), F. Ausubel et al. (Current protocols in molecular biology, Green Publishing
and Wiley Interscience, Nueva York, 1987), Lewin (Genes I, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., 1985),
Old et al. (Principles of Gene Manipulation: An Introduction to Genetic Engineering (2.2 edicién) University
of California Press, Berkeley, CA, 1981); Roitt et al. (Immunology (6% Ed.) Mosby/Elsevier, Edimburgo,
2001), Roitt et al. (Roitt’'s Essential Immunology (102 Ed.) Blackwell Publishing, Reino Unido, 2001), y
Janeway et al. (Immunobiology (6.2 Ed.) Garland Science Publishing/Churchill Livingstone, Nueva York,
2005), asi como a los antecedentes generales citados en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, todos los métodos, etapas, técnicas y manipulaciones que no
se describen especificamente en detalle pueden realizarse y se han realizado de una manera en si misma
conocida, como quedard claro para el experto. Se hace referencia de nuevo, por ejemplo, a los manuales
estandar y a los antecedentes generales de la técnica mencionados en el presente documento y a las
referencias adicionales citadas en los mismos; asi como, por ejemplo, a las siguientes revisiones: Presta
(Adv. Drug Deliv. Rev. 58 (5-6): 640-56, 2006), Levin y Weiss (Mol. Biosyst. 2(1): 49-57, 2006), Irving et al.
(J. Immunol. Methods 248(1-2): 31-45, 2001), Schmitz et al. (Placenta 21 Supl. A: S106-12, 2000),
Gonzales et al. (Tumour Biol. 26(1): 31-43, 2005), que describen técnicas para modificar por ingenieria
genética proteinas, tales como maduracién de la afinidad y otras técnicas para mejorar la especificidad y
otras propiedades deseadas de proteinas tales como inmunoglobulinas.

El término "secuencia”, tal como se utiliza en el presente documento (por ejemplo, en términos
como "secuencia de inmunoglobulina®, "secuencia de anticuerpo”, "secuencia de dominio variable",
"secuencia VHH" o "secuencia de proteina"), debe entenderse en general que incluye tanto la secuencia
de aminoacidos pertinente como los acidos nucleicos o las secuencias de nucleétidos que codifican la

misma, a menos que el contexto requiera una interpretacién mas limitada.
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Se considera que un acido nucleico o un aminoacido esta "(en) (forma) (esencialmente) aislado”,
por ejemplo, en comparacion con el medio de reaccién o el medio de cultivo del que se ha obtenido, cuando
se ha separado de al menos otro componente con el que suele estar asociado en dicha fuente o medio,
como otro acido nucleico, otra proteina/polipéptido, otro componente bioldgico o0 macromolécula o al menos
un contaminante, impureza o componente menor. En particular, un &cido nucleico o aminoacido se
considera "(esencialmente) aislado" cuando se ha purificado al menos 2 veces, en particular al menos
10 veces, mas en particular al menos 100 veces, y hasta 1000 veces o0 mas. Un &cido nucleico o
aminoacido que esta "en forma (esencialmente) aislada" es preferiblemente esencialmente homogéneo,
segun se determine utilizando una técnica adecuada, como una técnica cromatografica adecuada, como la
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Cuando se dice que una secuencia de nucleétidos o secuencia de aminoacidos "comprende" otra
secuencia de nucleotidos o secuencia de aminodcidos, respectivamente, 0 que "consiste esencialmente
en" otra secuencia de nucleétidos o secuencia de aminoacidos, puede significar que esta Ultima secuencia
de nucleétidos o secuencia de aminoéacidos se ha incorporado a la primera secuencia de nucleétidos o
secuencia de aminoacidos mencionada, respectivamente, pero mas habitualmente esto significa que la
primera secuencia de nucleétidos o de aminoacidos mencionada comprende dentro de su secuencia un
tramo de nucleétidos o de residuos de aminoacidos, respectivamente, que tiene la misma secuencia de
nucledtidos o de aminoacidos, respectivamente, que esta Ultima secuencia, independientemente de cémo
se haya generado u obtenido realmente la primera secuencia mencionada (que puede ser, por ejemplo,
mediante cualquier método adecuado descrito en el presente documento). A modo de ejemplo no limitativo,
cuando se dice que un polipéptido comprende un dominio variable Unico de inmunoglobulina, esto puede
significar que dicha secuencia de dominio variable Unico de inmunoglobulina se ha incorporado a la
secuencia del polipéptido, pero mas habitualmente esto significa que el polipéptido contiene dentro de su
secuencia la secuencia de los dominios variables Unicos de inmunoglobulina independientemente de como
se haya generado u obtenido dicho polipéptido. Asimismo, cuando se dice que un &cido nucleico o
secuencia de nucleétidos comprende otra secuencia de nucleétidos, la primera secuencia de acido nucleico
o secuencia de nucledtidos mencionada es preferiblemente tal que, cuando se expresa en un producto de
expresion (por ejemplo, un polipéptido), la secuencia de aminoacidos codificada por la Gltima secuencia de
nucleétidos forma parte de dicho producto de expresion (en otras palabras, que la Ultima secuencia de
nucleétidos esta en el mismo marco de lectura que la primera secuencia de acido nucleico o secuencia de
nucleétidos mayor mencionada).

Por "consiste (esencialmente) en" se entiende que la secuencia de acido nucleico o secuencia de
aminoacidos posterior, 0 bien es exactamente igual que el polipéptido (por ejemplo, la region CDR; el DVUI)
o bien corresponde al polipéptido (por ejemplo, la region CDR; el DVUI) que tiene un niimero limitado de
restos de aminoacidos, tales como 1 a 20 restos de aminoacidos, por ejemplo 1 a 10 restos de aminoacidos
y preferiblemente 1 a 6 restos de aminoacidos, tales como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 restos de aminoacidos, afiadidos
en el extremo aminoterminal, en el extremo carboxiterminal, o tanto en el extremo aminoterminal como en

el extremo carboxiterminal del dominio variable Gnico de inmunoglobulina.
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Los residuos de aminoé&cidos se indicaran segun el cédigo estdndar de aminoécidos de tres letras
o de una letra. Véase la Tabla A-2 en la pagina 48 del documento WO 08/020079.

2. Polipéptidos y DVUI con sitios aceptores de glicosilacion

La glicosilacion de DVUI ha planteado un desafio. Los inventores han descubierto ahora
sorprendentemente que los sitios aceptores de glicosilacién pueden introducirse en posiciones previamente
desconocidas, y que estos sitios aceptores de glicosilacion proporcionan a los DVUI buenas propiedades
de glicosilacion, mientras que la glicosilacion no interfiere con la union y plegamiento del DVUI, que a su
vez proporciona buenas propiedades de conjugacion, por ejemplo, en la produccién de conjugados de
DVUL.

La glicosilacion es la reaccion en la que un hidrato de carbono (o 'glicano'), es decir, un donante
de glicosilo, se une a un hidroxilo u otro grupo funcional de otra molécula (un aceptor de glicosilo) para
formar un glicoconjugado. En biologia, la glicosilacion generalmente se refiere a una reaccion catalizada
por enzimas. La glicosilacién es una forma de modificacién cotraduccional y postraduccional. La mayoria
de las proteinas sintetizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso experimenta glicosilacién. La
glicosilacién también esta presente en el citoplasma y el nldcleo como la modificacion de O-GIcNAc. Se
producen diferentes clases de glicanos: Glicanos ligados a N unidos a un nitrégeno de cadenas laterales
de asparagina o arginina; glicanos ligados a O unidos al oxigeno de hidroxilo de serina, treonina, tirosina,
hidroxilisina o hidroxiprolina, o a oxigenos en lipidos tales como ceramida; fosfoglicanos ligados a través
del fosfato de una fosfoserina; y glicanos ligados a C, una forma rara de glicosilacion donde un azulcar se
afiade a un carbono en una cadena lateral de triptéfano.

Un "glicano”, como se utiliza en el presente documento, generalmente se refiere a monosacaridos,
oligosacaridos y polisacéaridos ligados de manera glicosidica. Por lo tanto, las porciones de hidrato de
carbono de un glicoconjugado, tales como una glicoproteina, un glicolipido o un proteoglicano, se
denominan en el presente documento "glicano”. Los glicanos pueden ser homo- o heteropolimeros de
residuos de monosacaridos y pueden ser lineales o ramificados. Los glicanos ligados a N pueden estar
compuestos por galactosa, acido neuraminico, N-acetilglucosamina (GalNAc), fucosa, manosa y otros
monosacaridos, como también se ejemplifica mas adelante en el presente documento. En eucariotas, los
glicanos ligados a O se ensamblan un azlcar a la vez en un residuo de serina o treonina de una cadena
peptidica en el aparato Golgi. A diferencia de los glicanos ligados a N, no hay secuencias consenso
conocidas, pero la posicidon de un residuo de prolina en -1 0 +3 con respecto a la serina o treonina es
favorable para la glicosilacion ligada a O.

El término "dominio variable individual de inmunoglobulina” (DVUI), utilizado indistintamente con
"dominio variable individual", define las moléculas de inmunoglobulina en las que el sitio de unién a antigeno
esta presente en, y formado por, un dominio individual de inmunoglobulina. Esto diferencia a los dominios
variables Unicos de inmunoglobulina de las inmunoglobulinas "convencionales" (p. ej., anticuerpos
monoclonales) u sus fragmentos (tales como Fab, Fab', F(ab")2, scFv, di-scFv), en donde dos dominios de
inmunoglobulina, concretamente dos dominios variables, interactGan para formar un sitio de union a

antigeno. Normalmente, en inmunoglobulinas convencionales, un dominio variable de cadena pesada (VH)
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y un dominio variable de cadena ligera (VL) interactian para formar un sitio de union a antigeno. En este
caso, las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) tanto de VH como de VL contribuiran al
sitio de union al antigeno, es decir, un total de 6 CDR patrticiparan en la formacién del sitio de unién al
antigeno.

En vista de la definicion anterior, el dominio de union a antigeno de un anticuerpo convencional de
4 cadenas (como una molécula IgG, IgM, IgA, IgD o IgE; conocido en la técnica) o de un fragmento Fab,
un fragmento F(ab")2, un fragmento Fv tal como un Fv disulfuro enlazado o un fragmento scFv, o un
diacuerpo (todos conocidos en la técnica) derivado de dicho anticuerpo convencional de 4 cadenas, no se
consideraria normalmente como un dominio variable Unico de inmunoglobulina, ya que, en estos casos, la
unién al epitopo respectivo de un antigeno normalmente no se produciria por un ((nico) dominio de
inmunoglobulina, sino por un par de dominios de inmunoglobulina (asociados), como los dominios variables
de cadena ligera y pesada, es decir, por un par VH-VL de dominios de inmunoglobulina, que se unen
conjuntamente a un epitopo del antigeno respectivo.

Por el contrario, los dominios variables individuales de inmunoglobulina pueden unirse
especificamente a un epitopo del antigeno sin emparejarse con un dominio variable de inmunoglobulina
adicional. El sitio de unién de un dominio variable Gnico de inmunoglobulina esta formado por un dominio
VH dnico, un dominio VHH Unico o un dominio VL Unico.

Como tal, el dominio variable Unico puede ser una secuencia de dominio variable de cadena ligera
(p- €j., una secuencia VL) o un fragmento adecuado de la misma; o una secuencia de dominio variable de
cadena pesada (p. €j., una secuencia VH o secuencia VHH) o un fragmento adecuado de la misma; siempre
que sea capaz de formar una unidad de unién a antigeno Unica (es decir, una unidad de unién a antigeno
funcional que consiste esencialmente en el dominio variable Unico, de tal manera que el dominio de unién
a antigeno Unico no necesita interactuar con otro dominio variable para formar una unidad de unién a
antigeno funcional).

Un dominio variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) puede ser, por ejemplo, un DVUI de cadena
pesada, como un VHH, incluido un VHH humanizado, un VH, incluido un VH camelizado y un VH humano.
En una modalidad, es un VHH, un VH camelizado o un VHH humanizado. Los DVUI de cadena pesada
pueden derivarse de un anticuerpo tetracatenario convencional o de un anticuerpo de cadena pesada.

Por ejemplo, el dominio variable Unico de inmunoglobulina puede ser un anticuerpo de dominio
Unico (o una secuencia de aminoacidos que sea adecuada para su uso como anticuerpo de dominio Uinico),
un "dAb" o dAb (o una secuencia de aminoacidos que sea adecuada para su uso como dAb) o un
NANOBODY® DVUI (como se define en el presente documento e incluyendo pero no limitandose a un
VHH); otros dominios variables (nicos, o cualquier fragmento adecuado de cualquiera de ellos. [Nota:
NANOBODY ® y NANBODIES® son marcas registradas de Ablynx N.V.]

En particular, el dominio variable Unico de inmunoglobulina puede ser un DVUI NANOBODY®
(como un VHH, incluido un VHH humanizado o un VH camelizado) o un fragmento adecuado del mismo.

Los "dominios VHH", también conocidos como VHH o fragmentos de anticuerpos VHH, se han

descrito originalmente como el dominio variable de inmunoglobulina de unién a antigeno de los "anticuerpos
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de cadena pesada" (es decir, de los "anticuerpos desprovistos de cadenas ligeras"; Hamers-Casterman et
al. Nature 363: 446-448, 1993). Se ha elegido la expresion "dominio VHH" para distinguir estos dominios
variables de los dominios variables de cadena pesada que estan presentes en los anticuerpos
convencionales de 4 cadenas (a los que se hace referencia en el presente documento como "dominios
VH") y de los dominios variables de cadena ligera que estan presentes en los anticuerpos convencionales
de 4 cadenas (a los que se hace referencia en el presente documento como "dominios VL"). Para una
descripcion mas detallada de los VHH, se hace referencia al articulo de revision de Muyldermans (Reviews
in Molecular Biotechnology 74: 277-302, 2001).

La generacion de secuencias de inmunoglobulinas, como los VHH, se ha descrito ampliamente en
diversas publicaciones, entre las que destacan el documento WO 94/04678, Hamers-Casterman et al. 1993
y Muyldermans et al. 2001 (Reviews in Molecular Biotechnology 74: 277-302, 2001). En estos métodos, se
inmuniza a camélidos con el antigeno diana para inducir una respuesta inmunitaria contra dicho antigeno
diana. El repertorio de VHH obtenido de dicha inmunizacion se criba ademas en busca de VHH que se
unan al antigeno diana. En estos casos, la generacién de anticuerpos requiere un antigeno purificado para
la inmunizacion y/o el cribado. Los antigenos pueden purificarse de fuentes naturales o en el transcurso de
una produccion recombinante. La inmunizacion y/o el cribado de secuencias de inmunoglobulina pueden
realizarse usando fragmentos peptidicos de dichos antigenos.

En la presente tecnologia pueden utilizarse secuencias de inmunoglobulina de distinto origen, que
comprenden secuencias de inmunoglobulina de raton, rata, conejo, burro, ser humano y camélido. También
pueden utilizarse secuencias totalmente humanas, humanizadas o quiméricas. Por ejemplo, en el presente
documento se pueden usar secuencias de inmunoglobulina de camélido y secuencias de inmunoglobulina
de camélido humanizadas, o anticuerpos de dominio camelizados, por ejemplo, dAb camelizados como se
describe por Ward et al. (véanse, por ejemplo, el documento WO 94/04678 y Riechmann, Febs Lett.,
339:285-290, 1994 y Prot. Eng., 9:531-537, 1996) pueden utilizarse en el presente documento. Los DVUI
pueden fusionarse formando una construccién multivalente y/o multiespecifica (para polipéptidos
multivalentes y multiespecificos que contienen uno o mas dominios VHH y su preparacion, también se hace
referencia a Conrath et al. 2001 (J. Biol. Chem., Vol. 276, 10). 7346-7350), asi como, por ejemplo, los
documentos WO 96/34103 y WO 99/23221).

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el DVUI comprendido en la presente tecnologia no esta
limitado en cuanto al origen de la secuencia del DVUI (0 en cuanto a la secuencia de nucleétidos utilizada
para expresarlo), ni en cuanto a la forma en que la secuencia del DVUI o la secuencia de nucleétidos es (o0
ha sido) generada u obtenida. De este modo, las secuencias de DVUI pueden ser secuencias naturales
(de cualquier especie adecuada) o secuencias sintéticas o semisintéticas. En un aspecto especifico pero
no limitativo, la secuencia DVUI es una secuencia de origen natural (de cualquier especie adecuada) o una
secuencia sintética o semisintética, incluidas pero sin limitacién, secuencias de inmunoglobulina
"humanizadas" (como se definen en el presente documento) (como secuencias de inmunoglobulina de
camélido, raton o conejo parcial o totalmente humanizadas, y en particular secuencias VHH parcial o

totalmente humanizadas), secuencias de inmunoglobulina "camelizadas" (como se definen en el presente
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documento) (y en particular secuencias VH camelizadas), asi como DVUI que se han obtenido mediante
técnicas tales como la maduracién de la afinidad (por ejemplo, partiendo de secuencias de inmunoglobulina
sintéticas, aleatorias o naturales), injerto de CDR, enchapado, combinacion de fragmentos derivados de
diferentes secuencias de inmunoglobulina, ensamblaje por PCR utilizando cebadores solapados, y técnicas
similares para la ingenieria de secuencias de inmunoglobulina bien conocidas por el experto o cualquier
combinacion adecuada de cualquiera de las anteriores.

Asimismo, las secuencias de nucledtidos pueden ser secuencias de nucleétidos de origen natural
0 secuencias sintéticas o0 semisintéticas, y pueden ser, por ejemplo, secuencias aisladas por PCR de un
molde de origen natural adecuado (por ejemplo, ADN o ARN aislado de una célula), secuencias de
nucledtidos que se han aislado de una coleccion (y, en particular, una coleccién de expresion), secuencias
de nucledtidos que se han preparado introduciendo mutaciones en una secuencia de nucleétidos de origen
natural (usando cualquier técnica adecuada conocida per se, tal como PCR con emparejamientos
incorrectos), secuencias de nucledtidos que se han preparado mediante PCR usando cebadores
solapantes, o secuencias de nucleotidos que se han preparado usando técnicas de sintesis de ADN
conocidas per se.

Un "VHH humanizado" comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia
de aminoéacidos de un dominio VHH natural, pero que se ha "humanizado", es decir, sustituyendo uno o
mas restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de dicha secuencia VHH natural (y en
particular en las secuencias marco) por uno o mas de los restos de aminoacidos que se encuentran en la
posicién o posiciones correspondientes en un dominio VH de un anticuerpo convencional de 4 cadenas de
un ser humano. Esto puede realizarse de una manera conocida per se, que sera obvia para el experto, por
ejemplo, basandose en la técnica anterior (por ejemplo, documento WO 2008/020079). Una vez mas, cabe
sefialar que dichos VHH humanizados pueden obtenerse de cualquier manera adecuada por si misma
conocida y, por lo tanto, no se limitan estrictamente a los polipéptidos que se han obtenido utilizando un
polipéptido que comprende un dominio VHH natural como material de partida.

Un "VH camelizado" comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia
de aminoacidos de un dominio VH natural, pero que se ha "camelizado", es decir, sustituyendo uno o mas
restos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de un dominio VH natural de un anticuerpo
convencional de 4 cadenas por uno o mas de los restos de aminoacidos que se encuentran en la posicion
0 posiciones correspondientes en un dominio VHH de un anticuerpo (camélido) de cadena pesada. Esto
puede llevarse a cabo de una manera por si misma conocida, que sera evidente para el experto, por
ejemplo sobre la base de la descripcion en la técnica anterior (p. €j., Davies y Riechman (1994 y 1996),
citado anteriormente). Dichas sustituciones "camelizantes" se insertan en posiciones de aminoacidos que
forman y/o estan presentes en la interfaz VH-VL, y/o en los denominados residuos distintivos de camélidos,
tal como se definen en el presente documento (véanse, por ejemplo, el documento WO 94/04678 y Davies
y Riechmann (1994 y 1996), anteriormente citado). En una modalidad, la secuencia VH que se utiliza como
material de partida o punto de partida para generar o disefiar el VH camelizado es una secuencia VH de

un mamifero, como la secuencia VH de un ser humano, como una secuencia VH3. Sin embargo, cabe
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seflalar que dichos VH camelizados pueden obtenerse de cualquier manera adecuada por si misma
conocida y, por tanto, no se limitan estrictamente a los polipéptidos que se han obtenido utilizando como
material de partida un polipéptido que comprende un dominio VH natural.

Se puede considerar que la estructura de una secuencia de dominio variable individual de
inmunoglobulina comprende cuatro regiones estructurales ("FR"), a las que se hace referencia en la técnica
y en este documento como "regién estructural 1" ("FR1"), "regién estructural 2" ("FR2"), "regién estructural
3" ("FR3") y "regidn estructural 4" ("FR4"), respectivamente; cuyas regiones estructurales estan
interrumpidas por tres regiones determinantes de la complementariedad ("CDR"), a las que se hace
referencia en la técnica y en este documento como "region determinante de la complementariedad 1"
("CDR1"), "region determinante de la complementariedad 2" ("CDR2") y "region determinante de la
complementariedad 3" ("CDR3"), respectivamente.

Como se describe con mas detalle en el parrafo q) de las paginas 58 y 59 del documento WO
08/020079, los restos de aminoacidos de un DVUI pueden numerarse de acuerdo con la numeracion
general para dominios VH dada por Kabat et al. ("Sequence of proteins of immunological interest”, US
Public Health Services, NIH Bethesda, MD, publicacién n.° 91), tal como se aplica a los dominios V4 de
camélidos en el articulo de Riechmann y Muyldermans, 2000 (J. Immunol. Methods 240 (1-2): 185-195;
véase, por ejemplo, la figura 2 de esta publicacién). En la presente solicitud, salvo que se especifique lo
contrario, la secuencia de los DVUI se determina segun la numeracion de Kabat.

Cabe sefialar que, como es bien sabido en la técnica para los dominios VH y para los dominios
VHH, el nimero total de restos de aminoacidos en cada una de las CDR puede variar y puede no
corresponder al nimero total de restos de aminoacidos indicado por la numeracién de Kabat. Es decir, una
0 mas posiciones de acuerdo con la numeracién de Kabat pueden no estar ocupadas en la secuencia real,
o la secuencia real puede contener mas restos de aminoacidos que el numero permitido por la numeracion
de Kabat. Esto significa que, en general, la numeracion de acuerdo con Kabat puede corresponder o no a
la numeracion real de los residuos de aminoacidos en la secuencia real. El nimero total de restos de
aminodcidos en un dominio VH y un dominio VHH estara normalmente en el intervalo de 110 a 120, a
menudo entre 112 y 115. Sin embargo, cabe sefialar que secuencias mas cortas y mas largas también
pueden ser adecuadas para los propdsitos descritos en este documento.

