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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL

©

El Patente de Invencién

SOLICITUD DE:

[:l Patente de Modelo de Utilidad

X capitulo 1. [J capitulo 11,
@ Nombre: ROCHE GLYCART AG. IDENTIFICACION
Direccion: Wagistrasse 18, CH-8952
Schlieren, Suiza. C.C. D NIT D
C.E. D Otro |:|
SOLICITANTE Nacionalidad o Domicilio: Schlieren, Suiza.
(71) Lugar de Constitucién: Suiza
Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 ]
E-mail; jlicco@lloredacamacho.com Namero
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
ce. X NnT [
Direccién: Calle 72 No. 583 Piso 5°| C.E. I:] Otro D
REPRESENTANTE Bogota, Colombia
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cwd
Numero 39.690.713 TP 53.215
E-mail; jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: HOSSE, Ralf, MOESSNER, Ekkehard; SILACCI-MELKKQ, Michela y
UMANA, Pablo.
Direccién: Schmiedstrasse 8, CH-6330 Cham; Felsenburgweg 5, CH-8280
INVENTOR(ES) Kreuzlingen; Limmatstrasse 217, CH-8005 Zuerich y Felsenrainstrasse 28, CH-
(72) 8832 Wollerau.
Nacicnalidad o Domigcilio: Suiza.
PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2010/061810 Fecha: 13/08/10
Publicacién Internacional No. _ WO 2010/020783 A3 Fecha: 24/02/11

Titulo (54)

“INMUNOCONJUGADOS DIRIGIDOS"

Clasificacidn Internacional (51) _A61K 47/48

®O ®© ©

(33) Pals de Origen {32) Fecha (31) Nimero de Solicitud
Prioridad us 17/08/11 61/234 584
S| @ NO D EP 10/05/10 10162410,4
@ Comprobante de Pago No. 11-123302 Fecha: _19-12-2011
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ANEXOS \

Comprobante de pago de 1a tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacién Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante ¢ a su causante.

Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripeion, reivindicaciones)

Copia del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del Reporte Prefiminar Internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjera por el .
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros!Reporte de busqueda internacional, publicacién, opinién escrita de la autoridad de busqueda
internacional, dibujos v listado de secuencias.

O XD D000 I XOOOXRXX @

FIGURA CARACTERISTICA:
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@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE; ALICIA LLOREDA

FIRMA: Vif (AA O, Al

C.C.39.690.713 Usaquén T.P.53.215 /‘
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ANEXO

El documento  que  acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA vy/o GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego -a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

PR
ALICIA LLOREDA RICAURTE

T.P. No. 53.215



~ TRADUCCION OFICIAL No. 2011-05-23-341
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espafiol.

Legalizacion
El suscrito, Notaria Publico del Cantén de 1a ciudad de Basilea (Suiza), Dr.
Christoph Nertz, por el presente legaliza la firma de

Roche Glycart AG, una sociedad andnima con domicilio en Schiieren (Suiza),
prestada por

El sefior Antonio Natoli, ciudadano y residente en Basilea (Suiza), y
La Sefiora Susanne Amann, ciudadana alemana, residente en Heitersheim

(Alemania), ambos debidamente facultados para firmar documentos donde ia
propiedad de |a sociedad es alienada.

Personalmente conozco a los sighatarios vy las firmas.

Basilea (Suiza), este dia 13 (trece) de abril de 2011 (dos mil once).

B T L S R !
Esta copla coinciga con ol arigingl 2
. . . @ nuea tuve & la vista %
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APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza

Este documento oficial

ha sido firmado por (Hegible)
actuando como Notario Publicg

y certificado por el sello del anterior nombrado
Certificado

en Basilea 6. el 14 de abril de 2011

por la Canciller(a de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
No. 2473 /5209

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Sello de la Cancilleria de Estado Hanna Lauener

de la Ciudad de Basilea

+ e« RYCTORA OFICIAL
e 237]89 MINJUSTICIA
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Fotocopia fiel

CERTIFICACION

expedida por el Registro Comercial det Cantén de Zurich

Por el presente certifico que Ia sociedad anterior esta registrada en el Registro

Comercial del Cantén de Zurich: una sociedad en comandita por acciones de
nombre

Rache Glycart AG--ecoeeemeeee
(Roche Glycart Ltd)----nmeemeeeeeee

domiciliada en Schlieren-------.

Direccion: Wagistrasse 18, 8952 Schlieren

Esta sociedad ha sido registrada en el Registro Comercial del Cantdn de Zurich

el 18 de septiembre de 2000. Ha sido registrada en ef registro mencionado bajo
las siguientes versiones:

Del 18 de septiembre de 2000 — 21 de marzo de 2001
GlycArt Biotechnology GmbH

________________________

(GlycArt Blotechnorogy Ltd liab. Co)

Con registro en el, dlano no. 7748 el 21 de marzo de 2001, e! siguiente registro
fue publicado en Ia Gaceta Comerciat Oficial de Suiza (SHAB), no. 60 el 27 de‘
marzo de 2001:

Comentarios: En la asamblea de accionistas el 16.03.2001, se resolvié que el
capital accionario se pagara completamente, que se podia aumentar en CHF
20,000.00 a CHF 100,000.00, Yy que GlycArt Biotechnology GmbH se
transformara en una sociedad incluida en una lista publica. La Sociedad

continuara comercializando sus activos y pasivos segln la hoja del balance del
31.12.2000, sin haber sido liquidada.
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GlycArt Biotechnology AG-
(GlycArt Biotechnology Ltd)-:

.Del 20 de noviembre de 2003 - 23 de diciembre de 2009
~ GlycArt Biotechnology AG
{GlycArt Biotechnology Ltd)

Ha sido registrada el 23 de diciembre de 2009 bajo el siguiente nombre:
Roche Glycart AG
- {(Roche Glycart Ltd)

Ademas certifico que |a socledad mencionada esta organizada de conformidad
con las leyes de Suiza.

El Registro Comercial del Canton de Zurich no puede ofrecer ninguna garantia

en cuanto a la fidelidad de fa traduccion de! texto original en aleman de este
registro en el Registro Comercial.

Zuriqh, Suiza, 28 de junio de 2010
Namero de la sociedad: CH-020.4.333-11
Firmado: HI .

rﬂ:ﬂ"ﬂ:m_q::vw L E.mn e
Derechos: CHF 180.-- k eﬂ“"‘é‘;?.‘?;"v;‘i'.m&‘ i
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Basilea (Suiza), este dia 13 (trece) de julio de 2010 (dos mil diez).

Oblea Notarial

{firma: ilegible)
BV 165/2010

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por (ilegible)

actuando como Notario Publico

4, y certificado por el sello del anterior nombrado
Certificado
5. en Basilea 6. el 4 de mayo de 2011
7. por la Cancilleria de Estado de! Canton de la Ciudad de Basilea
8. No. 2855 / 6082
9.

Sello/Estampilla 10.  Firma: (ilegible)

Sello de la Cancilleria de Estado
de la Ciudad de Basilea

Hanna Lauener

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 24 de mayo de
2011, en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

{ILLCCO: 288659.00C v.1) 3
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Los abajo firmadas,

Rache Glycart AG

con domicilio en

Wagistrasse 18
CH-8952 Schileren {Sulza)

nembrames par el presente a ALIGIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogata,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso f0., nueslros representanies legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
nolificaciones y nombrar apoderados judiciales o
exirajudiciales, con e fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o, del arfleuls 543 del decreio 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVD
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facullados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de palicia, en todos los
tramites relatives a la propiedad industrial, a cuyo
efectc les facultamos para dar anle dichas
awloridades icdos los pasos necesarlos al ohjeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos -y presendar  deslstimientos; formular
dascripcianes, enmiendas, fimitar el alcance de las
solicitudes, presenlar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar lotal o
parcialmente a los ragistros, abonar lodos los
impueslos y cuotas y efectuar lodo olro pago
determinado par Ia ley; recibir todas los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; |lenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuesiros intereses; vy en caso de producitse
oposicidn, pasantio 1os antecedentes a los tribunzles,
quedan facultados para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante 10s jueces que
sgan con"lpelemes, pudiendo {fransar, someter a
arbitros, desislir, perciblr y apelar, con todas las
demds facultades que resullen necesarias, y por €l
presente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanio dichos rapresentantes yio los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuesiro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO ylo IGNAGIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina .de *Propiedad Industrial (a
protocolizacian de este decumento y de cualquier

poder que cualqulera de ellos olorgue a8 pombre
nuestro. i

Dado y firmado

The undersigned,

Roche Glycart AG

domiciled at

Wagistrasse 18
CH-8852 Schlieren (Switzerland)

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA
andfor ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixih
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive nalifications and to appaini
judicial or extrajudicial agenls, so as lo comply wilh
paragraph 1a. of article 543 of decree 410 of 1871.

Daclors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYQ andior IGNACIO SANTAMARIA andlor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appeinted, are especially empowered (o
represent us before the adminislrative, judicial or
police autherities of Colombia, in all proceedings
pertalning to Industrial property, for which purpose we
authorize them 1o take before the said authoritles all
lhe necessary steps for he said end; to file petitions,
declaralions, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to Fmit
the scope of applications, file oppositions; file
cancelfations tolal or partially waiva registrations, 1o
pay all instaliments and eiffect all olher payments
prescribed by law; to receive proper receipts, lo
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protecion of our interests; and in case of
opposlion, where the praceedings be passed over to
lhe coutts, we authorlze sald agents to act on our
behalf, as complaipants’as well as defendanis, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submlt 1o arbitralors, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good af that said
representatives and/or \he agents by any one of them
appointed may do far our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYQ andiar IGNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, 1o apply
for protocalization of this document and aof any power
of altomney by any one of them conferred in our name,
before the Office of industrial Praperty.

Given and signed this 12 day of April 2011.

Roche Glycart AG

Wanwvhe.

. A.\(‘(\..K\n\ A

Antonlo Natoli Susanne Amann
authorized signatarles




Legalization
The undersigned Notary Public of the Canton of Basel-Stadt (Switzerland), Dr. Christoph
Nertz, herewith legalizes the overleaf signature

of Roche Glycart AG, a stock company with legal domicile in Schiieren (Switzerland),
rendered by

Mister Antonio Natoli, citizen of and residing in Basel (Switzerland), and
Miss Susanne Amann, German citizen, residing in Heitersheim (Germany),
both duly entitied also to sign documents wherein property of the company is alienated.

Signers and signatures personally known.

B a s e | (Switzerland), this 13" (thirteenth) day of April 2011 (two thousand and eleven).

DR.
CHRISTOPH
NERTZ

N Q{{\ ML( -

APOSTILLE
(Hague Coaventinn of Oclober 5th, 1961)
BV 306/2011 . Country: Switzerland (Schweiz/ Suisse)
This official document .
- Is signed by ..., ¥ B &4 S
‘:‘M* e,r./a ....................
\'?ﬁa;;;.cp - in his/her function as A@Yél?y)/p’fA‘/Oé‘C.
% et . and gertified by the scal of they ..., .
‘ v ﬁ’ @ a&ed/m@z/néb .....................
“; % \ et Certified
-1:-. ?:\.\% - in Basel (Rilc) 6. on “,"Apnlzu"
;!) . - by the State Chance y of the Canton of |
s n of Basel-Stadt .....,..
- Seal fstamp; 10, Signature:
5 Hanna Lauener "




For true photocopy

HANDELSREGISTERAMT DES KANTONS ZURICH

CERTIFICATION
issued by the Commercial Registry of Canton Zurich

Itis hereby certified that the following company is entered in the Commercial Regis-
ter of Cantan Zurich: a joint stock company by the name of

Roche Glycart AG
(Reche Glycart Ltd)

domiciled in Schlieren
Address: Wagistrasse 18, 8352 Schlieren

This company has been entered in the Commercial Register of Canton Zurich since

18" September 2000. It has been entered in the aforementioned register under the
following versions:

From 18" September 2000 - 21% March 2001
GlycArt Biotechnology GmbH
(GlycArt Biotechnology Ltd liab. Co)

With journal entry no. 7749 of 21 March 2001, the following entry was published in
the Official Commercial Gazette of Switzerland {SHAB), no. 60 of 27 March 2001:

Remarks: At the shareholders' meeting on 16.03.2001, it was resolved that the
share capital be fully paid up, that it be increased by CHF 20,000.00 to
CHF 100,000.00, and that GlycArt Biotechnology GmbH be transformed into a pub-
licly listed corporation. The Company will continue trading with all of its assets and
liabilities as per the balance sheet of 31 .12.2000, without being liquidated.

From 21% March 2001 - 20" November 2003
GlycArt Biotechnology AG

(GlycArt Bigtechnology Ltd.)

® From 20" November 2003 - 23 December 2009
: GlycArt Biotechnology AG
GlycArt Biotechnology Ltd}

It has been entered since 23" December 2009 under the following name:
Roche Glycart AG

(Roche Glycart Ltd)

It is further certified that the aforemention

ed company is organized according to the
laws of Switzerland.
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-2.

The Commercial Registry Office of the Canton of Zurich can offer no guarantee as

to the accuracy of the translation from the original German text of this entry in the
Commercial Register.

Zurich, Switzerland, 28" June 2010 //€
Company number. CH-020.4.022.333-1 o
Signed: Hi &
Fee: CHF 180.-- (
. \
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" ‘iFor true photocopy:
Vi

\ ‘ .
B\'h s e | (Switzerland), this 13" (thirteenth) day of July 2010 (two thousand and ten).
Ny
\
\\\‘
\
i
BV 165/2010 \J‘
. S APOSTILLE
%‘ {(Hague Convention of October 5th, 1961)
1\ 1. Couniry: Switzerland (Schwciz!Suisse)
\:\ This official docwment
| \ 2. is signed byﬁf .................................
S|y
P A/kﬁ%: éé e
! . 3. in his/her funcnon as ;//p‘l/l.

4. and certified by the scal of the ..

Cerlified

. in Basel {Bale) 6. o .“‘i Mal Zﬂﬂ

5
7. by the State Chancery flhefrﬁn of Basel-Stadt ........
8. ao. %S_(/éa




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC1O

Industvia y Comercio

DIVISION

DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION

SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) No. de solicitud: (81) int CI: AB1K 47/48
{22} Fecha de solicitud: 29-12-11 {71) Solicitante(s): ROCHE GLYCART AG.
(30) Prioridad {31} No. Prioridad (32) Fecha {33) Pais
61/234,584 17108109 us
10162410.4 10/0510 EP |{72)Inventor{es): HOSSE, Ralf, MOESSNER, Ekkehard;
SILACCL.MELKKO, Michela y UMANA,
Pablo.
{74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacicnal; 17-03-12 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos a 1a presentacion de la solicitud PCT

Fecha de presentacion de la solicitud:
No. de solicitud; PCT/EP2010/061810

13/08/10

Fecha:
No. publicacion;

24-02-11
WO 2011/020783 A3

{54) Titulo:  "INMUNOCONJUGADOS DIRIGIDOS"

Resumen - Reivindicacién{es):

Resumen.- La presente invencion se refiere a inmunoconjugados. En realizaciones particulares, la presente invencion se refiere a
inmunocenjugades que comprenden por lo menas un grupo efecior de una cadena y dos o mas grupos de unién a antigeno. Ademas,
la presente invencién se refiere a moléculas de tidos nucleicos codificantes de dichos inmunoconjugados, vectores y células huésped
que comprenden dichas moléculas de A&cidos nucleicos. La invencion se refiere ademds a métodes para producir los

inmunoconjugados de |a invencion, y a métodos de uiifizacion de dichos inmunoconjugados en el tratamiento de enfermedades.

Sector; Indusiria Farmacéutica biotecnologica, en parlicular preparaciones medicinales que comprenden un ingrediente activo unigo

quimicamente a un componente no activo, donde dicho ingrediente activo es una inmunaglobulina hibrida confra una enzima humana.



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA PATENTEDE INVENCION __ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENQ INDUSTRIAL
{21) No. de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 29-12-11
(51) Clasificacion Intemacional: AG1K 47/48
(71) Solicitante{s). ROCHE GLYCART AG.
{72} Inventor(es); HOSSE, Ralf, MOESSNER, Ekkehard, SILACCI-MELKKOQ, Michela y UMANA,
Pablo.
{74} Apaderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
(30) Prioridad (31) No, Prioridad (32) Fecha  (33) Pais FIGURA CARACTERISTICA
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER sea Form PCTASA/220
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26306 WO ACTION
International application No. International fling date (day/menthiyesar) (Earliost) Priority Date {day/month/year)
PCT/EP2010/061810 13/08/2010 17/08/2009
Applicant

ROCHE GLYCART AG

This international search report has baen prepared by thiz Intemational Searching Authority and ia transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitied to the Internaticnal Bureau.

This international search report consists of a total of 1 sheets.
It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1, Basis of the report
a. With regard 1o the language, the international search wasa carried out on the basis of:
EI the intemational application in the language in which it was filed

D a transiation of the intemational application into , which ia the language
of & translation furnished for the purposes of intemnational search {Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This intemational search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis({g)).

c. With regard to any nucleotide and/ar amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. |,
2. |:| Certaln claims wers found unsearchable {See Box Ne. I}

3, [X]  Unity of invention Is lacking (see Box No 1)

4, With regard to the title,

E the text is approved as submitted by the applicant
D the text has been established by this Authority to read as follows:

5. Wiith regard lo the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

the text has been established, acsording to Rule 38.2(k}, by this Authority as it appears in Box No. IV, The applicarnt
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawlngs to be published with the abstract is Figure Na.
D as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
D a9 selected by this Authon‘ty; hecause this figure better characterizes the invention
b. IZ] none of the figures s to ba published with the abstract

Form PCTASA/210 {first shaat) (July 2009)
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Box No. | Nucleotide and/or amino acld sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)
1. With regard to any nuclectide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational application and necessary to the ¢laimed

invention, the international search was carried out on the basis of:

a.  (means)

D on paper
E in electranic form

in the intemational application as filed
D together with the intemational application In electronic form
D subsequentty ta this Authority for the purpose of search

2, D In addition, in the case that more than one version or copy of a saquenca listing and/or table relating thereto has been filed
or furnishad, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application &s filed or does not go beyond the epplication as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments;

Form PCTASAZ210 {continuation of first sheet (1)} (July 2008}
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BoxMo.ll  Observations where certain claims were found unsearchable {Cantinuation of item 2 of first sheet)

This iltemational search report has not been established in respect of certain ¢laims under Article 17(2)(a)} for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate lo subject matter not required lo be searched by this Autharity, namely:

2. D Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
bacause they are depandent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule €.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention lg lacking {Contiruation of Item 3 of first sheet)

This international Searching Autherity found multiple inventions in this intemational application, as follows:

see additional sheet

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. D As all searchable olaime could be searched without effort justitying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional lees.

w

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which faes were paid, spacifically claims Nos.:

4 D No required additional search fees ware timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additionel search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

m Mo protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PGTASA/Z10 {continuation of first sheet {2)) {April 2005)
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B. FIELDS SEARCHED

Minimum dosumentation searched {clasalfication system followed by clagsification symbols)

CO7K AB1K

Documentation searched cther than minimum documantation to the extent that such dosuments are included in the fislds soarched

Efectronio data base consutted during the intemational searsh (name of data base and, whers practical, searsh terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE, WPI Data, INSPEC

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

X WO 20067119897 A2 {(PHILOGEN S P A [IT];
NERI DARIO [CH]}; GAFNER VERENA [CH]; HALIN
CORNEL) 16 November 2006 (2006-11-16)
page 22, line 14 - page 25, line 30

X WO 98/39363 A2 (US HEALTH [US]; UNIV
ALABAMA RES FOUND [US]; WISCONSIN ALUMNI
RES FOUN) 11 September 1998 (1998-69-11)
page 10 - page 11; figures 11-14

page 25 - page 27

A WO 2009/017823 A2 (US GOV HEALTH & HUMAN
SERV [US]; NEVILLE DAVID [US]; W00
JUNG-HEE [US])

5 February 2009 (2009-02-05)

page 61

1-10,
27-202
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1-202

D Further documents are listed Inthe continuation of Box C. Sea patent femily annex.

* Spevio) sategories of oited doouments ;

invention
"E" earfier dooument bui published on or alter the Intemational

"L decument which may threw doubts en priority elnim(s) or
which is cited to eatablish the publication date of another

T" later document published affer the intemational filing date

e . L or priority date and not in oonfliot with the application but
A" dooument dfg"g‘s ;'h:‘?snerul :;fet::;;‘e art whioh is not oited to understand the prinaiple or theory undetlying the

fiing d "X* dooument of partioular relevanope; the olaimed invention
ing date cannot be considered novel or cannot be considefed to
invoive an inventive step when the document is taken alone

citatlan or other spaolal reraon {as ified) Y™ document of pasticular relevance; the claimed invention

cannot ba considered to involve an inventive step when the

"0O" dooument referring to an omal disclesure, use, exhbition or dooument is combined with one or more other such doou-

ather means ments, srsh combination being obvious to a perscn skilled
"P* dooument published pror to the intemational filing date but inthe art.

|ater than the priority date olairred *&" document member of the same patent family
Date of the astual oomplation of tha inte mational search Date of malling of the intemational search report

23 February 2011 04/03/2011

Name and mailing address of the ISA/ Authorized offiver

Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rljswlk
Tel. (+31-70) 340-2040,

Fox: (+31-70) 340-3016 Vadot, Pierre

Form PCT/ISAS210 {second shaet) (April 2005)

q



International Application No. PCT/ EP2010/061810

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCT/ISA/ 210

This Ipternationa] Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-10(comptetely); 27-202(partially)

An immunoconjugate comprising:

(a) at least a first single-chain effector moiety; and

(b) a first and a second antigen binding moiety
independently selected from the group consisting of an Fv
and an Fab,

wherein said first effector moiety shares an amino- or
carboxy-terminal peptide bond with said first antigen
binding moiety; and

wherein said second antigen binding moiety shares an amino-
or carboxy-terminal peptide bond with either i) said first
effector moiety or ii) said first antigen binding moiety, or
An immunoconjugate comprising a first single-chain effector
moiety joined at its amino-terminal amino acid to one or
more scFv molecules; and wherein said first single-chain
effector moiety is joined at its carboxy-terminal amino acid
to one or more scFv molecules;

An isolated polynucleotide encoding a fragment of thereof;
An expression cassette comprising the polynucleotide
thereof; An expression vector which comprises the expression
cassette; A host cell comprising the expression vector; A
method of producing the immunoconjugate; A composition
comprising the immunoconjugate; Use of the immunoconjugate
or the composition comprising thereof for the manufacture of
a medicament for treating disease in a patient in need
thereof,

2. claims: 11-26(completely); 27-202(partially)

An immuncconjugate comprising:

a) at least a first single-chain effector moiety; and

b) first and second antigen binding moieties, wherein each
of said antigen binding moieties comprises an scFv molecule
Joined at its carboxy-terminal amino acid to a constant
region comprising an immunoglobulin constant domain
independently selected from the group consisting of: IgG
CH1, 1gG Cka ppa , and IgE CH4;

wherein said first antigen binding moiety is joined at its
constant region carboxy-terminal amino acid to the
amino-terminal amino acid of said first effector moiety; and
wherein said first and second antigen binding moieties are
covalently linked through at least one disulfide bond; or
An immunoconjugate comprising:

a) at least a first single-chain effector moiety; and

b) first and second antigen binding moieties, wherein each
of said antigen binding moieties comprises an scFv molecule
joined at its carboxy-terminal amino acid to an IgG CH3
domain;

wherein said first antigen binding moiety is joined at its
carboxy-terminal amino acid to the amino-terminal amino acid

10



_In!emationalApp!icalion nNo. PCT/ EP2010/ 061810

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

of said first effector moiety; and

wherein said first and second antigen binding moieties are
covalently linked through at least one disuifide bond; or

An immunoconjugate comprising:

a) first and second single-chain effector moieties; and

b) first and second antigen binding moieties, wherein each
of said antigen binding moieties comprises an Fab molecule
Jjoined at its heavy or light chain carboxy-terminal amino
acid to an 1gG CH3 domain;

wherein each of said IgGl CH3 domains is joined at its
carboxy-terminal amino acid to the amino-terminal amino acid
cf one of said effector moieties; and

wherein said first and second antigen binding moieties are
covalently linked through at least one disulfide bond;

An isolated polynucieotide encoding a fragment of thereof;
An expression cassette comprising the polynucleotide
thereof; An expression vector which comprises the expression
cassette; A host cell comprising the expression vector; A
method of producing the immunoconjugate; A composition
comprising the immunoconjugate; Use of the immunoconjugate
or the composition comprising thereof for the manufacture of
a medicament for treating disease in a patient in need
thereof.
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WRITTEN OPINION OF THE
soe form PCTASAR20
. ‘ INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Date of maiilng ‘
{day/monthirear) see form PCTASAR1D (second shest)
Applicani’s or ageni’s file referance FOR FURTHER ACTION
see form PCTASAZ20 1 30k Sea patagtaph 2 below
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. 1. This apinion contains indications relating to the following itams:

I_ZI Box No. | Basis of the opinlon

[ Box Ne.ll  Priotity

[J Box No.lll  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

B

Box No, IV Lack of unity of inventlon

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.t{a){i) wiih regard to novelly, inventive step and Industrlal
applicabllity; citations and explanations-supporiing such statement

Box No. VI Gertaln documents cited
Box No, VIl Certain detects In the international application
Box No. Vill Certain ohservalions on the International applicatlon

2.  FURTHER ACTION

BOO B

If a demand for inlernational preliminary examination is made, this opinion will usually be considered o be a
written opinion of the Infarnational Preliminary Examining Authority ("IPEA") axcept thal this does not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bfs(b) that written opinfons of this Intemational Searching Authority

will not be so considered.

If this oplnion s, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is llnvitad lo
submit to the IPEA a written reply logether, where appropriate, with amendments, befors the expiration of 3 months

. from the date of malling of Form PGTASAR220 or before the expiration of 22 months fram the priority date,

whichever expires later. _

For further options, sae Form PCTASAZ20.

3.  For further detalls, see no't'es to Form PCTASAR20.

MName and mailing address of the ISA: - Data of completion of Authorized Officar i,
- { this oplnion . ro"" \r.si
Europaan Patent Office s 3
_.@)) P.B. 5818 Patantiaan 2 : 10 Vadot, Plerre t _0)» i
— HL-2260 HV Rfjawilk - Pays Bas %, .
Tel.+31 70 340 - 2040 - Telaphone Mo. +31 70 340-3958 Moy ymg”
Fax: +31 70 340 - 3016 )
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WRITTEN OPINION OF THE . Internatlonal application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010061810

Box No.| Basis of the opinion

. 1. With regard o the language, this oplnion has been established ori the basls of:

& the Infernational application in the language in which It was filed

O & transiation of the international application Into , which s the-language of a transtation furnished for the
purposes of International search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)),

2. O This opinlon has been established taking into account the rectification of an obvicus mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rulg 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide andlor amino acld sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing fited or furnished:

a. (mseans).
O on paper
B in electronic form
b. {ims)
K in the international apphication as fiied
T together with the international application In.electronlc form

O subsequently to this Authority for the purposes of search

4. O Inaddition, In the case that more than ons version or copy of a sequence listing has been fited or furnished,
the required statemnants that the Information In the subsequent or additiona! copies Is Identical to that in the
application as filed or does not go bayond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/ 237 (April 2007}
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2010061810

Box Na. IV Lack of unlty of Inventlon

1. In response to the Invitation (Form PCTASA/206}) to pay additional fees, the applicant has, within the
appl!cable time limit;

B4 paid additional fess

[0 pald additional fees under protést and, where applicable, the protest fee

0 paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
- .

not pald additional fees

2. [0 This Authority found that the requirement of unity of Invention is not complted with and chose not to Invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority consldars that the requirement of unity of inventlon in accordance with Rule 13.1, 13.2and 13.3 Is

o complied with

B not complied with for the following reasons:

see separale sheet
4. Consequently, this report has been established In respect of the foliowing parls of the International appilcation:
& altparts.

O the parts relating to claims Nos. 1- letely); 27-202

Box No.V  Reasoned statement undsr Rule 43bis.1(a){l} with regard to noveity, inventive step or

industrial applicabllity; citations and explanations supporting such statement

o 1. Staternent

Novel{y {N) Yas: Clalms
No: Claims 1-202
inventive step (IS) Yes: Clalims
No: Claims -202
Industrlal applicability (1A) Yes: Clalms i-10({completely); 27-161, 164, 167, 168, 170, 172, 175,
177-182, 184, 185, 187-202(partially}
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (April 2007)
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WRITfEN OPINION OF THE " International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2010061810

Box No. Vill ' Certaln observations on the international application

Tha following obsarvations on the clarily of the claims, description, and drawings or on the guestion whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see ssgar_ale sheet

Form PGTASA/237 (April 2007)
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WRITTEN OPINION OF THE - international application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/061810 .

Be ltem IV

Lack of unity of invention

The present application deals with difierent immunoconjugate formats as described in
the different independent claims 1,9,10,15,2R. Claim 1 deals with a format actually
being a long s:ngle chain immunoconjugate. Claim ¢ is the format which is detailed in
the examples. Finally, claims 10,15 and 22 have in common that the antigen binding

" moleties are linked to each other via a disulfide bond: The examples are focused on
one specific format as in claim 8, and especially, example 8 makes a comparative
example between the diabody format and the format of the present claim 9, indicating
a better efficacy of this last format. Examp[e 18 goes further with the biological _
activities of the format of claim 9.

Document D1 WO 2006/119897 Is cited by the Applicant and discloses a fusion
protein of an scFv fibronectin ED-B and having as effector moiety IL-12. ‘_l'he example
on page 22, Il 14 onwards detall the format of Fig. 1C.

The format as disclosed in D1 falls into the scope of ¢laims 1 and 9.

In the view of the prior art D1, the problem underlying the present application can be
defined as the further provisions of a fusion protein immunoconjugates having as -
targeting moieties scFv or Fab fragments and an effector moiety.

The solutions are as defined in claims 1,9 and 10,15,22 giving the list of 2
immunoconjugate formats.

In the view of the fact that the one of of two format is already disclosed in the prior art,
due to essential difference in the primary structure (see the top paragraph) of the 2
solutions and due to the fact that no other technical feature can be distinguished
which, in the light of the prior art, could be regarded as special special technical
feature common to these solutions, the 1SA is of the opinion that there is no single
inventive concept underlying the plurality.of the ciaimed inventions of the present
application in the sense of Rule 13.1 PCT and 13.2 PCT. Consequently, there is lack
of unity and the different inventions, not belonging to a commen inventive concept are
formulated as the different subjects mentioned above.

The appiication will be divided as foliows:
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Invention 1 : claims 1-19 (completely) 27-202 {partially) :

- An immunoconjugate comprising:

(a) at least a first single-chain effector molety; and

(b) a first and a second antigen binding moiety independently selected from the group
consisting of an Fv and an Fab, '

wherein said first effector moiety shares an amino- or carboxy-terminal peptide bond
with said first antigen binding moiety; and -

whereln said second antigen binding moiety shares an amino- or carboxy-terminal
peptide bond with either i) said first effector moiety or ii) said first antigen binding
molety, or ‘

An immunoconjugate comprising a first single-chain effector moiety joined at its
amino-termina] amino acid to one or more scFv molecules; and whgre’ln said first
single-chain effector moiety is joined at its carboxy-terminal amino acid to one or more
scFv molecules;

An isolated polynucleotide encoding a fragment of thereof; An expression cassette
comprising the polynucleotide thereof; An expression vector which comprises the
expression cassette; A host cell comprising the expression vector; A method of
producing the immunoconjugate; A method for promoting proliferation and
differentiation in an activated T lymphocyte cell, comprising contacting an activated T
lymphocyte cell with an effective amount of the immunocenjugate; A method for
promoting proliferation and differentiation in an activated B lymphocyte cell,
comprising contacting an activated B lymphocyte cell with an effective amount of the
immunoconjugats; A method for promoting proliferation and differentiation in a natural
killer (NK) cell, comprising contacting an NK cell with an effective amount of the
immunoconjugate; A method for promoting proliferation and differentiation in a
granulocyle, a monocyte or a dendritic cell, comprising contacting a granulocyte, a
monocyte or a dendritic cell with an effective amount of the immunoconjugate; A
method for promoting T lymphocyte differentiation, comprising contactinga T
iymphocyte cell with an effective amount of the immunoconjugate; A method of

_inhibiting viral replication, comprising contacting a virus-infected cell with an effective

amount of the immunoconjugate; A method of upregulating the expression of major
histocompatibiitty complex | (MHG 1), comprising contacting a cell with an effective
amount of the immunoconjugate; A method of inducing cell death, comprising
administering to a cell an effective amount of the immunocdonjugate; A method of
inducing chemotaxis in a target cell, comprising administering to a target cell an
effective amount of the immunoconjugate; A method of treating a disease in an
individual, comprising the steps of administering to said individual a therapeutically

Fotm PCTASA237 {Separate Shoeol) (Sheal 2) (EPO-April 2005)

%



WRITTEN OPINION OF THE -international application No. *

INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2010/061810

effective amount of a composition comprising the immunoconjugate; A composition

_ comprising the immunoconjugate; Use of the immunoconjugate or the composition
comprising thereof for the manufacture of a medicament for treating disease in a
patient in need thereof.

Invention 2 : claims 11-26 (completely) 27-202 {partially) :
An :mmunoconjugate compnslng
a). at least a first‘smgle chain effector moiety; and

b) first and second antinen-hinding moleties, wherein each of said an'ﬁgeh bikding
moieties comprises an’scFv molecule joined at its carbory.ieflminal amino acidto a
constant region comprising an immunoglobulin ‘constant-domain mdependently
selected from the group consisting of: IgG CH1, 1gG CyaPPa., and igE CHd4,

wherein said first antigen binding moiety is joined at its constant reglon carboxy-"
terminaf aming acid to the amino-terminal amino acid of sald first effector moiety; and

wherein said first and second antigen binding moieties are covalently linked through at
least one disulfide Bond; or
An immunocohjligate comprising:

a) at ledst a first glrigle-chain effector moiety; and

b} first and second antigen binding moieties, wherein each of said antigen binding
moieties gomprises an scFv mblecule joined at its carboxy-terminal amino acid to an
1gG CH3 ‘dotain;

wherein said first antigen binding moiety is joined at its carboxy-terminal amino acid to
the amine-terminal amino acid of said first effector molety; and

wherein said first and second antigen binding moieties are covalently linked through at
least one disulfide bond; or
An mmunocon]ugate compnsmg

a) first and second single-chain effector moieties; and

bj first and second antlgen binding moieties, wherein each of said antigen binding
moieties comprises an Fab niolecule joined atits heavy or light chain carboxy~termlna!
amino acid to an IgG CH3 domain;

wherein each of said IgG1 CH3 domains is joined at its carboxy-terminal amino acid to
the amino-terminzl amino acid of one of said effector moleties; and

wherein said first and second antigen binding moieties are covalently linked through at
least one disulfide bond;

Fotm PGTASA/237 (Separate Sheet} (Sheet 3} (EPO-Apel 2005)
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An Isolated polynucleotide encoding a fragment\ot thereof; An expression cassette
comprising the polynucleotide thereof; An expression vector which comprises the
expression cassette; A host cell comprising the expression vector, A method of
producing the immunoconjugate; A method for promoting proliferation and
differentlation in an activated T lymphocyte cell, comprising contacting an activated T
lymphocyte cell with an effective amount of the immunoconjugate; A method for
promoting proliferation and differentiation In an activated B lymphocyte cell,
comprising contacting an activated B lymphocyte cell with an effective amount of the
immunoconjugate; A method for promoting proliferation and differentiation in a natural
killer (NK) cell, comprising contacting an NK cell with an effective amount of the
immunoconjugate; A method for promoting proliferation and differentiation in a
granulocyte, a monocyte or a dendritic cell, comprising contacting a granulocyte, a
monocyte or a dendritic cell with an effective amount of the immunoconjugate; A
method for promoting T lymphocyte differentiation, comprising contactinga T

. lymphocyte cell with an effective amount of the immunoconjugate; A method of
inhibiting viral replication, comprising contacting a virus-infected cell with an effective
amount of the Immunodonjugate; A method of upregulating the expression of major
histocompatibility complex | (MHC 1), comprising contacting a cell with an effective

“amount of the immunoconjugate; A method of inducing cell death, comprising
administering to a cell-an effective amount of the immunoconjugate; A method of
inducing chemotaxis in a target cell, comprising administering to a target celt an
effective amount of the immunoconjugate; A methed of treating a disease in an
individual, comprising the steps of administering to sald individual a therapeutically
effective amount of a composition comprising the immunoconjugate; A composition
comprising the immunoconjugate; Use of the immunoconjugate or the composition
comprising thereof for the manufacture of a medicament for treating disease in a
patient in need thereof.

rhe Applicant, in its letter of Dec. 23, 2010 paid the additional search fee and -
consequently, the following opinion will be established for ali the claims.

BeltemV

Reasoned statement with regard to novelly, inventive step or industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statement
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The present application deals with different immunoconjugate formats as described in
the different claims 1,8,10,15,22. Claim 1 deals with a format actually being a long
single chain immunoconjugate. Claim 9s actually the format which is detailed in the
examples. Finally, claims 10,15 and 22 have in common that the antigen binding
moieties are linked to each other via a disulfide bond. The examples are focused on

" one specific format as In claim 8, and especially, example 8 makes a comparative

example between the diabody format and the format of the present claim,%:, indicating
a better efficacy of this last format. Example 18 goes with the biological activities of
the format of claim 8.

5.1 Reference is made to the following documents:

D1 WO 2006/119897 A2 (PHILOGEN S P A [IT); NERI DARIO [CHY;
GAFNER VERENA [CH]; HALIN CORNEL) 16 November 2006
(2006-11-16)

D2 WO 98/39363 A2 (US HEALTH [US]; UNIV ALABAMA RES FOUND [US];
WISCONSIN ALUMNI RES FOUN) 11 September 1998 (1998-09-11)

D3 . WO 2009/017823 A2 (US GOV HEALTH & HUMAN SERV [US]; NEVILLE
* DAVID [US]; WOO JUNG-HEE [US}) 5 February 2009 (2009-02-05)

.2 NV s
v 33

As already detailed In the non-unity paragraph, document D1 WO 2006/119897
destroys the novelty of claims 1 and 9 (totally), 27-202 (partially).

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1 and 9 (totally), 27-202 (partially) is not new in the sense of
Article 33(2) PCT.

5.2 2-|nventive step (Art, 33(3) PCT):
In the absence of difference between D1 and the present application, no effect can be
defined and as a consequence, no problem can be worded.

Form PGTASA/237 (Soparala Shoot) (Sheat 5) (EPO-Aprl 2005)
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The present application does not mest the criteria of Atticle 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1 and 8 (totally), 27-202 (partially} does not involve an
inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

More particularly, the Applicant must address the following opinion : claims
73,73,81,82,97,98 deal with the antibody part of the immunoconjugate. It is
nevertheless, known that an antibody, even an scFv or a Fab fragment is made of the
heavy AND the matching light chain. Therefore these claims must be amended
indicating that the antigen binding moiety is made of BOTH the heavy AND the light
chains. in the absence of results showing that the immunoconjugate is able to bind
even with only one light or heavy chains, the Applicant must defme the
mmunoconjugate with both variable chains.

In the case that the Applicant would be able to differentiate the present application
from D1, the Applicant is advised to stress the differences with 01, and to indicate the
reason{s) for which_an inventive step should be acknowledged (incaseofan
alternative solution, the Applicant should make a combination of D1 with another
document explaining why the skilled person in the art would not arrive to the present
application; or in the case of an improved solution, the Improvement was not
foreseeable when combining D1 with another prior art document).

5.3 Invention 2:
. .'1 Novel 2y PC

Document D1 is already detailed in the non-unity reasoning.

D1 is not novelty destroying for claim 10 since D1 has 2 _single’chain effector moieties,
each of them are linked to the scFv antigen binding moiety.

- L
Regarding independent claim 15, D1 lacks of the same technical feature as for claim
10 but also D1 lacks of immunoglobulin constant domain IgG CH3."

Finally, regarding Independent claim 22, D1 lacks of Fab fragment as antigen-binding
fragments but also of single chain effector molety joined to the amino-terminal amino
acid.

Form PCTASA/237 (Separale Sheot] (Shest 8) {EPO-Aprl 2005)
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Document D2 deals with immunotoxins and methods of inducing immune tolerance.
Fig. 11 to 14 are the most relevant part of D2. Pages 10 and 11 describe briefly these
figures and pages from 25 to 27 describe into details the immunotoxins.

Regarding independent(ciaim 10, D2 lacks of the lnﬁnﬁunogiébulin conistant domain as -
listed in claim 10. Therefore, claim 10 is novel with respect to D2

On the contrary, D2 discloses all the features of independent claim 15 which deprives
. this last claim from novelty.

Finally, D2 lacks of IgG1 CH3 domain fram Independent &laim 22 this [dst one is
consndered as novel with respect to D2. -

(
Document D3 is from the same applicant as D2 and discloses a disbody diphteria
toxin immunotoxin as represented on page 61 of D3. Since the scFvs part of the
immunotoxins from D3 are linked via a linker (G4S8)3 not through a one disulfide bond,
. independent claims 10,15 and 22 are considered as novel with respect to D3.

53.20 inventive step (Art. 33(3) PCT):

5.3.2.1 independent claim 10:
D2 is considered as the closest prior art.

v The difference between D2 and present claim 10 s that D2 lacks of the
o immunoglobulin constant domain as listed in claim 10.

-

The effect of this difference is not apparent : the same effect Is achievad as in D2.

Therefore, the problem can therefore be defined as an alternative immunoconj'ugate
comprising:

a) at least a flrst single-chaln effector moiety; and

®

b) first and second antigen binding moieties, wherein each of said antigen binding
moieties comprises an scFv molecule joined at its carboxy-terminal amino acid to a
_constant reglon comprising, an immunoglobulin constant domain,

wherein said first antigen binding moiety is joined at its constant region carboxy-
terminal amino acid to the amino-terminal amino acid of said first effector moiety; and

wherein said first and second antigen binding moieties are covalently linked through at
least one disulfide bond, ' :

Farm PGTAISAR23T (Saparato Sheet) (Sheet 7) {(EPO-Aprll 2005)
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The solution Is a constant region comprising an immunoglobulin éqnstant' domain
independently selected from the group consisting of: IgG CH1, 19G Cyappe, and IgE
CH4. . ' : '

These solutions are considered as obvious alternatives for an immunoglobulin
constant domain in immuntoxins.

Claims 10 and dependent thereon are not considered as inventive (Art. 33(3) PCT).

5.3.2.2 independent'claim 15:

Claim 15 is also not inventive with respect to D2 since in the absence of difference, no
inventive step can be acknowledged (Art. 33(3) PCT). :

5.3.2.3 Independent claim 22:

The ségme reasoning as for independent claim 10 is applied mutatis mutandis to claim
22

Independent claim 22 is therefore not inventive under Art. 33(3) PCT.

5.4 Claims 162,163,165,166,169,171,173,174,176,183,186 relate to a subject-malter
considered by this Authority to be covered by the provision of Rule 39.1(iv)/67.1(iv)
PCT.

The patentability can be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognise as patentable claims to the use of a compound in
medical treatment, but may allow ciaims to a product, in particular substances or
compositions for in a first or further medical treatment.

Be tem VIHii

Certain observations on the international-application ---

8.1 Patent application numbers should be repiaced by the corresponding publication
number.

Form PCTASAS237 {Separate Shest) {Shest 8) (EPO-Apdl 2005)
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8.2 In a later European regional phase objections might be raised against any
expression within the description such as "...Incorporated by reference...” p. 48, li 22,
p. 49, li 27 as the regional patent law requires that the application is self-contained.

8.3 When filing an amended set of claims, the Applicant is requested not to add
subject-matter which extends beyond the content of the application as originally filed
(Articles 19(2); 34(2)(b) PCT). '
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INMUNOCONJUGADOS DIRIGIDOS

RESUMEN OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION.

La presente invencion se refiere a inmunoconjugados. En realizaciones
particulares, la presente invencion se refiere a inmunoconjugados que comprenden por lo
menos un grupo efector de una cadena y dos o més grupos de unién a antigeno. Ademas,
la presente invencion se refiere a moléculas de dcidos nucleicos codificantes de dichos
inmunoconjugados, vectores y células huésped que comprenden dichas moléculas de
acidos nucleicos. La invencién se refiere ademas a métodos para producir los
immunoconjugados de la invencidén, y a métodos de utilizacion de dichos

inmunoconjugados en el tratamiento de enfermedades.

SECTOR:  Industria Farmacéutica biotecnoldgica, en particular preparaciones
medicinales que comprenden un ingrediente activo unido quimicamente a un componente

no activo, donde dicho ingrediente activo es una inmunoglobulina hibrida contra una

enzima humana.
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INMUNOCONJUGADOS DIRIGIDOS
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere de manera general a inmunoconjugados especificos de antigeno
para administrar selectivamente grupos efectores que incluyen sobre la actividad celular.
Ademds, la presente invencion se refiere a moléculas de acidos nucleicos codificantes de dichos
inmunoconjugados, y a vectores y células huésped que comprenden dichas moléculas de 4cidos
nucleicos. La invencion se refiere ademds a métodos para producir ios inmunoconjugados de la

invencion, y a métodos de utilizacion de dichos inmunoconjugados en el tratamiento de

enfermedades.

Antecedentes de la técnica

La destruccion selectiva de una célula individual o de un tipo celular especifico con frecuencia
resulta deseable en una diversidad de contextos clinicos. Por ejemplo, es un objetivo primario de
la terapia del céncer destruir especificamente cétulas tumorales, dejando intactas y sin dafios las
células y tejidos sanos. Una multitud de rutas de transduccion de sefiales en la célula se
encuentran ligadas a la supervivencia y/o muerte de la célula. Por consiguiente, la administracién
directa de un factor de la via implicado en la supervivencia o muerte celulares se utiliza'para el
mantenimiento o destruccion de la célula.

Las citoquinas son moléculas de sefializacion celular que participan en la regulacion del sistema
inmunolégico. Al utilizarse en la terapia del cancer, las citoquinas pueden actuar como agentes
inmunomoduladores que presentan efectos antitumorales y que pueden incrementar la
inmunogenicidad de algunos tipos de tumores. Sin embargo, la rapida eliminacion de la sangre y
la falta de especificidad tumoral requieren la administracidon sistémica de dosis elevadas de la
citoquina con el fin de conseguir una concentracion de la citoquina en el sitio tumoral que resulte
suficiente para activar una respuesta inmunoldgica o para presentar un efecto antitumoral. Estos
niveles elevados de citoquina sistémica pueden conducir a toxicidad severa y a reacciones
adversas.