La determinacion de las regiones CDR también puede realizarse de acuerdo con diferentes
métodos. En la determinacion de las CDR de acuerdo con Kabat, la FR1 de un ISVD comprende los
residuos de aminoacidos en las posiciones 1-30, la CDR1 de un ISVD comprende los residuos de
aminodcidos en las posiciones 31-35, la FR2 de un ISVD comprende los aminoacidos en las posiciones
36-49, la CDR2 de un ISVD comprende los residuos de aminoacidos en las posiciones 50-65, la FR3 de
un ISVD comprende los residuos de aminoacidos en las posiciones 66-94, la CDR3 de un ISVD comprende
los residuos de amino&cidos en las posiciones 95-102 y la FR4 de un ISVD comprende los residuos de
aminoacidos en las posiciones 103-113.

Las secuencias estructurales son (una combinacién adecuada de) secuencias estructurales de

inmunoglobulina o secuencias estructurales que proceden de secuencias estructurales de inmunoglobulina
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(por ejemplo, por humanizacion o camelizacion). Por ejemplo, las secuencias marco pueden ser secuencias
marco derivadas de un dominio variable de cadena ligera (p. €j., una secuencia VL) y/o de un dominio
variable de cadena pesada (p. €j., una secuencia VH o una secuencia VHH). En un aspecto particular, las
secuencias marco son secuencias marco que proceden de una secuencia VHH (en donde dichas
secuencias marco pueden opcionalmente haber sido parcial o totalmente humanizadas) o son secuencias
VH convencionales que han sido camelizadas (como se define en el presente documento).

En particular, las secuencias marco presentes en las secuencias DVUI utilizadas en los métodos
descritos en el presente documento pueden contener uno o mas de los residuos distintivos (tal como se
definen en el presente documento a continuacion), de tal manera que la secuencia DVUI es un DVUI
NANOBODY®, como, por ejemplo, una VHH, incluyendo una VHH humanizada, o una VH camelizada.
Ejemplos no limitantes de (combinaciones adecuadas de) dichas secuencias estructurales resultaran
evidentes a partir de la divulgacion adicional de este documento.

Generalmente, los DVUI NANOBODY® (en particular las secuencias VHH, incluidas las secuencias
VHH (parcialmente) humanizadas y las secuencias VHH camelizadas) pueden caracterizarse por la
presencia de uno o mas "residuos distintivos" (como se describe en el presente documento) en una 0 mas
de las secuencias marco (de nuevo como se describe en el presente documento). Por tanto, en general,
un DVUI NANOBODY® puede definirse como una secuencia de inmunoglobulina con la estructura
(general)

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones estructurales 1 a 4, respectivamente, y en la que
CDR1 a CDR3 se refieren a las regiones determinantes de la complementariedad 1 a 3, respectivamente,
y en la que uno o mas de los residuos distintivos son como se definen con mas detalle en este documento.

En particular, un DVUI NANOBODY® puede ser una secuencia de inmunoglobulina con la
estructura (general)

FR1 - CDR1-FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en la que FR1 a FR4 se refieren a las regiones estructurales 1 a 4, respectivamente, y en la que
CDR1 a CDR3 se refieren a las regiones determinantes de la complementariedad 1 a 3, respectivamente,
y en la que las secuencias estructurales son como se definen con mas detalle en este documento.

Mas en particular, un DVUI NANOBODY® puede ser una secuencia de inmunoglobulina con la
estructura (general)

FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4

en donde FR1 a FR4 se refieren a las regiones marco 1 a 4, respectivamente, y en la que de CDR1
a CDR3 se refieren a las regiones determinantes de la complementariedad 1 a 3, respectivamente, y en la
gue uno o mas de los residuos de aminoacido en las posiciones 11, 37, 44, 45, 47, 83, 84, 103, 104 y 108
de acuerdo con la numeracion de Kabat se seleccionan entre los residuos distintivos mencionados en la
Tabla 1.

Tabla 1: Residuos distintivos en los DVUI NANOBODY®

Posicién | VH3 humano Residuos distintivos
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11 L, V; predominantementeL | L,S,V,M,W,F, T,Q,E,A R, G,K,Y,N,P, |
preferentemente L

37 V, |, F; normalmente V FO Y, V,L,AH, S I,W,CN,G,D,T,P,
preferiblemente F® o Y

440 G E®, QM®, G@, D,A K R,L,P,S,V,H T,N, W, M,

preferiblemente G@, E® o Q®; mucho mas

preferiblemente G@ o Q®)

450) L L®,R®,P,HFG,Q,S,ET,Y,C,ID,V;
preferiblemente L® o RO
476) W, Y FO, LW oW® G,I,S,A,V,M,R,Y,E,P, T,C, H,K,Q,
N, D; preferiblemente W@ , L® o FO
83 R o K; normalmente R R, K® T,E® Q,N,S,I,V,G,M,L,AD,Y,H;
preferiblemente K o R; muy preferiblemente K
84 A T, D; P®, S, H, LA V,I,T,F,D,R,Y,N,Q, G, E;
predominantemente A preferiblemente P
103 W W@, RO, G, S, K,A,M,Y,L,F,T,N,V,Q, P® E,C;
preferiblemente W
104 G G,A S, T,D, P, N, E, C, L; preferentemente G
108 L,MoT; QLMD R,PEK,S,T,M,A, H; preferiblemente Q o L™
predominantemente L
Notas:
(8] En particular, pero no exclusivamente, en combinacién con KERE o KQRE en las

posiciones 43-46.

(2) Normalmente como GLEW en las posiciones 44-47.

3) Normalmente como KERE o KQRE en las posiciones 43-46, por ejemplo, como KEREL,
KEREF, KQREL, KQREF, KEREG, KQREW o0 KQREG en las posiciones 43-47. Como alternativa,
también son posibles secuencias tales como TERE (por ejemplo, TEREL), TQRE (por ejemplo,
TQREL), KECE (por ejemplo, KECEL o KECER), KQCE (por ejemplo, KQCEL), RERE (por
ejemplo, REREG), RQRE (por ejemplo, RQREL, RQREF o0 RQREW), QERE (por ejemplo,
QEREG), QQRE, (por ejemplo, QQREW, QQREL 0 QQREF), KGRE (por ejemplo, KGREG), KDRE

(por ejemplo, KDREV). Otras secuencias posibles pero menos preferidas son, por ejemplo, DECKL

y NVCEL.

4) Con GLEW en las posiciones 44-47 y KERE o KQRE en las posiciones 43-46.

(5) A menudo como KP o EP en las posiciones 83-84 de los dominios VHH de origen natural.
(6) En particular, pero no exclusivamente, en combinacién con GLEW en las posiciones 44-47.
) Con la salvedad de que cuando las posiciones 44-47 son GLEW, la posicién 108 es

siempre Q en las secuencias Vyy (N0 humanizadas) que también contienen un W en 103.
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(8) El grupo GLEW también contiene secuencias similares a GLEW en las posiciones 44-47,
como por ejemplo GVEW, EPEW, GLER, DQEW, DLEW, GIEW, ELEW, GPEW, EWLP, GPER,
GLER y ELEW.

En un primer aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que
consiste (esencialmente) en un dominio variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en
donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 76, 102, 105, 68, 73, 75, 108 y 110,
segun la numeracion de Kabat.

La expresion "sitio aceptor de glicosilacién" se refiere a una posicién dentro del DVUI, que puede
estar N- u O-glicosilada. Los glicanos ligados a N normalmente se unen a la asparagina (Asn), mientras
gue los glicanos ligados a O se unen cominmente al oxigeno de hidroxilo de las cadenas laterales de
serina, treonina, tirosina, hidroxilisina o hidroxiprolina. En una realizacion, el sitio aceptor de glicosilacion
es un sitio de N-glicosilacién. En una realizacion, el sitio aceptor de glicosilacion para la N-glicosilacion es
asparagina (Asn). En una realizacién, el sitio aceptor de glicosilacion para la O-glicosilacion es serina,
treonina, tirosina, hidroxilisina o hidroxiprolina.

Sorprendentemente, los inventores encontraron que ademas de sitios aceptores de glicosilacion
conocidos, se pueden crear nuevos sitios aceptores de glicosilacién en la secuencia de aminoacidos de
DVUI en una posicion previamente desconocida para ser adecuada para la glicosilacion.

Para una transferencia eficiente del glicano, en una realizacién, la asparagina se ubica en una
secuencia consenso especifica en la estructura primaria del polipéptido (NXS, NXT o NXC). Como tal, un
sitio aceptor de glicosilacién para la glicosilacion ligada a N normalmente estara contenido en un motivo
NXT o motivo NXS (en el que X puede ser cualquier residuo de aminoacido) cuyo motivo esta glicosilado
en el residuo de asparagina (N). Por lo tanto, en la presente tecnologia, cuando se afirma que una posicion
puede ser glicosilada, y se pretende que esta posicion esté N-glicosilada, entonces la secuencia primaria
del DVUI segun la presente tecnologia contendra generalmente un motivo NXT o NXS (introducido
adecuadamente mutando y/o sustituyendo la posicion o posiciones de aminodacidos relevantes) de tal
manera que el residuo de asparagina de dicho motivo esté presente en la posicion a glicosilar, es decir, en
el sitio de aceptor de glicosilacion.

Por lo tanto, en una realizacion adicional, el sitio aceptor de glicosilacién esta contenido en un
motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo de asparagina del
motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y estd presente en una posicién de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110,
segln la numeracion de Kabat.

En otra realizacion, el sitio aceptor de glicosilacion esta presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminodacidos 19, 26 y 105, segun la numeracion de Kabat.

Se descubrié que los DVUI con una de estas tres posiciones aceptoras de glicosilaciéon 19, 26 y

105 tenian grados significativamente altos de glicosilacién en cualquier formato, monovalente o
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multivalente, independientemente de la posicion de DVUI dentro de una construccion cuando se usaron en
una construccion de este tipo.

En una realizacion, el polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende 0 que consiste
(esencialmente) en un DVUI. En esta realizacion, puede ser que dicho sitio aceptor de glicosilacion esté
presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55,
68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En una realizacién adicional, el polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que
consiste (esencialmente) en un DVUI. En esta realizacion, puede ser que dicho sitio aceptor de glicosilacion
esté presente en una posicion de aminoécido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53,
55, 68, 73, 75, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

El proceso de disefiar/seleccionar y/o preparar un polipéptido, partiendo de un dominio variable
Unico de inmunoglobulina como un VHH, VHH humanizado, VH camelizado, anticuerpo de dominio o dAb,
también se denomina en el presente documento “formatear" dicho dominio variable Unico de
inmunoglobulina; y un dominio variable Unico de inmunoglobulina que forma parte de un polipéptido se dice
que esta "formateado” o que esta "en el formato de" dicho polipéptido. Algunos ejemplos de formas en las
gue puede formatearse un dominio variable Unico de inmunoglobulina y algunos ejemplos de dichos
formatos seran evidentes para el experto basandose en la presente divulgacion; y dicho dominio variable
unico de inmunoglobulina formateado constituye otro aspecto de la presente tecnologia.

Por ejemplo, y sin limitacidon, uno o0 mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina pueden
utilizarse como "unidad de union”, "dominio de unidn" o "bloque de construccion” (estos términos se utilizan
indistintamente) para la preparacion de un polipéptido, que puede contener opcionalmente uno o mas
dominios variables Unicos de inmunoglobulina adicionales que pueden servir como unidad de unién.

La presente tecnologia también proporciona un polipéptido o construccion que comprende o
consiste esencialmente en uno o mas dominios variables Unicos de inmunoglobulina. Los polipéptidos
monovalentes comprenden o consisten esencialmente en una sola unidad de unién (tal como, p. €j., los
dominios variables Unicos de inmunoglobulina). Los polipéptidos que comprenden dos o mas unidades de
union (tal como, p. ej., dominios variables (nicos de inmunoglobulina) también se denominaran en el
presente documento polipéptidos "multivalentes"”, y las unidades de unién/dominios variables Unicos de
inmunoglobulina presentes en dichos polipéptidos también se denominaran en el presente documento
como en "formato multivalente". Por ejemplo, un polipéptido "bivalente" puede comprender dos dominios
variables Unicos de inmunoglobulina, opcionalmente unidos mediante una secuencia de enlazador,
mientras que un polipéptido "trivalente" puede comprender tres dominios variables Unicos de
inmunoglobulina, opcionalmente unidos mediante dos secuencias de enlazador; mientras que un
polipéptido "tetravalente" puede comprender cuatro dominios variables Unicos de inmunoglobulina,
opcionalmente unidos mediante tres secuencias de enlazador; mientras que un polipéptido "pentavalente"
puede comprender cinco dominios variables Unicos de inmunoglobulina, opcionalmente unidos mediante

cuatro secuencias de enlazador; mientras que un polipéptido "hexavalente" puede comprender seis
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dominios variables Unicos de inmunoglobulina, opcionalmente unidos mediante cinco secuencias de
enlazador, etc.

En otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de amino&cidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.

En una realizacion, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende o que consiste
(esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 102, 105, 108 y 110, segln la numeracion de Kabat.

En otra realizacion, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido monovalente que comprende
0 que consiste (esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos
positions 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.

En una realizacion adicional, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido monovalente que
comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor
de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos
1,19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Los inventores encontraron sorprendentemente que las posiciones 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75,
102, 105, 108 y 110 son sitios aceptores de glicosilacion en un DVUI que pueden glicosilarse para tener
DVUI funcionales y suficientemente glicosilados, por ejemplo, para su uso como polipéptido monovalente
y/o en conjugacién con restos adicionales.

En un aspecto de la presente tecnologia, dicho polipéptido segun la presente techologia comprende
al menos dos DVUI. En esta realizacién puede ser que al menos uno de dichos al menos dos DVUI
comprenda un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoéacido seleccionada de las
posiciones de aminoéacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segln la numeracion
de Kabat.

En una realizacién, al menos uno de dichos al menos dos DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3,
19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracién de Kabat.

Los inventores encontraron sorprendentemente que los sitios aceptores de glicosilacién presentes
en las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110 podrian proporcionar un buen
grado de glicosilacion en un polipéptido multivalente, asi como, por ejemplo, en un polipéptido que
comprende al menos dos DVUI. De manera interesante, se encontrg otra posicion para su uso como sitio
aceptor de glicosilacion, a saber, la posicion 3, que proporcioné un grado insuficiente de glicosilacion en
un formato monovalente, pero grados muy altos de glicosilacién en un polipéptido multivalente. En particular,

las posiciones 3, 19, 26, 55, 105 y 108 dieron altos grados de glicosilaciéon independientemente de la
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posicién del DVUI dentro del polipéptido multivalente, tal como, por ejemplo, un polipéptido que comprende
al menos dos DVUI.

En una realizacion adicional, dicho polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que
consiste (esencialmente) en dos DVUI. En otra realizacion, al menos uno de dichos al menos dos DVUI
comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las
posiciones de aminoécidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 105, 108 y 110, segun la numeracion de
Kabat.

En otra realizacién, dicho polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste
(esencialmente) en dos DVUI. En otra realizacién, al menos uno de dichos al menos dos DVUI comprende
un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones
de aminoacidos 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracién de Kabat.

Por consiguiente, en otro aspecto, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende
0 que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde al menos uno de dichos dos DVUI comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En una realizacién, al menos uno de dichos dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién
presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3, 19, 26, 55, 105
y 108, segun la numeracion de Kabat.

Los inventores descubrieron sorprendentemente que, para el uso de algunas posiciones como sitio
aceptor de glicosilacién, la ubicacion del DVUI en el polipéptido tuvo un efecto sobre el grado de
glicosilacion obtenido. Especificamente, en algunas realizaciones, el grado de glicosilacién dependié de si
el DVUI con el sitio aceptor de glicosilacion era el DVUI C-terminal o el DVUI N-terminal. Para el uso de las
posiciones 3, 19, 26, 55, 105 y 108 como sitio aceptor de glicosilacion, la ubicacion del DVUI con el sitio
aceptor de glicosilacién en el polipéptido no tuvo ninguna influencia sobre el grado de glicosilacién obtenido.
Sin embargo, para el uso de las posiciones 53, 68, 75 y 110 como sitio aceptor de glicosilacién, los
inventores descubrieron sorprendentemente que se obtuvo una glicosilacion deficiente cuando el DVUI que
comprende el sitio aceptor de glicosilacion era el DVUI C-terminal. Adicionalmente, para la posicion 1 se
obtuvo una glicosilacion deficiente cuando el DVUI que comprende el sitio de glicosilacién era el DVUI N-
terminal, mientras que se obtuvo una buena glicosilacién cuando el DVUI que comprende el sitio de
glicosilacion era el DVUI C-terminal. Se descubrié que la posicién 15 tenia grados decentes, pero no altos,
de glicosilacién en el formato bivalente independientemente de la ubicacién del DVUI. Ademas, se
descubrié que la posicién 102 tenia glicosilacion deficiente cuando estaba en formato bivalente, pero buena
glicosilacion en formato trivalente.

En consecuencia, en otra realizacion, el DVUI N-terminal de dichos al menos dos DVUI comprende
un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones
de aminoacidos 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segln la numeracion de Kabat.
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En una realizacion adicional, el DVUI C-terminal de dichos al menos dos DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacién presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminodcidos 1, 3, 19, 26, 55, 73, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Como tal, en un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un polipéptido que comprende
0 que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde el DVUI N-terminal comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3,
19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En una realizacion adicional, el DVUI C-terminal de dichos al menos dos DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilaciéon presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminodcidos 1, 3, 19, 26, 55, 73, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Como se mencioné anteriormente, los inventores descubrieron sorprendentemente que la posicion
3 como sitio aceptor de glicosilacion solo proporcioné buenos grados de glicosilaciéon en un formato
multivalente, incluido un polipéptido bivalente. Adicionalmente, encontraron que la posicion 102
proporcionaba buenos grados de glicosilacion en formato monovalente y multivalente, excepto el formato
bivalente. Los otros sitios aceptores de glicosilacion divulgados proporcionaron buenos grados de
glicosilaciéon tanto en formatos monovalentes como multivalentes, incluido un polipéptido bivalente.

En otro aspecto, dicho polipéptido segun la presente tecnologia comprende al menos tres DVUI.
En una realizacion, al menos uno de dichos al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion
presente en una posicion de aminoécido seleccionada de las posiciones de aminoéacidos 1, 3, 15, 19, 26,
53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.

Los inventores se sorprendieron al descubrir que un sitio aceptor de glicosilacién presente en el
DVUI en la posicién 15, dio como resultado un alto grado de glicosilacion del DVUI, solo cuando el DVUI
estaba en (al menos el) formato trivalente. Se observaron grados insuficientes de glicosilacién con un sitio
aceptor de glicosilacién presente en un DVUI en la posiciébn 15 cuando el DVUI estaba en un formato
monovalente, y solo se observo un grado justo aceptable de glicosilacion en formato bivalente. Sin embargo,
cuando dicho DVUI se formate6 en el polipéptido trivalente, se observaron grados sorprendentemente altos
de glicosilaciéon. Adicionalmente, los sitios aceptores de glicosilacién presentes en el DVUI en las
posiciones ya tratadas previamente 1, 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110 también
proporcionaron altos grados de glicosilaciéon cuando el DVUI estaba en (al menos el) formato trivalente.

En una realizacién, al menos uno de dichos al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoéacidos 3,
15, 19, 26 y 105, segln la numeracion de Kabat.

Los inventores descubrieron sorprendentemente que cuando el sitio aceptor de glicosilacion estaba
en la posicion de aminoacido 3, 15, 19, 26 o 105 en un polipéptido al menos trivalente, la ubicacion del
DVUI dentro del polipéptido no tenia ninguna influencia sobre el grado de glicosilacion.

En otra realizacién, dicho polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste
(esencialmente) en tres DVUI. Como se ha mencionado anteriormente, la presencia en el DVUI de un sitio

aceptor de glicosilacién en la posicién 15 proporciond sorprendentemente altos grados de glicosilacion en
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un polipéptido trivalente. Adicionalmente, los sitios aceptores de glicosilacion presentes en el DVUI en las
posiciones 1, 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110 proporcionaron altos grados de
glicosilacion en un formato multivalente, incluido en un polipéptido trivalente.

Los inventores descubrieron sorprendentemente que, para el uso de algunas posiciones como
sitios aceptores de glicosilacion, la ubicacién del DVUI en el polipéptido formateado tuvo un efecto sobre
el grado de glicosilacién obtenido, también en formato trivalente. Especificamente, en algunos casos, el
grado de glicosilacién dependia de si el DVUI con el sitio aceptor de glicosilacién era el DVUI C-terminal,
el DVUI N-terminal o un DVUI que no estaba ni en el extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal (es
decir, un DVUI entre el DVUI C-terminal y el DVUI N-terminal, tal como el DVUI medio). Para el uso de las
posiciones 3, 15, 19, 26, 55, 73, 105 y 108 como sitio aceptor de glicosilacion, la ubicacion del DVUI con el
sitio aceptor de glicosilacion en el polipéptido no tuvo ninguna influencia sobre el grado de glicosilacion
obtenido. Sin embargo, para el uso de las posiciones 53, 68, 75, 102 y 110 como sitio aceptor de
glicosilacion, los inventores descubrieron sorprendentemente que se obtuvo una glicosilacion deficiente
cuando el DVUI que comprende el sitio aceptor de glicosilacién era el DVUI C-terminal. Adicionalmente,
los inventores encontraron que un sitio aceptor de glicosilacién en la posicién 1 solo podia estar presente
en el DVUI C-terminal para obtener altos grados de glicosilacion. Para el uso de las posiciones 68, 75y
110 como sitio aceptor de glicosilacidn, cualquier otra ubicacion, ademas del C-terminal, del DVUI dentro
del polipéptido daria como resultado un alto grado de glicosilacion.

Por lo tanto, en una realizacion, el DVUI N-terminal de dichos al menos tres DVUI comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 3, 15, 19, 26, 55, 73, 75, 76, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

En otra realizacién, el DVUI C-terminal de dichos al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor
de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoéacidos
1, 3, 15, 19, 26 y 105, segun la numeracién de Kabat.

En otra realizacion mas, al menos uno de los al menos tres DVUI que no esta ni en el extremo C-
terminal ni en el extremo N-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en una posicion
de aminoécido seleccionada de las posiciones de aminoécidos 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102,
105, 108 y 110, segln la numeracion de Kabat.

A continuacién en el presente documento se proporcionan puntos especificos para cada sitio
aceptor de glicosilacion especifico. No debe considerarse que la invencién se limita a estos puntos.

Posicién 1

Punto 1.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 1, segun la numeracion de Kabat.