Una manera de administrar un factor de ruta de transduccion de seiiales, tal como una citoquina,
en un sitio especifico in vivo (por ejemplo un tumor o microambiente tumoral) es conjugar el

factor a una inmunoglobulina especifica para el sitio. Las primeras estrategias destinadas a
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3.

administrar factores de la ruta de transduccion de sefiales, tales como citoguinas, en un sitio
especifico in vivo incluian cadenas pesadas de inmunoglobulina conjugadas con diversas
citoquinas, incluyendo linfotoxina, factor a de necrosis tumoral (TNF-a), interleuquina-2 (IL-2)
y factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF). Las cadenas pesadas de
inmunoglobulina se conjugaron quimicamente a una citoquina o el conjugado de
inmunoglobulina-citoquina se expresd en forma de una proteina de fusién (ver Nakamura K. y
Kubo A., Cancer Supplement 80:2650-2655, 1997; Jun L. et al, Chin. Med. J. 113:151-153,
2000; y Becker J.C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7826-7831, 1996). Los investigadores
han observado que, no sdlo eran capaces de dirigir citoquinas a sitios especificos in vivo, sino
gue también podian aprovechar el hecho de que los anticuerpos monoclonales presentan vidas
medias en suero mas largas que la mayoria de las demas proteinas. Debido a la toxicidad
sistémica asociada a las dosis altas de determinadas citoquinas no conjugadas, es decir IL-2, la
capacidad de una proteina de fusién de inmunoglobulina-citoquina de maximizar las actividades
inmunoestimuladoras en el sitio de un tumor, manteniendo al minimo los efectos sistémicos
secundarios, a una dosis menor, llevd a los investigadores a creer que los inmunoconjugados de
inmunoglobulina-citoquina eran agentes terapéuticos optimos. Sin embargo, una de las
principales limitaciones a la utilidad clinica de las inmunoglobulinas como agentes de
administracion es su incorporacién inadecuada y pobre distribucién en los tumores, parcialmente
debido al gran tamafio de la molécula de inmunoglobulina (ver Xiang J. et al, Immunol. Cell
Biol. 72:275-285, 1994).  Ademas, se ha sugerido que los inmunoconjugados de
inmunoglobulina-citoquina pueden activar ¢l complemento e interactuar con receptores Fc. Esta
caracteristica inherente a las inmunoglobulinas se ha percibido desfavorablemente debido a que
los inmunoconjugados terapéuticos pueden dirigirse a células que expresan receptores F¢ y no a
las células preferentes portadoras de antigenos.

Un enfoque para superar dichos problemas es la utilizacion de fragmentos de inmunoglobulina
manipulados. Numerosos estudios han detallado las caracteristicas de los inmunoconjugados de
fragmento de inmunoglobulina-citoquina (ver Savage P. ef al., Br. J. Cancer 67:304-310, 1993;
Harvill E.T. y Morrison S.L., Immunotechnol. 1:95-105, 1995, y Yang J. et al.,, Mol. Immunol.
32:873-881, 1995). En general, existen dos constructos comunes de proteina de fusion de
fragmento de inmunoglobulina-citoquina: F(ab");-citoquina expresado en células de mamifero y
scFv-citoquina expresado en Escherichia coli (ver Xiang J., Hum. Antibodies 9:23-36, 1999).
Tanto la reactividad de unién a tumor de la molécula parental de inmunoglobulina como la

actividad funcional de la citoguina se mantienen en la mayoria de dichos tipos de
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inmunoconjugado. Algunos estudios preclinicos recientes han demostrado que dichas proteinas
de fusién son capaces de dirigir citoquinas a tumores que expresan el antigeno asociado a tumor
in vivo, y de inhibir tumores tanto primarios como metastasicos en un modelo animal
inmunoldgicamente competente.

Entre los ejemplos de inmunoconjugados de fragmento de inmunoglobulina-citoquina sc¢
incluyen el inmunoconjugado scFv-IL-2, tal como se proporciona en la publicacién de patente
PCT n° WO 2001/062298 A2, el inmunoconjugado de fragmento de cadena pesada de
inmunoglobulina-GM-CSF, tal como se¢ proporciona en la patente US n°® 5.650.150, el
inmunoconjugado proporcionado en la publicacién de patente PCT n° WO 2006/119897 A2, en
el que la primera subunidad de scFv-IL-12 comparte Gnicamente uno o més enlaces disulfuro
con la segunda subunidad de IL-12-scFv, y el inmunoconjugado tal como se describe en la
publicacién de patente PCT n® WO 99/29732 A2, en el que el fragmento de cadena pesada de Ig-
IL-12 primera subunidad comparte unicamente uno o més enlaces disulfuro con la segunda
subunidad de fragmento de cadena pesada de Ig-IL-12. Aunque estos inmunoconjugados de
segunda generacion presentan algunas propiedades mejoradas en comparacién con los
conjugados de inmunoglobulina-citoquina de primera generacion, el desarrollo de méas y mas
seguros agentes terapéuticos especificos resulta deseable para una mayor eficacia contra las
células tumorales y una reduccion del nimero y severidad de los efectos secundarios de estos
productos (por ejemplo toxicidad, destruccién de células no tumorales, etc.). Ademds, resulta
deseable identificar maneras de estabilizar adicionalmente los inmunoconjugados mantenicndo
niveles de actividad terapéutica aceptables.

La presente invencidn proporciona inmunoconjugados que muestran una eficacia mejorada, una
especificidad de accién elevada, toxicidad reducida, y estabilidad mejora en sangre en

comparacion con los inmunoconjugados conocidos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Un aspecto de la presente invencién se refiere a inmunoconjugados que muestran una eficacia
mejorada, una elevada especificidad de accion, toxicidad reducida y estabilidad mejorada en
comparacién con los inmunoconjugados conocidos. Los inmunoconjugdos de la presente
invencién pueden utilizarse para administrar selectivamente grupos efectores a un sitio diana in
vivo. En otra realizacién, el inmunoconjugado administra una citoquina en un sitio diana, en el

que la citoquina puede ejercer un efecto bioldgico localizado, tal como una respuesta
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inflamatoria local, la estimulacion del crecimiento de las células T y la activacién de las mismas,
y/o la activacién de células B y/o NK.

Un aspecto de la presente ivnencion se refiere a un inmunoconjugade que comprende por lo
menos un ptimer grupo efector y por lo menos un primer y un segundo grupos de unién
seleccionados independientemente de entre el grupo que consiste de un Fv y un Fab, en ¢l que un
primer grupo efector comparte un enlace peptidico amino-terminal o carboxi-terminal con un
primer grupo de unién a antigeno y un segundo grupo de unién a antigeno comparte un enlace
peptidico amino-terminal o carboxi-terminal con: i) €l primer grupo efector, o ii) el primer grupo
de unién a antigeno.

Otro aspecto de la presente invencidn es un inmunoconjugado que comprende por lo menos un
primer grupo efector de una cadena unido en su aminodcido amino-terminal a una o mas
moléculas de scFv, yen el que el primer grupo efector de una cadena se encuentra unido en sus
aminoacidos carboxi-terminales a una o mas moléculas de scFv.

Otro aspecto de la presente invencién es un inmunoconjugado que comprende por lo menos un
primer grupo efector de una cadena y primer y segundo grupos de unién a antigeno, en los que
cada uno de entre el primer y el segundo grupos de unién a antigeno comprende una molécula de
scFv unida en su aminoécido carboxi-terminal a una regidn constante que comprende un dominio
constante de inmunoglobulina seleccionado independientemente de entre el grupo que consiste
de: CH1 de 1gG, Cuappa de IgG y CH4 de TgE, y en el que el primer grupo de unién a antigeno se
encuentra unido en el amino4cido carboxi-terminal de su region constante al aminoacido amino-
terminal de uno de los grupos efectores, y en el que el primer y segundo grupos de unién a
antigeno se encuentran unidos covalentemente mediante por lo menos un enlace disulfuro.

Otro aspecto de la presente invencion es un inmunoconjugado que comprende por lo menos un
primer grupo efector de una cadena y un primer y segundo grupos de unién a antigeno, en los
que cada uno de entre el primer y el segundo grupos de unién a antigeno comprende una
molécula de s¢Fv unida en su extremo carboxi-terminal a un dominio CH3 de IgG1, y en los que
el primer grupo de unidn a antigeno se encuentra unido en su aminoacido carboxi-terminal al
aminoacido amino-terminal de uno de los grupos efectores, y en los que el primer y el segundo
grupos de unidn a antigeno se encuentran unidos covalentemente mediante por lo menos un
enlace disulfuro.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un inmunoconjugado que comprender un
primer y un segundo grupo efector de una cadena y un primer y un segundo grupo de unién a

antigeno, en los que cada uno de los grupos de unién a antigeno comprende una molécula Fab
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unida por el aminoacido carboxi-terminal de cadena pesada o ligera a un dominio CH3 de IgGl,
y en el que cada uno de los dominios CH3 de IgGl se encuentra unido por su aminoacido
carboxi-terminal al aminodcido amino-terminal de uno de los grupos efectores, y en el que el
primer y el segundo grupos de unién a antigeno se encuentran unidos covalentemente mediante
por lo menos un enlace disulfuro.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 95.
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 104,
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 105.
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 106,
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 107.
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 96.
En una realizacién adicional, e! inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID
n° 96 y una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias
SEC ID n® 95 y 104 a 107. En otra realizacién, e! inmunconjugado comprende un polipéptido
que presenta una secuencia que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 93%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las
secuencias SEC ID n° 95, 96 y 104 a 107.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n° 108. En otra realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la
secuencia polinucieétida SEC ID n° 108, En una realizacion, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucleétida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SECID
n° 117. En otra realizacidn, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se
encuentra codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n® 117. En una realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 118. En otra realizacion, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la secuencia
polinucledtida SEC ID n° 118. En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos

aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID
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n® 119. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se
encuentra codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n® 119. En una realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 120. En otra realizacién, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la secuencia
polinucleétida SEC ID n° 120. En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID
n® 109. En otra realizacidn, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se
encuentra codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n° 109.

En una realizacidn, el inmunoconjugado comprende una regién variable de cadena pesada que ¢s
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a
la secuencia SEC ID n® 13 & n° 15. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una
secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n” 9 6 n° 11. Enuna
realizacién adicional, el inmunoconjugado comprende una region variable de cadena pesada que
es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica
a la secuencia SEC ID n® 13 6 n° 15, y una secuencia de region variable de cadena ligera que es
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ¢ 100% idéntica a
la secuencia SECIDn® 96 n°11.

En una realizacion, el inmuneconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena
pesada codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 14 6 n® 16. En otra
realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena pesada
que se encuentra codificada por la secuencia polinucleétida SEC 1D n° 14 6 n° 16. En una
realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera
codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia SEC ID n° 10 6 n° 12. En otra
realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera
que se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida SEC ID n® 10 on® 12,

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo
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secuencia SEC ID n°® 99. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a ia secuencia SEC ID n® 100 6 n* 215. En otra rcalizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%., 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n°® 101 6
SEC ID n® 235. En una realizacién adicional, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 100, y una secuencia polipeptidica que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 101. En una realizacién adicional, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n°® 215, y una secuencia polipeptidica
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100%
idéntica a la secuencia SEC ID n® 235.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 112. En otra realizacién, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la
secuencia polinucledtida SEC ID n® 112, En una realizacién, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID
n° 113 6 n°® 216, En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica que se encuentra codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n® 113 6 n°
216. En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada
por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 114 6 n° 236. En otra realizacién, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la
secuencia polinucledtida SEC ID n® 114 6 n° 236,

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena
pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6
100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 7, SEC
IDn° 179, SEC ID n® 183, SECID n® 187, SEC ID n° 191, SEC ID n® 195, SEC ID n° 199,

SEC ID n° 203 y SEC ID n° 207. En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende una
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secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre ¢l
grupo de secuencias SEC ID n® 3, SECIDn® 5, SECID n® 177, SECID n° 181, SECID n°
185, SECID n® 189, SECID n® 193, SECID n® 197, SECID n® 201 y SECID n” 205. En una
realizacién adicional, el inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de
cadena pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC 1D n° 7,
SEC ID n® 179, SEC ID n°® 183, SEC ID n® 187, SEC ID n® 191, SEC ID n® 195, SEC ID n®
199, SEC ID n® 203 y SEC ID n° 207 y una secuencia de region variable de cadena ligera que ¢s
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a
una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SECID n® 3, SEC ID n® 5, SEC ID
n® 177, SECID n° 181, SEC ID n° 185, SEC ID n® 189, SEC IDn° 193, SEC ID n® 197, SEC
ID n® 201 y SEC ID n° 205.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena
pesada codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo
de secuencias SEC ID n® 8, SEC ID n® 180, SEC ID n® 184, SECID n° 188, SECID n® 192,
SEC ID n® 196, SEC ID n® 200, SEC ID n° 204 y SEC ID n° 208. En otra realizacién, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada que se
encuentra codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada de entre el grupo de
secuencias SEC IDn® 8, SEC ID n° 180, SEC ID n® 184, SEC ID n® 188, SEC ID n® 192, SEC
ID n® 196, SEC ID n° 200, SEC ID n° 204 y SEC ID n° 208. En una realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena ligera codificada por
una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID
n° 4, SECIDn° 6, SECID n° 178, SECID n° 182, SECID n° 186, SEC ID n° 190, SEC ID
n° 194, SEC ID n° 198, SEC ID n° 202 y SEC ID n° 206. En otra realizacién, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera que se encuentra
codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC
IDn® 4, SECID n° 6, SECID n° 178, SEC ID n° 182, SEC ID n° 186, SEC ID n® 190, SEC
ID n° 194, SECID n® 198, SECID n® 202 y SEC ID n° 206.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo
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secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC 1D n® 239, SEC ID n° 241 y SEC
1D n°® 243. En otra realizacién, el conjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por
lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n° 245, SEC ID n® 247 y SEC
ID n® 249, En una realizacién adicional, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n°
239, SEC ID n°® 241 y SEC ID n°® 243, y una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n° 245, SEC ID n® 247 y SEC ID n° 249.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% & 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID
n® 240, SEC ID n® 242 y SEC ID n° 244. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n° 240, SEC 1D n° 242y SECID n° 244,
En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID
n® 246, SEC ID n° 248 y SEC ID n° 250. En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 246, SEC ID n® 248 y SEC ID n® 250.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena
pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% &
100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n® 21,
SEC ID n° 25, SECID n° 27, SECID n° 31, SEC ID n® 35, SEC ID n® 39, SECID n°® 43,
SEC ID n® 47, SEC ID n® 51, SECID n" 69, SEC ID n® 73, SECID n® 77, SEC ID n® 81,
SEC ID n°® 85, SECID n° 89, SECID n® 93, SEC ID n® 123, SECID n® 127, SECID n® 131,
SEC ID n® 135, SECID n® 139, SEC ID n® 143, SECID n® 147, SECID n® 151, SEC ID n°
155, SEC ID n°® 159, SEC ID n® 163, SEC ID n® 167, SECID n° 171 y SECID n® 175. En otra
realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena ligera
que s por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ¢ 100%
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n® 19, SEC ID n® 23, SECID n® 29, SECID n® 33, SEC ID n* 37, SECID n® 41, SECID n°
45, SECID n® 49, SECID n® 67, SECID n® 71, SEC ID n® 75, SECID n* 79, SEC ID n° 83,
SECID n® 87, SECIDn® 91, SECID n° 121, SECID n° 125, SECID n°® 129, SECID n® 133,
SECID n° 137, SECID n® 141, SECID n° 145, SEC ID n° 149, SEC ID n® 153, SEC ID n°
157, SEC ID n° 161, SEC ID n® 165, SEC ID n° 169 y SEC ID n° 173. En una realizacion
adicional, el inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena ligera que
es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica
a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n® 21, SEC ID n® 25,
SEC ID n® 27, SECID n° 31, SECID n® 35, SEC ID n° 39, SEC ID n® 43, SECID n° 47,
SEC ID n° 51, SECID n® 69, SEC ID n° 73, SEC ID n° 77, SEC ID n® 81, SEC ID n® 85,
SECID n° 89, SECID n° 93, SECID n® 123, SECIDa" 127, SECID n® 131, SECID n® 135,
SECID n° 139, SEC ID n° 143, SECID n® 147, SECID n° 151, SECID n° 155, SECID n°
159, SEC ID n° 163, SEC ID n® 167, SEC ID n°® 171 y SEC ID n° 175, y una secuencia de
region variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una sccuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste de: SEC IDn° 17, SECID n® 19, SEC ID n® 23, SECID n® 29, SECID n® 33, SEC
ID n° 37, SECID n® 41, SEC ID n° 45, SEC ID n° 49, SECID n° 67, SECID n° 71, SEC ID
n® 75, SEC ID n° 79, SEC ID n° 83, SECID n° 87, SEC ID n® 91, SECID n® 121, SECID n°
125, SEC ID n° 129, SEC ID n® 133, SEC ID n° 137, SECID n® 141, SEC IDn° 145, SEC ID
n® 149, SEC ID n° 153, SEC ID n° 157, SEC ID n° 161, SEC ID n® 165, SEC ID n® 169y
SECID n° 173.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena
pesada que se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n® 22, SEC ID n® 26, SEC ID n” 28,
SEC TD n* 32, SEC ID n° 36, SEC ID n® 40, SEC ID n° 44, SEC ID n® 48, SECID n® 52,
SEC ID n® 70, SEC ID n° 74, SEC ID n°® 78, SEC ID n° 82, SEC ID n° 86, SEC ID n® 90,
SEC ID n° 94, SEC ID n® 124, SEC ID n° 128, SEC ID n® 132, SEC ID n® 136, SECID n°
140, SEC ID n° 144, SEC ID n® 148, SEC ID n° 152, SECID n° 156, SECID n® 160, SEC ID
n°® 164, SEC ID n° 168, SEC ID n° 172 y SEC ID n° 176. En otra realizacidn, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena pesada que se
encuentra codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada de entre el grupo que

consiste de: SEC ID n® 22, SEC ID n® 26, SEC ID n® 28, SECID n® 32, SEC ID n® 36, SEC
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ID n® 40, SEC ID n°® 44, SEC ID n® 48, SEC ID n® 52, SECID n® 70, SECID n® 74, SEC ID
n® 78, SEC ID n® 82, SECID n® 86, SEC IDn" 90, SEC ID n® 94, SECID n°® 124, SECID n°
128, SECID n® 132, SECID n° 136, SEC ID n® 140, SEC ID n® 144, SECID n" 148, SECID
n® 152, SEC ID n® 156, SEC ID n® 160, SEC ID n°® 164, SECID n°® 168, SECID n® 172y
SEC ID n® 176. En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region
variable de cadena ligera que se encuentra codificada por una secuencia polinucleéhda que es
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n°® 18, SECID n® 20, SECID
n® 24, SECID n® 30, SECID n® 34, SEC ID n® 38, SECID n® 42, SECID n® 46, SECID n°
50, SECID n® 68, SECID n® 72, SECID n° 76, SEC ID n° 80, SEC ID n° 84, SECID n" 88,
SEC ID n® 92, SECID n° 122, SEC ID n° 126, SEC ID n° 130, SEC ID n® 134, SEC ID n°
138, SEC ID n® 142, SECID n° 146, SEC ID n° 150, SECID n® 154, SEC ID n® 158, SECID
n° 162, SEC ID n° 166, SEC ID n®* 170 y SEC ID n® 174. En otra realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena ligera que se encuentra
codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC
ID n° 18, SEC ID n® 20, SEC ID n® 24, SEC ID n° 30, SEC ID n® 34, SECID n® 38, SECID
n® 42, SECID n° 46, SECID n® 50, SEC ID n° 68, SECID n° 72, SECID n" 76, SECID n°
80, SEC ID n°® 84, SEC ID n°® 88, SEC IDn° 92, SECID n° 122, SECID n° 126, SEC ID n°
130, SECID n® 134, SEC ID n® 138, SECID n° 142, SECID n® 146, SEC 1D n° 150, SEC ID
n® 154, SECID n® 158, SEC ID n® 162, SECID n° 166, SEC ID n® 170 y SEC ID n° 174.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n°® 209, SEC ID n® 211, SECID
n® 213, SECID n° 217, SEC ID n° 219, SEC ID n° 221, SECID n° 223, SECID n® 225y
SEC ID n°® 227. En otra realizacidn, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100%
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID n°® 229, SEC
IDn° 231, SECID n° 233 y SEC ID n° 237. En una realizacién adicional, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre ¢l grupo de
las secuencias SEC ID n° 211, SECID n® 219 y SEC ID n® 221, y una secuencia polipeptidica
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100%

idéntica a la secuencia SEC ID n® 231. En una realizacién adicional, el inmunoconjugado
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comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de
las secuencias SEC ID n® 209, SEC ID n* 223, SEC ID n® 225 y SEC ID n® 227, y una
secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 229. En una realizacion adicional, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 213, y
una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 233. En una realizacion adicional, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n°® 217, y
una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 237.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID
n® 210, SECIDn® 212, SECID n® 214, SEC ID n° 218, SEC ID n° 220, SECID n® 222, SEC
ID n® 224, SEC ID n°® 226 y SEC ID n° 228. En otra realizacién, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por una secuencia
polinucledtida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 210, SEC ID n°® 212,
SEC ID n° 214, SEC ID n* 218, SEC ID n® 220, SEC ID n° 222, SEC ID n® 224, SEC ID n°
226 y SEC ID n® 228. En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el
grupo de secuencias SEC ID n® 230, SEC ID n® 232, SEC ID n® 234 y SEC ID n° 238. En otra
realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra
codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC
IDn° 230, SECID n® 232, SECID n® 234 y SEC ID n° 238.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena
pesada que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% &
100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 257 6 SEC ID n° 261. En otra realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia de regidn variable de cadena ligera que es por lo

menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la

Ug



10

15

20

25

30

_14-

secuencia SEC ID n® 259 6 SEC ID n® 271. En una realizacion adicional, el inmunoconjugado
comprende una secuencia de regidn variable de cadena pesada que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia
SECID n® 257 6 SECID n® 261, y una secuencia de region variable de cadena ligera que es por
lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la
secuencia SEC 1D n® 259 6 n°® 271.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende uan secuencia de region variable de cadena
pesada codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 258 6 SEC ID n°
262. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de
cadena pesada que se encuentra codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n® 258 6 SEC
ID n° 262. En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region
variable de cadena ligera codificada por una secuencia polinucleétida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID
n® 260 6 n® 272. En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia de region
variable de cadena ligera que se encuentra codificada por una secuencia polinucleotida SEC 1D
n® 2606 n° 272.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n° 251 6 SEC ID n® 255. En ofra realizacion, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 50%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% © 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 253 6 SEC ID n® 265.
En una realizacion adicional, ¢l inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que ¢s
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a
la secuencia SEC ID n® 251 6 SEC ID n® 255, y una secuencia polipeptidica que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 253 6 n® 265.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por
una secuencia polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% & 99% idéntica a la secuencia SEC ID n® 252 6 SEC ID n® 256. En otra realizacion,
el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la
secuencia polinucledtida SEC ID n® 252 6 SEC ID n® 256. En una realizacion, el

inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
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polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6
99% idéntica a la secuencia SEC ID n° 254 6 n® 266. En otra realizacion, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica que se encuentra codificada por la secuencia
polinucledtida SEC ID n® 254 6 n° 266.

En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo efector, en el que el
grupo efector es una citoquina. En una realizacion especifica, el grupo efector es una citoquina
seleccionada de entre el grupo que consiste de:  interleuquina-2 (IL-2), factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), interferon-o (INF-a), interleuquina-12 (IL-12),
interleuquina-8 (IL-R8), proteina inflamatoria de macréfagos 1o (MIP-10), proteina inflamatoria
de macrofagos lbeta (MIP-1beta) y factor o de crecimiento transformante (TGF-a). En otra
realizacién, por lo menos un grupo de union a antigeno es especifico de uno de los determinantes
antigénicos siguientes: el dominio extra B de la fibronectina (EDB), ¢l dominio Al de la
tenascina (TNC-Al), el dominio A2 de la tenascina (TNC-A2), la proteina activada por
fibroblastos (FAP) y el proteoglicano condroitin sulfato del melanoma (MCSP).

En otra realizaci6n, el inmunoconjugado de la unién se une a un receptor de grupo efector que
presenta una constante de disociacion (Kp) que es por lo menos aproximadamente 1, 1,5, 2, 2,5,
3,3,5 4,45,5,5,5,6,6,5 7,75, 8, 8,5,9,9,5 6 10 veces mayor que para un grupo efector de
control. En otra realizacién, el inmunoconjugado inhibe un incremento del volumen tumoral in
vivo en por lo menos aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
100% o mas al final del periodo de administracion. En otra realizacién, el inmunoconjugado
prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en por lo menos
aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% al administrarse en un
mamifero que necesita del mismo, respecto a un grupo efectorde control o un grupo efector en
una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo™.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a polinucledtidos aislados codificantes de
inmunoconjugados de la invencidn o fragmentos de los mismos. Otro aspecto de la presente
invencién se refiere a un vector de expresién que comprende un casete de expresidon que
comprende las secuencias polinucleétidas de la invencién.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a células huésped que expresan los
inmunoconjugados de la invencion o fragmentos de los mismos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para producir los inmunoconjugados
de la invencién o fragmentos de los mismos, en donde el método comprende cultivar celuias

huésped transformadas con vectores de expresidn codificantes de los inmunoconjugados de la
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invencién o fragmentos de los mismos bajo condiciones adecuadas para la expresion de los
mismos.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a métodos para estimular la proliferacion y la
diferenciacién en un linfocito T activado, que comprenden poner en contacto un linfocito T
activado con una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la invencidn.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para estimular la proliferacion y la
diferenciacién en un linfocito B activado, que comprenden poner en contacto un linfocito B
activado con una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a métodos para estimular la proliferacion y la
diferenciacién en una célula asesina natural (NK), que comprenden poner en contacto una célula
NK con una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de ia presente invencién se refiere a métodos para estimular la proliferacion y la
diferenciacion en un granulocito, un monocito o una célula dendritica, que comprende poner en
contacto un granulocito, un monocito o una célula dendritica con una cantidad eficaz de los
inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a métodos para estimular la diferenciacion de los
linfocitos T citotoxicos (CTL), que comprenden poner en contacto un linfocito T con una
cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos para inhibir la replicacion virica, que
comprenden poner en contacto una célula infectada por virus con una cantidad eficaz de los
inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos para regular positivamente la
expresion del complejo mayor de histocompatibilidad 1 (MHC 1), que comprenden poner en
contacto una célula diana con una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos para inducir la muerte celular, que
comprenden administrar en una célula diana una cantidad eficaz de los inmunoconjugados de la
invencion.

Otro aspecto de la presente invencidon se refiere a métodos para inducir la quimiotaxis en una
célula diana, que comprenden administrar en una célula diana una cantidad eficaz del
inmunoconjugado de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un método para tratar una enfermedad en un

individuo, que comprende las etapas de administrar en un individuo una cantidad
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terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende el inmunoconjugado de la invencion

y un portador farmacéutico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

FIGURA 1. Vista general esquematica de los diversos formatos de fusiéon de inmunoconjugados.
Todos los constructos en la FIGURA 1 comprenden dos fragmentos scFv de anticuerpo (en ¢l
grupo de unién a antigeno) y una o dos moléculas de citoquina (como grupos efectores)
conectados al mismo. Los paneles A a E muestran diferentes conectividades y estequiometrias
de los grupos de unién a antigeno y grupos efectores. El panel A) ilustra una fusion “diacuerpo”
de IL-2. El “diacuerpo” ensambla no covalentemente dos cadenas polipeptidicas idénticas. El
panel B muestra un inmunoconjugado que comprende una cadena pesada de una molécula Fab
fusionada en su extremo carboxi-terminal con una citoquina que, a su vez, se fusiona en su
extremo carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab. Se coexpresa una cadena
ligera con el polipéptido cadena pesada de Fab-citoquina-cadena pesada de Fab para formar el
inmunoconjugado. Alternativamente, las dos cadenas ligeras pueden fusionarse con la citoquina,
y coexpresarse las cadenas pesadas. En el panel C, las dos cadenas pesadas de Fab se fusionan
directamente entre si. La citoquina comparte un enlace peptidico amino-terminal con la cadena
pesada del segundo grupo de unién a antigeno. Los dos formatos moleculares de los paneles B y
C pueden modificarse de manera que la cadena de Fab se sustituya por un fragmento scFv, tal
como en los paneles Dy E.

FIGURA 2. Vista general esquemdtica de inmunoconjugados adicionales que comprenden dos
grupos de unién a antigeno y por lo menos uno o méas grupos efectores. El panel A muestra una
molécula Fab fusionada mediante su extremo carboxi-terminal a un dominio CH3 de 1gG. Con
el fin de conseguir la homodimerizacién del grupo de unién covalente a antigeno, puede
introducirse un enlace disulfuro artificial en el extremo carboxi-terminal del dominio CH3 de
lgG (inmunoconjugado a la derecha dentro del panel A). El dominio CH3 de IgG1 mostrado en
el panel A puede sustituirse por un dominio CH4 de IgE. Los grupos Fab en el panel A se
sustituyen por fragmentos scFv en el panel B. Para el inmunoconjugade del panel C, se fusiond
la bisagra natural de IgG C-terminalmente con las moléculas Fab. Debido a que la region
carboxi-terminal de la bisagra podria imponer algunas restricciones geométricas al ensamblaje de
los dominios constantes que se encuentran fusionados C-terminalmente con la region bisagra de
IgG, puede introducirse un linker artifical entre la regién carboxi-terminal de la bisagra y el

extremo amino-terminal del dominio CH3 de IgG. La regidn bisagra también puede introducirse
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entre un fragmento scFv y un dominio constante de inmunoglobulina, tal como se muestra en el
panel D. En los paneles A a D, se utiliza un dominio CH3 de IgGl o CH4 de Igk para
homodimerizar los constructos. El panel E ilustra un inmunocnojugado en el que se consigue la
dimerizacion mediante una interaccién de heterodimerizacién CH1/Cygppa. El inmunoconjugado
del panel D puede presentar una o dos citoquinas en cada inmunoconjugado.

La FIGURA 3 presenta los resultados de un experimento de eficacia con dos formatos
moleculares de inmunoconjugado de interlenquina 2 diferentes especificos del estroma tumoral.
Se inyectd subcutaneamente teratocarcinoma F9 en ratones 129SvEv y se midié el tamafio
tumoral utilizando un calibrador.  Se comparé la molécula “diacuerpo-IL-2 a dos
concentraciones diferentes con el inmunoconjugado Fab-interleuquina-2-Fab (Fab-IL2-Fab), en
donde las concentraciones reflejan un numero similar de moléculas de inmunoconjugado. El
inmunoconjugado Fab-IL2-Fab se denomina “Fab-L19”, el control de interleuquina-2 no
conjugado se denomina “rIL-2 no conj.”, la molécula de “diacuerpo™IL-2 se denomina
“diacuerpo” en la FIGURA 3. Se utilizé el anticuerpo L19, dirigido contra el dominio extra B de
la fibronectina (EDB), para generar los grupos de union a antigeno en los inmunoconjugados
tanto de diacuerpo como Fab-L19. La cantidad de inmunoconjugado inyectada en cada raton (en
ug) se indica en la leyenda de la figura.

La FIGURA 4 presenta los resultados de un experimento de supervivencia con dos formatos
moleculares de inmunoconjugado de interleuquina-2 diferentes especificos del estroma tumoral.
Se inyectd intraesplénicamene la linea celular de tumor gastrico humano LS174T en ratones
SCID-beige. El inmunoconjugado Fab-IL2-Fab se denomina “Fab-L19”, el control de
interleuquina-2 no conjugada se denomina “rIL-2 no conj.”, la molécula de “diacuerpo™IL-2 se
denomina “diacuerpo” en la FIGURA 4. Se utiliz6 el anticuerpo anti-EDB, L19, para generar los
grupos de unidén a antigeno en los inmunoconjugados tanto de diacuerpo como Fab-L19. La
cantidad de inmunoconjugado inyectada en cada ratén (en pg) se indica en la leyenda de la
figura, y refleja el mismo niimero de moléculas de inmunoconjugado.

La FIGURA 5 muestra las imagenes inmunohistoquimicas de tejido uterino humano a
magnificaciones de 100X y 400X. La region variable 2B10 generada mediante los métodos
descritos en el Ejemplo 3 se une al dominio A2 de la tenascina humana (TNC-A2). La region
variable 2B10 en un fragmento Fab se ufisoné con un fragmento FLAG (SHD2B10-FLAG). Se
prepararon muestras de tejido uterino humano sano y canceroso para la tincién
inmunohistoquimica. A continuacién, las muestras se incubaron con el fragmento Fab

SHD2B10-FLAG. A continuacién, las muestras se lavaron y se incubaron con un anticuerpo
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fluorescente especifico para el epitopo FLAG. Las muestras de tejido canceroso mostraban
niveles de expresiéﬁ mas altos de TNC-A2 que las muestras de tejido sano.

La FIGURA 6 muestra los niveles de expresion de TNC-A2 en diversas muestras de tejido
humano en términos de % de area superficial inmunofluorescente. Se incubaron diversas
muestras de tejido humano procedentes de individuos sanos y de pacientes de céncer con
fragmento Fab SHD2B10-FLAG tal como se describe en la FIGURA 3.

La FIGURA 7 muestra los niveles de expresion de proteina activada por fibroblastos (FAP) en
diversas muestras de tejido humano en términos de % de drea superficial inmunofluorescente.
Se incubaron diversas muestras de tejido humano procedentes de individuos sanos y de pacientes
de cancer con un anticuerpo comercial contra FAP (Abcam). La parte superior de cada columna
en el grafico representa la expresion tumoral de FAP, mientras que la parte inferior de cada
columna en el grafico representa la expresion normal de FAP.

La FIGURA 8 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de un anticuerpo de IgG
conocido, L19, para EDB.

La FIGURA 9 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de un inmunoconjugado
Fab-IL-2-Fab especifico para EDB. Los fragmentos Fab en ¢l inmunoconjugado se derivaron
del anticuerpo L19.

La FIGURA 10 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de una proteina de fusion
“diacuerpo™IL2 especifica para EDB. EIl fragmento scFv de diacuerpo se derivo a partir del
anticuerpo L19. La proteina de fusién “diacuerpo”-IL2 incluye un linker de 8 aminodcidos
situada entre el fragmento scFv y la molécula de IL-2.

La FIGURA 11 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de una proteina de fusién
“diacuerpo”-IL2 especifica para EDB. El fragmento scFv de diacuerpo se derivé a partir del
anticuerpo L19. La proteina de fusién ““diacuerpo™IL2 incluye un linker de 12 aminoécidos
entre el fragmento scFv y la molécula de IL-2.

La FIGURA 12 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de un anticuerpo IgG
conocido, F16, para el dominio Al inmovilizado de la tenascina (TNC-A1). La FIGURA 12
también presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de un fragmento Fab del
anticuerpo F16 para TNC-Al. Se indican en la figura las constantes de disociacidn (Kp)
calculadas para las moléculas IgG y Fab de F16.

La FIGURA 13 presenta los datos de BIACORE que muestran la afinidad de IL-2 para el
receptor de 1L-2 inmovilizado. Se consiguid heterodimerizar las cadenas beta y gamma de IL-2R

mediante la fusién de las cadenas respectivas con las variantes “boton en ojal” de la parte Fc de
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una IgG1 humana, tal como se describe en Merchant A.M. er al., Nat. Biotech. 16:677-681,
1998. Se indica en la figura el valor de Kp calculado a partir de los datos de BIACORE.

La FIGURA 14 presenta datos de BIACORE que muestran la afinidad de una proteina de fusion
“diacuerpo”-IL-2 para TNC-A1 y el receptor de IL-2. La molécula de scFv en el diacuerpo se
deriva del anticuerpo F16. Los valores de Kp calculados a partir de los datos de BIACORE se
indican en la figura.

La FIGURA 15 presenta los datos de BIACORE muestran la afinidad de un inmunoconjugado
Fab-IL-2-Fab para TNC-A1 y el receptor de IL-2. Las moléculas Fab en el inmunoconjugado se
derivaron del anticuerpo F16. Los valores de Kp calculados a partir de los datos de BIACORE
se indican en la figura.

La FIGURA 16 presenta los datos de BIACORE que muestran la afinidad de un
inmunoconjugado scFv-IL-2-scFv para TNC-Al y el receptor de [L-2. Las moléculas de scFv en
el inmunoconjugado se derivaron a partir del anticuerpo F16. Los valores de Kp calculados a
partir de los datos de BIACORE se indican en la figura.

La FIGURA 17 es una tabla resumen de los valores de Kp obtenidos de los estudios BIACORE
presentados en las figuras 12 a 16.

La FIGURA 18 presenta los resultados de un experimento de eficacia que compara la molécula
de “diacuerpo”-IL-2 con diana en el dominio EDB de la fibronectina con el inmunoconjugado
Fab-interleuquina-2-Fab (denominado “Fab-SH2B10”, que comprende las regiones variables de
cadenas pesada y ligera de secuencias SEC ID n® 3 y 7, respectivamente) con diana en el
dominio A2 de la tenascina C. El control de interleuquina-2 no conjugada se¢ denomina *rIL-2 no
conj.”, la molécula de *“diacuerpo”-IL-2 se denomina “diacuerpo L12” en la FIGURA 18. Se
utilizé el anticuerpo anti-EDB, L19, para generar el grupo de unién a antigeno en el
inmunoconjugado de diacuerpo. Se inyecté subcutdneamente la linea celular de teratocarcinoma
F9 en ratones inmunocompetentes de la cepa 129. La cantidad de inmunoconjugado inyectada
en cada raton {en pg) se indica en la leyenda de la figura. El tratamiento se inicié el dia 6 y se
realizaron 5 inyecciones en total hasta el dia 11 del experimento.

La FIGURA 19 muestra la induccidén de la proliferacion de las células NK-92 por parte de los
inmunoconjugados anti-FAP, anti-tenascina C y Fab-IL2-Fab (generados utilizando las
secuencias de VH y de VL de los constructos 3F2, 3D9, 4B3 (anti-FAP), 2Fil y 2B10 (anti-
tenascina C)) en comparacién con la [L-2 humana no conjugada. Se midio la proliferacion

celular utilizando el sistema CellTiter Glo tras dos dias de incubacion.
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La FIGURA 20 presenta los resultados de un ensayo ELISA que mide la induccion de la
produccién de IFN-gamma por parte de diversos inmunoconjugados que <contienen
interleuquina-12 en comparacion con citoquinas no conjugadas, o con inmunoconjugados que
contienen los dominios p35 y p40 de IL-12 en moléculas separadas. El panel A muestra los
resultados en placas recubiertas de fibronectina. El panel B muestra los resultados en solucion.
La FIGURA 21 muestran los andlisis cinéticos basados en resonancia de plasmén superficial
(SPR) de fragmentos Fab anti-FAP de afinidad madurada. Se presentan conjuntos de datos
cinéticos procesados para la union del clon 19G1 a FAP (A) humano (hu) y a FAP (B) murino
(mu), para la unién del clon 20G8 a FAP hu (C), a FAP mu (D) y de unién del clon 4B9 a FAP
hu (E) y 2 FAP mu (F). Las lineas suavizadas representan un ajuste global de los datos a un
modelo de interaccion 1:1.

La FIGURA 22 muestra analisis cinéticos basados en SPR de fragmentos Fab anti-FAP de
afinidad madurada. Se presentan conjuntos de datos cinéticos procesados para la union del clon
5B8 a FAP hu (A) y a FAP mu (B), para la union del clon 5F1 a FAP hu (C), a FAP mu (D) y
para la unién del clon 14B3 a FAP hu (E) y 2 FAP mu (F). Las lineas suavizadas representan un
ajuste global de los datos a un modelo de interaccion 1:1.

La FIGURA 23 muestra analisis cinéticos basados en SPR de fragmentos Fab anti-FAP de
afinidad madurada. Se presentan datos cinéticos procesados para la union del clon 16F1 a FAP
hu (A) y a FAP mu (B), de unién del clon 16F8 a FAP hu (C), a FAP mu (D) y de unién del clon
03C9% a FAP hu (E) y a FAP mu (F). Las lineas suavizadas representan un ajuste global de los
datos a un modelo de interaccion 1:1.

La FIGURA 24 muestra analisis cinéticos basados en SPR de fragmentos Fab anti-FAP de
afinidad madurada. Se presentan datos cinéticos procesados para la union del clon O2D7 a FAP
hu (A) y a FAP mu (B), de la union del clon 28H1 a FAP hu (C), a FAP mu (D), a FAP cyno (E)
y para la unién del clon 22A3 a FAP hu (F), a FAP mu (G) y a FAP de Cynomolgus (cyno) (H).
Las lineas suavizadas representan un ajuste global de los datos a un modelo de interaccion 1:1.
La FIGURA 25 muestra analisis cinéticos basados en SPR de fragmentos Fab anti-FAP de
afinidad madurada. Se presentan datos cinéticos procesados para la union del clon 29B11 a FAP
hu (A), a FAP mu (B), a FAP cyno (C) y para la unidn del clon 23C10 a FAP hu (D), a FAP mu
(E} v a FAP cyno (F). Las lineas suavizadas representan un ajuste global de los datos a un
modelo de interaccidn 1:1.

La FIGURA 26 muestra andlisis cinéticos basados en SPR de fragmentos Fab anti-TNC A2 de

afinidad madura que se unen a TNC A2 humana (hu). Se presentan datos cinéticos procesados
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para los clones 2B10_C3B6 (A), 2B10_6A12 (B), 2B10_C3A6 (C), 2B10_O7D8 (D),
2B10_O1F7 (E) y 2B10_6H10 (F). Las lincas suavizadas representan un ajuste global de los
datos a un modelo de interaccién 1:1.

La FIGURA 27 proporciona una vista general de las tres etapas de purificacion llevadas a cabo
para la purificacién de Fab-1L2-Fab basado en 3F2.

La FIGURA 28 muestra los resultados de la purificacion de Fab-IL2-Fab (A y B) basada en 3F2
y los resultados de la purificacién de Fab-IL2-Fab (C y D) basada en 4G8. (A, C) SDS-PAGE
Bis-Tris al 4-12% y Tris-acetato al 3-8% de fraccienes del procedimiento de purificacion y del
producto final. (B, D) Cromatografia analitica de exclusién por tamafio tras las tres etapas de
purificacion aplicadas.

La FIGURA 29 muestra los resultados de la purificacion del inmunoconjugado Fab-IL2-Fab
2B10. (A) SDS-PAGE Bis-Tris al 4-12% de fracciones obtenidas durante el procedimiento de
purificacién y del producto final. B) Cromatografia analitica de exclusién por tamafio tras las tres
etapas de purificacion aplicadas.

La FIGURA 30 muestra la evaluacién de estabilidad del Fab-IL2-Fab basado en L19 anti-EDB
de fibronectina. Se formuld Fab-IL2-Fab L19 en HCI de histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0
a una concentracion de 6,3 mg/ml y se almacend durante 4 semanas a temperatura ambiente y a
4°C. Se analizaron muestras cada semana para: (A) la concentracién, mediante espectroscopia de
UV (tras la centrifugacién para peletizar cualquier material potencialmente precipitado), y (B)
contenido agregado mediante cromatografia analitica de exclusion por tamafios.

La FIGURA 31 muestra los analisis cinéticos basados en SPR de inmunoconjugados Fab-IL2-
Fab 3F2 con diana en FAP para FAP humana, murina y de Cynomolgus {(cyno) y receptor B/y de
IL-2 humana (JL2R bg) segin determinacién mediante resonancia de plasmén superficial. Las
lineas suavizadas representan un ajuste global de los datos a un modelo de interaccién 1:1.

La FIGURA 32 muestra analisis cinéticos basados en SPR de inmunoconjugados Fab-IL2-Fab
4G8 con diana en FAP para FAP humana, murina y de Cynomolgus (cyno) segun determinacidn
mediante resonancia de plasmon superficial. Las lineas suavizadas representan un ajuste global
de los datos a un modelo de interaccion 1:1.

La FIGURA 33 muestra los analisis cinéticos basados en SPR de constructos Fab-IL2-Fab 4G8
con diana en FAP para las cadenas PB/y and & del receptor de IL-2 murino, segin determinacion
mediante resonancia de plasmén superficial. Las lineas suavizadas representan un ajuste global

de los datos a un modelo de reaccion de dos estados.
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La FIGURA 34 muestra analisis cinéticos basados en SPR de constructos Fab-IL2-Fab 3D9 con
diana en FAP para FAP humana, murina y de Cynomolgus (cyno) y receptor B/y de IL-2 humana
(IL2R bg) segln determinacién mediante resonancia de plasmén superficial. Las lineas
continuas representan un ajuste global de los datos a un modelo de interaceion 1:1.

La FIGURA 35 muestra analisis cinéticos basados en SPR de constructos Fab-1L2-Fab 2B10 con
diana en TNC A2 para las proteinas de fusion TNC A2 quiméricas humanas, murinas y de
Cynomolgus (cyno) y receptor f/y de IL-2 humana (IL2R bg) segiin determinacion mediante
resonancia de plasmon superficial. Las lineas continuas representan un ajuste global de los datos
a un medelo de interaccion 1:1.

La FIGURA 36 ilustra la eficacia de los inmunoconjugados Fab-IL2-Fab IL-2 dirigidos que
reconecen TNC A2 (2B10) o FAP (3F2 y 4G8) en la induccién de la proliferacién de las células
NK92 en comparacion con IL-2 (proleuquina) v con el diacuerpo L19 que reconoce ia EDB de la
fibronectina. El gje x se normaliza respecto al nimero de moléculas de IL-2, debido a que el
diacuerpo presenta dos grupos efectores de IL-2, mientras que los constructos Fab-IL2-Fab
contienen unicamente un grupo efector IL-2. Se midié la proliferacion celular utilizando el
sistema CellTiter Glo tras dos dias de incubacion.