Punto 1.2. El polipéptido segun el punto 1.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un

sitio de N-glicosilacién.
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Punto 1.3. El polipéptido segun el punto 1.1 0 1.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion esta
contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoéacido, y en donde el residuo de
asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion.

Punto 1.4. El polipéptido segiin uno cualquiera de los puntos 1.1-1.3, en donde dicho polipéptido
es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 1.5. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 1.1-1.3, en donde dicho polipéptido
comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 1.6. El polipéptido segun el punto 1.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos DVUI
comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 1, segin la numeracion
de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
amino@cido 1.

Punto 1.7. El polipéptido segun el punto 1.6, en donde so6lo el DVUI C-terminal de los al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 1, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 1.

Punto 1.8. El polipéptido segun el punto 1.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacién presente en la posicion de aminoacido 1, segun la numeracion
de Kabat.

Punto 1.9. El polipéptido segiin uno cualquiera de los puntos 1.5-1.8, en donde dicho polipéptido
es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 1.10. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 1.1-1.3, en donde dicho polipéptido
comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 1.11. El polipéptido segun el punto 1.10, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoécido 1, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 1.

Punto 1.12. El polipéptido segun el punto 1.10, en donde solo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 1, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoécido 1.

Punto 1.13. El polipéptido segun el punto 1.10, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 1, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoé&cido 1.

Punto 1.14. El polipéptido segin el punto 1.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoéacido 1, segun la numeracion
de Kabat.
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Punto 1.15. El polipéptido segun los puntos 1.10-1.14, en donde dicho polipéptido es un polipéptido

trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicion 3

Punto 3.1. Un polipéptido que comprende o0 que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 3, segun la numeracion de Kabat.

Punto 3.2. El polipéptido segun el punto 3.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién es un
sitio de N-glicosilacién.

Punto 3.3. El polipéptido segun el punto 3.1 0 3.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion esta
contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminodacido, y en donde el residuo de
asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y estd presente en la posicion de
aminodcido 3, segun la numeracion de Kabat.

Punto 3.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 3.1-3.3, en donde dicho polipéptido
comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 3.5. El polipéptido segun el punto 3.4, en donde al menos uno de dichos al menos dos DVUI
comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 3, segin la numeracion
de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
aminoécido 3.

Punto 3.6. El polipéptido segin el punto 3.5, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 3, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 3.

Punto 3.7. El polipéptido segun el punto 3.5, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoécido 3, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posiciéon de aminoéacido 3.

Punto 3.8. El polipéptido segin el punto 3.4, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicién de aminoacido 3, segun la numeracion
de Kabat.

Punto 3.9. El polipéptido segun los puntos 3.4-3.8, en donde dicho polipéptido es un polipéptido
bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 3.10. El polipéptido segin los puntos 3.1-3.3, en donde dicho polipéptido comprende o
consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 3.11. El polipéptido segun el punto 3.10, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 3, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en

la posicién de aminoacido 3.
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Punto 3.12. El polipéptido segln el punto 3.11, en donde s6lo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 3, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 3.

Punto 3.13. El polipéptido segun el punto 3.11, en donde solo un DVUI que no esta ni en el extremo
C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién
presente en la posicion de aminoéacido 3, segun la numeracién de Kabat, y los DVUI N-terminal y C-terminal
restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacidos 3.

Punto 3.14. El polipéptido segln el punto 3.11, en donde so6lo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 3, segin la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 3.

Punto 3.15. El polipéptido segun el punto 3.10, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 3, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilaciéon presente en la
posicion de aminoécido 3.

Punto 3.16. El polipéptido segin el punto 3.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 3, segun la numeracion
de Kabat.

Punto 3.17. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 3.10-3.16, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 15

Punto 15.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoécido 15, segun la numeracion de Kabat.

Punto 15.2. El polipéptido segun el punto 15.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 15.3. El polipéptido seguin el punto 15.1 0 15.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente en la posicién de
aminoacido 15, segun la numeracion de Kabat.

Punto 15.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 15.1-15.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 15.5. El polipéptido segun el punto 15.4, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 15, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en

la posicién de aminoéacido 15.
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Punto 15.6. El polipéptido segln el punto 15.5, en donde s6lo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 15, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 15.

Punto 15.7. El polipéptido segun el punto 15.5, en donde solo un DVUI que no esta ni en el extremo
C-terminal ni el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién
presente en la posicién de aminoacido 15, segun la numeracién de Kabat, y los DVUI N-terminal y C-
terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacidos
15.

Punto 15.8. El polipéptido segun el punto 15.5, en donde solo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 15, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 15.

Punto 15.9. El polipéptido segun el punto 15.4, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 15, segun la
numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 15.

Punto 15.10. El polipéptido segun el punto 15.4, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 15, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 15.11. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 15.4-15.10, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 19

Punto 19.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, seguin la numeracién de Kabat.

Punto 19.2. El polipéptido segun el punto 19.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 19.3. El polipéptido segun el punto 19.1 0 19.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacidn y esta presente en la posicién de
aminodcido 19, segun la numeracion de Kabat.

Punto 19.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 19.1-19.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 19.5. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 19.1-19.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 19.6. El polipéptido segun el punto 19.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos

DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, segun la
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numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 19.

Punto 19.7. El polipéptido segun el punto 19.6, en donde sdlo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 19.

Punto 19.8. El polipéptido segun el punto 19.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoacido 19.

Punto 19.9. El polipéptido segin el punto 19.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicién de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 19.10. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 19.5-19.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 19.11. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 19.1-19.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 19.12. El polipéptido segun el punto 19.11, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 19.

Punto 19.13. El polipéptido segun el punto 19.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, segun la
numeraciéon de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoéacido 19.

Punto 19.14. El polipéptido segun el punto 19.12, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 19.

Punto 19.15. El polipéptido segun el punto 19.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19.

Punto 19.16. El polipéptido segin el punto 19.11, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la

posicion de aminoé&cido 19.
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Punto 19.17. El polipéptido segun el punto 19.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 19, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 19.18. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 19.11-19.17, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 26

Punto 26.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 26, segin la numeracion de Kabat.

Punto 26.2. El polipéptido segun el punto 26.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 26.3. El polipéptido segun el punto 26.1 0 26.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente en la posicién de
aminoacido 26, segun la numeracion de Kabat.

Punto 26.4. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 26.1-26.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 26.5. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 26.1-26.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 26.6. El polipéptido segun el punto 26.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicion de aminoécido 26.

Punto 26.7. El polipéptido segln el punto 26.6, en donde so6lo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicidon de amino&cido 26.

Punto 26.8. El polipéptido segun el punto 26.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoéacido 26.

Punto 26.9. El polipéptido segln el punto 26.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posiciobn de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 26.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 26.5-26.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 26.11. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 26.1-26.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.
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Punto 26.12. El polipéptido segun el punto 26.11, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 26.

Punto 26.13. El polipéptido segun el punto 26.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de amino&cido 26.

Punto 26.14. El polipéptido segun el punto 26.12, en donde solo un DVUI que no esté ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 26, segun la numeraciéon de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
amino@cidos 26.

Punto 26.15. El polipéptido segun el punto 26.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 26, segun la
numeraciéon de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoéacido 26.

Punto 26.16. El polipéptido segln el punto 26.11, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 26, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilaciéon presente en la
posiciéon de aminoacido 26.

Punto 26.17. El polipéptido segun el punto 26.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicibn de aminoacido 26, segin la
numeracion de Kabat.

Punto 26.18. El polipéptido segun los puntos 26.11-26.17, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 53

Punto 53.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la numeracion de Kabat.

Punto 53.2. El polipéptido segun el punto 53.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 53.3. El polipéptido segun el punto 53.1 0 53.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente en la posicion de
aminoacido 53, segun la numeracién de Kabat.

Punto 53.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 53.1-53.3, en donde dicho

polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.
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Punto 53.5. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 53.1-53.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 53.6. El polipéptido segun el punto 53.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posiciéon de aminoacido 53.

Punto 53.7. El polipéptido segun el punto 53.6, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 53, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoacido 53.

Punto 53.8. El polipéptido segin el punto 53.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicién de aminoacido 53, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 53.9. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 53.5-53.8, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 53.10. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 53.1-53.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 53.11. El polipéptido segun el punto 53.10, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoacido 53.

Punto 53.12. El polipéptido segun el punto 53.11, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la
numeraciéon de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoéacido 53.

Punto 53.13. El polipéptido segun el punto 53.11, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 53.

Punto 53.14. El polipéptido segun el punto 53.10, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 53, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoéacido 53.

Punto 53.15. El polipéptido segin el punto 53.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posiciébn de aminoacido 53, segin la

numeracion de Kabat.
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Punto 53.16. El polipéptido segln uno cualquiera de los puntos 53.10-53.15, en donde dicho

polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicion 55

Punto 55.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55, segln la numeracion de Kabat.

Punto 55.2. El polipéptido segun el punto 55.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilaciéon es un
sitio de N-glicosilacién.

Punto 55.3. El polipéptido segun el punto 55.1 0 55.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente en la posicion de
aminodcido 55, segun la numeracion de Kabat.

Punto 55.4. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 55.1-55.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 55.5. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 55.1-55.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 55.6. El polipéptido segin el punto 55.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de amino&cido 55.

Punto 55.7. El polipéptido segun el punto 55.6, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoéacido 55.

Punto 55.8. El polipéptido segun el punto 55.6, en donde solo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 55.

Punto 55.9. El polipéptido segun el punto 55.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicibn de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 55.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 55.5-55.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 55.11. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 55.1-55.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 55.12. El polipéptido segun el punto 55.11, en donde al menos uno de dichos al menos tres

DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 55, segun la
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numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicion de aminoacido 55.

Punto 55.13. El polipéptido segun el punto 55.12, en donde so6lo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55.

Punto 55.14. El polipéptido segln el punto 55.12, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 55, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
aminodcidos 55.

Punto 55.15. El polipéptido segun el punto 55.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacidn presente en la posicion de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55.

Punto 55.16. El polipéptido segun el punto 55.11, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoacido 55.

Punto 55.17. El polipéptido segin el punto 55.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posiciébn de aminoacido 55, segin la
numeracion de Kabat.

Punto 55.18. El polipéptido segun los puntos 55.11-55.17, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicion 68

Punto 68.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 68, segun la numeracion de Kabat.

Punto 68.2. El polipéptido segun el punto 68.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacién.

Punto 68.3. El polipéptido segun el punto 68.1 0 68.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente en la posicion de
aminodcido 68, segun la numeracion de Kabat.

Punto 68.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 68.1-68.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 68.5. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 68.1-68.3, en donde dicho

polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.
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Punto 68.6. El polipéptido segun el punto 68.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 68, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoacido 68.

Punto 68.7. El polipéptido segln el punto 68.6, en donde solo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 68, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoécido 68.

Punto 68.8. El polipéptido segun el punto 68.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posiciébn de aminoacido 68, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 68.9. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 68.5-68.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 68.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 68.1-68.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 68.11. El polipéptido segun el punto 68.10, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 68, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 68.

Punto 68.12. El polipéptido segun el punto 68.11, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 68, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de amino&cido 68.

Punto 68.13. El polipéptido segun el punto 68.11, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 68, seguin la numeraciéon de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
amino@cidos 68.

Punto 68.14. El polipéptido segun el punto 68.10, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 68, segun la
numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 68.

Punto 68.15. EIl polipéptido segun el punto 68.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 68, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 68.15. El polipéptido segun los puntos 68.10-68.15, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicion 73
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Punto 73.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoécido 73, segun la numeracion de Kabat.

Punto 73.2. El polipéptido segun el punto 73.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 73.3. El polipéptido segun los puntos 73.1 o 73.2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente
en la posicion de aminoécido 73, segln la numeracion de Kabat.

Punto 73.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 73.1-73.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 73.5. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 73.1-73.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 73.6. El polipéptido segun el punto 73.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoéacido 73.

Punto 73.7. El polipéptido segun el punto 73.6, en donde s6lo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 73.

Punto 73.8. El polipéptido segun el punto 73.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoacido 73.

Punto 73.9. El polipéptido segin el punto 73.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicién de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 73.10. El polipéptido segun los puntos 73.5-73.9, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 73.11. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 73.1-73.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 73.12. El polipéptido segun el punto 73.11, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 73.

Punto 73.13. El polipéptido segun el punto 73.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos

tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
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numeraciéon de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoéacido 73.

Punto 73.14. El polipéptido segun el punto 73.12, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 73, segun la numeracién de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 73.

Punto 73.15. El polipéptido segun el punto 73.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 73.

Punto 73.16. El polipéptido segin el punto 73.11, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicion de aminoé&cido 73.

Punto 73.17. El polipéptido segun el punto 73.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 73, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 73.18. El polipéptido segun los puntos 73.11-73.17, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 75

Punto 75.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 75, segin la numeracion de Kabat.

Punto 75.2. El polipéptido segun el punto 75.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 75.3. El polipéptido segun el punto 75.1 o 75.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente en la posicién de
aminoacido 75, segun la numeracion de Kabat.

Punto 75.4. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 75.1-75.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 75.5. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 75.1-75.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 75.6. El polipéptido segun el punto 75.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicion de aminoécido 75.
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Punto 75.7. El polipéptido segln el punto 75.6, en donde s6lo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicidon de aminoacido 75.

Punto 75.8. El polipéptido segun el punto 75.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacién presente en la posicion de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 75.9. El polipéptido segun los puntos 75.5-75.8, en donde dicho polipéptido es un polipéptido
bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 75.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 75.1-75.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 75.11. El polipéptido segun el punto 75.10, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 75.

Punto 75.12. El polipéptido segun el punto 75.11, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 75.

Punto 75.13. El polipéptido segun el punto 75.11, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 75, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 75.

Punto 75.14. El polipéptido segin el punto 75.10, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 75, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posiciéon de aminoacido 75.

Punto 75.15. El polipéptido segun el punto 75.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posiciébn de aminoacido 75, segin la
numeracion de Kabat.

Punto 75.16. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 75.10-75.15, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 76

Punto 76.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Gnico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de

glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, segun la numeracion de Kabat.
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Punto 76.2. El polipéptido segun el punto 76.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacion.

Punto 76.3. El polipéptido segun el punto 76.1 o 76.2, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion
esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en donde el residuo
de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente en la posicion de
aminoacido 76, segun la numeracion de Kabat.

Punto 76.4. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 76.1-76.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 76.5. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 76.1-76.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 76.6. El polipéptido segun el punto 76.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicion de aminoéacido 76.

Punto 76.7. El polipéptido segun el punto 76.6, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoécido 76, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posiciéon de aminoacido 76.

Punto 76.8. El polipéptido segun el punto 76.6, en donde solo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoéacido 76.

Punto 76.9. El polipéptido segun el punto 76.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicibn de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 76.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 76.5-76.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 76.11. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 76.1-76.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 76.12. El polipéptido segun el punto 76.11, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoéacido 76.

Punto 76.13. El polipéptido segun el punto 76.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de

glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76.
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Punto 76.14. EIl polipéptido segln el punto 76.12, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 76, segun la numeracién de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
amino@cidos 76.

Punto 76.15. El polipéptido segun el punto 76.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76.

Punto 76.16. El polipéptido segln el punto 76.11, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posiciéon de aminoacido 76.

Punto 76.17. El polipéptido segun el punto 76.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posiciébn de aminoacido 76, segin la
numeracion de Kabat.

Punto 76.18. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 76.11-76.17, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 102

Punto 102.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Gnico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 102, segun la numeracién de Kabat.

Punto 102.2. El polipéptido segun el punto 1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es un
sitio de N-glicosilacién.

Punto 102.3. El polipéptido segin el punto 102.1 o 102.2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoéacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente
en la posicién de aminoacido 102, segun la numeracion de Kabat.

Punto 102.4. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 102.1-102.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 102.5 EIl polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 102.1-102.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 102.6. El polipéptido segun el punto 102.5, en donde al menos uno de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 102, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoacido 102.

Punto 102.7. El polipéptido segln el punto 102.6, en donde solo un DVUI que no esta ni en el

extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
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glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 102, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de
aminoacidos 102.

Punto 102.8. El polipéptido segun el punto 102.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilaciéon presente en la posicién de aminoacido 102, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 102.

Punto 102.9. El polipéptido segun el punto 102.5, en donde al menos dos de dichos al menos tres
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 102, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 102.

Punto 102.10. El polipéptido segun el punto 102.5, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 102, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 102.11. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 102.5-102.10, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicion 105

Punto 105.1. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 105, segun la numeracion de Kabat.

Punto 105.2. El polipéptido segun el punto 105.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacién es
un sitio de N-glicosilacion.

Punto 105.3. El polipéptido segun el punto 105.1 o 105.2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente
en la posicidon de aminoacido 105, segun la numeracion de Kabat.

Punto 105.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 105.1-105.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 105.5. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 105.1-105.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 105.6. El polipéptido segun el punto 105.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 105, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoacido 105.

Punto 105.7. El polipéptido segun el punto 105.6, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 105, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoécido 105.
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Punto 105.8. El polipéptido segun el punto 105.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 105, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicidn de amino&cido 105.

Punto 105.9. El polipéptido segun el punto 105.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicion de aminoacido 105, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 105.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 105.5-105.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 105.11. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 105.1-105.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 105.12. El polipéptido segun el punto 105.11, en donde al menos uno de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 105, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoacido 105.

Punto 105.13. El polipéptido segun el punto 105.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al
menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 105,
segun la numeracién de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor
de glicosilacion presente en la posicidon de aminoécido 105.

Punto 105.14. El polipéptido segun el punto 105.12, en donde solo un DVUI que no esté ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 105, segun la numeracion de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 105.

Punto 105.15. El polipéptido segun el punto 105.12, en donde so6lo el DVUI C-terminal de los al
menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 105,
segun la numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 105.

Punto 105.16. El polipéptido segun el punto 105.11, en donde al menos dos de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 105, segin la
numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 105.

Punto 105.17. El polipéptido segun el punto 105.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 105, segln la
numeracion de Kabat.

Punto 105.18. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 105.11-105.17, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 108
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Punto 108.1. El polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, segun la numeracion de Kabat.

Punto 108.2. El polipéptido segun el punto 108.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es
un sitio de N-glicosilacion.

Punto 108.3. El polipéptido segun el punto 108.1 o 108.2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién y esta presente
en la posicion de aminoécido 108, segun la numeracion de Kabat.

Punto 108.4. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 108.1-108.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 108.5. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 108.1-108.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 108.6. El polipéptido segun el punto 108.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 108, segun la
numeracién de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicién de aminoacido 108.

Punto 108.7. El polipéptido segun el punto 108.6, en donde so6lo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicién de aminoacido 108.

Punto 108.8. El polipéptido segun el punto 108.6, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 108, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicion de aminoacido 108.

Punto 108.9. El polipéptido segun el punto 108.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 108.10. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 108.5-108.9, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 108.11. EIl polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 108.1-108.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 108.12. El polipéptido segun el punto 108.11, en donde al menos uno de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilaciéon presente en la posicién de aminoacido 108, segln la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoacido 108.

Punto 108.13. El polipéptido segun el punto 108.12, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al
menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 108,



10

15

20

25

30

35

38

segun la numeracién de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor
de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108.

Punto 108.14. El polipéptido segun el punto 108.12, en donde solo un DVUI que no esta ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, segin la numeracién de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 108.

Punto 108.15. El polipéptido segun el punto 108.12, en donde sélo el DVUI C-terminal de los al
menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoécido 108,
segun la numeracion de Kabat, y el DVUI N-terminal y medio restantes no comprenden un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108.

Punto 108.16. El polipéptido segin el punto 108.11, en donde al menos dos de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la
posicion de amino&cido 108.

Punto 108.17. El polipéptido segun el punto 108.11, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 108, segln la
numeracion de Kabat.

Punto 108.18. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 108.11-108.17, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Posicién 110

Punto 110.1. El polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio variable
Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 110, segln la numeracion de Kabat.

Punto 110.2. El polipéptido segun el punto 110.1, en donde dicho sitio aceptor de glicosilacion es
un sitio de N-glicosilacion.

Punto 110.3. El polipéptido segun el punto 110.1 o 110.2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esta contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacion y esta presente
en la posicién de aminoacido 110, segun la numeracion de Kabat.

Punto 110.4. El polipéptido segin uno cualquiera de los puntos 110.1-110.3, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Punto 110.5. El polipéptido seguin uno cualquiera de los puntos 110.1-110.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos dos DVUI.

Punto 110.6. El polipéptido segin el punto 110.5, en donde al menos uno de dichos al menos dos
DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicién de aminoacido 110, segun la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la

posicion de aminoé&cido 110.
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Punto 110.7. El polipéptido segun el punto 110.6, en donde sélo el DVUI N-terminal de los al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 110, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI C-terminal restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en la posicidn de aminoé&cido 110.

Punto 110.8. El polipéptido segun el punto 110.5, en donde ambos de dichos al menos dos DVUI
comprenden un sitio aceptor de glucosilacion presente en la posicion de aminoacido 110, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 110.9. El polipéptido segln uno cualquiera de los puntos 110.5-110.8, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Punto 110.10. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 110.1-110.3, en donde dicho
polipéptido comprende o consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI.

Punto 110.11. El polipéptido segun el punto 110.10, en donde al menos uno de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 110, segun la
numeracion de Kabat, y los dos DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en
la posicién de aminoacido 110.

Punto 110.12. El polipéptido segun el punto 110.11, en donde solo el DVUI N-terminal de los al
menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoéacido 110,
segun la numeracién de Kabat, y los DVUI medio y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor
de glicosilacion presente en la posicidon de aminoécido 110.

Punto 110.13. El polipéptido segun el punto 110.11, en donde solo un DVUI que no esté ni en el
extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal de los al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 110, segun la numeraciéon de Kabat, y los DVUI N-
terminal y C-terminal restantes no comprenden un sitio aceptor de glicosilacién presente en la posicion de
aminoécidos 110.

Punto 110.14. El polipéptido segun el punto 110.10, en donde al menos dos de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilaciéon presente en la posicién de aminoacido 110, segln la
numeracion de Kabat, y el DVUI restante no comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en la
posicién de aminoacido 110.

Punto 110.15. El polipéptido segun el punto 110.10, en donde los tres de los al menos tres DVUI
comprenden un sitio aceptor de glicosilacion presente en la posicibn de aminoacido 110, segun la
numeracion de Kabat.

Punto 110.16. El polipéptido segun uno cualquiera de los puntos 110.10-110.15, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Combinaciones de sitios aceptores de glicosilaciéon

Punto A. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio

aceptor de glicosilacién presente en la posicion de aminoacido 1, en combinacién con al menos un sitio
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aceptor de glicosilacién adicional presente en cualquiera de las posiciones 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto B. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilaciéon presente en la posicién de aminoacido 3, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacién adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto C. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 15, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segln la numeracion de Kabat.