La FIGURA 37 muestra la induccion de la fosforilacién de STATS como consecuencia de la
sefializacion del receptor de TL-2 mediada por IL-2 tras la incubacion con un inmunoconjugado
Fab-IL.2-Fab de IL-2 basado en 4G8 con diana en FAB que reconoce FAP en diferentes
poblaciones de células efectoras, incluyendo: (A) células NK CD56%, (B) células T ayudante
CD4'CD25CD127%, (C) células T citotoxicas CD3", CD8", y (D) células T reguladoras
CD4"CD25'FOXP3™ (Tregs) procedentes de PBMCs humanas en solucién,

La .FIGURA 38 ilustra la eficacia de inmunoconjugados Fab-IL2-Fab de IL-2 dirigidos que
reconocen TNC Al (2F11), TNC A2 (2B10) o FAP (3F2, 4B3 y 3D9) en la induccién de la
liberacién de IFN-gamma y la proliferacién de células NK92 en comparacion con IL-2, en el
caso de que los inmunoconjugados se¢ encuentren presentes en solucion o inmovilizados
mediante FAP o TNC A2 recubierto sobre placas de microtitulacion.

La FIGURA 39 presenta los resultados de un experimento de supervivencia con dos formatos
moleculares de inmunoconjugado de IL-2 especificos para el estroma tumoral. Se inyectd
intraesplénicamente en ratones SCID la linea celular de tumor de colon humano LS174T. El
inmunoconjugado Fab-TIL2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 se denomina “SH2B107, el control
de IL-2 no conjugado se denomina “proleuquina”, la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en

EDB de fibronectina se denoina “diacuerpo™ La cantidad de inmunoconjugado inyectada en
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cada ratén (en pg) se indica en la leyenda de la figura, y refleja el mismo namero de moléculas

‘de inmunoconjugado.

La FIGURA 40 presenta los resultados de un experimento de supervivencia con dos formatos

moleculares de inmunoconjugado de IL-2 especificos para el estroma tumorai. Se inyectd

. intrarrenalmente en ratones SCID la linca celular renal humana ACHN. Los inmunoconjugados

Fab-IL2-Fab 3F2 0 4G8 con diana en FAP se denominan “FAP-3F2” y “FAP-4G8", el control de
IL-2 no conjugado se denomina “proleuquina”, la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en
EDB de fibronectina se denomina “diacuerpo™. La cantidad de inmunoconjugados inyectada en
cada raton (en pg) se indica en la leyenda de la figura, y refleja el mismo niimero de moléculas
de inmunoconjugado.

La FIGURA 41 presenta los resultados de un experimento de supervivencia con dos formatos
moleculares de inmunoconjugado de IL-2 especificos para el estroma tumoral. Se inyectd 1.v. en
ratones SCID la linea celular de NSCLC humana A549. El inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10
con diana en TNC A2 se denomina “2B10”, la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en EDB
de fibronectina se denomina “diacuerpo”. La cantidad de inmunoconjugado inyectada en cada
ratén {en pg) se indica en la leyenda de la figura, y refleja ¢l mismo nimero de moléculas de
inmunoconjugado.

La FIGURA 42 presenta (A) una vista general del procedimiento de purificacion del
inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab con L19 (ligante del ectodominio B de fibronectina) como
Fab, y (B) una SDS-PAGE (reducida, no reducida) del inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab
purificado.

La FIGURA 43 presenta los resultados de un ensayo de proliferacion dependiente de GM-CSF
que compara el efecto de GM-CSF y el inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab con L19 (ligante
del ectodominio B de la fibronectina) como Fab sobre células TF-1.

La FIGURA 44 presenta (A) una vista general del procedimiento de purificacion del
inmunoconjugado Fab-IL12-Fab con 4G8 (ligante de FAP) como Fab, y (B) una SDS-PAGE
(reducida, no reducida) del inmunoconjugado Fab-IL12-Fab purificado.

La FIGURA 45 presenta los resultados de un ensayo de 1a liberacién de IFN-gamma inducida
por IL-12, comparando el efecto de IL-12 y el inmunoconjugado Fab-IL12-Fab purificado con
4G8 (ligante de FAP) como Fab, utilizando PBMCs aisladas a partir de sangre humana fresca
procedente de un donante sano.

La FIGURA 46 presenta (A) una vista general del procedimiento de purificacion del

inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab con L19 (ligante del ectodominio B de la fibronectina) como
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Fab, y (B) una SDS-PAGE (reducida, no reducida) del inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab
purificado.

La FIGURA 47 presenta los resultados de un ensayo de la inhibicion inducida por IFN-gamma
de 1a proliferacién de (A) células T de Jurkat, y (B) células tumorales A549, comparando el
efecto de IFN-gamma (Roferon A, Roche) y del inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab purificado
con L19 (ligante de ectodominio B de la fibronectina) como Fab.

La FIGURA 48 muestra (A) los perfiles de elucién de la purificacion del Fab-1L2-Fab basado en
MHLG con diana en MCSP, y (B) los resultados de la caracterizacion analitica del mismo Fab-
IL2-Fab mediante. SDS-PAGE (minigel Bis-Tris Novex NuPAGE, Invitrogen; tampon de corrido
MOPS, reducido y no reducido).

La FIGURA 49 muestra (A) los perfiles de elucién de la purificacién del Fab-IL2-Fab basado en
MHLG1 con diana en MCSP, y (B) los resuitados de la caracterizacion analitica del mismo Fab-
I1.2-Fab mediante SDS-PAGE (minigel Bis-Tris Novex NuPAGE, Invitrogen; tampon de corrido
MOPS, reducido y no reducido).

La FIGURA 50 presenta los resultados de un ensayo de la liberacion de IFN-gamma inducida
por IL-2, comparando el efecto del inmunoconjugado Fab-IL2-Fab purificado con 4G8 (ligante
de FAP) como Fab, y el inmunoconjufado Fab-IL2-Fab purificado con MHLG KV9 (ligante de
MCSP) como Fab, utilizando células NK92 privadas de IL-2.

La FIGURA 51 presenta los resultados de un ensayo de la liberacion de IFN-gamma inducida
por IL-2 comparando el efecto del inmunoconjugado Fab-IL2-Fab purificado con 4G8 (ligante
de FAP) como Fab, y el inmunoconjugado Fab-IL12-Fab purificado con MHLG1 KV9 (ligante
de MCSP) como Fab, utilizando células NK92 privadas de IL-2.

La FIGURA 52 muestra la union del inmunoconjugado MHLG1 KV9 Fab-IL2-Fab con diana en
MCSP a celulas Colo38, determinada por citometria de flujo. El anticuerpo secundario solo y las
celulas solas se muestran solamente como controles negativos.

La FIGURA 53 presenta (A) una vista general del procedimiento de purificacion del
inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10 con 2B10 (ligante de TNC A2) como Fab, y (B) una SD3-
PAGE (reducida, no reducida) del inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10 purificado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones
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A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la
presente memoria de manera general presentan el mismo significado entendido cominmente por
¢l experto ordinario en la materia, Generalmente, la nomenclatura utilizada en la presente
memoria y los procedimientos de laboratorio de cultivo celular, genética molecular, quimica de
acidos nucleicos e hibridacion descritos posteriormente son aquellos bien conocidos y utilizados
comunmente en la técnica. Las técnicas y procedimientos estindares se llevan a cabo
generalmente segun métodos convencionales de la técnica y diversas referencias generales (ver
de manera general Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a edicién, 1989,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., que se incorpora como
referencia en la presente memoria), que se proporcionan durante la totalidad del presente
documento.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “inmunoconjugado” se refiere a una
molécula de polipéptido que incluye por lo menos un grupo efector y por lo menos un grupo de
unién a antigeno. En una realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo
efector de una cadena y por lo menos dos grupos de unién a antigeno. La molécula de union a
antigeno puede unirse al grupo efector mediante una diversidad de interacciones en una
diversidad de configuraciones tal como se describe en la presente memoria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “grupo efector” se refiere a un
polipéptido, por ejemplo mediante transduccion de sefiales u otras rutas celulares. Por
consiguiente, el grupo efector de la invencién puede asociarse a la sefializacion mediada por
receptores que transmite una sefial desde el exterior de la membrana celular para modular una
respuesta en una célula que porta uno o mas receptores del grupo efector. En una realizacion, un
grupo efector puede inducir una respuesta citotéxica en células que portan uno o mds receptores
del grupo efector. En otra realizacion, un grupo efector puede inducir una respuesta proliferativa
en células que portan uno o més receptores del grupo efector. En otra realizacion, un grupo
efector puede inducir la diferenciacién en células que portan receptores del grupo efector. En
otra realizacién, un grupo efector puede alterar la expresion (es decir, regular positiva o
negativamente) de una proteina celular enddgena en células que portan receptores del grupo
efector. Entre los ejemplos no limitativos de grupos efectores se incluyen citoquinas, factores de
crecimiento, hormonas, enzimas, sustratos y cofactores. El grupo efector puede asociarse a un

grupo de unién a antigeno en una diversidad de configuraciones para formar un

inmunoconjugado.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “citoquina” se refiere a una molécula que
media y/o regula una funcién o proceso bioldgico o celular (por ejemplo la inmunidad, la
inflamacién y la hematopoyesis). El término “citoquina” tal como se utiliza en la presente
memoria incluye “linfoquinas”, “quimoquinas”, “monoquinas™ e¢ “interlenquinas”. Entre los
ejemplos de citoquinas utiles se incluyen, aunque sin limitacion, GM-CSF, IL-1a, IL-1p, IL-2,
IL-3, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-4, IFN-B, IFN-y, MIP-1a, MIP-1B, TGF-B,
TNF-a y TNF-p.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "de una cadena" se refiere a una
molécula que comprende mondomeros aminodcidos conectados lincalmente mediante enlaces
peptidicos. En una realizacién, el grupo efector es un grupo efector de una cadena. Entre los
ejemplos no limitativos de grupos efectores de una cadena se incluyen citoquinas, factores de
crecimiento, hormonas, enzimas, sustratos y cofactores. En el caso de que el grupo efector sea
una citoquina y la citoquina de interés se encuentre normaimente en forma de multimero en la
naturaleza, cada subunidad de la citoquina multimérica se encuentra secuencialmente codificada
por la cadena Unica del grupo efector. Por consiguiente, entre los ejemplos no limitativos de
grupos efectores de una cadena que resultan ttiles se incluyen GM-CSF, IL-1a, IL-1 B, IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, TL-8, IL-10, IL-12, IFN-4, IFN-B, IFN-y, MIP-1c, MIP-1p, TGF-B,
TNF-a y TNF-p.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “grupo cfector de control” se refiere a
un grupo efector no conjugado. Por ejemplo, al comparar un inmunoconjugado de IL-2 de la
presente invencién con un grupo efector de control, el grupo efector de control es IL-2 no
conjugada libre. De manera similar, por ejemplo, al comparar un inmunoconjugado de IL-2 de la
presente invencién con un grupo efector de control, éste es IL-2 no conjugado libre (por ejemplo
presente en forma de proteina heterodimérica en la que las subunidades p40Q y p35 comparten
linicamente uno o mas enlaces disulfuro).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “receptor de grupo efector” se refiere a
una molécula de polipéptido capaz de unirse especificamente a un grupo efector. Por ejemplo, en
el caso de que IL-2 sea el grupo efector, el receptor del grupo efector que se une a una IL-2 (por
ejemplo un inmunoconjugado que comprenda IL-2) es el receptor de IL-2. De manera similar,
por ejemplo, en el caso de que IL-12 sea el grupo efector de un inmunoconjugado, el receptor del
grupo efector es el receptor de IL-12. En el caso de un grupo efector que se una especificamente
a mas de un receptor, todos los receptores que se unen especificamente al grupo efector son

“receptores de grupo efector” para dicho grupo efector.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “grupo de unién a antigeno™ se refierc a
una molécula de polipéptido que se une especificamente a un determinante antigénico. En una
realizacién, un grupo de union a antigeno es capaz de dirigir la entidad a la que se encuentra
unido (por ejemplo un grupo efector o un segundo grupo de unién a antigeno) a un sitio diana,
por ejemplo a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que porta ¢l determinante
antigénico. Entre los grupos de unién a antigeno se incluyen anticuerpos y fragmentos de los
mismos, tal como se define adicionalmente en la presente memoria. La expresion “se une
especificamente” se refiere a que la unidn es selectiva para el antigeno y puede discriminarse de
interacciones no descadas o no especificas. En una realizacion, ¢l inmunoconjugado comprende
por lo menos un, tipicamente dos o més, grupos de unién a antigeno con regiones constantes, tat
como se define adicionalmente en ta presente memoria y es conocido de la técnica. Entre las
regiones constantes de cadena pesada que resultan ftiles se incluyen cualquiera de los cinco
isotipos: 4, 4, 4, v, or i. Entre las regiones constantes de cadena ligera que resultan utiles se
incluyen cualquiera de los dos isotipos: €y €.

Tal como se utiliza en Ja presente memoria, la expresion “determinante antigénico™ es sinénima
de “antigeno” y “epitopo”, y se refiere a un sitio (por ejemplo un tramo contiguo de aminoacidos
o una configuracién conformacional constituida de diferentes regiones de aminoacidos no
contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se une un grupo de unién a antigeno,
formando un complejo de grupo de unién a antigeno-antigeno.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “grupo de unién a antigeno de control”
se refiere a un grupo de unién a antigeno tal como existiria libre de otros grupos de union a
antigeno y grupos efectores. Por ejemplo, al comparar un inmunoconjugado Fab-IL2-Fab de la
invencién con un grupo de unién a antigeno de control, el grupo de unién a antigeno de control
es Fab libre, en ¢l que el inmunoconjugado Fab-IL2-Fab y la molécula Fab libre pueden unirse
ambas especificamente al mismo determinante antigénico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “primer” y “segundo™ con respecto a
los grupos de unidén a antigeno, grupos efectores, etc., se utilizan por conveniencia para
distinguir en gué casos se encuentra presente més de uno de cada tipo de grupo. La utilizacidn
de dichas expresiones no pretende proporcionar un orden especifico u orientacién del
inmunoconjugado a menos que ello se indique explicitamente.

En el caso de que existan dos o mas defiiciones de una expresion que se utilice y/o se encuentre
aceptada en la técnica, la definicién del término utilizada en la presente memoria pretendera

incluir la totalidad de dichos sigificados, a menos que se indique explicitamente lo contrario. Un
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ejemplo especifico es la utilizacién de la expresion “region determinante de complementariedad™
(“CDR”) para referirse a los sitios de unién a antigeno no contiguos presentes dentro de la region
variable de polipéptidos tanto pesados como ligeros. Esta region particular ha sido descrita por
Kabat et al, U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of Proteins of
Immunological Interest”, 1986, y por Chothia er al, J. Mol Biol. 196:901-917, 1987,
incorporandose como referencia en la presente memoria, en las que las definiciones incluyen
residuos aminoacidos solapantes o subconjuntos de aminoacidos al compararlas entre si. Sin
embargo, la aplicacién de cualquiera de las definiciones para referirse a una CDR de un
anticuerpo o variantes de la misma pretende encontrarse comprendida dentro del alcance de la
expresion segun se define y se utiliza en la presente memoria. Los residuos aminodcidos
apropiados que comprenden las CDRs tal como se definen en cada uan de las referencias citadas
se proporcionan a continuacidn, en la Tabla 1, 2 modo comparativo. El numero exacto de
residuos que comprende una CDR particular varia dependiendo de la secuencia y tamaifio de la
CDR. El experto en la materia podrd determinar rutinariamente qué residuos comprende una

CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de la regién variable del anticuerpo.

TABLA 1. Definiciones de CDR'

CDR Kabat Chothia AbM*
Vu CDRI 31-35 26-32 26-35
vy CDR2 50-65 52-58 50-58
Vy CDR3 95-102 95-102 95-102
v, CDRI 24-34 26-32 24-34
v, CDR2 50-56 50-52 50-56
V. CDR3 89-97 91-96 29-97

La numcracién de todas las definiciones de CDR en la Tabla 1 sigue las
convenciones de numeracion proporcionadas por Kabat ef al. (ver posteriormente).

2 «aAbM” con una “b” minvscula, tal como sc wtiliza en la Tabla 1, se refiere a las
CDRs segin la definicion del programa informatico de modelado de anticuerpos
“AbM” de Oxford Molecular.

Kabat et al. también han definido un sistema de numeracion para las secuencias de dominio
variable que resulta aplicable a cualquier anticuerpo. El experto ordinario en la materia podra
asignar inequivocamente este sistema de “numeracion de Kabat™ a cualquier secuencia de
dominio variable sin basarse en ningin dato experimental més alla de la secuencia misma. Tal
como se utiliza en la presente memoria, la expresion “numeracion de Kabat” se refiere al sistema
de numeracién proporcionado por Kabat et al, U.S. Dept. of Health and Human Services,
“Sequences of Proteins of Immunological Interest”, 1983. A menos que se indique lo contrario,
las referencias a la numeracion de posiciones especificas de residuos aminoacidos en un grupo

de unién a antigeno de la invencién siguen el sistema de numeracion de Kabat. Las secuencias
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polipeptidicas del listado de secuencias (es decir, los nimeros de secuencia SECID n” 3,5, 7, 9,
11,13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 67, 69, 71, 73, 75,
77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 97, etc.) no se han numerado segin el sistema de
numeracién de Kabat. Sin embargo, se encuentra perfectamente comprendido dentro de los
conocimientos del experto ordinario en Ia materia convertir la numeracion de las secuencias del

listado de secuencias a la numeracion de Kabat.

Inmunoconjugados

Los inmunocconjugados son moléculas de polipéptido que comprenden por lo menos un grupo
efector y por lo menos un grupo de unién a antigeno. En una realizacion, el grupo efector es un
grupo efector de una cadena. En una realizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos
dos grupos de unién a antigeno. Entre los grupos de union a antigeno y grupos efectores del
inmunoconjugado se incluyen aquellos indicados en detalle en la presente memoria y
posteriormente, y en las figuras adjuntas. El grupo de unién a antigeno del inmunoconjugado
puede dirigirse contra una diversidad de moléculas diana (por ejemplo un determinante
antigénico sobre una molécula de proteina expresada sobre una célula tumoral o estroma
tumoral). Se proporcionan en la presente memoria ejemplos no limitativos de grupos de unién a
antigeno. En una realizacién, el grupo o grupos de unién a antigeno se dirigen contra un
determinante antigénico de uno o més de los polipéptidos representados en la Tabla 5,
posteriormente en la presente memoria. Los inmunoconjugados de la invencion tipicamente
muestran una o més de las propiedades siguientes: elevada especificidad de accion, toxicidad
reducida y/o estabilidad mejorada, particularmente en comparacion con los inmunoconjugados
conocidos de diferentes configuraciones que presentan como diana los mismos determinantes
antigénicos y que portan los mismos grupos efectores.

En una ralizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos un primer grupo efector y por
lo menos un primer y segundo grupos de union a antigeno. En una realizacién preferente, el
primer grupo efector es un grupo efector de una cadena. En una realizacion preferente, el primer
y segundo grupos de union a antigeno se seleccionan independientemente de entre el grupo que
consiste de un Fv y un Fab, En una realizacién especifica, el primer grupo efector comparte un
enlace peptidico amino-terminal o carboxi-terminal con un primer grupo de unién a antigeno, y
un segundo grupo de unién a antigeno comparte un enlace peptidico amino-terminal o carboxi-

terminal con: i) el primer grupo efector, o ii) el primer grupo de unién a antigeno. En otra
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realizacién, el inmunoconjugado consiste esencialmente de un primer grupo efector de una
cadena y primer y segundo grupos de unidn a antigeno.

En una realizacidn, un primer grupo efector comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con
un primer grupo de unidn a antigeno y comparte ademas un enlace peptidico amino-terminal con
un segundo grupo de unién a antigeno. En otra realizacion, un primer grupo de unién a antigeno
comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con un primer grupo efector, preferentemente un
grupo efector de una cadena, y comparte ademds un enlace peptidico amino-terminal con un
segundo grupo de unién a antigeno. En otra realizacion, un primer grupo de unién a antigeno
comparte un enlace peptidico amino-terminal con un primer grupo efector, preferentemente un
grupo efector de una cadena, y comparte ademas un péptido carboxi-terminal con un segundo
grupo de unidn a antigeno. ‘

En una realizacién, un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, comparte
un enlace peptidico carboxi-terminal con una primera regidn variable de cadena pesada, y
comparte ademés un enlace peptidico amino-terminal con una segunda region variable de cadena
pesada. En otra realizacion, un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena,
comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una primera regién variable de cadena ligera
y comparte ademds un péptido amino-terminal con una segunda region variable de cadena ligera.
En otra realizacion, se une una primera regién variable de cadena pesada o ligera mediante un
enlace peptidico carboxi-terminal a un primer grupo efector, preferentemente un grupo efector de
uan cadena, y se une adicionalmente mediante un enlace peptidico amino-terminal a una segunda
region variable de cadena pesada o ligera. En otra realizacion, se une una primera region
variable de cadena pesada o ligera mediante un enlace peptidico amino-terminal a un primer
grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, y se une adicionalmente
mediante un enlace peptidico carboxi-terminal a una segunda region variable de cadena pesada o
ligera.

En una realizacién, un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, comparte
un enlace peptidico carboxi-terminal con una cadena pesada o ligera de un primer Fab y
comparte ademas un enlace peptidico amino-terminal con una cadena pesada o ligera de un
segundo Fab. En otra realizacion, una cadena pesada o ligera de un primer Fab comparte un
enlace peptidico carboxi-terminal con un primer grupo efector de una cadena y comparte ademas
un enlace peptidico amino-terminal con una cadena pesada o ligera de un segundo Fab. En otras

realizaciones, una cadena pesada o ligera de un primer Fab comparte un enlace peptidico amino-
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terminal con un primer grupo efector de una cadena y comparte ademas un enlace peptidico
carboxi-terminal con una cadena pesada o ligera de un segundo Fab.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos un primer grupo efector que
comparte un cnlace peptidico amino-terminal con una o mas moléculas scFv y en el que el
primer grupo efector comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una o més moléculas
scFv. Enuna realizacion preferente, el grupo efector es un grupo efector de una cadena.

En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos un primer grupo efector,
preferentemente un grupo efector de una cadena, y primer y segundo grupos de unién a antigeno,
en los que cada uno de los grupos de unién a antigeno incluye una molécula scFv unida en su
aminoacido carboxi-terminal a una regién constante que incluye un dominio constante de
inmunoglobulina, y en los que el primer grupo de unién a antigeno se encuentra unido en su
aminodcido carboxi-terminal de regién constante al aminoécido amino-terminal del primer grupo
efector, y en los que el primer y segundo grupos de unién a antigeno se encuentran
covalentemente unidos mediante por lo menos un enlace disuifuro. En una realizacién
preferente, la region constante se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste
de los dominios CH1 de IgG, CH2 de IgG, CH3 de 1gG, Ciappa de 18G, Ciambaa de 1gG y CH4 de
IgE. En una realizacién, el dominio de inmunoglobulina del primer grupo de unién a antigeno se
encuentra covalentemente unido al dominio de inmunoglobulina del segundo grupo de unién a
antigeno mediante un enlace disulfuro. En una realizacidn, por lo menos un enlace disulfuro se
localiza en el lado carboxi-terminal de los dominios de inmunoglobulina del primer y segundo
grupos de unién a antigeno. En otra realizacién, por lo menos un enlace disulfuro se localiza en
el lado amino-terminal de los dominios de inmunoglobuiina del primer y segundo grupos de
unién a antigeno. En otra realizacion, por lo menos dos enlaces disuifuro se localizan en el lado
amino-terminal de los dominios de inmunoglobulina del primer y segundo grupos de union a
antigeno.

En una realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende primer y segundo grupos de
uni6n a antigeno, comprendiendo, cada uno, una molécula scFv unida en su aminoacido carboxi-
terminal a una regién constante que comprende un dominio CHI de IgG, en el que ¢l primer
grupo de unidén a antigeno se encuentra unido en su aminoacido carboxi-terminal de region
constante al aminoacido amino-terminal del primer grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena, y en el que el primer y segundo grupos de unién a antigeno se encuentran
covalentemente unidos mediante por lo menos un enlace disulfuro. El segundo grupo de union a

antigeno del inmunoconjugado puede unirse ademas en su aminodcido carboxi-terminal al
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aminoécido amino-terminal de un segundo grupo efector. En una realizacién, el segundo grupo
efector es un grupo efector de una cadena.

En una realizacidn especifica, el inmunoconjugado comprende primer y segundo grupos de
unién a antigeno, comprendiendo, cada uno, una molécula scFv unida en su aminoacido carboxi-
terminal a una region constante que comprende un dominio Ckappa de 1gG, en el que el primer
grupo de unién a antigeno se une en su aminodcido carboxi-terminal de regién constante al
aminodcido amino-terminal del primer grupo efector, preferentemente un grupo efector de una
cadena, vy en el que el primer y segundo grupos de unidén a antigeno se encuentran unidos
covalentemente mediante por lo menos un enlace disulfure. E! segundo grupo de unién a
antigeno del inmunoconjugado puede unirse ademds en su aminoédcido carboxi-terminal al
aminoé4cido amino-terminal de un segundo grupo efector. En una realizacién, el segundo grupo
efector es un grupo efector de una cadena.

En otra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende primer y segundo grupos de
unién a antigeno, comprendiendo, cada uno, una molécula scFv unida en su aminodcido carboxi-
terminal a una regi6n constante que comprende un dominio CH4 de IgE, en el que el primer
grupo de unién a antigeno se une en su aminoédcido carboxi-terminal de regién constante al
aminoécido amino-terminal del primer grupo efector, preferentemente un grupo efector de van
cadena, y en el que el primer y scgund'o grupos de unién a antigeno se encuentran
covalentemente unidos mediante por lo menos un enlace disulfuro. El segundo grupo de union a
antigeno del inmunoconjugado puede unirse ademéds en su aminoacido carboxi-terminal al
amino4cido amino-terminal de un segundo grupo efector. En una realizacion, el segundo grupo
efector es un grupo efector de una cadena.

En ofra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende primer y segundo grupos de
union a antigeno, comprendiendo, cada uno, una molécula scFv unida en su aminoacido carboxi-
terminal a un dominio CH3 de IgE, en el que el primer grupo de unién a antigeno se une en su
aminoacido carboxi-terminal al aminoicido amino-terminal del primer grupo efector,
preferentemente un grupo efector de una cadena, y en el que el primer y segundo grupos de
unién a antigeno se encuentra unidos covalentemente mediante por lo menos un enlace disulfuro.
El segundo grupo de unién a antigeno de! inmunoconjugado puede unirse ademas en su
aminoacido carboxi-terminal al aminoacido amino-terminal de un segundo grupo efector. En
una realizacion, el segundo grupo efector es un grupo efector de una cadena.

En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende primer y segundo grupos efectores, y primer

y segundo grupos de unién a antigeno, en los que cada uno de los grupos de unién a antigeno
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comprenden una molécula Fab unida en su aminoacido carboxi-terminal de cadena pesada o
ligera a un dominio CH3 de IgGl, y en los que cada uno de los dominios CH3 de 1gG1 se
encuentra unido a su aminoé4cido carboxi-terminal respectivo en el aminodcido amino-terminal
de uno de los grupos efectores, y en los que el primer y segunde grupos de unién a antigeno se
encuentran covalentemente unidos mediante por lo menos un enlace disulfuro. En una
realizacion preferente, el primer y/o segundo grupos efectores es un grupo efector de una cadena.
En una realizacion adicional, los dominios CH3 de IgG! de los grupos de unién a antigeno
pueden unirse mediante enlaces disulfuro. En otra realizacion, por lo menos un enlace disulfuro
se localiza en el lado carboxi-terminal de los dominios CH3 de IgG1 del primer y segundo
grupos de unién a antigeno. En otra realizacion, por lo menos un enlace disulfuro se localiza en
el lado amino-terminal de los dominios CH3 de IgG1 del primer y segundo grupos de unién a
antigeno. En otra realizacién, por lo menos dos enlaces disulfuro se localizan en el lado amino-
terminal de los dominios CH3 de IgG1 del primer y segundo grupos de uni6n a antigeno.

En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende uno o mas sitios de corte proteolitico
localizados entre grupos efectores y grupos de union a antigeno.

Los componentes del inmunoconjugado (por ejemplo grupos de unién a antigeno y/o grupos
efectores) pueden unirse directamente o mediante diversos linkers (por ejemplo linkers péptidos
que comprenden uno o mas amino4cidos, tipicamente aproximadamente 2 a 10 aminoacidos) que
se indican en la presente memoria o que son conocidos de la técnica.

En una realizacion particular, el inmunoconjugado presenta una estabilidad mejorada en
solucién, particularmente en comparacion con preparaciones de inmunoconjugado conocidas.
En una realizacion, el inmunoconjugado se une a un determinante antigénico con una constante
de disociacion (Kp) que es por 1o menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 6 25 veces inferior a la de un grupo de unién a antigeno
de control. En una realizacién mas especifica, el inmunoconjugado se une 2 un determinante
antigénico con una Kp que es aproximadamente 10 veces inferior a la de un grupo de union a
antigeno de control. En una realizacién, ¢l inmunoconjugado se une a un determinante antigénico
con una Kp que es inferior a aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 1 nM, o
inferior a aproximadamente 0,1 nM.

En otra realizacién, el inmunoconjugado presenta un perfil de seguridad superior en comparacion
con preparaciones de inmunoconjugado conocidas. El inmunoconjugado preferentemente induce
menos efectos secundarios y menos severos, tales como toxicidad, destruccién de células no

tumorales, etc. La reduccion de los efectos secundarios puede atribuirse a una afinidad de unién
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reducida de los inmunoconjugados de la invencion para los receptores de grupo efector. En una
realizacion, el inmunoconjugado se une a un receptor de grupo efector con una Kp que ¢s por lo
menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 6 25 veces superior a la de un grupo efector de control. En una realizacion més especifica,
el inmunoconjugado se une a un receptor de grupo efector con una Kp que es aproximadamente
2 veces superior a la de un grupo efector de control. En otra realizacion, el inmunoconjugado se
une a un receptor de grupo efector con una Kp que es aproximadamente 10 veces superior a la de
un grupo efector de control. En otra realizacién, el inmunoconjugado se une a un receptor de
grupo efector con una Kp que es por lo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 veces superior a la de un
grupo efector correspondiente en una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo” En otra
realizacion, el inmunoconjugado se une a un receptor de grupo efector con una constante de
disociacion, Kp, que es aproximadamente !0 veces superior a la de un grupo efector
correspondiente en un inmunoconjugado “diacuerpo”.

En otra realizacién, el inmunocenjugado presenta una cficacia superior, particularmente en
comparacién con preparaciones de inmunoconjugado conocidas. En una realizacion, el
inmunoconjugado es méis capaz de inhibir incrementos de volumen tumoral in vivo y/o mas
capaz de prolongar la supervivencia en mamiferos que presentan tumores malignos. En una
realizacion, ¢l inmunoconjugado inhibe un incremento del volumen tumoral in vivo en por lo
menos aproximadamente 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
T0%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 100% alcanzado el final del periodo de administracion, de
aproximadamente por lo menos 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 6 30 dias. En una realizacion, el inmunoconjugado inhibe un
incremento del volumen tumoral in vive en por lo menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70% & 75%
alcanzado el final de un periodo de administracion de 13 dias. En otra realizacion, el
inmunoconjugado prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en
por lo menos aproximadamente %, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, T0%, 75%, 80%, 85%, 90% & 95% al administrarse en un mamifero que lo necesita,
en comparacién con un grupo efector de control. En ofra realizacion, el inmunoconjugado
prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en por lo menos 30%,
32% 6 35% al administrarlo en un mamifero que lo necesita, en comparacion con un grupo
efector de control. En otra realizacion, el inmunoconjugado prolonga la supervivencia de
mamiferos que presentan tumores malignos en aproximadamente 30% al administrario en un

mamifero que lo necesita, en comparacién con un grupo efector de control. En otra realizacion,
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el inmunoconjugado prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en
por lo menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90% 0 95% al administrarlo en un mamifero que lo necesita, en comparacion con un
grupo efector en una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo”.  En otra realizacion, el
inmunoconjugado prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en
por lo menos 30%, 32% & 35% al administrarlo en un mamifero que lo necesita, en comparacion
con un grupo efector en una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo”. En otra realizacion, el
inmunoconjugado prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en
aproximadamente 30% al administrarlo en un mamifero que lo necesita, en comparacién con un
grupo efector en una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo”. En otra realizacién, el
inmunoconjugado prolonga la supervivencia de mamiferos que presentan tumores malignos en
por lo menos 5%, 10% 6 15% en comparacion con un grupo efector de control o de un grupo

efector en una molécula de inmunoconjugado “diacuerpo™.

Grupos de unién a antigeno

El grupo de unién a antigeno del inmunoconjugado de la invencién es generalmente una
molécula de polipéptido que se une a un determinante antigénico especifico y es capaz de dirigir
la entidad a la que se une (por ejemplo un grupo efector o un segundo grupo de unidn a antigeno)
a un sitio diana, por ejemplo a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que porta
el determinante antigénico. El inmunoconjugado puede unirse a determinantes antigénicos
presentes, por ejemplo, sobre las superficies de las células tumorales, sobre las superficies de las
células infectadas por virus, sobre las superficies de otras células enfermas, libres en suero
sanguineo, y/o en la matriz extracelular (ECM). A

Entre los ejemplos no limitativos se incluyen MAGE, MART-1/Melan-A, gpl00, dipeptidil
peptidasa IV (DPPIV), proteina de unién a adenosina desaminasa (AD Abp), ciclofilina b,
antigeno asociado a cancer colorrectal (CRC)-C017-1A/GA733, antigeno carcinoembrionario
(CEA) vy sus epitopos inmunogénicos CAP-1 y CAP-2, etv6, amll, antigeno especifico de
prostata (PSA) y sus epitopos inmunogénicos PSA-1, PSA-2 y PSA-3, antigeno membranal
especifico de prostata (PSMA), receptor de células T/cadena CD3-zeta, familia MAGE de
antigenos tumorales (por ejemplo MAGE-Al, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A4, MAGE-AS,
MAGE-A6, MAGE-A7, MAGE-A8, MAGE-A9, MAGE-A10, MAGE-A1l, MAGE-A12,
MAGE-Xp2 (MAGE-B2), MAGE-Xp3 (MAGE-B3), MAGE-Xp4 (MAGE-B4), MAGE-C1,
MAGE-C2, MAGE-C3, MAGE-C4, MAGE-CS), familia GAGE de antigenos tumorales (por
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gijemplo GAGE-1, GAGE-2, GAGE-3, GAGE-4, GAGE-5, GAGE-6, GAGE-7, GAGE-8,
GAGE-9), BAGE, RAGE, LAGE-1, NAG, GnT-V, MUM-1, CDK4, tirosinasa, p53, familia
MUC, HER2/neu, p2lras, RCASI1, i-fetoproteina, E-cadherina, 4-catenina, B-catenina y y-
catenina, pl120ctn, gpl00 Pmelll7, PRAME, NY-ESO-1, cdc27, proteina de la poliposis
adenomatosa coli (APC), fodrina, conexina 37, idiotipo Ig, p15, gp75, ganglidésidos Gm2 y GD2,
productos viricos, tales como las proteinas del virus det papiloma humano, familia Smad de
antigenos tumorales, lmp-1, P1A, antigeno | nuclear codificado por el EBV (EBNA), gluc6geno
fosforilasa cerebral, SSX-1, SSX-2 (HOM-MEL-40), $SX-1, S§X-4, 88X-5, SCP-1 y CT-7 y ¢-
erbB-2.

Entre los ejemplos no limitativos de antigenos viricos se incluyen la hemaglutinina del virus
influenza, LMP-1 del virus de Epstein-Barr, la glucoproteina E2 del virus de la hepatitis C,
gp160 del VIH y gp120 del VIH.

Entre los ejemplos no limitativos de los antigenos de ECM se incluyen sindecan, heparanasa,
integrinas, osteopontina, link, cadherinas, laminina, EGF de tipo laminina, lectina, fibronectina,
notch, tenascina y matrixina.

Los inmunoconjugzidos de la invencion pueden unirse a los ejemplos no limitativos especificos
siguientes de antigenos de superficie celular: FAP, Her2, EGFR, CD2 (antigeno de superficie de
células T), CD3 (heteromultimero asociado al TCR), CD22 (receptor de células B), CD23
(receptor de IgE de baja afinidad), CD25 (receptor 4 del receptor de IL-2), CD30 (receptor de
citoquina), CD33 (antigeno de superficie de célula mieloide), CD40 (receptor del factor de
necrosis tumoral), IL-6R (receptor de IL6), CD20, MCSP y PDGFBR (receptor B del factor de
crecimiento derivado de plaquetas).

En una realizacion, el inmunoconjugado de la invencion comprende dos o més grupos de union a
antigeno, en los que cada uno de dichos grupos de uni6n a antigeno se une especificamente al
mismo determinante antigénico. En otra realizacién, el inmunoconjugado de la invencion
comprende dos o mas grupos de unién a antigeno, en fos que cada uno de dichos grupos de union
a antigeno se une especificamente a diferentes determinantes antigénicos.

El grupo de unién a antigeno puede ser cualquier tipo de anticuerpo o fragmento del mismo que
conserve la unién especifica a un determinante antigénico. Entre los fragmentos de anticuerpo se
incluyen, aunque sin limitacién, fragmentos de Vy, fragmentos de Vi, fragmentos Fab,
fragmentos F(ab’),, fragmentos scFv, fragmentos Fv, minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos y

tetracuerpos (ver, por ejemplo, Hudson y Souriau, Nature Med. 9: 129-134, 2003).
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En una realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de union a antigeno,
tipicamente dos o mas, que son especificos para el dominio extra B de la fibronectina (EDB). En
otra realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién a antigeno,
tipicamente dos o mas, que pueden competir con el anticuerpo monoclonal L19 para la unién a
un epitopo de EDB (ver, por gjemplo, la publicacion de patente PCT n® WO 2007/128563 Al
(incorporada como referencia en la presente memoria en su totalidad)). [En todavia otra
realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una primera
cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19 comparte un enlace peptidico
carboxi-terminal con una molécula de IL-2 que, a su vez, comparte un enlace peptidico carboxi-
terminal con una segunda cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19. En
todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que
una primera cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19 comparte un enlace
peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-12 que, a su vez, comparte un enlace
peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo
monoclonal L19. En todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica en la que una primera cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo monoclonal
L19 comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de IFN 4 que, a su vez,
comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab derivada
del anticuerpo monoclonal L19. En todavia otra realizacion, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica en la que una primera cadena pesada de Fab derivada del anticuerpo
monoclonal L19 comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de GM-CSF
que, a su vez, comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de
Fab derivada del anticuerpo monoclonal L19. En una realizacion adicional, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica en la que un primer scFv derivado del anticuerpo
monoclonal L.19 comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-2 que, a
su vez, comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con un segundo scFv derivado del
anticuerpo monoclonal L19. En una realizacién més especifica, el inmunoconjugado comprende
la secuencia polipeptidica SEC ID n® 95 6 una variante de la misma que conserva funcionalidad.
En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una cadena ligera de Fab derivada del
anticuerpo monoclonal L19. En una realizaciéon mas especifica, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6
100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 96 ¢ una variante de la misma que conserva

funcionalidad. En todavia otra realizacidn, el inmunoconjugado comprende dos secuencias



10

15

20

25

30

-39

polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 95 y SEC ID n° 96 6 variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En una realizacién més especifica, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 104 6 una variante de la misma que conserva
funcionalidad. En todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC 1D n® 104 y SEC ID n° 96 ¢ variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En una realizacién mas especifica, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 105 6 una variante de la misma que conserva
funcionalidad. En todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 105 y SEC ID n°® 96 6 variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En una realizacion mas especifica, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% idéntica a 1a secuencia SEC ID n® 106 & una variante de la misma que conserva
funcionalidad. En todavia otra realizacion, el inmunoconjugado comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 106 y SEC ID n° 96 6 variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En una realizacion més especifica, el inmunoconjugado comprende
una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6
100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 107 6 una variante de la misma que conserva
funcionalidad. En todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 107 y SEC ID n°® 96 6 variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En otra realizacién especifica, los polipéptidos se encuentran unidos
covalentemente, por ejemplo mediante un enlace disulfuro.

En una realizacion, el inmunoconjugado de la invencién comprende por lo menos un grupo de
unidn a antigeno, tipicamente dos o mds, que son especificos para el dominio A1 de la tenascina
(TNC-A1). En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién
a antigeno, tipicamente dos o mds, que pueden competir con el anticuerpe monoclonal F16 para

la unién a un epitopo de TNC-A1 (ver, por ejemplo, la publicacién de patente PCT n® WO
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2007/128563 Al (incorporada en la presente memoria como referencia en su totalidad)). En una
realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién a antigeno,
tipicamente dos 0 més que son especificos para el dominio Al y/o A4 de la tenascina (TNC-Al o
TNC-A4 o TNC-A1/A4). En otra realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica en la que un primera cadena pesada de Fab especifica para el dominio Al de la
tenascina comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-2, una
molécula de IL-12, una molécula de IFN-a o una molécula de GM-CSF, que a su vez comparte
un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab especifica para el
dominio Al de la tenascina. En todavia otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica en la que una primera cadena pesada de Fab especifica para el dominio
Al de la tenascina comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molecula de IL-2 que,
a su vez, comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab
especifica para el dominio A1 de la tenascina, En una realizacién adicional, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica en la que un primer scFv especifica para el dominio Al
de la tenascina comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-2 que, a
su vez, comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con un segundo scFv especifico para el
dominio A1 de la tenascina. En una realizacion especifica, los grupos de unién a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena pesada que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 13 6 a la secuencia SEC ID n® 15, o variantes de las mismas que
conservan funcionalidad. En otra realizacién especifica, los grupos de unién a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 9 6 a la secuencia SEC ID n° 11, o variantes de las mismas que conservan
funcionalidad. En una realizacién més especifica, los grupos de union a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de regidn variable de cadena pesada que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 13 6 a la secuencia SEC ID n® 15 6 variantes de las mismas que conservan
funcionalidad, y una secuencia de regién variable de cadena ligera que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 95% & 100% idéntica a la secuencia
SEC ID n® 9 6 a la secuencia SEC ID n® 11 ¢ variantes de la misma que conservan
funcionalidad. En otra realizacién especifica, la secuencia de region variable de cadena pesada
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secuencia polinucledtida que es por' lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC TD n* 14 6 a la secuencia SEC ID n® 16. En
todavia otra realizacién especifica, la secuencia de regién variable de cadena pesada de los
grupos de unién a antigeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia
polinucledtida de la secuencia SEC ID n® 14 6 a 1a secuencia SEC ID n° 16. En otra realizacion
especifica, la secuencia de region variable de cadena ligera de los grupos de unién a antigeno del
inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleotida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% idéntica a ia secuencia SECID
n® 10 6 a la secuencia SEC ID n® 12. En todavia otra realizacion especifica, la secuencia de
regién variable de cadena ligera de los grupos de uni6n a antigeno del inmunoconjugado se
encuentra codificada por la secuencia polinucledtida de la secuencia SEC ID n® 10 6 a la
secuencia SEC ID n° 12. En una realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 99 ¢ variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, el inmunoconjugado de la invencién
comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 100 & a la secuencia SEC
ID n® 215, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En todavia otra realizacion
especifica, el inmunoconjugado de la invenciéon comprende una secuencia polipeptidica que es
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a
la secuencia SEC ID n® 101 6 a la secuencia SEC ID n® 235 ¢ variantes de la misma que
conservan funcionalidad. En una realizacién més especiﬁca, el inmunoconjugado de la presente
invenciéon comprende dos secuencias polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 100 y
SEC ID n° 101 ¢ variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realizacion
especifica, el inmunoconjugado de la presente invencion comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 8§5%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 215 y SEC ID n°® 235 6 variantes de la misma
que conservan funcionalidad. En una realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SECID
n® 112. En otra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia

polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida de secuencia SEC ID n® 112. En otra
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realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada
por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n° 113 6 a la secuencia SEC ID n® 216.
En todavia otra realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica codificada por la secuencia polinucleétida de secuencia SEC ID n® 113 6 ala
secuencia SEC ID n® 216. En otra realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID
n° 114 6 a la secuencia SEC ID n® 236. En todavia otra realizacion, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida de la
secuencia SEC 1D n° 114 6 a la secuencia SEC ID n® 236.