Punto D. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 19, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 26, 53, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto E. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminodcido 26, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 53, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto F. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 53, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 55, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segln la numeracion de Kabat.

Punto G. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 55, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 68, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracion de Kabat.

Punto H. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminodcido 68, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 73, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.
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Punto I. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 73, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 75,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracion de Kabat.

Punto J. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 75, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
76, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracion de Kabat.

Punto K. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 76, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 102, 105, 108 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto L. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 102, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 105, 108 y/o 110, segln la numeracién de Kabat.

Punto M. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicién de aminoacido 105, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 102, 108 y/o 110, segln la numeracion de Kabat.

Punto N. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 108, en combinacién con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 102, 105 y/o 110, segun la numeracién de Kabat.

Punto O. Un polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable Unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilacion presente en la posicion de aminoacido 110, en combinacidn con al menos un sitio
aceptor de glicosilacion adicional presente en cualquiera de las posiciones 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73,
75, 76, 102, 105 y/o 108, segun la numeracién de Kabat.

3. Glicoproteinas de DVUI

El sitio aceptor de glicosilacion presente en los polipéptidos se puede modificar (pero no

necesariamente) con un glicano ligado a N o a O. La presente tecnologia también se refiere a los
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polipéptidos de la presente tecnologia que se glicosilan en uno 0 méas de los sitios aceptores de glicosilacién
especificados. Tras la expresion de un polipéptido con dicho sitio aceptor de glicosilacion en un hospedador
o célula hospedadora capaz de glicosilar polipéptidos (como se define adicionalmente en el presente
documento), el polipéptido producido se modificara directamente en el hospedador o célula hospedadora
con uno o mas glicanos. El polipéptido glucosilado obtenido, también denominado en el presente
documento glicoproteina de DVUI, comprende uno o mas glicanos. En una realizacion, el polipéptido puede
comprender uno 0 mas glicanos con una N-acetil glucosamina (GIcNAc) terminal, una manosa (terminal),
un &cido sialico (terminal), una galactosa (terminal) o una combinacién de los mismos. Como tal, la presente
tecnologia proporciona un polipéptido que comprende un DVUI como se describe en el presente documento,
en donde el polipéptido se glicosila con uno o mas glicanos seleccionados de N-acetil glucosamina
(GIcNAc), manosa, galactosa, fucosa y acido sialico.

En algunas realizaciones, las glicoproteinas de DVUI de la presente tecnologia muestran una alta
afinidad. En algunas realizaciones, las glicoproteinas de DVUI de la presente tecnologia tienen la misma
afinidad en comparacién con el polipéptido sin la glicosilacion en el sitio aceptor de glicosilacion
especificado.

La afinidad es una medida de la fuerza de unidn entre un resto y un sitio de union en la molécula
diana: cuanto menor sea el valor de la constante de disociacién (Kp), mayor serd la fuerza de unién entre
una molécula diana y un resto de direccionamiento. Normalmente, las unidades de union utilizadas en la
presente tecnologia, tales como DVUI, se uniran a sus dianas con una Kp de 10-° a 10-'2 mol/litro o menos,
107 a 1022 mol/litro o menos, o de 10 a 10-12 mol/litro (es decir, con una constante de asociacion (K,) de
105 a 10*2 litro/mol 0 mas, 107 a 102 litro/mol o mas, o de 108 a 102 litro/mol). Cualquier valor de Ky superior
a 10 mol/litro (o cualquier valor de K, inferior a 104 litro/mol) se considera generalmente indicativo de unién
inespecifica. Las Kp para interacciones bioldgicas, tales como la unién de secuencias de inmunoglobulina
a un antigeno, que se consideran especificas suelen estar en el intervalo de 10-5> mol/litro (10000 nM o
10 pM) a 1012 mol/litro (0.001 nM o 1 pM) o menos.

La constante de disociacion puede ser la constante de disociacion real o aparente, como sera
evidente para el experto. Los procedimientos para determinar la constante de disociacion seran evidentes
para el experto y, por ejemplo, incluyen las técnicas mencionadas a continuacion. A este respecto, también
guedara claro que puede no ser posible medir constantes de disociacion de mas de 10 mol/litro o 10
3 mol/litro (p. ej., de 102 mol/litro). Opcionalmente, como también sera evidente para el experto, la
constante de disociacién (real o aparente) puede calcularse a partir de la constante de asociacién (real o
aparente), mediante la relacion [Kp = 1/K,].

La afinidad de una interaccién molecular entre dos moléculas puede medirse mediante diferentes
técnicas conocidas per se, como la conocida técnica de biosensor de resonancia de plasmon superficial
(SPR) (véase, por ejemplo, Ober et al. 2001, Intern. Immunology 13: 1551-1559). La expresion "resonancia
de plasmones superficiales"”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un fenémeno 6ptico
que permite el analisis de interacciones biespecificas en tiempo real mediante la deteccion de alteraciones

en las concentraciones de proteinas dentro de una matriz de biosensor, donde una molécula se inmoviliza
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en el chip de biosensor y la otra molécula pasa por encima de la molécula inmovilizada en condiciones de
flujo, lo que produce mediciones de kqn, Kot Y, por lo tanto, valores de Kp (0 Ka). Esto puede realizarse, por
ejemplo, utilizando el conocido sistema BlAcore® (BlAcore International AB, una empresa de GE
Healthcare, Uppsala, Suecia y Piscataway, NJ). Para méas descripciones, véase Jonsson et al. (1993, Ann.
Biol. Clin. 51: 19-26), Jonsson et al. 1991 (Biotechniques 11: 620-627), Johnsson et al. 1995 (J. Mol.
Recognit. 8: 125-131), y Johnnson et al. 1991 (Anal. Biochem. 198: 268-277).

Otra técnica de biosensores bien conocida para determinar afinidades de interacciones
biomoleculares es la interferometria de biocapa (BLI) (véase, por ejemplo, Abdiche et al. 2008, Anal.
Biochem. 377: 209-217). La expresion "interferometria de biocapa" o "BLI", tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a una técnica oOptica sin marcadores que analiza el patron de interferencia de la luz
reflejada desde dos superficies: una capa de referencia interna (haz de referencia) y una capa de proteina
inmovilizada en la punta del biosensor (haz de sefial). Un cambio en el nimero de moléculas unidas a la
punta del biosensor provoca un cambio en el patron de interferencia, que se notifica como un cambio de
longitud de onda (nm), cuya magnitud es una medida directa del nimero de moléculas unidas a la superficie
de la punta del biosensor. Dado que las interacciones pueden medirse en tiempo real, pueden determinarse
las tasas de asociacion y disociacion y las afinidades. La BLI puede realizarse, por ejemplo, utilizando los
conocidos sistemas Octet® (ForteBio, una division de Pall Life Sciences, Menlo Park, Estados Unidos).

Como alternativa, las afinidades pueden medirse en un ensayo cinético de exclusion (KinExA)
(véase, por ejemplo, Drake et al. 2004, Anal. Biochem. 328: 35-43) utilizando la plataforma KinExA®
(Sapidyne Instruments Inc, Boise, Estados Unidos). El término "KinExA", tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a un procedimiento basado en soluciones para medir la verdadera afinidad de unién
en equilibrio y la cinética de moléculas no modificadas. Las soluciones equilibradas de un complejo
anticuerpo/antigeno se hacen pasar por una columna con perlas recubiertas previamente con antigeno (o
anticuerpo), permitiendo que el anticuerpo (o antigeno) libre se una a la molécula aplicada como
recubrimiento. La deteccion del anticuerpo (o antigeno) capturado de este modo se realiza con una proteina
marcada con fluorescencia que se une al anticuerpo (o antigeno).

El sistema de inmunoensayo GYROLAB® proporciona una plataforma para el bioanalisis
automatizado y la rapida respuesta de las muestras (Fraley et al. 2013, Bioanalysis 5: 1765-74).

En algunas realizaciones, los polipéptidos glicosilados de la presente tecnologia se unen
especificamente a su diana con una constante de disociacién (Kp) de 10-° a 1012 mol/litro o menos, de 10
7 a 1012 mol/litro o menos, o de 10-® a 1012 mol/litro, segln se determina por resonancia de plasmones
superficiales. En algunas realizaciones, los polipéptidos glicosilados de la presente tecnologia se unen
especificamente a su diana con una constante de disociaciéon (Kp) de 10 a 10-12 mol/litro o menos, de 10
7 a 1022 mol/litro o0 menos, o de 10-% a 1012 mol/litro, segln se determina por Meso Scale Discovery.

En algunas realizaciones, las glicoproteinas de DVUI de la presente tecnologia tienen
(esencialmente) la misma temperatura de fusiéon (Tm) o una mayor en comparacion con el polipéptido sin
la glicosilacién en el sitio aceptor de glicosilacion especificado. El punto medio de desnaturalizacién de una

proteina se define como la temperatura (Tm) o concentracion de desnaturalizante a la que tanto los estados
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plegados como los desplegados estan igualmente poblados en equilibrio (asumiendo el plegamiento de
proteinas de dos estados). La Tm a menudo se determina utilizando un ensayo de cambio térmico, tal como
el ensayo de desplazamiento térmico descrito en la seccién de Ejemplos de la presente solicitud. La
temperatura de fusion se define como la temperatura de una proteina a la que se despliega el 50 % de
dicha proteina.

Los componentes, por ejemplo, los DVUI, presentes en el polipéptido pueden estar unidos entre si
por uno o mas enlazadores adecuados, tales como enlazadores peptidicos. El uso de enlazadores para
conectar dos 0 mas (poli)péptidos es bien conocido en la técnica. Una clase de enlazador peptidico utilizada
a menudo se conoce como los enlazadores "Gly-Ser" o "GS". Se trata de enlazadores que consisten
esencialmente en restos de glicina (G) y serina (S), y suelen comprender una o0 mas repeticiones de un
motivo peptidico, tal como el motivo GGGGS (SEQ ID NO: 150) (por ejemplo, que presenta la formula (Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser)n en la que n puede ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas). Algunos ejemplos normalmente usados
de dichos enlazadores GS son los enlazadores 9GS (GGGGSGGGS, SEQ ID NO: 151), los enlazadores
15GS (n=3; SEQ ID NO: 152) y enlazadores 35GS (n=7; SEQ ID NO: 153). Se hace referencia, por ejemplo,
a Chen et al. 2013 (Adv. Drug Deliv. Rev. 65(10): 1357-1369) y Klein et al. 2014 (Protein Eng. Des. Sel. 27
(10): 325-330). En una realizacion del polipéptido de la presente tecnologia, se utilizan enlazadores 9GS
para unir los componentes del polipéptido entre si. En una realizacién del polipéptido de la presente
tecnologia, se utilizan enlazadores 35GS para unir los componentes del polipéptido entre si.

La presente tecnologia también proporciona DVUI y polipéptidos de secuencia optimizada que
muestran una mayor estabilidad tras el almacenamiento durante los estudios de estabilidad. Los DVUI y
polipéptidos de secuencia optimizada muestran una modificacién postraduccional reducida de
piroglutamato del N-terminal y, por lo tanto, tienen una mayor estabilidad del producto. La modificacién del
piroglutamato provoca la heterogeneidad del producto final y debe evitarse. La posibilidad de modificacién
postraduccional pGlu del N-terminal se eliminé cambiando el &cido glutdmico N-terminal (E) por un &cido
aspartico (D), lo que condujo a una mayor estabilidad del producto. En consecuencia, la presente invencion
también se refiere a DVUI y polipéptidos como los descritos anteriormente en donde el acido glutamico en
la posicién 1 (dicha posicion determinada de acuerdo con la numeracion de Kabat) se cambia por un &cido
Aspartico (E1D).

La presente tecnologia también proporciona DVUI y polipéptidos de secuencia optimizada que
estan "humanizados", es decir, en los que uno o mas restos de aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de dicha secuencia VHH natural (y en particular en las secuencias marco) se sustituyen por
uno o mas de los restos de aminoacidos que se producen en la posicién o posiciones correspondientes en
un dominio VH de un anticuerpo convencional de 4 cadenas de un ser humano (por ejemplo, indicado
anteriormente). En consecuencia, la presente invencidn también se refiere a DVUI y polipéptidos como los
descritos anteriormente que estan humanizados.

La presente tecnologia también proporciona DVUI y polipéptidos de secuencia optimizada que
muestran una unién reducida por anticuerpos preexistentes presentes en el suero humano. Para ello, en

una realizacién, el polipéptido comprende una valina (V) en la posicién de aminoacido 11 y una leucina (L)
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en la posicion de aminoacido 89 (de acuerdo con la numeracion de Kabat) en al menos un DVUI. En una
realizacion, el polipéptido comprende una valina (V) en la posicién de aminoacido 11 y una leucina (L) en
la posicion de aminoacido 89 (de acuerdo con la numeracién de Kabat) en cada ISVD. En consecuencia,
la presente tecnologia también se refiere a DVUI y polipéptidos como los descritos anteriormente que han
sido optimizados en secuencia con una valina (V) en la posicion de aminoacido 11 y una leucina (L) en la
posiciéon de aminoacido 89 (de acuerdo con la numeracién de Kabat) en al menos un DVUI, tal como en
todos los DVUI.

En una realizacion, el DVUI o polipéptido tiene un extremo C-terminal con la secuencia VTVSS(X),
(SEQ ID NO: 154), en donde n es de 1 a 10, preferentemente de 1 a 5, como por ejemplo 1,2,3,405,y
en donde cada X es un residuo de aminoacido seleccionado de manera independiente. En una realizacién,
el polipéptido comprende dicho ISVD en su extremo C-terminal. En una realizacién, nes 1 o 2, tal como 1.
En una realizacién, X es un aminoéacido de origen natural. En una realizacién, X se selecciona del grupo
gue consiste en alanina (A), glicina (G), valina (V), leucina (L) o isoleucina (1).

En otra realizacion, el polipéptido comprende una lisina (K) o una glutamina (Q) en la posicion 110
(de acuerdo con la numeracion de Kabat) en al menos un DVUI. En otra realizacion, el DVUI comprende
una lisina (K) o glutamina (Q) en la posicién 112 (de acuerdo con la numeracion de Kabat) en al menos un
DVUI. En algunas realizaciones, el extremo C-terminal del ISVD es VKVSS (SEQ ID NO: 155), VQVSS
(SEQ ID NO: 156), VTVKS (SEQ ID NO: 157), VTVQS (SEQ ID NO: 158), VKVKS (SEQ ID NO: 159),
VKVQS (SEQ ID NO: 160), VQVKS (SEQ ID NO: 161) o VQVQS (SEQ ID NO: 162), de modo que, tras la
adicién de una alanina Unica, el extremo C-terminal del polipéptido comprende, por ejemplo, la secuencia
VTVSSA (SEQ ID NO: 163), VKVSSA (SEQ ID NO: 164), VQVSSA (SEQ ID NO: 165), VTVKSA (SEQ ID
NO: 166), VTVQSA (SEQ ID NO: 167), VKVKSA (SEQ ID NO: 168), VKVQSA (SEQ ID NO: 169), VQVKSA
(SEQ ID NO: 170) 0 VQVQSA (SEQ ID NO: 171). En una realizacion, el polipéptido comprende una valina
(V) en la posicion de aminoacido 11 y una leucina (L) en la posiciéon de aminoacido 89 (de acuerdo con la
numeracion de Kabat) en cada DVUI, opcionalmente una lisina (K) o glutamina (Q) en la posiciéon 110 (de
acuerdo con la numeracién de Kabat) en al menos un DVUI, y comprende una extension de 1 a 5
aminoécidos (de origen natural) (de acuerdo con la definicién anterior), tal como una Unica extension de
alanina (A), en el C-terminal del DVUI C-terminal, de manera que el C-terminal del polipéptido comprende,
por ejemplo, la secuencia VTVSSA (SEQ ID NO: 163), VKVSSA (SEQ ID NO: 164) o VQVSSA (SEQ ID
NO: 165). Véanse, p. €]., los documentos W0O2012/175741 y W0O2015/173325 para mas informacion al
respecto.

Se proporcionan algunas realizaciones para las glicoproteinas de DVUI que tenian grados de
glicosilaciéon particularmente altos cuando el sitio aceptor de glicosilacion en el DVUI es como se describe
en el presente documento.

En un aspecto de la presente tecnologia, la glicoproteina de DVUI es un polipéptido monovalente,
en donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 69,
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73-78, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87,
SEQ ID NO: 89-91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, y SEQ ID NO: 177-179.
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En otro aspecto de la presente tecnologia, la glicoproteina de DVUI es un polipéptido bivalente, en
donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 99-102, SEQ ID NO: 105-108, SEQ ID
NO: 110, SEQ ID NO: 116-118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123-125, SEQ ID NO: 128-
133, SEQ ID NO: 141-143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148, SEQ ID NO: 149, SEQ ID
NO: 182, SEQ ID NO: 183 y SEQ ID NO: 187.

En un aspecto adicional de la presente tecnologia, la glicoproteina de DVUI es un polipéptido
trivalente, en donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22-24, SEQ
ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44-52, SEQ ID NO: 55-57, SEQ ID NO: 59-61,
SEQ ID NO: 63-65, SEQ ID NO: 186, SEQ ID NO: 190 y SEQ ID NO: 191.

4, Conjugados

La presente tecnologia también se refiere a un conjugado que comprende un polipéptido segun la
presente tecnologia y un resto conjugado, que esta conjugado con el glicano. Los polipéptidos modificados
con glicanos en los sitios aceptores de glicosilacidn especificados son un punto de partida ideal para la
conjugacion basada en glicanos debido a su alto grado de glicosilacion.

La conjugacion se puede realizar quimicamente (por ejemplo, utilizando oxidacion con peryodato
del componente glicano y conjugacion posterior a través de métodos conocidos en la técnica, tales como
ligacion de oximas, ligacion de hidrazona o mediante aminacién reductora) o enzimaticamente (por ejemplo,
utilizando galactosa oxidasa para oxidar galactosa y conjugacién posterior mediante ligacion de oximas,
ligacion de hidrazona o mediante aminacion reductora). Como alternativa, se pueden incorporar residuos
de glicanos marcados para permitir reacciones de conjugacion posteriores (por ejemplo, incorporacion de
GalNAz en la cadena de glicanos utilizando una galactosiltransferasa mutante, y posterior reacciéon de
conjugacion mediante quimica clic).

En determinadas realizaciones, el conjugado comprende un enlazador entre el glicano y el resto
conjugado. El uso de un enlazador especifico dependerd de la aplicacion y resultard evidente para una
persona experta en la materia. Por ejemplo, las oximas e hidrazonas, en particular derivadas de aldehidos
alifaticos, muestran menos estabilidad con el tiempo en agua o a un pH mas bajo. Las estructuras
estabilizadas aromaticamente pueden ser mas Utiles para unir de manera estable un glicano a un resto
conjugado. Dichos enlazadores estabilizados también estan dentro del alcance de la presente solicitud, ya
que pueden limitar los efectos adversos debidos a la liberacion prematura del resto conjugado,
particularmente cuando el resto conjugado es una sustancia téxica, por ejemplo, destinada a la destruccién
de una célula tumoral. De particular interés son los REACTIVOS BICICLO[6.1.0]NON-4-INO, asi como los
enlazadores triazol estabilizados aromaticamente y los enlazadores sulfamida. Esta dentro del
conocimiento técnico comin que el aumento de la estabilidad de un conjugado también puede resultar de
una tendencia reducida a la agregacion de cualquiera de los restos comprendidos dentro de dicho
conjugado. Para la produccion de conjugados de DVUI con mayor estabilidad, el lector se refiere no
exclusivamente a los documenW02013036748, W02014065661, WO2015057064 y W0O2016053107, asi

como a otras solicitudes de patente presentadas por Synaffix B.V.
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Se pueden utilizar diversos enlazadores conocidos en la técnica para enlazar el polipéptido
glicosilado y el resto conjugado. Como debe quedar claro, se pueden emplear enlazadores escindibles y
no escindibles para lograr el perfil de liberacion deseado. En general, la combinacion 6ptima de enlazador
y quimica de conjugacion debe adaptarse de manera Unica para correlacionar cada faceta Gnica: el
polipéptido glicosilado, el resto conjugado y el perfil de la enfermedad a tratar. Para revisiones sobre
conjugados anticuerpo-farmaco y enlazadores utilizados en el presente documento, véase, por ejemplo,
McCombs y Owen 2015 (AAPS J. 17(2), 2015) y Lu et al. 2016 (Int. J. Mol. Sci. 17(4: 561); doi:
10.3390/ijms17040561) y Pillow et al. 2017 (Pharm Pat Anal. 6(1)) que describen un novedoso enlazador
de sales de amonio cuaternario Gtil en conjugados para el tratamiento del cincer y enfermedades
infecciosas.

Otros enlazadores adecuados generalmente comprenden compuestos organicos o polimeros, en
particular los adecuados para su uso en polipéptidos para uso farmacéutico. Por ejemplo, se han utilizado
restos de poli(etilenglicol) para unir dominios de anticuerpos, véase, por ejemplo, el documento WO
04/081026. El alcance de la invencién abarca que la longitud, el grado de flexibilidad y/u otras propiedades
del enlazador puedan influir en las propiedades del conjugado final, incluyendo, entre otras, la afinidad, la
especificidad o la avidez por una diana especifica. Basandose en la divulgacion en el presente documento,
el experto podra determinar el enlazador 6ptimo para su uso en un conjugado especifico, opcionalmente
después de algunos experimentos de rutina limitados.

En algunas realizaciones, el conjugado que comprende un polipéptido segun la presente tecnologia
y un resto conjugado tiene al menos una funcién o propiedad adicional en comparacion con el polipéptido
no conjugado. Por ejemplo, un conjugado que comprende un polipéptido de la presente tecnologia y un
farmaco citotoxico que es el resto conjugado da como resultado la formacién de un polipéptido de unién
con citotoxicidad del farmaco como segunda funcién (es decir, ademas de la unién a antigeno conferida
por el DVUI comprendido en el polipéptido). Como otro ejemplo, la conjugacion de un segundo polipéptido
de union al polipéptido de la presente tecnologia puede conferir propiedades de unién adicionales. Como
ejemplo adicional, el resto conjugado puede ser otro resto de azulcar, tal como glucosa, que proporciona
una funcién de transporte de glucosa (Ancey et al. 2018, FEBS J. 285: 2926) o bis-manosa-6-fosfato que
proporciona funcion de degradacién. Como otro ejemplo mas, el resto conjugado puede ser una molécula
de PEG, proporcionando funcién de extensién de la semivida y/o estabilizante/solubilizante. Como otro
ejemplo, el resto conjugado puede ser una quimera dirigida a protedlisis (PROTAC), proporcionando una
funcion de degradacion (Sakamoto et al. 2001, PNAS 98: 8554-9). Como ejemplo adicional, el resto
conjugado puede ser un resto terapéutico (por ejemplo, antifingico, antibacteriano, antiviral, antiparasitario,
citotoxico, radionucleétido), proporcionando una funcion terapéutica. Otros restos que pueden conjugarse
con los glicanos presentes en el sitio aceptor de glicosilacion incluyen restos que prolongan la semivida
(PEG o miméticos de PEG, polisacaridos grandes), unidades de deteccion (unidades de cromdforo,
unidades fluorescentes, unidades fosforescentes, unidades luminiscentes, unidades de absorcién de luz,
unidades radiactivas), restos de direccionamiento (p. ej., moléculas pequefias, anticuerpos).

5. Moléculas de acido nucleico
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Otro aspecto de la presente tecnologia se refiere a una secuencia de nucleétidos o 4cido nucleico
gue codifica un polipéptido segun la presente tecnologia.

Una "molécula de &cido nucleico" (utilizado indistintamente con "acido nucleico") es una cadena de
monomeros de nucleotidos unidos entre si a través de una cadena principal de fosfato para formar una
secuencia de nucledtidos. Un &cido nucleico puede utilizarse para transformar/transfectar una célula
hospedadora u organismo hospedador, por ejemplo, para la expresion y/o produccién de un polipéptido.
Los hospedadores o células hospedadoras adecuados con fines de produccién seran evidentes para el
experto, son preferiblemente un organismo hospedador que puede glicosilar el polipéptido, y pueden ser,
por ejemplo, cualquier célula o linea celular fingica, procariota o eucariota adecuada o cualquier organismo
fungico, procariota o eucariota adecuado. Un hospedador o célula hospedadora que comprende un acido
nucleico que codifica el polipéptido de la presente tecnologia también esta abarcado por la presente
tecnologia.

Un acido nucleico puede ser, por ejemplo, ADN, ARN o un hibrido de los mismos, y también puede
comprender nucleétidos modificados (por ejemplo, quimicamente), tales como PNA. Puede ser
monocatenario o bicatenario. En una forma de realizacion, se encuentra en forma de ADN bicatenario. Por
ejemplo, las secuencias de nucledtidos de la presente tecnologia pueden ser ADN genémico o ADNCc.

Los acidos nucleicos de la presente tecnologia se pueden preparar u obtener de una manera
conocida en si misma, y/o se pueden aislar de una fuente natural adecuada. Las secuencias de nucleétidos
gue codifican (poli)péptidos de origen natural pueden someterse, por ejemplo, a mutagénesis dirigida al
sitio, con el fin de obtener una molécula de acido nucleico que codifique el polipéptido con variacion de
secuencia. Ademas, como sera evidente para el experto, para preparar un acido nucleico, o pueden unirse
de manera adecuada varias secuencias de nucleétidos, tales como al menos una secuencia de nucleotidos
que codifica un resto de direccionamiento y, por ejemplo, acidos nucleicos que codifican uno o0 mas
enlazadores.

Las técnicas para generar acidos nucleicos seran evidentes para el experto y pueden incluir, por
ejemplo, pero sin limitacién, sintesis automatizada de ADN; mutagénesis dirigida al sitio; combinacién de
dos 0o mas secuencias naturales y/o sintéticas (0 dos o mas partes de las mismas), introduccion de
mutaciones que dan lugar a la expresién de un producto de expresion truncado; introduccion de uno o mas
sitios de restriccion (por ejemplo, para crear casetes y/o regiones que puedan digerirse y/o ligarse
facilmente utilizando enzimas de restriccion adecuadas) y/o introduccién de mutaciones mediante una
reaccion de PCR utilizando uno o méas cebadores "no coincidentes".

En una realizacion, dicha secuencia de nucledtidos o acido nucleico esta optimizada para su
expresion en una célula hospedadora u organismo hospedador que es capaz de glicosilar el polipéptido
codificado por la secuencia de nucle6tidos o acido nucleico.

En una realizacion adicional, dicha secuencia de nucle6tidos o &cido nucleico esté en forma de una
construccion o vector (de expresion) que puede expresarse en una célula hospedadora u organismo
hospedador que es capaz de glicosilar el polipéptido codificado por la secuencia de nucle6tidos o acido

nucleico. Un vector, como se utiliza en el presente documento, es un vehiculo adecuado para transportar
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material genético a una célula. Un vector incluye acidos nucleicos desnudos, tales como pldsmidos 0 ARNm,
0 acidos nucleicos embebidos en una estructura mayor, tales como liposomas o vectores viricos.

En algunas realizaciones, los vectores comprenden al menos un &cido nucleico que esta
opcionalmente unido a uno o mas elementos reguladores, tales como por ejemplo uno 0 mas promotores,
potenciadores, terminadores adecuados, etc.). En una modalidad, el vector es un vector de expresion, es
decir, un vector adecuado para expresar un polipéptido o construccion codificada en condiciones
adecuadas, por ejemplo, cuando el vector se introduce en una célula (p. ej., humana). Los vectores
basados en ADN incluyen la presencia de elementos para la transcripcion (por ejemplo, un promotor y una
sefial de poliA) y la traduccién (por ejemplo, secuencia de Kozak).

En una realizacién, en el vector, dicho al menos un acido nucleico y dichos elementos reguladores
estan "unidos operativamente" entre si, por lo que generalmente se entiende que estan en una relacion
funcional entre si. Por ejemplo, se considera que un promotor esta "unido operativamente" a una secuencia
codificante si dicho promotor es capaz de iniciar o controlar/regular de otro modo la transcripcién y/o la
expresiéon de una secuencia codificante (en cuyo caso debe entenderse que dicha secuencia codificante
esta "bajo el control de" dicho promotor). Generalmente, cuando dos secuencias de nucleétidos estan
unidas operativamente, estaran en la misma orientacion y normalmente también en el mismo marco de
lectura. Por lo general, también seran esencialmente contiguas, aunque esto también puede no ser
necesatrio.

En una realizacion, cualquier elemento regulador del vector es tal que es capaz de proporcionar su
funcién bioldgica prevista en la célula hospedadora u organismo hospedador previsto. Por ejemplo, un
promotor, potenciador o terminador debe ser "operable" en la célula hospedadora u organismo hospedador
previsto, lo que significa que, por ejemplo, dicho promotor debe ser capaz de iniciar o controlar/regular de
otro modo la transcripcién y/o la expresién de una secuencia de nucledtidos (p. €j., una secuencia
codificante) a la que esté unido operativamente.

En un aspecto adicional, la presente tecnologia se refiere a un método para producir un polipéptido
y/o glicoproteina de DVUI segun la presente tecnologia, en donde el método comprende la etapa de:

- expresar la secuencia de nucle6tidos o &cido nucleico segun la presente tecnologia en una
célula hospedadora (no humana) u organismo hospedador (no humano) adecuado, en donde la célula
hospedadora u organismo hospedador es capaz de glicosilar el polipéptido expresado; opcionalmente
seguido de

- aislar y/o purificar el polipéptido obtenido y/o glicoproteina de DVUI.

La célula hospedadora u organismo hospedador capaz de glicosilar el polipéptido expresado sera
normalmente una célula u organismo eucariota. En una realizacion, la célula hospedadora es una célula
eucariota superior. Una "célula eucariota superior", como se utiliza en el presente documento, se refiere a
células eucariotas que no son células de organismos unicelulares. En otras palabras, una célula eucariota
superior es una célula de (o derivada de, en el caso de cultivos celulares) un eucariota multicelular tal como
una linea celular humana u otra linea celular de mamifero (por ejemplo, una linea de células CHO).

Normalmente, las células eucariotas superiores no seran células fangicas. Particularmente, el término
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generalmente se refiere a células de mamifero, lineas celulares humanas y lineas celulares de insecto.
Mas particularmente, el término se refiere a células de vertebrados, incluso méas particularmente a células
de mamifero o células humanas. Las células eucariotas superiores como se describen en el presente
documento normalmente formaran parte de un cultivo celular (por ejemplo, una linea celular, tal como una
linea de células HEK o CHO), aunque esto no siempre es estrictamente necesario (por ejemplo, en el caso
de células vegetales, la planta en si puede usarse para producir una proteina recombinante).

En una realizacién, la célula hospedadora es una célula eucariota inferior. Por "célula eucariota
inferior" se entiende una célula de hongo filamentoso o una célula de levadura. Las células de levadura
pueden ser de las especies Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae), Hansenula (por
ejemplo, Hansenula polimorpha), Arxula (por ejemplo, Arxula adeninivorans), Yarrowia (por ejemplo,
Yarrowia lipolytica), Kluyveromyces (por ejemplo, Kluyveromyces lactis), Aspergillus niger o Komagataella
phaffii (Kurtzman, C.P. (2009) J Ind Microbiol Biotechnol. 36(11), que se nombré anteriormente y es mejor
conocido bajo la antigua nomenclatura como Pichia pastoris, y cuyo nombre también se utilizara
adicionalmente en el presente documento. De acuerdo con una realizacion especifica, las células
eucariotas inferiores son células de Pichia y, en una realizacién mas particular, células de Pichia pastoris.

Algunos ejemplos no limitativos de lineas celulares de mamifero o cepas de levadura adecuadas
incluyen células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifion embrionario humano (HEK), células
de mieloma de ratdn Sp2/0 o NsO y células de rifion de hamster bebé (BHK), asi como otras lineas celulares
de mamifero y cepas de levadura que se pueden utilizar para la expresion/produccién/fabricacion de
polipéptidos y proteinas que estdn destinados a la administracién a sujetos humanos y/o para uso
terapéutico.

La presente tecnologia también se refiere a dichas células hospedadoras (ho humanas) u
organismos hospedadores (no humanos) que comprenden el polipéptido o la glicoproteina de DVUI de la
presente tecnologia, el acido nucleico que codifica el polipéptido o la glicoproteina de DVUI de la presente
tecnologia, y/o el vector que comprende dicha molécula de &cido nucleico.

6. Composicion

En otro aspecto mas, la presente tecnologia se refiere a una composicion que comprende un
polipéptido segun la presente tecnologia; un polipéptido o una glicoproteina de DVUI producidos utilizando
el método de la presente tecnologia; un conjugado segun la presente tecnologia; un acido nucleico que
codifica el polipéptido de la presente tecnologia o un vector que comprende dicha molécula de &cido
nucleico. La composicion puede ser una composicién farmacéutica. La composiciéon puede comprender
ademas al menos un vehiculo, diluyente o excipiente y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente comprender uno o mas polipéptidos y/o compuestos farmacéuticamente activos adicionales.

7. Usos

El polipéptido, la glicoproteina de DVUI o conjugado de la presente tecnologia, la molécula de &cido
nucleico o el vector como se describe en el presente documento, o la composicion que comprende el
polipéptido, la glicoproteina de DVUI, el conjugado, la molécula de acido nucleico o el vector de la presente

tecnologia son utiles como medicamento. En consecuencia, la presente tecnologia proporciona el
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polipéptido, la glicoproteina de DVUI o el conjugado de la presente tecnologia, la molécula de é&cido
nucleico o el vector como se describe en el presente documento, o la composicién que comprende el
polipéptido, la glicoproteina de DVUI, el conjugado, la molécula de &cido nucleico o el vector de la presente
tecnologia para su uso como medicamento.

Como tal, se proporciona ademas un método para el diagnostico, la prevencion y/o el tratamiento
de al menos una enfermedad y/o trastorno, que comprende la administracién, a un sujeto que lo necesite,
de una cantidad farmacéuticamente activa de al menos un polipéptido, glicoproteina de DVUI o conjugado
de la presente tecnologia, la molécula de acido nucleico o el vector como se describe en el presente
documento, o una composicién que comprende el polipéptido, la glicoproteina de DVUI, el conjugado, la
molécula de &cido nucleico o el vector de la presente tecnologia.

8. Realizaciones

La invencioén se ejemplifica adicionalmente por, pero sin limitacién a, las siguientes realizaciones.

Realizacion 1. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un dominio
variable unico de inmunoglobulina (DVUI) de cadena pesada, en donde dicho DVUI comprende un sitio
aceptor de glicosilaciéon presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 2. Polipéptido segun la realizacion 1, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion es un sitio de N-glicosilacion.

Realizacion 3. Polipéptido segun la realizacion 1 o 2, en donde dicho sitio aceptor de
glicosilacion esté contenido en un motivo NXT o NXS, en donde X puede ser cualquier aminoéacido, y en
donde el residuo de asparagina del motivo NXT o NXS es el sitio aceptor de glicosilacién.

Realizacion 4. Polipéptido seglin una cualquiera de las realizaciones 1-3, en donde dicho
sitio aceptor de glicosilacion esta presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones
de aminoéacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 5. Polipéptido segiin una cualquiera de las realizaciones 1-3, en donde dicho
sitio aceptor de glicosilacién esta presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones
de aminoacidos 19, 26, 55, 73, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 6. Polipéptido segln una cualquiera de las realizaciones 1-3, en donde dicho
sitio aceptor de glicosilacion esta presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones
de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.

Realizacion 7. Polipéptido segun la realizacién 6, en donde dicho polipéptido es un
polipéptido monovalente que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI.

Realizacion 8. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en un DVUI,
en donde dicho DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun
la numeracion de Kabat.
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Realizacion 9. Polipéptido de acuerdo con la realizacion 8, en donde el sitio aceptor de
glicosilacion esté presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos
1,19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 10. Polipéptido segun una cualquiera de las realizaciones 1-3, en donde dicho
polipéptido comprende al menos dos DVUI.

Realizacion 11. Polipéptido segun la realizacién 10, en donde al menos uno de dichos al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilaciébn presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110,
segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 12. Polipéptido segln la realizacion 10, en donde al menos uno de dichos al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posiciéon de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoécidos 1, 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segin la
numeracion de Kabat.

Realizacion 13. Polipéptido segun la realizacién 10, en donde al menos uno de dichos al menos
dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoécidos 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 14. Polipéptido segun la realizaciéon 10, en donde dicho polipéptido es un polipéptido
bivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI.

Realizacion 15. Polipéptido segln la realizacion 14, en donde el DVUI N-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 16. Polipéptido segun la realizacion 14, en donde el DVUI C-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 1, 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 17. Polipéptido segin la realizacion 14, en donde al menos uno de los dos DVUI
comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las
posiciones de aminoacidos 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 18. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde
al menos uno de dichos dos DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de
aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoéacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 105,
108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 19. Polipéptido segin la realizacion 18, en donde al menos uno de los dos DVUI
comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoécido seleccionada de las
posiciones de aminoéacidos 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 20. Polipéptido segln la realizacion 18, en donde el DVUI N-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.
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Realizacion 21. Polipéptido segun la realizacion 18, en donde el DVUI C-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminodcidos 1, 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segln la numeracién de Kabat.

Realizacion 22. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde
el DVUI N-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 105, 108 y 110, segun la
numeracion de Kabat.

Realizacion 23. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en dos DVUI, en donde
el DVUI C-terminal comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminodcidos 1, 3, 19, 26, 55, 105 y 108, segun la numeracién de Kabat.

Realizacion 24. Polipéptido segun una cualquiera de las realizaciones 1-3, en donde dicho
polipéptido comprende al menos tres DVUI.

Realizacion 25. Polipéptido segun la realizacién 24, en donde al menos uno de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posiciébn de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoéacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110,
segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 26. Polipéptido segln la realizacion 24, en donde al menos uno de dichos al menos
tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacién presente en una posicion de aminoacido
seleccionada de las posiciones de aminoécidos 3, 15, 19, 26 y 105, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 27. Polipéptido segln una cualquiera de las realizaciones 24-26, en donde dicho
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Realizacion 28. Polipéptido segln la realizacion 24, 25 o 27, en donde el DVUI N-terminal
comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las
posiciones de aminoé&cidos 3, 15, 19, 26, 55, 73, 75, 76, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 29. Polipéptido segun la realizacion 24, 25 o 27, en donde el DVUI C-terminal
comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las
posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26 y 105, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 30. Polipéptido segun la realizacion 24, 25 o 27, en donde al menos uno de los al
menos tres DVUI que no esta ni en el extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal comprende un sitio
aceptor de glicosilaciéon presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminoacidos 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 31. Polipéptido que comprende o que consiste (esencialmente) en al menos tres DVUI,
en donde al menos uno de dichos al menos tres DVUI comprende un sitio aceptor de glicosilacion presente
en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 1, 3, 15, 19, 26, 53, 55, 68,
73,75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 32. Polipéptido segun la realizacion 31, en donde el DVUI N-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion en una posicién de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos
3, 15, 19, 26, 55, 73, 75, 76, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.
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Realizacion 33. Polipéptido segun la realizacion 31, en donde el DVUI C-terminal comprende un
sitio aceptor de glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de
aminodcidos 1, 3, 15, 19, 26 y 105, segun la numeracion de Kabat.

Realizacion 34. Polipéptido segun la realizacion 31, en donde al menos uno de los al menos tres
DVUI que no esta ni en el extremo C-terminal ni en el extremo N-terminal comprende un sitio aceptor de
glicosilacion presente en una posicion de aminoacido seleccionada de las posiciones de aminoacidos 3,
15, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 76, 102, 105, 108 y 110, segun la numeracién de Kabat.

Realizacion 35. Polipéptido segun una cualquiera de las realizaciones 31-34, en donde el
polipéptido es un polipéptido trivalente que comprende o que consiste (esencialmente) en tres DVUI.

Realizacion 36. Polipéptido segiin una cualquiera de las realizaciones 1-35 que esté glicosilado en
el sitio aceptor de glicosilacién con uno o mas glicanos.

Realizacion 37. Polipéptido segun la realizaciéon 36, en donde el glicano se selecciona de una N-
acetilglucosamina (GIcNAc) terminal, una manosa (terminal), un acido sialico (terminal), una galactosa
(terminal) o una combinacién de los mismos.

Realizacion 38. El polipéptido segun la realizacién 1, en donde la glicoproteina de DVUI es un
polipéptido monovalente, en donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73-78, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO:
85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89-91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, y SEQ ID NO:
177-179.

Realizacion 39. El polipéptido segln la realizacién 1, en donde la glicoproteina de DVUI es un
polipéptido bivalente, en donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 99-102, SEQ ID
NO: 105-108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 116-118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123-
125, SEQ ID NO: 128-133, SEQ ID NO: 141-143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 146, SEQ ID NO: 148,
SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 182, SEQ ID NO: 183y SEQ ID NO: 187.

Realizacion 40. El polipéptido segun la realizacion 1, en donde la glicoproteina de DVUI es un
polipéptido trivalente, en donde la secuencia del polipéptido se selecciona de SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
22-24, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 44-52, SEQ ID NO: 55-57, SEQ ID
NO: 59-61, SEQ ID NO: 63-65, SEQ ID NO: 186, SEQ ID NO: 190 y SEQ ID NO: 191.

Realizacion 41. Secuencia de nucleétidos o acido nucleico que codifica un polipéptido seguin una
cualquiera de las realizaciones 1-40.

Realizacion 42. Secuencia de nucleétidos o acido nucleico segun la realizacién 41, que esta
optimizada para su expresion en una célula hospedadora u organismo hospedador que es capaz de
glicosilar el polipéptido codificado por la secuencia de nucle6tidos o &cido nucleico.

Realizacion 43. Secuencia de nucleétidos o acido nucleico segun la realizaciéon 41 o 42, que esta
en forma de una construccién o vector (de expresion) que puede expresarse en una célula hospedadora u
organismo hospedador que es capaz de glicosilar el polipéptido codificado por la secuencia de nucle6tidos
0 4cido nucleico.
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Realizacion 44. Método para producir un polipéptido segun una cualquiera de las realizaciones 1-
40, en donde el método comprende la etapa de:

- expresar la secuencia de nucleétidos o acido nucleico segun una cualquiera de las
realizaciones 41-43 en una célula hospedadora u organismo hospedador adecuado,

en donde la célula hospedadora u organismo hospedador es capaz de glicosilar el polipéptido
expresado.

Realizacion 45. Método para la conjugacion de un resto con el polipéptido seglin una cualquiera
de las realizaciones 1-40, que comprende la etapa de:

- oxidar uno 0 mas de los glicanos presentes en el polipéptido, opcionalmente utilizando
oxidacion con peryodato; y

- conjugar el glicano oxidado con el resto.

Realizacion 46. Método segun la realizacion 45, en donde el resto se selecciona de (bis-)manosa-
6-fosfato, una PROTAC y un resto de PEG.

Realizacion 47. Conjugado que comprende el polipéptido segun una cualquiera de las
realizaciones 1-40 y un resto conjugado, en donde el resto esta conjugado con el glicano.

Realizacion 48. Conjugado segun la realizacion 47, en donde el resto se selecciona de
(bis-)manosa-6-fosfato, una PROTAC y un resto de PEG.

Realizacion 49. Composicion que comprende un polipéptido segin una cualquiera de las
realizaciones 1-40, un polipéptido producido utilizando el método de la realizacion 45 o 46, o un conjugado
segun la realizacién 47 o 48.

Realizacion 50. El polipéptido segin una cualquiera de las realizaciones 1-40, la secuencia de
nucleétidos o el acido nucleico segun una cualquiera de las realizaciones 41-43, el conjugado segun la
realizacion 47 o 48, o la composicidén segun la realizacién 49 para su uso como medicamento.

Realizacion 51. Uso del polipéptido segin una cualquiera de las realizaciones 1-40, la secuencia
de nucledtidos o el acido nucleico segin una cualquiera de las realizaciones 41-43, el conjugado segun la

realizacion 47 o 48, o la composicion segun la realizacion 49 para su uso como medicamento.
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A continuacion, en la Tabla 2A y la Tabla 2B, se muestran listas de sitios aceptores de glicosilacién
preferidos presentes en los DVUI segun la presente tecnologia y el formato o formatos preferidos para
dicho DVUI con el sitio aceptor de glicosilacion.