En una realizacion, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién a antigeno,
tipicamente dos o méas que son especificos para el dominio A2 de la tenascina (TNC-A2). En
otra realizacion, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una
primera cadena pesada de Fab especifica para el dominio A2 de la tenascina comparte un enlace
peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-2, una molécula de IL-2, una molécula de
IFN @ o una molécula de GM-CSF, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxi-terminal
con una segunda cadena pesada de Fab especifica para et dominio A2 de la tenascina. En todavia
otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una
primera cadena pesada de Fab especifica para el dominio A2 de la tenascina comparte un enlace
peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-2, que a su vez comparte un enlace peptidico
carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab especifica para el dominio A2 de la
tenascina. En una realizacién especifica, los grupos de union a antigeno del inmunoconjugado
comprenden una secuencia de regién variable de cadema pesada que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 7, SEC ID n® 179, SEC ID n® 183,
SECID n° 187, SECID n® 191, SEC ID n® 195, SEC ID n° 199, SEC ID n* 203 y SEC ID n°
207, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, los
grupos de unién a antigeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable
de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC 1D
n® 3,SECIDn® 5,SECIDn® 177, SECID n® 181, SEC ID n° 185, SEC ID n® 189, SEC ID n°
193, SEC ID n® 197, SEC ID n° 201 y SEC ID n® 205, o variantes de las mismas que conservan
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funcionalidad. En una realizacién mdas especifica, los grupos de unidn a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena pesada que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SECID n® 7, SEC IDn° 179, SEC ID n®
183, SEC ID n°® 187, SECID n°® 191, SECID n° 195, SECID n® 199, SECID n°® 203 y SECID
n® 207, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de region
variable de cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las
secuencias SEC ID n® 3, SECID n® 5, SECID n® 177, SECID n® 181, SECID n° 185, SEC ID
n® 189, SEC ID n°® 193, SEC ID n° 197, SEC ID n® 201 y SEC ID n°® 205, o variantes de las
mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacién especifica, la secuencia de region
variable de cadena pesada de los grupos de unibn a antigeno del inmunoconjugado se encuentra
codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de
secuencias SECIDn° 8, SECIDn® 180, SECID n® 184, SECID n° 188, SECID n° 192, SEC
ID n® 196, SEC ID n° 200, SEC ID n®° 204 y SEC ID n° 208. En todavia otra realizacion
especifica, la secuencia de region variable de cadena pesada de los grupos de unién a antigeno
del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada de
entre el grupo de las secuencias SEC ID n° 8, SEC ID n® 180, SECID n® 184, SEC 1D n" 188,
SEC ID n® 192, SECID n® 196, SEC ID n® 200, SEC ID n* 204 y SEC ID n® 208. En otra
realizacidn especifica, la secuencia de region variable de cadena ligera de los grupos de unién a
antigeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida que es
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% idéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 4, SEC ID n® 6, SEC ID n°
178, SECID n° 182, SEC ID n® 186, SEC ID n® 190, SECID n® 194, SEC ID n® 198, SEC ID
n°® 202 y SEC ID n® 206. En todavia otra realizacion especifica, la secuencia de region variable
de cadena ligera de los grupos de unién a antigeno del inmunoconjugado se encuentra codificada
por una secuencia polinucledtida seleccionada de entre €l grupo de secuencias SEC ID n® 4,
SECIDn" 6, SECTDn® 178, SEC ID n® 182, SECID n® 186, SECID n® 190, SECID n® 194,
SEC ID n° 198, SEC ID n° 202 y SEC ID n® 206. En una realizacién especifica, ¢l
inmunoconjugado de la invencién comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia
scleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 239, SEC ID n® 241 y SECID n° 243, 0
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variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, ¢l
inmunoconjugado de 1a invencién comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID n° 245, SEC ID n® 247 y la secuencia
SEC ID n° 249, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realizacion mas
especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende una secuencia polipeptidica
gue es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o6 100%
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n® 238, SEC ID n°
241 y SEC ID n® 243 0 variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n®
245, SEC ID n°® 247 y SEC ID n® 249 6 variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En
otra realizacién especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos
secuencias polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 239 y la secuencia SEC ID n® 247 6
a la secuencia SEC ID n° 249, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En
todavia otra realizacidn especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos
secuencias polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 6 100% idénticas a la secuencia SEC ID n® 241 y a la secuencia SECID n® 245
6 a la secuencia SEC ID n° 247, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra
realizacion especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 243 y SEC ID n° 245, o variantes de las mismas
que conservan funcionalidad. En una realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucleétida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n° 240, SEC ID n® 242 y SEC ID n° 244.
En otra realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica
codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC
ID n® 240, SEC ID n° 242 y SEC ID n® 244, En otra realizacion especifica, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
polinucleétida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o

99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de las secuencias SEC ID n® 246,
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SEC ID n® 248 y SEC ID n° 250. En todavia otra realizacién especifcia, el inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada
de entre el grupo de las secuencias SEC ID n® 246, SEC ID n°® 248 y SEC ID n® 250.

En una realizacidn, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién a antigeno,
tipicamente dos 0 més que son especificos para la proteina activada por fibroblastos (FAP}. En
otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una
primera cadena pesada de Fab especifica para FAP comparte un enlace peptidico carboxi-
terminal con una molécula de IL-2, una molécula de IL-12, una molécula de IFN-a o una
molécula de GM-CSF, que a su vez comparten un enlace peptidico carboxi-terminal con una
segunda cadena pesada de Fab especifica para FAP. En todavia otra realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una primera cadena pesada
de Fab especifica para FAP comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de
IL-2, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena
pesada de Fab especifica para FAP. En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una
secuencia polipeptidica en la que una primera cadena pesada de Fab especifica para FAP
comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una molécula de IL-12, que a su vez
comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena pesada de Fab especifica
para FAP. En una realizacién especifica, los grupos de unidn a antigeno del inmunoconjugado
comprenden una secuencia de regién variable de cadena pesada que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias SEC ID n® 21, SEC ID n® 25, SEC
IDn® 27,SECID n° 31, SECIDn° 35, SEC ID n® 39, SEC ID n° 43, SECID n° 47, SEC ID
n® 51, SECID n® 69, SECID n° 73, SECID n° 77, SECID n® 81, SECID n° 85, SECID n®
89, SEC ID n°® 93, SEC ID n® 123, SEC ID n° 127, SECID n° 131, SEC ID n® 135, SECID n°
139, SEC ID n® 143, SECID n® 147, SECID n® 151, SECIDn°® 155, SECID n° 159, SECID
n° 163, SEC ID n® 167, SEC ID n® 171 y SEC ID n° 175, o variantes de las mismas que
conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, los grupos de union a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% jdéntica a una
secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: SEC ID n® 17, SEC ID
n® 19, SEC ID n® 23, SEC ID n® 29, SEC ID n° 33, SECID n* 37, SECID n® 41, SECID n°
45, SECID n® 49, SECID n® 67, SECID n® 71, SECID n° 75, SECIDn° 79, SECID n® 83,
SECIDn° 87, SECID n® 91, SECIDn® 121, SECID n® 125, SECID n° 129, SEC ID n°® 133,
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SEC ID n°® 137, SEC ID n® 141, SECID n® 145, SECID n° 149, SEC ID n® 153, SEC ID n®
157, SEC ID n® 161, SEC ID n° 165, SEC ID n® 169 y SEC ID n°® 173, o variantes de las
mismas que conservan funcionalidad. En una realizacion més especifica, los grupos de unién a
antigeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de regién variable de cadena pesada
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias SEC ID n®
21, SECID n° 25,SECID n® 27, SEC ID n® 31, SEC ID n® 35, SECID n® 39, SECID n® 43,
SECIDn® 47,SECID n® 51, SECID n°® 69, SECID n® 73, SECID n® 77, SEC ID n° 81,
SECID n° 85, SECID n® 89, SECID n® 93, SECID n° 123, SECID n® 127, SECID n° 131,
SEC ID n° 135, SECID n® 139, SEC ID n°® 143, SEC ID n® 147, SECID n® 151, SECID n®
155, SEC ID n® 159, SEC ID n° 163, SEC ID n® 167, SEC ID n® 171 y SEC ID n° 175, 0
variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de regién variable de
cadena ligera que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste de las
secuencias: SECID n® 17, SECID n° 19, SEC ID n® 23, SECID n® 29, SECID n° 33, SEC ID
n® 37, SECID n® 41, SEC ID n® 45, SECID n° 49, SECID n° 67, SECIDn® 71, SECID n°
75, SEC ID n® 79, SEC ID n°® 83, SEC ID n° 87, SEC ID n°® 91, SECID n° 121, SECID n°
125, SEC ID n° 129, SECID n° 133, SEC ID n® 137, SECID n° 14}, SECID n® 145, SECID
n° 149, SEC ID n® 153, SECID n® 157, SEC ID n® 161, SEC ID n® 165, SECID n° 169y
SEC ID n® 173, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacion
especifica, la secuencia de region variable de cadena pesada de los grupos de unién a antigeno
del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ¢ 99% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: SEC ID n® 22, SEC ID n® 26,
SECID n® 28, SEC ID n° 32, SEC ID n® 36, SEC ID n° 40, SEC ID n° 44, SEC ID n" 48,
SEC ID n® 52, SEC ID n® 70, SEC ID n°® 74, SEC ID n° 78, SEC ID n° 82, SECID n® 86,
SECID n® 90, SEC IDn°® 94, SECID n® 124, SECID n® 128, SEC ID n® 132, SECID n® 136,
SEC ID n® 140, SEC ID n® 144, SEC ID n® 148, SEC ID n° 152, SECID n® 156, SEC ID n°
160, SEC ID n° 164, SEC ID n°® 168, SEC ID n° 172 y SEC ID n® 176. En todavia otra
realizacion especifica, la secuencia de region variable de cadena pesada de los grupos de union a
antigeno de! inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: SEC ID n® 22, SEC ID n® 26,
SEC ID n® 28, SEC ID n° 32, SECID n® 36, SEC ID n° 40, SEC ID n® 44, SEC ID n°® 48,
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SEC ID n® 52, SECID n® 70, SEC ID n® 74, SEC ID n° 78, SEC ID n° 82, SECID n° 86,
SECID n® 90, SECIDn® 94, SECIDn® 124, SECIDn® 128, SECIDn® 132, SECID n® 136,
SECID n® 140, SEC ID n° 144, SEC ID n® 148, SEC ID n® 152, SEC ID n® 156, SEC 1D n°
160, SEC ID n® 164, SEC ID n° 168, SECID n® 172 y SEC ID n® 176. En otra realizacion
especifica, la secuencia de region variable de cadena ligera de los grupos de unién a antigeno del
inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: SEC ID n® 18, SEC ID n® 20,
SEC ID n° 24, SEC ID n° 30, SEC ID n°® 34, SEC ID n® 38, SEC ID n® 42, SEC ID n® 46,
SEC ID n° 50, SEC ID n® 68, SECID n° 72, SECID n® 76, SEC ID n° 80, SEC ID n° 84,
SECID n® 88, SECID n° 92, SECIDn°® 122, SECTD n° 126, SECID n° 130, SEC ID n® 134,
SEC ID n® 138, SEC ID n® 142, SEC ID n® 146, SEC ID n® 150, SEC ID n® 154, SEC ID n®
158, SEC ID n® 162, SEC ID n° 166, SEC ID n° 170 y SEC ID n® 174. En todavia otra
realizacion especifica, la secuencia de region variable de cadena ligera de los grupos de unién a
antigeno del inmunoconjugado se encuentra codifciada por una secuencia polinucledtida
seleccionada de entre el grupo que consiste de las secuencias: SEC ID n° 18, SEC ID n® 20,
SEC ID n® 24, SEC ID n° 30, SEC ID n° 34, SEC ID n° 38, SEC ID n° 42, SEC 1D n" 46, SEC ID
n° 50, SEC ID n° 68, SEC ID n° 72, SEC ID n° 76, SEC ID n° 80, SEC ID n” 84, SEC ID n° 88,
SEC ID n® 92, SEC ID n® 122, SEC ID n° 126, SEC ID n° 130, SEC ID n° 134, SEC ID n® 138,
SEC ID n°® 142, SEC ID n° 146, SEC ID n° 150, SEC ID n° 154, SEC ID n° 158, SEC 1D n°® 162,
SEC ID n® 166, SEC ID n°® 170 y SEC ID n° 174, En otra realizacién especifica, el
inmunoconjugado de la invencién comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ¢ 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de SEC 1D n® 209, SEC ID n° 211, SEC ID n°® 213, SEC ID n®
217, SEC ID n° 219, SEC ID n°® 221, SEC ID n°® 223, SEC ID n° 225 y SEC ID n® 227, ©
variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En todavia otra realizacién especifica, el
inmunoconjugado de la invencién comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a una secuencia
seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC 1D n° 229, SEC JD n® 231, SEC ID n" 233 y
SEC ID n° 237, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En una realizacion mas
especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende una secuencia polipeptidica
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100%
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219 y SEC ID n® 221, o variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n°® 231 o a variantes de la misma que conservan
funcionalidad. En otra realizacion especifica, el inmunoconjugado de la presente invencién
comprende una secuencia polipeptidica que es por io menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el grupo de
secuencias SEC ID n® 209, SEC ID n° 223, SEC ID n® 225 y SEC ID n® 227 ¢ variantes de las
mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia
SEC ID n° 229 o a variantes de la misma que conservan funcionalidad. En una realizacion
especifica adicional, el inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% idénticas a las secuencias SEC ID n® 213 y SEC ID n® 233, o a variantes de las
mismas que conservan funcionalidad. En todavia otra realizacién especifica, el
inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos secuencias polipeptidicas que son por
lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idénticas a las
secuencias SEC 1D n® 217 y SEC ID n° 237 o a variantes de las mismas que conservan
funcionalidad. En todavia otra realizacién especifica, el inmunoconjugado de la presente
invencién comprende dos secuencias polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idénticas a las secuencias SEC ID n°® 221 y
SEC ID n° 231 o a variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En todavia otra
realizacién especifica, el inmunoconjugado de la presente invencion comprende dos secuencias
polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idénticas a las secuencias SEC ID n® 223 y SEC ID n° 229 o a variantes de las
mismas que conservan funcionalidad. En todavia otra realizacion especifica, el
inmunoconjugado de la presente invencién comprende dos secuencias polipeptidicas que son por
lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idénticas a las
secuencias SEC ID n° 225 y SEC ID n® 229 o a variantes de las mismas que conservan
funcionalidad. En todavia otra realizacion especifica, el inmunoconjugado de la presente
invencién comprende dos secuencias polipeptidicas que son por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idénticas a las secuencias SEC ID n° 227 y
SEC ID n° 229 o a variantes de las mismas que conservan funcionatidad. En otra realizacién
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secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia scleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID
n® 210, SEC ID n°® 212, SEC ID n® 214, SEC 1D n® 218, SEC 1D n® 220, SEC ID n® 222, SEC 1D
n® 224, SEC ID n® 226 y SEC ID n® 228. En todavia otra reatizacion especifica, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
polinucledtida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC ID n° 210, SEC ID n° 212, SEC
ID n® 214, SEC ID n° 218, SEC ID n° 220, SEC ID n° 222, SEC ID n° 224, SEC ID n® 226 y SEC
ID n° 228. En otra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia
polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntica a una secuencia seleccionada de entre el
grupo de secuencias SEC ID n° 230, SEC ID n° 232, SEC ID n° 234 y SEC ID n® 238. En todavia
otra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica
codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada de entre el grupo de secuencias SEC
ID n° 230, SEC ID n° 232, SEC ID n°® 234 y SEC ID n°® 238.

En una realizacién, el inmunoconjugado comprende por lo menos un grupo de unién a antigeno,
tipicamente dos o mas que son especificos del proteoglicano condroitin sulfato del melanoma
(MCSP). En otra realizacién, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la
que una primera cadena pesada de Fab especifica para MCSP comparte un enlace peptidico
carboxi-terminal con una molécula de IL-2, una molécula de IL-12, una molécula de IFN o o una
molécula de GM-CSF, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una
scgunda cadena pesada de Fab especifica para MCSP. En todavia otra realizacion, el
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica en la que una primera cadena pesada
de Fab especifica para MCSP comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una meolécula
de TL-2, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxi-terminal con una segunda cadena
pesada de Fab especifica para MCSP. En una realizacion especifica, los grupos de unién a
antigeno del inmunoconjugado comprenden una secucnéia de regién variable de cadena pesada
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100%
idéntica a la secuencia SEC ID n® 257 o a la secuencia SEC ID n°® 261 o a variantes de las
mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, los grupos de union a
antigeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena ligera
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100%
idéntica a la secuencia SEC ID n® 259 o a la secuencia SEC ID n® 271 o a variantes de las
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antigeno del inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena pesada
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100%
idéntica a la secuencia SEC ID n° 257 o a la secuencia SEC ID n® 261, o a variantes de las
mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia de region variable de cadena ligera que es
por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a
la secuencia SEC ID n® 259 o a la secuencia SEC ID n° 271, o a variantes de las mismas que
conservan funcionalidad. En una realizacion mas especifica, los grupos de unién a antigeno del
inmunoconjugado comprenden una secuencia de region variable de cadena pesada que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n°® 257, v una secuencia de region variable de cadena ligera que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n® 261, v una secuencia de regién variable de cadena ligera que es por lo
menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la
secuencia SEC ID n° 259. En otra realizacién especifica, la secuencia de regién variable de
cadena pesada de los grupos de unién a antigeno del inmunoconjugado se encuentra codificada
por una secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia SEC ID n°® 258 o a la secuencia SEC ID n® 262.
En otra realizacién especifica, la secuencia de region variable de cadena ligera de los grupos de
unién a antigeno del inmunoconjugado se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida
que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a
la secuencia SEC TD n® 260 o a ta secuencia SEC ID n° 272. En todavia otra realizacion
especifica, la secuencia de regién variabie de cadena ligera de los grupos de unidn a antigeno del
inmunoconjugado se encuentra codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n° 260 o SEC
ID n° 272. En una realizacion especifica, el inmunoconjugado de la invencién comprende una
secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 251 o a la secuencia SEC ID n® 255,
o a variantes de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacién especifica, el
inmunoconjugado de la invencion comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ¢ 100% idéntica a la secuencia
SEC ID n® 253 o a la secuencia SEC ID n® 265, o a variantes de las mismas que conservan
funcionalidad. En una realizacién mas especifica, el inmunoconjugado de la presente invencion
comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
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ID n® 255 o a variantes de las mismas que conservan funcionalidad, y una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 253 o a la secuencia SEC ID n® 265, 0 a variantes
de las mismas que conservan funcionalidad. En otra realizacion especifica, el inmunoconjugado
de la presente invencion comprende una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia
SEC ID n® 251 o a variantes de la misma que conservan funcionalidad, y una secuencia
polipeptidica que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 6 100% idéntica a la secuencia SEC ID n° 253 o a variantes de la misma que conservan
funcionalidad. En otra realizacidn especifica, el inmunoconjugado de la presente invencion
comprende una secuencia polipeptidica que s por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% & 100% idéntica a la secuencia SEC ID n® 255 o a variantes de la
misma que conservan funcionalidad, y una secuencia polipeptidica que es por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idéntica a la secuencia
SEC ID n° 253 o a variantes de la misma que conservan funcionalidad. En otra realizacion
especifica, el inmunoconjugade comprende una secuencia polipeptidica codificada por una
secuencia polinucledtida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC 1D n°® 252 o a la secuencia SEC ID n° 256. En
todavia otra realizacion especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica
codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n® 252 o SEC ID n°® 256. En otra realizacién
especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una
secuencia polinuclestida que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% 6 99% idéntica a la secuencia SEC ID n° 254 o a la secuencia SEC ID n° 266. En
todavia otra realizacién especifica, el inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica
codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n® 254 o SEC 1D n° 266.

En una realizacion, los grupos de unién a antigeno comprenden por lo menos una regidn variable
capaz de unirse a un determinante antigénico. Las regiones variables no limitativas que resultan
utiles en la presente invenicén pueden ser de origen murino, de primate o humano. Las regiones
variables humanas pueden derivarse de anticuerpos monoclonales humanos preparados mediante
el método del hibridoma. Las lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma de raton-
humano para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos han sido descritas, por
ejemplo, por Kozbor ef al., J. Immunol. 133:3001-3005, 1984, y Brodeur et al, Monoclonai
Antibody Production Techniques and Applications, paginas 51 a 63 (Marcel Dekker Inc., New
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York, 1987). Las regiones variables humanas también pueden ser producidas po'r animales
transgénicos (por ejemplo ratones) que son capaces, tras la inmunizacién, de producir un
repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de produccion endogena de inmunoglobulinas.
Por ejemplo, se ha descrito que la delecion homocigdtica del gen de la regidén de union (Ju) de
cadena pesada de anticuerpo en ratones quiméricos y mutantes de linea germinal resulta en la
inhibicién total de la produccién endégena de anticuerpos. La transferencia de la serie génica de
inmunoglobulinas de linea germinal humana en dichos ratones mutantes de la linea germinal
resultarad en la produccion de anticuerpos humanos tras el reto antigénico (ver, por ejemplo,
Jakobovits et al., Nature 362:255-258, 1993).

Alternativamente, puede utilizarse la expresion fagica para producir anticuerpos humanos y
regiones variables humanas in vitro a partir de repertorios génicos de dominio variable (V) de
inmunoglobulina, por ejemplo de donantes no inmunizados (McCafferty et al,, Nature 348:552-
554, 1990). En un cjemplo de esta técnica, se clonan genes de dominio V de anticuerpo dentro
del marco de un gen de proteina de cubierta mayor o menor de un bacteriéfago filamentoso, tal
como M13 o fd, v se expresa en forma de fragmentos funcionales de anticuerpo sobre la
superficie de la particula fagica.

Debido a que la particula filamentosa contiene una copia de ADN de una cadena del genoma
fagico, las selecciones basadas en las propiedades funcionales de los fragmentos de
anticuerpo/anticuerpo también resultan en la seleccién del gen codificante de los fragmentos
anticuerpo/anticuerpo que muestran dichas propiedades. De esta manera, ¢l fago imita algunas
de las propiedades de Ia célula B. La expresion fagica puede llevarse a cabo en una diversidad
de formatos. Para una revision de los formatos de expresion fagica, ver Hoogenboom ef al.,
Nucleic Acids Res. 19:4133-4137 (1991). Pueden utilizarse varias fuentes de segmentos del gen
V para la expresién fagica. Clackson e al aislaron una serie diversa de anticuerpos anti-
oxazolona a partir de una biblioteca combinatorial aleatoria pequefia de genes V derivada de los
bazos de ratones inmunizados (ver Clackson et al, Nature 352:624-628, 1991). Puede
construirse un repertorio de genes V a partir de donantes humanos no inmunizados y pueden
aislarse anticuerpos contra una serie diversa de antigenos (incluyendo autoantigenos)
esencialmente segin las técnicas descritas por Marks et al., J. Mol. Bio. 222:581-597, 1991. En
una respuesta -inmunolégica natural, los genes de anticuerpo acumulan mutaciones a una tasa
elevada (hipermutacién somaética). Algunos de los cambios introducidos proporcionan una
afinidad mas alta, y las células B que expresan inmunoglobulinas superficiales de alta afinidad se

replicarén y diferenciaran preferentemente durante el reto de antigenos posterior. Este proceso
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natural puede ser imitado mediante la utilizacion de la técnica conocida como “reorganizacion de
cadenas”. (ver Marks ef al., Biotech. 710:779-783 (1992). En este método, la afinidad de los
anticuerpos humanos “primarios™ o de regiones variables obtenidas mediante expresién fagica
puede mejorarse mediante la sustitucion secuencial de los genes de regién V de las cadenas
pesada y ligera por repertorios de variantes naturales (repertorios) de genes de dominio V
obtenidos de donantes no inmunizados. Esta técnica permite la produccién de anticuerpos y
regiones variables con afinidades en el intervalo de nM. Una estrategia para preparar repertorios
figicos muy grandes de anticuerpos ha sido descxrita por Waterhouse ez al., Nucl. Acids Res.
21:2265-2266, 1993, y el aislamiento de un anticuerpo humano de alta afinidad directamente a
partir de dicha biblioteca figica grande se informa en Griffith er al., J. Cell. Bio. 120:885-896,
1993. También puede utilizarse la reorganizacién génica para derivar anticuerpos humanos y
regiones variables de anticuerpos de roedor, en los que ¢l anticuerpo o regién variable humana
presenta afinidades y especificidades similares a las del anticuerpo o regién variable de roedor de
partida. Seguin este método, que también se denomina “modificacién de epitopos™, el gen de
dominio V de la cadena pesada o ligera de anticuerpos de roedor obtenido mediante técnicas de
expresion fagica se sustituye por un repertorio de genes de dominio V humanos, creando
quimeras roedor-humano. La seleccion con antigeno resulta en el aislamiento de regiones
variables humanas capaces de restaurar el sitio de unién a antigeno funcional, es decir, el epitopo
gobierna (modifica) la eleccion de pareja. Al repetir el procedimiento para sustituir el dominio
V de roedor restante, se¢ obtiene un anticuerpo humano (ver la publicacién de patente PCT n®
WO 93/06213). Al contrario que la humanizacién tradicional de anticuerpos de roedor, la
técnica de modificacién de epitopos proporciona anticuerpos o regiones variables completamente
humanos, que no presentan marco o residuos CDR de origen roedor.