Tabla 2A: Posiciones preferidas en el DVUI para sitios aceptores de glicosilacion

5 (numeracion de Kabat)
Posicién Valencia
1 Monovalente, multivalente
3 Multivalente
15 Multivalente
10 19 Monovalente, multivalente
26 Monovalente, multivalente
53 Monovalente, multivalente
55 Monovalente, multivalente
68 Monovalente, multivalente
15 73 Monovalente, multivalente
75 Monovalente, multivalente
76 Multivalente
102 Monovalente, multivalente
105 Monovalente, multivalente
20 108 Monovalente, multivalente
110 Monovalente, multivalente
Tabla 2B: Posiciones preferidas adicionales en el DVUI para sitios aceptores de glicosilacion
(numeracion de Kabat)
o5 Posicién Valencia
1 Monovalente; multivalente, preferiblemente
multivalente en DVUI C-terminal
3 Multivalente, preferiblemente bivalente, mas
preferiblemente trivalente
30 15 Multivalente, preferiblemente bivalente, mas
preferiblemente trivalente
19 Monovalente; multivalente
26 Monovalente; multivalente, preferiblemente
bivalente o trivalente
35 53 Monovalente; multivalente, preferiblemente
bivalente o trivalente en DVUI que no es DVUI C-
terminal
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55 Monovalente; multivalente, preferiblemente

trivalente, mas preferiblemente bivalente

68 Monovalente; multivalente, preferiblemente

bivalente o trivalente en DVUI que no es DVUI C-

terminal
73 Monovalente; multivalente
75 Monovalente; multivalente, preferiblemente en

DVUI que no es DVUI C-terminal

76 Multivalente, preferiblemente trivalente

102 Monovalente; multivalente, preferiblemente

trivalente en DVUI que no es DVUI C-terminal

105 Monovalente; multivalente, preferiblemente

bivalente o trivalente

108 Monovalente; multivalente, preferiblemente

trivalente, mas preferiblemente bivalente

110 Multivalente, preferiblemente bivalente o trivalente
en DVUI que no es DVUI C-terminal

La presente tecnologia y sus realizaciones se describiran con mas detalle en la seccion de
Ejemplos a continuacion.
Ejemplos

Ejemplo 1: Generacidn de construcciones de expresion de DVUI

Los fragmentos de ADN que codifican DVUI, obtenidos mediante PCR con combinaciones
especificas de cebadores FR1 directos y FR4 inversos que llevan cada uno un sitio de restriccién Unico, se
digirieron con las enzimas de restriccion apropiadas y se ligaron a los casetes de clonacion
correspondientes de vectores de expresion de VDUI. A continuacion, las mezclas de ligacion se utilizaron
para transformar células electrocompetentes o quimicamente competentes de Escherichia coli TG1
(Lucigen, n.° de cat. 60502 o fabricadas a medida, respectivamente) o TOP10 (ThermoFisher Scientific, n.°
de cat. C404052 o C4081201, respectivamente), que se cultivaron bajo la presién de seleccién con
antibiéticos adecuada (kanamicina o zeocina). Los clones resistentes se verificaron mediante
secuenciacion de Sanger del ADN plasmido (LGC Genomics).

Preparacién de construcciones para la expresion de DVUI monovalentes en E. coli

Los DVUI monovalentes se expresaron en células E. coli TG1 a partir de un vector de expresion
plasmidico que contenia el promotor lac, un gen de resistencia a la kanamicina, un origen de replicacion
de E. coli y un sitio de clonacién de DVUI precedido por la secuencia codificadora del péptido sefial OmpA,
que dirige los DVUIexpresados al compartimento periplasmico del hospedador bacteriano. En el marco de
la secuencia codificadora de DVUI, el vector codifica una etiqueta C-terminal 3xFLAG e His6.

Preparacién de construcciones para la expresién de DVUI en células CHO
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Los vectores de expresion de mamiferos usados para la expresién de las proteinas DVUI contenian
el promotor RSV-LTR, un gen de resistencia para Zeocina y el péptido sefial de una cadena ligera de ratén.
El ADN que codifica los bloques de construccion de DVUI y enlazadores GS se cloné en el vector de
expresion mediante clonacion Golden Gate (Engler C, Marillonnet S. Golden Gate cloning. Methods Mol
Biol. 2014; 1116:119-31). Los vectores de expresion contenian dos sitios de restriccion Bpil para la
clonacién del ADN de DVUI monovalentes amplificados por PCR junto con el ADN de enlazadores GS en
uno o varios vectores. Todos estos elementos estaban flanqueados por sitios Bpil. El uso de salientes de
nucleétidos Unicos para cada posicion del casete de clonacion permitié un ligamiento sin fisuras en un
orden predefinido. Después de la confirmacion de la secuencia de Sanger, el ADN plasmidico derivado de
E. coli TOP10 se transfecté en células CHOEBNALTSS.

Ejemplo 2: Expresion de DVUI en E. coli

Las células E. coli, que contenian el vector de expresion de DVUI, se cultivaron durante 2 horas a
37 °C seguido de 29 horas a 30 °C (250 rpm) en un matraz agitador con deflectores que contenia un medio
de autoinduccién "5052" (50x de solucién madre: 25 % de glicerol, 2.5 % de glucosa, 10 % de lactosa). Las
células se granularon mediante centrifugacién (20 minutos, 4500 rpm, 4 °C), el sobrenadante se deseché
y los granulos se congelaron durante la noche a -20 °C. Los granulos celulares congelados se disolvieron
después en DPBS (Gibco, n.° de cat. 14190-094) a 1/12.5 del volumen de cultivo original y se incubaron a
4 °C durante 1 hora con rotacién suave, para romper la membrana externa de las células. Las células se
granularon de nuevo (20 minutos, 8500 rpm, 4 °C) y el sobrenadante, que contenia los DVUI, se recogio y
filtré para proceder inmediatamente a la purificacion.

Los DVUI expresados en E. coli se consideraron controles ya que no se producira glicosilacién en
la expresién a través de E. coli.

Ejemplo 3: Expresion de DVUI en células de mamifero

Las células CHOEBNALT85-1E9 (tecnologia QMCF con licencia de Icosagen) se sembraron a una
densidad de 1.5E06 células/ml en 10 ml de medio CHO TF (Xell, n.° de cat. 8860001) con
suplementoGlutaMAX™ (Gibco, n.° de cat. 35050-038) y se transfectaron con un complejo de ADN/reactivo
de transfeccion 007. El complejo se formé mezclando 10 pug de ADN plasmidico en 300 pl de agua y 50 ug
de reactivo de transfeccién 007 (Icosagen, n.° de cat. RO07P001) en 200 ul de agua e incubando durante
5 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacién durante 1.5 horas a 37 °C, se afadieron 10
ml de medio CHO TF reciente con suplemento de GlutaMAX™, y se permitid6 que las células crecieran
durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron 10 ml de medio CHO TF fresco con suplemento
de GlutaMAX™ vy penicilina-estreptomicina (Gibco, n.° de cat. 15140-122), y las células se incubaron
durante otras 72 horas a 37 °C. Luego, se determind la densidad celular y al alcanzar 3.5E06 células/ml
con una viabilidad de > 90 %, se afiadieron 1.8 ml de Basic Feed (Xell, n.° de cat. 1092-0001) a las células
y la temperatura de incubacion se redujo hasta 30 °C. Se afiadi6 Basic Feed de nuevo después de 48 horas
y una vez mas después de otras 48 horas. Después de una incubacién final de 72 horas, las células se
granularon mediante centrifugacion (10 minutos a 1000 rpm), después de lo cual el sobrenadante se

transfirié a otro tubo. El sobrenadante se centrifugé de nuevo para eliminar los restos celulares restantes
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(30 minutos a 8500 rpm) y el medio que contenia los DVUI se recogio, se filtré y se almacené a -20 °C
hasta su purificacion. Todas las incubaciones se realizaron en una incubadora de agitador orbital
humidificada a 200 rpm en presencia de CO, al 8 %.

Ejemplo 4: Purificacion de DVUI utilizando cromatografia de afinidad con proteina A

Las construcciones de DVUI se purificaron en proteina A seguida de una etapa de desalinizacion
Y, en caso necesario, SEC preparativa en D-PBS. La concentracion se determiné mediante la medicion
0D280/0D340. El control de calidad se realiz6 mediante SDS-PAGE y espectrometria de masas.

La lista completa de DVUI generados puede encontrarse en la Tabla 3 mostrada en el presente
documento a continuacion en el Ejemplo 5.

Ejemplo 5: Andlisis de glicosilacion

Las glicoproteinas de DVUI obtenidas de las células de mamifero se analizaron mediante SDS
page para determinar su glicosilacion en los diferentes sitios aceptores de glicosilacion. Los oligosacaridos
ligados a N se eliminaron mediante PNGasa para confirmar que el cambio en el peso molecular (MW) en
SDS-PAGE se debe de hecho a la glicosilacion. Mas especificamente, si el cambio en MW no desaparece
tras el tratamiento con PNGasa, en comparacion con el control no glucosilado de tipo natural, significa que
algo distinto de un azucar afiadido provoco el aumento en MW.

Etapa F de la PNGasa

Los oligosacéridos ligados a N se eliminaron de las glicoproteinas de DVUI mediante PNGasa F
(N-glucosidasa F). EI método se realizé segun las instrucciones del fabricante (NEB, n.° de catalogo
P0704S): se afiadieron 5-10 pg de DVUI glicosilado, 1 pl de tampdn desnaturalizante de glicoproteina 10x
y H,O a un volumen total de 10 pl. La mezcla se calenté durante 10 minutos a 100 °C antes de enfriar en
hielo y una centrifugacion corta a 10 segundos. Posteriormente, se afiadieron 2 ul de Glicotampdn 10x, 2
pl de NP-40 al 10 % y 6 pl de H,O antes de la adicién de 1 pl de PNGasa F. La reaccion se mezclo
suavemente y se incubo durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, se analizaron 2 pg de la mezcla utilizando
andlisis SDS-PAGE, segln el protocolo descrito en el presente documento a continuacion.

Protocolo de andlisis de SDS-PAGE

La muestra de 2 ug se analizé en un gel BT NUPAGE SDS PAGE prefabricado al 4-12 % (Invitrogen,
n.° NP0321BOX o0 NP0323BOX), tanto en condiciones reductoras (R), calentadas como no reductoras (NR),
no calentadas. El tampon de carga fue NUPAGE, tampon de muestra 4x LDS (Invitrogen, n.° NR00OO8). El
calentamiento se produjo a 98 °C durante 3 min. Se cargaron 5 pl de marcador (patron de proteina pre-
tefiido Sharp, Novex, n.° LC5800) antes de que el gel se ejecutara en 1x tampon de funcionamiento MES,
a un voltaje de 180 V durante 40 min. Finalmente, el gel se tifié con Instant Blue y se destifié con agua del
grifo durante 8 h.

Andlisis de espectrometria de masas

Los analisis de LC-MS de masa intacta se realizaron en una UHPLC de la serie 1290 de Agilent
acoplada a un espectrometro de masas Agilent Q-TOF 6530 (ambos de Agilent Technologies), o en una
UHPLC Vanquish Flex acoplada a un espectrometro de masas Q-Exactive Plus (ambos de Thermo Fisher

Scientific). Después de la desalacion en linea utilizando una columna de microdesalaciéon MassPREP
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(Waters), la masa molecular del (de los) producto(s) principal(es) se determiné después de la

desconvolucion del estado de carga de los datos de MS sin procesar.

Resultados

Solo se consideré que los DVUI que tenian un grado de glicosilacion superior al 50 % estaban

suficientemente glicosilados. La lista completa de los DVUI sometidos a prueba se puede encontrar a

continuacién en la Tabla 3.

Tabla 3: Andlisis de glicosilacion de DVUI generados

Sitio(s) . .
ID del DVUI SEQ ID NO aceptor(es) de Valencu'allmu.tacm') Grado. ) de

glicosilacion n de ubicacion glicosilacion
ALBO00606 1 15N Mono N/A
ALB00607 2 19N Mono N/A
ALB00608 3 26N Mono N/A
ALBO00609 4 55N Mono N/A
ALB00610 5 105N Mono N/A
ALBO00611 6 108N Mono N/A
ALB00612 7 75T* Mono N/A
ALB00613 8 15N Mono 20 %
ALB00614 9 19N Mono 50 %
ALBO00615 10 26N Mono 60 %
ALB00616 11 55N Mono 100 %
ALB00617 12 105N Mono 40 %
ALB00618 13 108N Mono 20 %
ALB00619 14 75T* Mono 100 %
ALB00620 15 3N, 5T** Mono 5%
ALB00621 16 3N, 5T** Mono N/A
ALB00622 17 NINGUNO Mono N/A
ALB00623 18 NINGUNO Mono 0%
T043800001 19 NINGUNO Tri 0%
T043800002 20 3N, 5T** Tri / C-terminal 100 %
T043800003 21 5N Tri / C-terminal 10 %
T043800004 22 15N Tri / C-terminal 80 %
T043800005 23 19N Tri / C-terminal 95 %
T043800006 24 26N Tri / C-terminal 99 %
T043800007 25 53N Tri / C-terminal 10 %
T043800008 26 55N Tri / C-terminal 50 %
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T043800009 27 68N Tri / C-terminal 0%
T043800010 28 AT74N, T76** Tri / C-terminal 10 %
T043800011 29 102N Tri / C-terminal 5%
T043800012 30 105N Tri / C-terminal 70 %
T043800013 31 108N Tri / C-terminal 50 %
T043800014 32 110N Tri / C-terminal 0%
T043800015 33 75N Tri / C-terminal 10 %
T043800016 34 75T* Tri / C-terminal 50 %
T043800055 35 NINGUNO Tri 0%
T043800056 36 15N Tri / N-terminal 60 %
T043800057 37 19N Tri / N-terminal 100 %
T043800058 38 26N Tri / N-terminal 100 %
T043800059 39 53N Tri / N-terminal nd
T043800060 40 55N Tri / N-terminal 100 %
T043800061 41 68N Tri / N-terminal nd
T043800062 42 74N Tri / N-terminal 60 %
T043800063 43 102N Tri / N-terminal nd
T043800064 44 105N Tri / N-terminal 100 %
T043800065 45 75N Tri / N-terminal 100 %
T043800066 46 76N Tri / N-terminal 100 %
T043800067 47 15N Tri / medio 90 %
T043800068 48 19N Tri / medio 100 %
T043800069 49 26N Tri / medio 100 %
T043800070 50 53N Tri / medio 90 %
T043800071 51 55N Tri / medio 100 %
T043800072 52 68N Tri / medio 100 %
T043800073 53 74N Tri / medio 50 %
T043800074 54 102N Tri / medio 90 %
T043800075 55 105N Tri / medio 100 %
T043800076 56 75N Tri / medio 100 %
T043800089 57 3N, 5T** Tri / N-terminal 90 %
T043800090 58 5N Tri / N-terminal nd
T043800091 59 3N, 5T** Tri / medio 100 %
T043800092 60 108N Tri / N-terminal 100 %
T043800093 61 110N Tri / N-terminal 100 %
T043800094 62 5N Tri / medio 0%
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T043800095 63 108N Tri / medio 100 %
T043800096 64 110N Tri / medio 100 %
T043800097 65 76N Tri / medio 100 %
T043800098 66 NINGUNO Tri 0%
T043800118 67 3N, 5T** Mono 20 %
T043800119 68 110N Mono 50 %
T043800120 69 75N Mono 100 %
T043800121 70 75T* Mono 100 %
T043800122 71 5N Mono 0%
T043800123 72 15N Mono 10 %
T043800124 73 19N Mono 100 %
T043800125 74 26N Mono 90 %
T043800126 75 55N Mono 100 %
T043800127 76 68N Mono 90 %
T043800128 77 105N Mono 90 %
T043800129 78 108N Mono 90 %
T043800130 79 NINGUNO Mono 0%
T043800131 80 5N Mono 5%
T043800133 81 55N Mono 90 %
T043800134 82 68N Mono 40 %
T043800135 83 108N Mono 90 %
T043800136 84 110N Mono 30 %
T043800137 85 75T* Mono 95 %
T043800138 86 NINGUNO Mono 0%
T043800139 87 110N Mono 80 %
T043800143 88 15N Mono 20 %
T043800144 89 19N Mono 80 %
T043800145 90 26N Mono 90 %
T043800146 91 55N Mono 80 %
T043800147 92 68N Mono 30 %
T043800148 93 105N Mono 90 %
T043800149 94 108N Mono 90 %
T043800150 95 NINGUNO Mono 0%
T043800159 96 1N, 3S** Mono 100 %
T043800161 97 3N, 5T** Mono 10 %
T043800178 98 NINGUNO Bi/N-terminal 0%
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T043800179 99 3N, 5T** Bi/N-terminal 90 %
T043800180 100 110N Bi/N-terminal 99 %
T043800181 101 75N Bi/N-terminal 99 %
T043800182 102 75T* Bi/N-terminal 99 %
T043800183 103 5N Bi/N-terminal 0%
T043800184 104 15N Bi/N-terminal 40 %
T043800185 105 19N Bi/N-terminal 100 %
T043800186 106 26N Bi/N-terminal 99 %
T043800187 107 55N Bi/N-terminal 99 %
T043800188 108 108N Bi/N-terminal 100 %
T043800189 109 NINGUNO Bi/C-terminal 0%
T043800190 110 3N, 5T** Bi/C-terminal 99 %
T043800191 111 110N Bi/C-terminal 0%
T043800192 112 75N Bi/C-terminal 30 %
T043800193 113 75T* Bi/C-terminal 50 %
T043800194 114 5N Bi/C-terminal 0%
T043800195 115 15N Bi/C-terminal 30 %
T043800196 116 19N Bi/C-terminal 100 %
T043800197 117 26N Bi/C-terminal 99 %
T043800198 118 55N Bi/C-terminal 90 %
T043800199 119 68N Bi/C-terminal 10 %
T043800200 120 105N Bi/C-terminal 90 %
T043800201 121 108N Bi/C-terminal 90 %
T043800202 122 NINGUNO Bi/N-terminal 0%
T043800203 123 110N Bi/N-terminal 99 %
T043800204 124 75N Bi/N-terminal 100 %
T043800205 125 73N Bi/N-terminal 100 %
T043800206 126 5N Bi/N-terminal 0%
T043800207 127 15N Bi/N-terminal 50 %
T043800208 128 19N Bi/N-terminal 99 %
T043800209 129 26N Bi/N-terminal 100 %
T043800210 130 55N Bi/N-terminal 100 %
T043800211 131 68N Bi/N-terminal 100 %
T043800212 132 105N Bi/N-terminal 100 %
T043800213 133 108N Bi/N-terminal 100 %
T043800214 134 3N, 5T** Bi/N-terminal 60 %
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T043800215 135 NINGUNO Bi/C-terminal 0%
T043800216 136 110N Bi/C-terminal 0%
T043800217 137 75N Bi/C-terminal 40 %
T043800218 138 73N Bi/C-terminal 60 %
T043800219 139 5N Bi/C-terminal 0%
T043800220 140 15N Bi/C-terminal 50 %
T043800221 141 19N Bi/C-terminal 90 %
T043800222 142 26N Bi/C-terminal 100 %
T043800223 143 55N Bi/C-terminal 80 %
T043800224 144 68N Bi/C-terminal 30 %
T043800225 145 105N Bi/C-terminal 90 %
T043800226 146 108N Bi/C-terminal 80 %
T043800227 147 3N, 5T** Bi/C-terminal 50 %
T043800228 148 68N Bi/N-terminal 95 %
T043800229 149 105N Bi/N-terminal 100 %
T043800899 177 53N Mono 100 %
T043800901 178 53N Mono 95 %
T043800902 179 102N Mono 100 %
T043800969 180 IN Bi/N-terminal 10 %
T043800970 181 IN Bi/N-terminal 10 %
T043800971 182 IN Bi/C-terminal 95 %
T043800972 183 IN Bi/C-terminal 90 %
T043800973 184 1IN Tri/N-terminal 10 %
T043800974 185 1IN Tri/medio 0%
T043800975 186 1IN Tri/C-terminal 100 %
T043800976 187 53N Bi/N-terminal 95 %
T043800977 188 53N Bi/C-terminal 5%
T043800978 189 53N Tri/N-terminal nd
T043800979 190 73N Tri/N-terminal 90 %
T043800980 191 73N Tri/medio 100 %
T043800981 192 102N Bi/N-terminal 0%
T043800982 193 102N Bi/C-terminal 0%
T043800983 194 102N Tri/N-terminal nd
T043800984 195 102N Tri/medio nd
T043800985 196 102N Tri/C-terminal 0%

Notas:
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N/A significa "no aplicable"
nd significa "no determinado”
*= gl sitio aceptor de glicosilacién real esta en posicion 73, pero la mutacion estaba en posicion 75

**= se mutd el motivo NXS-/NXT completo; el sitio aceptor de glicosilacion real es el Asn.

Sorprendentemente, los inventores encontraron que algunos sitios aceptores de glicosilacion solo
se glicosilaron en algunos formatos de DVUI y/o en ciertas configuraciones especificas de los DVUI,
mientras que otros sitios aceptores de glicosilacion tenian diferentes requisitos para obtener altos grados
de glicosilacién.

Basandose en el andlisis de glicosilacién realizado, se concluy6 que las siguientes posiciones en
el DVUI para su uso como sitios aceptores de glicosilacion (numeracion de Kabat) tenian un buen grado
de glicosilacién cuando el DVUI estaba en un formato monovalente, asi como en un formato multivalente:
1, 19, 26, 53, 55, 68, 73, 75, 102, 105, 108 y 110. Sorprendentemente, sin embargo, el uso de un sitio
aceptor de glicosilacion presente en una de las posiciones 53, 68, 75, 102 y 110 en el DVUI C-terminal de
un formato multivalente dio como resultado un bajo grado de glicosilacion, mientras que, el uso de sitios
aceptores de glicosilacion en estas posiciones cuando no estaba presente en el DVUI C-terminal de un
formato multivalente, dio como resultado altos grados de glicosilacién. Para la posicién 102, esto estaba
especificamente en un formato trivalente, o superior.

De manera opuesta, para la posicion 1 se observ6 que en un formato multivalente, se observaron
altos grados de glicosilacion solo si el sitio aceptor de glicosilacion estaba presente en el DVUI C-terminal.

Para los sitios aceptores de glicosilacién en las posiciones 3 y 15 del DVUI, se observé que solo
se podian obtener altos grados de glicosilacién cuando el DVUI estaba en un formato multivalente. Para el
sitio aceptor de glicosilacién en la posicion 15 del DVUI especificamente, se observé que solo se podian
obtener altos grados de glicosilacion cuando el DVUI estaba en el formato trivalente, o superior. La posicion
76 solo se prob6 en un formato trivalente y produjo altos grados de glicosilacién en este formato.

Ejemplo 6: Ensayo de desplazamiento térmico

En este ensayo se determind si la glicosilacion de DVUI tenia un efecto sobre la temperatura de
fusion. Se utilizaron los siguientes DVUI: ALB00606 (SEQ ID NO: 1), ALB00607 (SEQ ID NO: 2), ALB0O0608
(SEQ ID NO: 3), ALB00609 (SEQ ID NO: 4), ALB00610 (SEQ ID NO: 5), ALB00611 (SEQ ID NO: 6),
ALB00612 (SEQ ID NO: 7), ALB00616 (SEQ ID NO: 11), ALB00621 (SEQ ID NO: 16), ALB00622 (SEQ ID
NO: 17).

De estos ALB00606, ALB00607, ALB00608, ALB00609, ALB00610, ALB00611, ALB00612,
ALB00621 y ALB00622 se produjeron en E. coli (en la que no se produce glicosilacién) y se sirvieron como
controles.

ALB00616 se produjo en células CHO, por lo tanto, se produciria glicosilacion, y sirvié como DVUI
glicosilado ilustrativo. Dado que la secuencia de ALB00616 es idéntica a la secuencia de ALB00609, la

Unica diferencia entre estos DVUI producidos de manera diferente es si estan glicosilados o no.
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El ensayo de desplazamiento térmico (TSA) se realiz6 en una placa de 96 pocillos en una maquina
de qPCR (LightCycler 480ll, Roche). Por fila, se analiz6 un DVUI en el siguiente intervalo de pH: 4, 5, 6, 7,
8y 9. En algunos casos, también se incluyeron seis tampones de formulacion diferentes, a saber, acetato
20 mM (pH 5), histidina 20 mM (pH 6) o fosfato 20 mM (pH 7), ya sea con o sin sacarosa al 8 %. Por pocillo,
se afiadieron 5 pl de muestra de DVUI (0.8 mg/ml en D-PBS) a 5 pL de Sypro Orange (40x en agua MilliQ;
Invitrogen, n .° de cat. n .° S6551) y 10 ul de tampon (fosfato 100 mM, borato 100 mM, citrato 100 mM y
NaCl 115 mM con un pH que varia de 4 a 9). Se aplic6 un gradiente de temperatura (de 37 a 99 °C a una
velocidad de 0.03 °C/s), lo que indujo el despliegue de los DVUI y, por tanto, la exposicidn de los parches
hidréfobos. La unién de Sypro Orange a estos parches hidréfobos provoc6 un aumento de la intensidad de
fluorescencia, que se midié (Ex’Em = 465/580 nm). El punto de inflexion de la primera derivada de la curva
de intensidad de fluorescencia a pH 7 sirvio como medida de la temperatura de fusion (Tm).

Resultados

Los resultados del ensayo térmico se muestran a continuacién en la Tabla 4.

Tabla 4: Temperaturas de fusion medidas de los DVUI cuando se produjeron en células de
E. coli o CHO

ID del DVUI SEQ ID NO Temperatura de fusion (°C)
ALB00606 1 71
ALB00607 2 72
ALB00608 3 71
ALB00609 4 74
ALB00610 5 74
ALB00611 6 72
ALB00612 7 74
ALB00616 11 74
ALB00621 16 72
ALB00622 17 74

Como se puede ver en la Tabla 4, la temperatura de fusion fue la misma para los DVUI no
glicosilados y los glicosilados. En particular, los DVUI con una secuencia idéntica ALB00609 (DVUI de
control producido en E. coli) y ALB00616 (DVUI ilustrativo producido en células CHO) no mostraron ninguna
diferencia en la temperatura de fusion tanto si estaba glicosilado como si no.

En consecuencia, se puede concluir que las temperaturas de fusion de los DVUI glicosilados no se
ven afectadas por la glicosilacion de dichos DVUI.

Ejemplo 7: Anédlisis de afinidad de la interacciéon DVUIl/albamina sérica humana utilizando
resonancia de plasmones superficiales

La afinidad de los DVUI por la albimina sérica humana (HSA) se determindé mediante resonancia
plasmoénica superficial (SPR). Se sometieron a prueba T043800002 (SEQ ID NO: 20), T043800003 (SEQ
ID NO: 21), T043800004 (SEQ ID NO: 22), T043800005 (SEQ ID NO: 23), T043800008 (SEQ ID NO: 26)
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y T043800012 (SEQ ID NO: 30). Se utilizé como referencia el DVUI de tipo natural T04380001 (SEQ ID
NO: 19).

HSA (Sigma-Aldrich, n.° de Cat. A8763000) se inmovilizé directamente en la célula de flujo 2 (Fc)
de un chip Biacore C1 en un instrumento Biacore 8K(+): La activacion del chip se realizé mediante una
inyeccion de 7 min de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, 200 mM, Sigma Aldrich n.° de Cat
39391)/NHS (N-hidroxisuccinimida, 50 mM, Sigma Aldrich n.° de Cat 130672), HSA se diluyé hasta 4 ug/ml
en tampon de acetato 10 mM, pH 4.5 y fluy6 sobre los canales 1 a 8 de FC1 para la inmovilizacién, antes
de una etapa de desactivacién con HCI (1M, Cytiva) durante 7 min. La velocidad de flujo durante la
activacion, inmovilizacién y desactivacion se fijé en 10 pl/min. Se establecié una determinacion de afinidad
con una serie de dilucion de 6 puntos que oscilaba entre 1000 y 1 nM de DVUI. Las diversas
concentraciones se probaron en un modo cinético de ciclo multiple con un caudal de 30 pl/min, tiempo de
asociacion de 120 s y tiempo de disociacion de 600 s en tampén HBS-EP+ 1x. Las condiciones de
regeneracion después de cada analisis de interaccién se realizaron haciendo fluir el tampon de glicina 10
mM pH 1.5 durante 60 s a un caudal de 30 ul/min sobre la superficie del chip. El analisis de los datos se
realizé usando el software de evaluacién Biacore Insight.

Resultados

Los resultados de las mediciones de afinidad de los DVUI sometidos a prueba se puede encontrar
a continuacion en la Tabla 5.

Tabla 5: determinacion de afinidad de DVUI por HSA (SPR)

ID del DVUI SEQ ID NO Valencia/ mutacion en | Kp (M)
que DVUI

T04380001 (tipo | 19 Tri/ C-terminal 8.40E-09
natural)

T043800002 20 Tri / C-terminal 1.50E-08
T043800004 22 Tri / C-terminal 1.10E-08
T043800005 23 Tri / C-terminal 1.30E-08
T043800008 26 Tri / C-terminal 1.30E-08
T043800012 30 Tri / C-terminal 1.50E-08

Como puede verse en la tabla 5, la afinidad de los DVUI glicosilados frente al DVUI de referencia
de tipo natural es comparable. Esto demuestra que los DVUI glicosilados mantienen su alta afinidad por su
diana.

Ejemplo 8: Andlisis de afinidad de la interaccion DVUI/EGFR utilizando resonancia de
plasmones superficiales

La afinidad de los DVUI por EGFR se determind mediante resonancia plasménica superficial (SPR).
Se sometieron a prueba los DVUI T043800179 (SEQ ID NO: 99), T043800180 (SEQ ID NO: 100),
T043800181 (SEQ ID NO: 101), T043800182 (SEQ ID NO: 102), T043800185 (SEQ ID NO: 105),
T043800187 ((SEQ ID NO: 107), T043800190 (SEQ ID NO: 110), T043800196 (SEQ ID NO: 116),
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T043800198 (SEQ ID NO: 118) y T043800200 (SEQ ID NO: 120). Los DVUI de tipo natural T043800178
(SEQ ID NO: 98) y T043800189 (SEQ ID NO: 109) se tomaron como referencias.

EGFR (Sino Biological, n.° de Cat. LC14JA1103) se inmovilizé directamente en la célula de flujo 2
(Fc) de un chip CM5 Biacore en un instrumento Biacore 8K(+): La activacion del chip se realiz6 mediante
una inyeccion de 7 min de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, 200 mM, Sigma Aldrich n.°
de Cat 39391)/NHS (N-hidroxisuccinimida, 50 mM, Sigma Aldrich n.° de Cat 130672), EGFR se diluy6 hasta
4 pg/ml en tampén de acetato 10 mM, pH 4.5y fluyé sobre los canales 1 a 8 de FC1 para la inmovilizacion,
antes de una etapa de desactivacion con HCI (1M, Cytiva) durante 7 min. La velocidad de flujo durante la
activacion, inmovilizacién y desactivacion se fijé en 10 pl/min. Se establecié una determinacion de afinidad
con una serie de dilucién de 6 puntos que oscilaba entre 2500 y 0.06 nM de DVUI. Las diversas
concentraciones se probaron en un modo cinético de ciclo multiple con un caudal de 30 pl/min, tiempo de
asociacion de 120 s y tiempo de disociacion de 600 s en tampén HBS-EP+ 1x. Las condiciones de
regeneracion después de cada analisis de interaccion se realizaron haciendo fluir 2 veces el tampén de
glicina 10 mM pH 2.5 durante 30 s a un caudal de 45 pl/min sobre la superficie del chip. El andlisis de los
datos se realiz6 usando el software de evaluacion Biacore Insight.

Resultados

Los resultados de los andlisis de afinidad pueden encontrarse a continuacion en la Tabla 6.

Tabla 6: determinacion de afinidad de DVUI por EGFR (SPR)

ID del DVUI SEQ ID NO Valencia/ mutacion en que DVUI Kp (M)
T043800178 (tipo | 98 Bi/N-terminal 2.30E-06
natural)

T043800179 99 Bi/N-terminal 3.40E-06
T043800180 100 Bi/N-terminal 2.20E-06
T043800181 101 Bi/N-terminal 3.20E-06
T043800182 102 Bi/N-terminal 6.00E-06
T043800185 105 Bi/N-terminal 2.50E-06
T043800187 107 Bi/N-terminal 3.60E-06
T043800189 (tipo | 109 Bi/C-terminal

natural) 7.50E-06
T043800190 110 Bi/C-terminal 6.40E-05
T043800196 116 Bi/C-terminal 9.30E-06
T043800198 118 Bi/C-terminal 9.00E-06
T043800200 120 Bi/C-terminal 3.20E-05

Como se puede observar en la Tabla 6, la afinidad de los DVUI glicosilados frente a los DVUI de
referencia de tipo natural disminuyé en un maximo de 4 veces, manteniendo todos los DVUI una alta

afinidad. Esto demuestra que los DVUI glicosilados mantienen su alta afinidad por su diana.
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Ejemplo 9: Andlisis de afinidad de la interaccion DVUI/albumina sérica humana utilizando
Meso Scale Discovery

La afinidad de los DVUI por HSA se determind adicionalmente por Meso Scale Discovery (MSD).
Se sometieron a prueba los DVUI T043800056 (SEQ ID NO: 36), T043800057 (SEQ ID NO: 37),
T043800060 (SEQ ID NO: 40), T043800064 (SEQ ID NO: 44), T043800065 (SEQ ID NO: 45), T043800066
(SEQ ID NO: 46), T043800067 (SEQ ID NO: 47), T043800068 (SEQ ID NO: 48), T043800070 (SEQ ID NO:
50), T043800071 (SEQ ID NO: 51), T043800072 (SEQ ID NO: 52), T043800074 (SEQ ID NO: 54),
T043800075 (SEQ ID NO: 55), T043800076 (SEQ ID NO: 56), T043800089 (SEQ ID NO: 57), T043800093
(SEQ ID NO: 61) y T043800096 (SEQ ID NO: 64). Los DVUI de tipo natural T043800055 (SEQ ID NO: 35)
y T043800098 (SEQ ID NO: 66) se tomaron como referencias.

La albumina sérica humana (HSA, Sigma-Aldrich, n.° de Cat. A8763000) se biotinil6 usando NHS-
LC-biotina (ThermoFisher, n.° de Cat. 21336) de acuerdo con las instrucciones del fabricante con un grado
promedio de etiquetado de 1. La HSA biotinilada se capturd a una concentracién de 1 pg/ml en una placa
SECTOR de estreptavidina de punto pequefio de MSD GOLD de 96 pocillos (MSD, n.° de Cat. LA5SA-1).
Posteriormente, se afladieron a la placa 25 pl de mezclas preequilibradas (2 horas a temperatura ambiente)
que contenian una concentracion fija de 100 pM del compuesto DVUI a probar con HSA que variaba de
1.13 pM a 10 pM, respectivamente (23 diluciones, factor de dilucion de 1/3). La placa se dej6 incubar
durante 10 minutos para capturar el compuesto DVUI libre antes de lavar con PBS 3x 150 pl + Tween-20
al 0.05 %. Durante la etapa de deteccion final, se afladieron 25 pl de un anticuerpo anti-DVUI marcado con
Sulfo a una concentracién de 2 pg/mly se dejo incubar durante 1 hora, seguido de un lavado final de 150
pl con 1x PBS + Tween-20 al 0.05 %. Tras afiadir 150 pl de tampon de lectura MSD (Meso Scale
Diagnostics, n.° de cat. R92TG-1), la placa se ley6 en un lector MSD QuickPlex SQ120. Los datos se
analizaron utilizando un ajuste logistico de cuatro pardmetros (4PL) en GraphPad Prism 8.

Resultados

Los resultados de los andlisis de afinidad pueden encontrarse a continuacién en la Tabla 7.
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Tabla 7: determinacion de afinidad de DVUI por HSA (MSD)

ID del DVUI SEQ ID NO Valencia/ mutacion en que DVUI Kp (M)
T043800055 (tipo natural) | 35 Tri / N-terminal 3.10E-09
T043800056 36 Tri / N-terminal 1.60E-09
T043800057 37 Tri / N-terminal 2.00E-09
T043800060 40 Tri / N-terminal 2.30E-09
T043800064 44 Tri / N-terminal 4.30E-10
T043800065 45 Tri / N-terminal 5.90E-10
T043800066 46 Tri / N-terminal 1.60E-09
T043800067 47 Tri / medio 5.7E-09
T043800068 48 Tri / medio 4.2E-09
T043800070 50 Tri / medio 4.7E-09
T043800071 51 Tri / medio 4.9E-09
T043800072 52 Tri / medio 4.2E-09
T043800074 54 Tri / medio 5.8E-09
T043800075 55 Tri / medio 5.4E-09
T043800076 56 Tri / medio 2.9E-09
T043800089 57 Tri / N-terminal 8.8E-10
T043800093 61 Tri / N-terminal 4.5E-10
T043800096 64 Tri / medio 5.10E-09
T043800098 (tipo natural) | 66 Tri / medio 2.1E-09

Como puede verse en la tabla 7, la afinidad de los DVUI glicosilados frente a los DVUI de referencia
de tipo natural es comparable. Esto demuestra que los DVUI glicosilados mantienen su alta afinidad por su
diana.

Ejemplo 10: Analisis de afinidad de la interaccion DVUI/TNFa utilizando Meso Scale
Discovery

La afinidad de los DVUI por TNFa se determiné adicionalmente por Meso Scale Discovery (MSD).
Se sometieron a prueba T043800002 (SEQ ID NO: 20), T043800003 (SEQ ID NO: 21), T043800004 (SEQ
ID NO: 22), T043800005 (SEQ ID NO: 23), T043800008 (SEQ ID NO: 26), T043800012 (SEQ ID NO: 30)
y T043800016 (SEQ ID NO: 34). Se utilizé6 como referencia el DVUI de tipo natural T04380001 (SEQ ID
NO: 19).

El TNFa humano (Bio-techne, n.° de Cat 210-TA) se biotinild6 usando NHS-LC-Biotina
(ThermoFisher, n.° de Cat 21336) de acuerdo con las instrucciones del fabricante con un grado promedio
de etiquetado de 1. ElI TNFa biotinilado se capturé a una concentracion de 0.5 pg/ml en una placa SECTOR
de estreptavidina de punto pequefio MSD GOLD de 96 pocillos (MSD, n.° de Cat. L45SA-1). Posteriormente,
se afadi6 a la placa 25 ul de mezclas preequilibradas (24 horas a temperatura ambiente) que contenian
una concentracion fija de 12.8 pM del compuesto DVUI a probar con TNFa que variaba de 78 fM a 10 uM,

respectivamente (23 diluciones, factor de dilucién de 1/10 de 1 a 0.01 uM; factor de diluciéon de 1/1.8 de 10
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nM a 78 fM). La placa se dejé incubar durante 10 minutos para capturar el compuesto DVUI libre antes de
lavar con PBS 3x 150 pl + Tween-20 al 0.05 %. Durante la etapa de deteccion final, se afiadieron 25 pl de
un anticuerpo anti-DVUI marcado con Sulfo a una concentracion de 2 ug/ml y se dejé incubar durante 1
hora, seguido de un lavado final de 150 pl con 1x PBS + Tween-20 al 0.05 %. Tras afiadir 150 pl de tampon
de lectura MSD, la placa se leyo en un lector MSD QuickPlex SQ120. Los datos se analizaron utilizando
un ajuste logistico de cuatro parametros (4PL) en GraphPad Prism 8.

Resultados

Los resultados de los analisis de afinidad pueden encontrarse a continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8: determinacion de afinidad de DVUI por TNF (MSD)

D del DVUI SEQ ID | Valencia/ mutacion en que | Kp (M)
NO DVUI

T04380001 (tipo | 19 Tri / C-terminal 1.6E-11
natural)

T043800002 20 Tri / C-terminal 1.3E-11
T043800004 22 Tri / C-terminal 3.4E-11
T043800005 23 Tri / C-terminal 1.2E-11
T043800008 26 Tri / C-terminal 1.5E-11
T043800012 30 Tri / C-terminal 1.6E-11
T043800016 34 Tri / C-terminal 3.4E-12

Como puede verse en la tabla 8, la afinidad de los DVUI glicosilados frente al DVUI de referencia
de tipo natural es comparable. Esto demuestra que los DVUI glicosilados mantienen su alta afinidad por su
diana.

Ejemplo 11: Perfil de glicanos de las glicoproteinas de DVUI

El patrén de los glicanos en las glicoproteinas de DVUI T043800002 (SEQ ID NO: 20), T043800004
(SEQ ID NO: 22), T043800005 (SEQ ID NO: 23), T043800006 (SEQ ID NO: 24), T043800008 (SEQ ID NO:
26), T043800012 (SEQ ID NO: 30) y T043800016 (SEQ ID NO: 34) se analizdé adicionalmente mediante
LC-MS.

Las muestras para el analisis de glicanos se prepararon segun el protocolo RapiFluor-MS (Waters).
Las muestras se diluyeron 9:31 usando acetonitrilo:dimetilformamida (Waters) 2.1:1 antes del analisis. Las
muestras se analizaron en un 6545XT LC-QTOF, junto con el patrén de prueba de rendimiento RapiFluor-
MS (Waters) utilizando un gradiente lineal del 25 % de formiato de amonio 50 mM, pH 4.4 (Waters) en agua
(Fisher) al 56 % de acetonitrilo (Thermo Scientific) a 0.4 ml/min durante 35 minutos con la columna (Glycan
BEH Amide, Waters) mantenida a 60 °C. Los datos se analizaron utilizando Expressionist de Genedata.

Resultados

En las figuras 1 y 2 se muestran ejemplos de patrones de glicanos de las glicoproteinas de DVUI
en LC-QTOF. Todas las glicoproteinas de DVUI mostraron un patrén similar de especies de glicanos;
normalmente contenian una alta proporcién de glicanos que contenian acido sialico tales como G1FS1,
G2FS1y G2FS2, ademas de glicanos neutros tales como GOF, G1F y G2F. La cantidad de las especies
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de glicanos vario ligeramente entre las glicoproteinas de DVUI. Las especies sialiladas con uno o dos
acidos sidlicos estuvieron mas abundantemente presentes.

Ejemplo 12: Conjugacion de bis-manosa 6-fosfato

Las glicoproteinas de DVUI T043800005 (SEQ ID NO: 23), T043800002 (SEQ ID NO: 20),
T043800124 (SEQ ID NO: 73), T043800125 (SEQ ID NO: 74), T043800126 (SEQ ID NO: 75), T043800127
(SEQ ID NO: 76), T043800128 (SEQ ID NO: 77) y T043800129 (SEQ ID NO: 78) se usaron en conjugacion
con bis-manosa 6-fosfato (bis-M6P).

La conjugacién de bis-manosa 6-fosfato (producido internamente) que contenia glicano con los
DVUI glicosilados se completé oxidando primero el DVUI con peryodato de sodio (Sigma) a
concentraciones de 2.5 mg/ml y 20 mM, respectivamente, en acetato de sodio (Sigma) 100 mM, pH 5.6, a
4 °C durante 30 minutos con agitacién suave. A continuacion, la reaccién se inactivo con glicerol al 3 %
(Sigma) a 4 °C durante 15 minutos. EI DVUI se purificd mediante filtro de corte de peso molecular (Millipore)
en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6 centrifugando durante un minimo de cinco intercambios.

Después de determinar la concentracion de proteina mediante Stunner (Unchained Labs), el DVUI
oxidado se conjugé con glicano bis-M6P en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6. Se dej6 que la reaccion se
desarrollara a temperatura ambiente durante al menos 16 horas, agitando suavemente. A continuacién, el
DVUI se purific6 mediante filtro de corte de peso molecular en PBS centrifugando durante un minimo de
cinco intercambios. A continuacion, la concentracion y polidispersidad de DVUI resultantes se determinaron
mediante Stunner. A continuacion, se completaron LC-QTOF de masa intacta y MALDI-TOF para analizar
los conjugados (protocolos descritos a continuacion).

Protocolo de analisis de masa intacta LC-QTOF

Las muestras para el analisis de masa intacta se diluyeron a 1 mg/ml antes de afiadir DTT 20 mM
(concentracion final, Sigma) y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos A continuacion, las muestras se
analizaron en un LC-QTOF 6545XT (Agilent) utilizando un gradiente lineal de agua al 75 % + acido férmico
al 0.1 % (Fisher) a acetonitrilo al 60 % + &cido formico al 0.1 % (Fisher) a 0.5 ml/min durante 7.5 minutos
con la columna (PLRP-S, Agilent) mantenida a 60 °C. Los datos se analizaron utilizando Expresionist
(Genedata).

Protocolo de andlisis MALDI-TOF

Las muestras para MALDI-TOF se llevaron primero a 1 mg/ml con diluyente de muestra, acido
férmico al 0.1 % (Sigma) en agua, antes de mezclarse 1:1 con solucién de matriz, acetonitrilo al 50 % y
acido férmico al 1 % en agua. Las muestras diluidas de matriz se depositaron 3 veces en una placa diana
MALDI (Bruker) y se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, las réplicas de la muestra se
analizaron en un instrumento MALDI-TOF (Bruker) con datos analizados mediante el software FlexAnalysis
(Bruker).

Resultados

El analisis MALDI-TOF de los conjugados con T043800005 puede verse en la Figura 3. Los
conjugados con uno y dos bis-M6P por DVUI son visibles. Se obtuvo un grado promedio de etiquetado
(DoL) de 0.9 bis-M6P por DVUI.
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El andlisis MALDI-TOF de los conjugados con T043800002 puede verse en la Figura 4. Los

conjugados con uno, dos y tres bis-M6P por DVUI son visibles. Se obtuvo un grado promedio de etiquetado
(DolL) de 2.1 bis-M6P por DVUI.

Ejemplo 13: Conjugaciéon con PROTAC

La glicoproteina de DVUI T043800005 (SEQ ID NO: 23) se conjugd adicionalmente con un
enlazador alcoxiamina-DBCO seguido de PROTAC. La conjugacion del degradador PROTAC BRD4-5-CO-
PEG3-N3 (PROTAC, MedChemExpress) con el DVUI glicosilado T04380005 se completé oxidando primero
el DVUI con peryodato de sodio a concentraciones de 2.5 mg/ml y 20 mM, respectivamente, en acetato de
sodio 100 mM, pH 5.6. Se dej6 que la oxidacién siguiera a 4 °C durante 30 minutos con agitacién suave
antes de inactivarse con glicerol al 3% a 4 °C durante 15 minutos. A continuacion, el DVUI se purificd
mediante filtro de corte de peso molecular en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6 centrifugando durante un
minimo de cinco intercambios.

Después de determinar la concentracién de proteina mediante Stunner, el DVUI se acoplé a
continuaciéon con Aminooxi-PEG2-bis-PEG3-DBCO (enlazador, Conju-Probe) a concentraciones finales de
2.5 mg/ml para ambos materiales en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6. Se dej6 que la reaccién se
desarrollara a temperatura ambiente durante al menos 16 horas, agitando suavemente. A continuacién, el
DVUI se purific6 mediante filtro de corte de peso molecular en PBS centrifugando durante un minimo de
cinco intercambios.

Después de la purificacidn, la concentracion de proteina se determind mediante Stunner, y después
el DVUI se conjugd con PROTAC a concentraciones finales de 2.5 y 1.8 mg/ml, respectivamente, en PBS.
Se dejo que la reaccion se desarrollara a temperatura ambiente durante al menos 16 horas, agitando
suavemente. A continuacion, el DVUI se purificé mediante un filtro de corte de peso molecular en PBS,
centrifugando durante un minimo de cinco intercambios. A continuacion, la concentracion y polidispersidad
de DVUI resultantes se determinaron mediante Stunner. A continuacion, se completaron SDS-PAGE, el
protocolo mostrado a continuacion y el protocolo MALDI-TOF descrito en el Ejemplo 12 para analizar las
conjugaciones.

Protocolo de SDS-PAGE

Las muestras para SDS-PAGE se diluyeron primero a 1 mg/ml en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS, Gibco). A continuacion, las muestras se incubaron a 70 °C durante 10 minutos. Después de
la incubacion, las muestras se mezclaron con tampén de muestra 4X NUPAGE LDS (Invitrogen) y agua
antes de cargarse en un gel NUPAGE bis-tris (Invitrogen) al 4-12 % junto con la escalera estandar
PageRuler (Thermo Scientific). El gel se ejecuté en una célula Xcell Surelock con fuente de alimentacion
Powerease (Invitrogen) con tampén de ejecucion MES (Invitrogen) utilizando configuraciones de gel
NuPAGE. Después de la finalizacion del programa, los geles se extrajeron del casete y se colocaron en
tincién InstantBlue (Abcam) durante 15 minutos. A continuacion, los geles se visualizaron en un software
ChemiDoc Imager e Image Lab (Bio-Rad).

Resultados

Segun SDS-PAGE, se observo conjugacién con PROTAC a un Dol (grado de etiquetado) de 0.42.
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Ejemplo 14: PEGilacion

La glicoproteina de DVUI T043800005 (SEQ ID NO: 23) se conjug6 adicionalmente con un PEG
funcionalizado con alcoxiamina. La conjugacion de aminooxi-PEG de 2 kDa (PEG, BroadPharm) con el
DVUI glicosilado T043800005 se completé oxidando primero el DVUI con peryodato de sodio a
concentraciones de 2.5 mg/ml y 20 mM, respectivamente, en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6, a 4 °C
durante 30 minutos con agitacion suave. A continuacion, la reaccién se inactivo con glicerol al 3% a 4 °C
durante 15 minutos. A continuacion, el DVUI se purific6 mediante filtro de corte de peso molecular en
acetato de sodio 100 mM, pH 5.6 centrifugando durante un minimo de cinco intercambios.

Después de determinar la concentracion de proteina mediante Stunner, el DVUI se PEGIl6 a
concentraciones de 2.5 mg/ml y 7.5 mg/ml, respectivamente, en acetato de sodio 100 mM, pH 5.6. Se dejo
gue la reaccion se desarrollara a temperatura ambiente durante al menos 16 horas, agitando suavemente.
A continuacion, el DVUI se purificé mediante un filtro de corte de peso molecular en PBS, centrifugando
durante un minimo de cinco veces. A continuacién, la concentracion y polidispersidad de DVUI resultantes
se determinaron mediante Stunner. A continuacién, se completaron SDS-PAGE, protocolo descrito en el
Ejemplo 13, y MALDI-TOF, protocolo descrito en el Ejemplo 12, para analizar las conjugaciones.

Resultados

Segun SDS-PAGE, se observo conjugacion con PEG en un Dol de 0.55.

Ejemplo 15: Internalizacién de TNF-a mediada por una glicovariante de DVUI

Materiales y métodos

Materiales

Se adquiri6 TNF biotinilado de sistemas de R&D, mientras que la estreptavidina marcada Alexa
Fluor™ 647 se adquiri6 de Thermo Fisher Scientific. Excepto para el glicano bisM6P que se produjo
internamente, todos los demas reactivos quimicos se adquirieron de Millipore Sigma a menos que se
especifique lo contrario.

Expresidn y purificacion de glicovariante de DVUI

Una glicovariante de DVUI trivalente, T043800005 (SEQ ID NO: 23), se modific6 mediante la

introduccién de un sitio de N-glicosilacion con R19N y el mutante se generd utilizando mutagénesis dirigida

al sitio. La construccion de DVUI se produjo a partir de células de ovario de hamster chino (CHO). Los
protocolos son como se describen en los Ejemplos 1y 4.

Conjugacion de DVUI especifica de sitio con glicano bisM6P

La conjugacion se realizé basandose en lo que se conoce en la técnica. Brevemente, el DVUI anti-
TNF se oxid6 con peryodato de sodio 20 mM en tamp6n de fosfato de sodio (pH 7.2) sobre hielo durante
30 minutos. La reaccién de oxidacion se protegio de la luz y se inactivo con glicerol (3 % v/v) durante 15
minutos. El DVUI oxidado se sometid a un intercambio de tampdn en acetato de sodio 100 mM (pH 5.6)
mediante 5 rondas de ultrafiltracion a través de filtros centrifugos Amicon® ultra. A continuacion, el DVUI
desalado se hizo reaccionar con glicano bisM6P a un exceso molar de 30 veces durante una noche a
temperatura ambiente. El glicano libre no conjugado se eliminé mediante ultrafiltracién utilizando el mismo

protocolo que para el DVUI oxidado.
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Caracterizacion de DVUI

El DVUI y los conjugados de DVUI se caracterizaron utilizando andlisis de proteina intacta por LC-
MS. El ensayo se realiz6 reduciendo parcialmente DVUI o conjugados DVUI a 0.1 mg/ml con ditiotreitol 20
mM a 37 °C durante 30 minutos. La reaccion se inactivé con acido trifluoroacético al 0.1 % antes de ejecutar
las muestras reducidas en un sistema UPLC/MS 1290/6545XT Q-ToF de Agilent.

La UPLC-MS se ejecuté utilizando una columna PLRP de Agilent (2.1 mm x 50 mm, 5 um) a 55 °C
con una fase mavil A (acido férmico al 0.1 % en agua) y B (acido formico al 0.1 % en acetonitrilo) con un
intervalo m/z de 100-9000 Da. Los datos adquiridos se procesaron utilizando el software Expressionist 16.5.
Los estados de carga mas intensos en cada espectro se utilizaron para la desconvolucién utilizando el
algoritmo MaxEnt (resolucion: 1.0 Da, intervalo de masa 20-200 kDa).

Los pesos moleculares de DVUI y conjugados DVUI bisM6P se midieron utilizando MS MALDI-TOF
para determinar el nimero de copias de glicano bisM6P por DVUI. El andlisis se realizé en un Bruker
Autoflex Ill. La masa de proteina intacta se determiné en una placa diana manchada con muestras de DVUI
0 conjugado mezcladas con matriz de acido sinapinico utilizando modo positivo lineal. Los datos para cada
muestra se adquirieron por triplicado. EI nGmero de glicanos bisM6P conjugados por DVUI se calculé
restando el peso molecular de DVUI de aquel del conjugado antes de dividir la diferencia por el peso
molecular del glicano.

Se realizé cromatografia de liquidos de ultra rendimiento de exclusion por tamafio (SEC-UPLC) en
un sistema Water ACQUITY UPLC H-class PLUS Bio. Los DVUI o DVUI conjugados con bisM6P
(aproximadamente 5 pg) se separaron en una columna de aumento Superdex 200 de 10/300 gl a
temperatura ambiente con un caudal de 0.3 ml/minuto en condiciones isocraticas usando PBS (pH 7.2)
como fase movil.

Caracterizacion de la internalizacion de la proteina de interés (POI) mediante citometria de flujo

Se cultivaron células Jurkat o células K562 (ATCC) en RPMI 1640 suplementado con suero bovino
fetal al 10 %, I-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 0.25 pg/ml de anfotericina B, 2-mercaptoetanol 55 pyM y HEPES
10 mM (todos de Gibco). Se cultivaron a 1 x 105 células/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo en U.

Se afiadieron secuencialmente TNF-a humano recombinante biotinilado y estreptavidina marcada
con Alexa Fluor™ 647 a una concentracion final de 50 y 100 nM, respectivamente. Posteriormente, el DVUI
T043800005 o DVUI conjugado con bisM6P se incluy6 a diversas concentraciones entre 0.78-50 nM.

Después de cultivar las células a 37 °C durante 1 o 4 horas, se lavaron dos veces con solucién
salina fria tamponada con fosfato (PBS) (pH 7.2), a continuacion se realizé una citometria de flujo para
evaluar la fluorescencia del complejo de TNF que contenia Alexa Fluor™,

Caracterizacion de la degradacién de POI mediante inmunotransferencia tipo Western

Se cultivaron células K562 o células Jurkat a 1 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos de
fondo en U. Secuencialmente, se afiadieron TNF-a humano recombinante (50 nM, Peprotech) y el DVUI
anti-TNF (T043800005) o DVUI conjugado con bisM6P a concentraciones finales de 25 nM.
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Después de cultivar las células a 37 °C durante 2 horas, se lavaron dos veces con medios y se
lisaron con tampon RIPA (Boston BioProducts). Algunas células permanecieron en cultivo durante 4 o 24
horas adicionales en presencia de DMSO o bafilomicina A1 100 nM (InvivoGen).

En cada momento, las células se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron con tampén RIPA.
La inmunotransferencia tipo Western para detectar TNF-a o B-actina se realizé con lisados preparados
utilizando anti-TNF (clon D5G9, Cell Signaling Technology) seguido del moédulo de deteccion anti-conejo
(ProteinSimple) o anti-B-actina (clon 8H10D10, Cell Signaling Technology) seguido del médulo de deteccién
anti-ratén (ProteinSimple) usando Jess (ProteinSimple).

Para medir TNF-a en el sobrenadante de medios después de la internalizacién, las células K562
(1 x 105 células/pocillo) se trataron con 50 nM de TNF-a y 25 nM de DVUI o DVUI conjugado con bisM6P
a 37 °C.

Durante el periodo de incubacion, se recogieron sobrenadantes de medios en diferentes puntos
temporales (24, 48 y 72 horas), y se realiz6 la inmunotransferencia tipo Western con el DVUI o conjugado
como se ha mencionado anteriormente.

Resultados

Los DVUI glicosilados contenian una copia de bisM6P por DVUI seglin se determiné mediante MS
MALDI-TOF.

El conjugado de DVUI que contenia aproximadamente 1 bisM6P unido a un dnico sitio de N-
glicosilacion introducido indujo eficazmente la internalizacion de TNF-a en células Jurkat o células K562
(Figura 5).

La construccién de DVUI conjugado con bisM6P mostré internalizacién dependiente de la dosis de
TNF-a después de la incubacién durante 1 y 4 horas, mientras que se observé internalizacién reducida a
una concentracion alta de DVUI de 50 nM, probablemente debido al efecto de gancho (Figura 6).

Esto se confirmd adicionalmente mediante el analisis por inmunotransferencia tipo Western del
lisado celular (Figura 7A) y el sobrenadante (Figura 7B). La cantidad de TNF-a internalizado ya era bastante
baja a las 4 horas y no se detect6 a las 22 horas después de la incubacion. La adicién de bafilomicina Al
retraso significativamente la degradacion de TNF-a a las 4 y 22 horas, lo que sugiere que la degradacion
de TNF-a a través de los DVUI conjugados con bisM6P se produce en lisosomas. También se determiné
la cantidad de TNF-a restante en medios de cultivo celular. Aunque hubo poco cambio en los niveles de
TNF-a en el sobrenadante de cultivo derivado de células K562 humanas tratadas con el DVUI anti-TNF de
control solo, la cantidad de TNF-a se redujo significativamente durante la incubacién de células con DVUI
conjugados con bisM6P de 24 a 72 horas.

Esto muestra que la internalizacion de TNF-a mediada por una glicovariante de DVUI con una copia
de bisM6P es eficaz, lo que sugiere que un Unico bisM6P en un DVUI es suficiente para inducir la
internalizacion y degradacion de una POI soluble en el lisosoma.

La siguiente tabla muestra las secuencias divulgadas en el presente documento:

ID del DVUI SEQ ID | Secuencia
NO
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ALB00606

EVQLVESGGGVVQPNGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00607

EVQLVESGGGVVQPGGSLNLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALBO00608

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASNFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00609

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGNDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00610

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSNGTLVTVSS

ALBO00611

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTNVTVSS

ALB00612

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSTNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00613

EVQLVESGGGVVQPNGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00614

EVOQLVESGGGVVQPGGSLNLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00615

10

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASNFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00616

11

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGNDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00617

12

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSNGTLVTVSS
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ALB00618

13

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTNVTVSS

ALB00619

14

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSTNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00620

15

EVNLTESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00621

16

EVNLTESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00622

17

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

ALB00623

18

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800001

19

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800002

20

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVNL
TESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800003

21

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
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CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
NESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800004

22

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPNGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800005

23

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLNLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800006

24

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASNFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800007

25

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
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YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGNGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800008

26

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGNDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800009

27

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFNISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800010

28

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNNKTTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800011

29

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
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VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSNSSQGTLVTVSS

T043800012

30

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSNGTLVTVSS

T043800013

31

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTNVTVSS

T043800014

32

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVNVSS

T043800015

33

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
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SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSNNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800016

34

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSTNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800055

35

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800056

36

EVQLVESGGGVVQPNGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800057

37

EVQLVESGGGVVQPGGSLNLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
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TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800058

38

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASNFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800059

39

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGNGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800060

40

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGNDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800061

41

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFNISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
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EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800062

42

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNNKTTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800063

43

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSNSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800064

44

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSNGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800065

45

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSNNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS
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T043800066

46

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSTNTLYLOQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800067

47

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPNG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800068

48

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLNLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800069

49

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASNFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800070

50

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG

SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGNGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
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VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800071

51

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGNDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800072

52

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFNISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLV
TVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800073

53

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNNKTTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800074

54

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSNSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800075

55

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
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SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSNGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800076

56

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSNNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLV
TVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800089

57

EVNLTESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800090

58

EVOQLNESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800091

59

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVNLTESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
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MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800092

60

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTNVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800093

61

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVNVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800094

62

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLNESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800095

63

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTNV
TVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800096

64

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
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CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLV
NVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDY
WMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTL
YLOMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800097

65

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSTNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800098

66

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800118

67

AVNLTESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY
YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800119

68

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVNVSS

T043800120

69

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNANNTVDLOMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800121

70

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNATNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800122

71

AVQLNESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS
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T043800123

72

AVQLVESGGGSVQANGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY
YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800124

73

AVQLVESGGGSVQAGGSLNLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800125

74

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASNRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY
YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800126

75

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGNSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800127

76

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFNISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800128

77

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGNGTLVTVSS

T043800129

78

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTNVTVSS

T043800130

79

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSS

T043800131

80

EVOQLNESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGL
EWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800133

81

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGNITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800134

82

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFNISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800135

83

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTNVTVSS
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T043800136

84

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVNVSS

T043800137

85

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNATNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800138

86

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800139

87

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVNVSS

T043800143

88

EVQLVESGGGVQPNGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREF
VARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLOQMNSLRPEDTALYCR
SPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800144

89

EVOQLVESGGGVVQPGGSLNLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800145

90

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASNFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800146

91

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDNTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800147

92

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFNISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800148

93

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGNGTLVTVSS

T043800149

94

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTNVTVSS

T043800150

95

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLOQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS
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T043800159

96

NVSLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800161

97

DVNLTESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS

T043800178

98

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800179

99

AVNLTESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY

YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES
GGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISG
SGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSL
SRSSQGTLVTVSS

T043800180

100

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER

EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVNVSSGGGGSGGGSEVQLY

ESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSI
SGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIG

GSLSRSSQGTLVTVSS

T043800181

101

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNANNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800182

102

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNATNTVDLOQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800183

103

AVQLNESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAI
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YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800184

104

AVQLVESGGGSVQANGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY

YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES
GGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISG
SGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSL
SRSSQGTLVTVSS

T043800185

105

AVQLVESGGGSVQAGGSLNLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800186

106

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASNRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY

YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES
GGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISG
SGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSL
SRSSQGTLVTVSS

T043800187

107

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGNSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS

T043800188

108

AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER

EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTNVTVSSGGGGSGGGSEVQLV
ESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSI
SGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIG

GSLSRSSQGTLVTVSS

T043800189

109

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
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SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800190

110

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY

YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVNLTESGGGSVQAGG

SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800191

111

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVNVSS

T043800192

112

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNANNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800193

113

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNATNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800194

114

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLNESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800195

115

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY

YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQANG

SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD

SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS
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T043800196

116

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLNLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800197

117

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASNRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800198

118

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGNSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800199

119

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFNISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800200

120

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY

YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG

SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD

SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGNGTLVTVSS

T043800201

121

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTNVTVSS

T043800202

122

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
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CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800203

123

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLOQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVNVSSGGGGSGGGSEVQLVESGG
GVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSG
SDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSR
SSQGTLVTVSS

T043800204

124

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSNNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800205

125

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSTNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800206

126

EVOQLNESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800207

127

EVQLVESGGGVVQPNGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800208

128

EVQLVESGGGVVQPGGSLNLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
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DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800209

129

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASNFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800210

130

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDNTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800211

131

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFNISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800212

132

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGNGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800213

133

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTNVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGG
GVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSG
SDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSR
SSQGTLVTVSS

T043800214

134

DVNLTESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS
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T043800215

135

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800216

136

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVNVSS

T043800217

137

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSNNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800218

138

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSTNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800219

139

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY

YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLNESGGGVVQPGG

SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800220

140

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPNG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800221

141

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
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YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLNLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800222

142

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASNFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800223

143

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDNTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800224

144

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFNISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDY
WGQGTLVTVSS

T043800225

145

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GNGTLVTVSS

T043800226

146

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTNVTVSS

T043800227

147

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSDVNLTESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
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KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800228 AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFNISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAI
148 YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS
T043800229 AVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKER
EFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOQMNSLKPEDTAI
149 YYCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGNGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVE
SGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGG
SLSRSSQGTLVTVSS
Enlazador GGGGS
150
5GS
Enlazador GGGGSGGGS
151
9GS
Enlazador 15 GGGGSGGGGSGGGGS
15GS
Enlazador 153 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
35GS
VTVSS(X)10 154 VTVSSXXXXXXXXXX
Secuencia C- VKVSS
) 155
terminal
Secuencia C- VQVSS
) 156
terminal
Secuencia C- VTVKS
] 157
terminal
Secuencia C- VTVQS
) 158
terminal
Secuencia C- VKVKS
) 159
terminal
Secuencia C- VKVQS
) 160
terminal
Secuencia C- VQVKS
161

terminal
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Secuencia C- VQVQS
162 QVQ
terminal
Extensién de VTVSSA
163
Ala
Extensién de VKVSSA
164
Ala
Extension de VQVSSA
165
Ala
Extensién de VTVKSA
166
Ala
Extensién de VTVQSA
167
Ala
Extension de VKVKSA
168
Ala
Extension de VKVQSA
169
Ala
Extension de VQVKSA
170
Ala
Extensién de VQVQSA
171 QVQ
Ala
VTVSS(X), 172 VTVSSX
VTVSS(X), 173 VTVSSXX
VTVSS(X)3 174 VTVSSXXX
VTVSS(X), 175 VTVSSXXXX
VTVSS(X)s 176 VTVSSXXXXX
EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
T043800899 177 WVSEINTNGSITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSS
NVSLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
T043800901 178 FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
T043800902 179 FVARISGNDSTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALY
YCRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
T043800969 180 FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY

CRSPRYADQWSAYDNWSQGTLVTVSS
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T043800970

181

NVSLVESGGGSVQAGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKERE
FVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIY

YCAAAAGSTWYGTLYEYDAWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES
GGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISG
SGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALYYCTIGGSL
SRSSQGTLVTVSS

T043800971

182

NVSLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGIDGTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYY
CRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGG
VVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGS
DTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRS
SQGTLVTVSS

T043800972

183

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY

YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSNVSLVESGGGSVQAGG

SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD

SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800973

184

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSNVSLVESGGGVVQPGG
SLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGREFVARISGIDGTTYYDEPV
KGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCRSPRYADQWSAYDYW
GQGTLVTVSS

T043800974

185

NVSLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800975

186

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSNVSLVESGGGVVQPGG

SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
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VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800976

187

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSNVSL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSRSSQGTLVTVSS

T043800977

188

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCTASGFTFSTADMGWFRQAPGKGRE
FVARISGNDSTTYYDEPVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTALY
YCRSPRYADQWSAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGG
GVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSG
SDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSR
SSQGTLVTVSS

T043800978

189

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWNGSSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDAWGQGTLVTVSS

T043800979

190

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGNGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800980

191

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSTNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
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TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800981

192

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSTNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSRSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800982

193

EVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSAVQLVESGGGSVQAGG
SLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYAD
SVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSTWYGTLYE
YDNWSQGTLVTVSS

T043800983

194

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPE
WVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALY
YCTIGGSLSNSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDS
VKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLEWVS
EINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCAR
SPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800984

195

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGG
SLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTIGGSLSNSSQGTLVT
VSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYW
MYWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYL
QMNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSS

T043800985

196

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWMYWVRQAPGKGLE
WVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRPEDTALYY
CARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
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SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYWM
YWVRQAPGKGLEWVSEINTNGLITKYPDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQ
MNSLRPEDTALYYCARSPSGFNRGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL
VESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVS
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTALYYCTI
GGSLSNSSQGTLVTVSS