Entre las regiones variables que pueden utilizarse también se incluyen secuencias de region
variable murina gue han sido primatizadas o humanizadas, o secuencias de region variable de
primate que han sido humanizadas. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término
“humanizado” se refiere a una secuencia de regién variable de grupo de unién a antigeno
derivada de un anticuerpo no humano, por ejemplo un anticuerpo murino, que conserva o que
conserva sustancialmente las propiedades de unién a antigeno de la molécula parental, pero que
es menos inmunogénica en seres humanos. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante diversos
métodos, incluyendo: (a) injertacion de unicamente CDRs no humanas en regiones marco
humanas con o sin conservacién de los residuos de marco criticos (por ejemplo, aquellos que
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anticuerpo), y (b) “enmascaramiento” de las regiones variables no humanas con una seccion de
tipo humano mediante sustitucion de los residuos superficiales. Dichos métodos se dan a
conocer en Jones et al., Morrison ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855, 1984, Morrison y
Oi, Adv. Tmmunol. 44:65-92, 1988; Verhoeyen et al, Science 239:1534-1536, 1988; Padlan,
Molec. Immun. 28:489-498, 1991; Padlan, Molec. Immun. 31(3):169-217, 1994, la totalidad de
las cuales se incorpora como referencia en su totalidad en la presente memoria. Existen de
manera general 3 regiones determinantes de complementariedad, o CDRs (CDR1, CDR2 vy
CDR3) en cada una de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo,
que se encuentran flanqueadas por cuatro subregiones de marco (es decir, FR1, FR2, FR3 y FR4)
en cada uno de los dominios variables de cadena pesada y de cadena ligera de un anticuerpo.
FR1-CDRI1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.  Puede encontrarse un comentario sobre los
anticuerpos con regiones variables humanizadas en, inter alia, la patente US n® 6.632.927, yen la
solicitud publicada de patente US n® 2003/0175269, ambas incorporadas como referencia en su
totalidad en la presente memoria.

De manera similar, tal como se utiliza en la presente memoria, ¢l término “primatizado” se
utiliza para referirse a una regién variable de grupo de unién a antigeno derivada de un
anticuerpo no de primate, por ejemplo un anticuerpo murino, que conserva, 0 qu¢ conserva
sustancialmente, las propiedades de unidn a antigeno de la molécula parental, pero que es menos
inmunogénica en primates.

La eleccién de dominios variables humanos, tanto pesados como ligeros, durante la preparacién
de grupos de unién a antigeno humanizados resulta muy importante para reducir la
antigenicidad. De acuerdo con el método denominado de “ajuste éptimo”, la secuencia de la
region variable de un grupo de unién a antigeno de roedor se criba frente a la biblioteca completa
de secuencias de regién variable humanas conocidas. La secuencia humana mds similar a la del
roedor seguidamente se acepta como la region marco humana (FR) para el grupo de union a
antigeno humanizado (Sims et al,, J. Immunol. 151:2296, 1993; Chothia et al, J. Mol. Biol.
196:901, 1987). Otro método para seleccionar la secuencia de marco humana es comparar la
secuencia de cada subregion individiual del marco de roedor completo (es decir, FR1, FR2, FR3
y FR4) o alguna combinacion de las subregiones individuales (por ejemplo FR1 y FR2) frente a
una biblioteca de secuencias de regién variable humanas que corresponden a dicha subregion de
marco (por ejemplo segin se determina mediante la numeracion de Kabat) y seleccionar la
secuencia humana para cada subregiéon o combinacion que sea mds similar a la del roedor

{(publicacién de solicitud de patente US n° 2003/0040606A1). Otro método utiliza una region de
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marco particular derivada de la secuencia de consenso de todos los anticuerpos humanos de un
subgrupo particular de cadenas ligeras o pesadas. Puede utilizarse el mismo marco para varios
grupos de unidn a antigeno humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:4285, 1992; Presta et al., J. Immunol. 151:2623, 1993).

Generalmente, los grupos de unién a antigeno del inmunoconjugado de la invencion conservan
una elevada afinidad para determinantes antigénicos especificos u otras propiedades biologicas
favorables. Por consiguiente, se preparan regiones variables humanizadas mediante el analisis
de las secuencias parentales y diversos productos humanizados conceptuales utilizando modelos
tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los modelos tridimensionales de
inmunoglobulina se encuentran comunmente disponibles y resultaran familiares para el experto
en la materia. Se encuentran disponibles programas informaticos que ilustran y muestran
estructuras tridimensionales probables de la conformacién de secuencias de region variable de
inmunoglobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de estas visualizaciones permite
analizar el papel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de regién variable
de inmunoglobulina candidata, es decir, el anélisis de residuos que influyen sobre la capacidad
de 1a secuencia de region variable candidata para la union a su antigeno. De esta manera, pueden
seleccionarse y combinarse residuos de FR procedentes del receptor e importar secuencias de
manera que se consiga la caracteristica deseadadel grupo de unién a antigeno, tal como una
afinidad incrementada para el antigeno o antigenos diana. En general, los residuos de la regién
hipervariable se encuentran directa y mas sustancialmente implicados en la influencia sobre la
unién a antigeno.

En otra realizacién, las moléculas de unién a antigeno de la presente invencién se manipulan
para que presenten una afinidad de union incrementada de acuerdo con, por ejemplo, los
métodos dados a conocer en la solicitud publicada de patente US n° 2004/0132066, ¢l contenido
completo de la cual se incorpora como referencia en la presente memoria. La capacidad del
inmunoconjugado de la invencion de unirse a un receptor de grupo efector o a un determinante
antigénico espcifico puede medirse mediante un ensayo de inmunosorcion ligada a enzima
(ELISA) u otra técnica que resulte familiar al experto en la materia, por ejemplo la técnica de
resonancia del plasmén superficial (analizada en un sistema BIACORE T100) (Liljeblad ef al.,
Glyco. 1. 17:323-329, 2000) y ensayos de unién tradicionales (Heeley R.P., Endocr. Res. 28:217-
229, 2002).

Grupos efectores
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Los grupos efectores para la utilizacién en la invenciéon generalmente son polipéptidos que
influyen sobre la actividad celular, por ejempio mediante rutas de transduccion de sefiales. Por
consiguiente, el grupo efector del inmunoconjugado de la invencion puede asociarse a la
sefializacion mediada por receptor que transmite una sefial desde el exterior de la membrana
celular para modular una respuesta dentro de la célula. Por ejemplo, un grupo efector del
inmunoconjugado puede ser una citoquina. En una realizacidn particular, el grupo efector es un
grupo efector de una cadena tal como se define en la presente memoria. En una realizacion, uno
0 mas grupos efectores, tipicamente grupos efectores de una cadena, de los inmunoconjugados
de la invencién son citoquinas seleccionadas de entre el grupo que consiste de: IL-2, GM-CSF,
JFN-a e IL-12. En otra realizacién, uno o mas grupos efectores de una cadena de los
inmunoconjugados son citoquinas seleccionadas de entre el grupo que consiste de: IL-8, MIP-1q,
MIP-18, and TGF-§.

En una realizacién, el grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, del
inmunoconjugado es IL-2. En una realizacion especifica, el grupo efector de IL-2 puede inducir
una o més respuestas celulares seleccionadas de entre el grupo que consiste de: la proliferacion
de linfocitos T activados, la diferenciacién de linfocitos T activados, la actividad de celulas T
citotdxicas (CTL), la proliferacion de células B activadas, la diferenciaciéon de células B
activadas, la proliferacion de células asesinas naturales (NK), la diferenciacion de células NK, y
la citotoxicidad antitumoral de NK/linfocitos asesinos activados (LAK). En una realizacién, ¢l
grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, del inmunoconjugade es GM-
CSF. En una realizacion especifica, el grupo efector GM-CSF puede inducir la proliferacion y/o
diferenciacién de granulocitos, monocitos o células dendriticas. En una realizacion, el grupo
efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, del inmunoconjugado 1IFN-¢. En una
realizacion especifica, el grupo efector de IFN-a puede inducir una o mas respuestas celulares
seleccionadas de entre el grupo que consiste de: la inhibicion de la replicacion virica en una
célula infectada por virus, y la regulacién positiva de la expresion del complejo de
histocompatibilidad mayor I (MHC 1). En otra realizacion especifica, el grupo efector de IFN a
puede inhibir la proliferacién de las células tumorales. En una realizacion, el grupo efector,
preferentemente un grupo efector de una cadena, del inmunoconjugado es IL-12. En una
realizacién especifica, el grupo efector de IL-12 puede inducir una o més respuestas celulares
seleccionadas de entre el grupo que consiste de: la proliferacién de células NK, la diferenciacion
de las células NK, la proliferacion de las células T y la diferenciacion de las células T. En una

realizacion, el grupo efector, preferentemente un grupe efector de una cadena, del
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inmunoconjugado es IL-8. En una realizacion especifica, el grupo efector IL-8 puede inducir la
quimotaxis en neutréfilos. En una realizacion, el grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena, del inmunoconjugado, es MIP-1c¢. En una realizacion especifica, el grupo
efector MIP-1a puede inducir la quimiotaxis en monocitos y en linfocitos T. En una realizacion,
el grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena, del inmunoconjugado es MIP-
1B. En una realizacion especifica, el grupo efector MIP-1B puede inducir la quimiotaxis de
monocitos y de linfocitos T. En una realizacién, el grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena, del inmunoconjugado es TGF-B. En una realizacién especifica, el grupo
cfector de TGF-B puede inducir una o mas respuestas celulares seleccionadas de entre el grupo
que consiste de: la quimiotaxis de monocitos, la quimiotaxis de macréfagos, la regulacion
positiva de 1a expresion de TL-1 en macréfagos activados y la regulacién positiva de la expresion

de IgA en células B activadas.

Polipéptidos y polinuclebtidos de inmunoconjugado

Los inmunoconjugados de la invencién comprenden polipéptidos y fragmentos de los mismos.
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “polipéptido” pretende comprender un
“solipéptido” singular ademas de una pluralidad de “polipéptidos”, y se refiere a una molécula
compuesta de mondmeros (aminoacidos) unidos lincalmente mediante enlaces amida (también
conocidos como enlaces peptidicos). El término “polipéptido™ se refiere a cualquier cadena o
cadenas de dos o mas aminoécidos, y no se refiere a una longitud especifica del producto. De
esta manera, dentro de la definicién de ‘“‘polipéptido” se incluyen péptidos, dipeptidos,
tripéptidos, oligopéptidos, “proteina”, “cadena de aminoAcidos” o cualquier ofra expresion
utilizada para referirse a una cadena o cadenas de dos o mas aminoécidos, y el término
“polipéptido” puede utilizarse en lugar de, o intercambiablemente con cualquiera de dichos
términos. El término “polipéptido” también pretender referirse a los productos de las
modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, incluyendo, aunque sin limitacion, la
glucosilacion,  acetilacion,  fosforilacion,  amidacién,  derivatizacion  con  grupos
protectores/bloqueantes, corte proteolitico o modificacion con aminoédcidos naturales. Puede
derivarse un polipéptido de una fuente biolégica natural o producirse mediante tecnologia
recombinante, aunque no se traduce necesariamente a partir de una secuencia de dcidos nucleicos
designada. Puede generarse de cualquier manera, incluyendo mediante sintesis quimica.

Un polipéptido de la invencion puede presentar un tamafio de aproximadamente 3 6 mas, 5 6

mas, 10 6 mas, 20 & mas, 25 6 mas, 50 6 mas, 75 6 mas, 100 6 mas, 200 6 mas, 500 6 mas, 1.000
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6 mas, 6 2.000 ¢ mas aminoacidos. Los polipéptidos pueden presentar una estructura
tridimensional definida, aunque no presentan necesariamente dicha estructura. Se hace
referencia a los polipéptidos con una estructura tridimensional definida como plegados, y a los
polipéptidos que no presentan una estructura tridimensional definida, sino que pueden adoptar un
gran nitmero de conformaciones diferentes, como no plegados.

Un polipéptido o variante del mismo “aislado”, o derivado del mismo, pretende referirse a un
polipéptido que no se encuentra en su ambiente natural. No resulta necesario un nivel particular
de purificacién. Por ejemplo, puede extraerse un polipéptido aislado de su ambiente nativo o
natural, Los polipéptidos producidos recombinantemente y las proteinas expresadas en células
huésped se consideran aislados para los fines de la invencion, al igual que los polipéptidos
nativos o recombinantes que han sido separados, fraccionados o parcial o sustancialmente
purificados mediante cualquier técnica adecuada.

También se encuentran incluidos como polipéptidos de la presente invencion los derivados,
anélogos o variantes de los polipéptidos anteriormente indicados, y cualquier combinacion de los
mismos. Los términos “variante”, “derivado” y “andlogo” en referencia a los polipéptidos de la
presente invencion incluyen cualquier polipéptido que conserve por lo menos algunas de las
propiedades biolégicas, antigénicas o inmunogénicas del polipéptido nativo correspondiente.
Entre las variantes de polipéptidos de la presente invencion se incluyen polipéptidos que
presentan secuencias alteradas de aminoacidos debido a sustituciones, deleciones o inserciones
de aminoacidos. Las variantes pueden ser naturales o no naturales. Pueden producirse variantes
no naturales utilizando técnicas de mutagénesis conocidas de la técnica. Los polipéptidos
variantes pueden comprender sustituciones, deleciones o adicionaes de aminodcidos
conservadoras o no conservadoras. Los derivados de los polipéptidos de la presente invencidn
son polipéptidos que han sido alterados de manera que muestren caracteristicas adicionales no
presentes en el polipéptido nativo. Entre los ejemplos se incluyen proteinas de fusion. También
puede hacerse referencia en la presente memoria a los polipéptidos variantes como “andlogos de
polipéptidos”. Tal como se utiliza en la presente memoria, un “derivado” de un polipéptido se
refiere a un polipéptido objeto que presenta uno o mas residuos quimicamente derivatizados
mediante reaccién de un grupo lateral funcional. También se encuentran comprendidos en el
término “derivados” aquellos péptidos que contienen uno o més derivados de aminodcidos
naturales de entre los veinte aminodacidos estindares. Por ejemplo, la 4-hidroxiprolina puede

sustituirse por prolina; la S-hidroxilisina puede sustituirse por lisina; la 3-metithistidina puede
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sustituirse por histidina; la homoserina puede sustituirse por serina; y la omitina puede sustituirse
por lisina.

Alternativamente, pueden sintetizarse variantes recombinantes codificantes dichos polipéptidos o
polipéptidos similares o seleccionarse mediante la utilizacion de la “redundancia” del cédigo
genético. Pueden introducirse diversas sustituciones de codones, tales como cambios silenciosos
que producen diversos sitios de restriccion, para optimizar la clonacién en un vector plasmido o
virico en un sistema procariotico o eucariético particular. Las mutaciones en la secuencia
polinucledtida puede reflejarse en el polipéptido o en dominios de otros péptidos afiadidos al
polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido, para cambiar
caracteristicas tales como las afinidades de unién a ligando, las afinidades entre cadenas o la tasa
de degradacién/renovacion.

Preferentemente, las “sustituciones” de aminoacidos son el resultado de sustituir un aminoacido
por otro aminoacido que presenta propiedades estructurales y/o quimicas similares, es decir,
sustituciones conservadoras de aminoacidos. Pueden realizarse sustituciones “conservadoras” de
aminodcidos basindose en la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad,
hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo, entre los
aminoacidos no polares (hidrofébicos) se incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina,
fenilalanina, triptéfano y metionina; entre los aminodcidos neutros polares se incluyen glicina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina; entre los aminoacidos de carga
positiva (basicos) se incluyen arginina, lisina e histidina; entre los aminoédcidos de carga negativa
(4cidos) se incluyen acido aspartico y &cido glutdmico. Las “inserciones” o “deleciones™
preferentemente se encuentran comprendidas en el intervalo de entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 20 aminoécidos, mas preferentemente entre | y 10 aminoécidos. La variacion
permitida puede determinarse experimentalmente mediante la realizacién sistemética de
inserciones, deleciones o sustituciones de aminoacidos en una molécula de polipéptido utilizando
técnicas de ADN recombinante y sometiendo a ensayo las variantes recombinantes resultantes
para la actividad.

Por un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos por lo menos, por ejemplo, 5%
“jdéntica” a una secuencia-pregunta de aminoacidos de la presente invenci6n, se pretende hacer
referencia a que la secuencia de aminoacidos del polipéptido objeto es idéntica a la secuencia-
pregunta, excepto en que la secuencia del polipéptido objete puede incluir hasta cinco
alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminoécidos de la secuencia-pregunta de amincacidos.

En otras palabras, para obtener un polipéptido que presenta una secuencia de aminoacidos por lo
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menos 95% idéntica a una secuencia-pregunta de aminoacidos, hasta 5% de los residuos
aminodcidos en la secuencia objeto pueden insertarse, delecionarse o sustituirse con otro
aminoédcido. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden estar presentes en las
posiciones amino-terminales o carboxi-terminales de 1a secuencia de aminoacidos de referencia o
en cualquier posicién entre dichas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre
residuos en la secuencia de referencia o en uno o més grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia.

En la practica, puede determinarse convencionalmente si cualquier polipéptido particular es por
fo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% & 99% idéntica a un polipéptido de referencia
utilizando programas informaticos conocidos. Un método preferente para determinar la
correspondencia global éptima entre una secuencia-pregunta (una secuencia de la presente
invencion) y una secuencia objeto, también denominado alineacién de secuencia global, puede
determinarse utilizando el programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et
al., Comp. Appl. Biosci. 6:237-245, 1990. En una alineacion de secuencia, las secuencias de
pregunta y objeto son ambas secuencias de nucledtidos o son ambas secuencias de aminoacidos.
El resultado de dicha alineacion global de secuencias se expresa en porcentaje de identidad. Son
parimetros preferentes utilizados en una alineacion de aminoacidos FASTDB: Matriz=PAM 0,
k-tuplo=2, penalizacién de no correspondencia=1, penalizacién de union=20, longitud del grupo
de aleatorizacion=0, puntuacién de corte=1, tamafio de ventana=longitud de secuencia,
penalizacién de hueco=5, penalizacién de tamafio=0,05, tamafio de ventana=500 6 la longitud de
la secuencia objeto de aminoacidos, la més corta de entre los dos valores.

Fn el caso de que la secuencia objeto sea mas corta que la secuencia-pregunta debido a
deleciones N-terminales o C-terminales, no debido a deleciones internas, debe realizarse una
correccion manual de los resultados. Lo anterior se debe a que el programa FASTDB no incluye
truncaciones N-terminales y C-terminales de la secuencia objeto al calcular el porcentaje de
identidad global. Para las secuencias objeto truncadas en los extremos N-terminales y C-
terminales, respecto a la secuencia-pregunta, el porcentaje de identidad se corrige mediante el
calculo del nimero de residuos de la secuencia-pregunta que son N-terminales y C-terminales
respecto a la secuencia objeto, no correspondientes/desalineadas con un residuo objeto
correspondiente, como porcentaje del nimero total de bases de la secuencia-pregunta. Se
determina si un residuo es correspondiente/alineado a partir de los resultados de la alineacion de
secuencias FASTDB. A continuacion, este porcentaje se resta del porcentaje de identidad,

calculado mediante el programa FASTDB anteriormente indicado utilizando los parametros
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especificados, para alcanzar un puntuacion final de porcentaje de identidad. Esta puntuacién
final de porcentaje de identidad es la utilizada para los fines de la presente invencién,
Unicamente los residuos en los extremos N-terminal y C-terminal de la secuencia objeto no
correspondientes/desalineados respecto a la secuencia-pregunta, se consideran para los fines de
ajustar manualmente la puntuacion de porcentaje de identidad. Es decir, Unicamente las
posiciones de los residuos de la secuencia-pregunta situados mas alld de los residuos N-
terminales y C-terminales més distantes de la secuencia objeto.

Por ejemplo, se alinea una secuencia objeto de 90 residuos amino4cidos con una secuencia-
pregunta de 100 residuos para determinar el porcentaje de identidad. La delecién se produce en
el extremo N-terminal de la secuencia objeto y, por lo tanto, la alineacién de FASTDB no
muestra una correspondencia/alineacién de los primeros 10 residuos en el extremo N-terminal.
Los 10 residuos no apareados representan 10% de la secuencia (niimero de residuos en los
extremos N-terminal y C-terminal no correspondientes/nimero total de residuos de la secuencia-
pregunta), de manera que se resta 10% de la puntuacion de porcentaje de identidad calculado por
¢l programa FASTDB. En el caso de que los 90 residuos restantes fueran perfectamente
correspondientes, el porcentaje final de identidad seria 90%. En otro ejemplo, se compara una
secuencia objeto de 90 residuos con una secuencia-pregunta de 100 residuos. En este caso las
deleciones son deleciones internas, de manera que no hay residuos en los extremos N-terminal o
C-terminal de la secuencia objeto que no sean correspondientes/alineadas con la secuencia-
pregunta. En este caso, el porcentaje de identidad calculade por FASTDB no se corrige
manualmente, Nuevamente, Gnicamente se corrigen manualmente las posiciones de residuos
mas alla de los extremos N-terminal y C-terminal de la secuencia-pregunta, segun muestra la
alineacion de FASTDB, que no son correspondientes/alineados con la secuencia-pregunta. No
debe realizarse ninguna otra correccion manual para los fines de la presente invencion.

Entre los polipéptidos de la invencion se incluyen aquellos que son por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o6 100% idénticos a las
secuencias proporcionadas en las Tablas 3 y 4, posteriormente, incluyendo los fragmentos
funcionales o variantes de los mismos. La invencién también comprende polipéptidos que
comprenden secuencias de las Tablas 3 6 4 con sustituciones conservadoras de aminoécidos.

Los polipéptidos de la invencién pueden encontrarse codificados por un winico polinucledtido.
Alternativamente, pueden encontrarse codificados por miltiples (por ejemplo dos o mas)
polinucledtidos, de manera que se coexpresan los polipéptidos. Los polipéptidos que se

coexpresan a partir de multiples polinucledtidos pueden asociarse mediante, por ejemplo, enlaces
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disulfuro u otros medios para formar un inmunoconjugado funcional. Por ejemplo, la parte de
cadena pesada del grupo de unién a antigeno puede encontrarse codificado por un polinucledtido
separado de la parte del inmunoconjugade que comprende la parte de cadena ligera del grupo de
union a antigeno y el grupo efector. En el caso de que se coexpresen, los polipéptidos de cadena
pesada se asociaran con los polipéptidos de cadena ligera para formar el grupo de unién a
antigeno. Alternativamente, en otro ejemplo, la paite de cadena ligera del grupo de union a
antigeno podria encontrarse codificado por un polinucleétido separado procedente de la parte del
inmunoconjugado que comprende la parte de cadena ligera del grupo de unién a antigeno y el
grupo efector.

Los inmunoconjugados de 1a presente invencién y los fragmentos de los mismos generalmente se
encuentran codificados por polinucleétidos. El término “polinucleétido” pretende comprender
un tnico acido nucleico, asi como una pluralidad de 4cidos nucleicos, y se refiere a una molécula
o constructo de 4cido nucleico aislado, por ejemplo ARN mensajero (ARNm), ARN derivado de
un virus o ADN de plasmido (ADNp). Un polinucledtido puede comprender un enlace
fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo un enlace amida, tal como
el presente en los acidos nucleicos de péptidos (APN)). La expresién “4cidos nucleicos™ se
refiere a uno o més segmentos de 4cidos nucleicos cualesquiera, por ejemplo fragmentos de
ADN o de ARN, presentes en un polinucléotido. El término “aislado” referido a un 4cido
nucleico o polinucleétido se refiere a una molécula de acido nucleico, ADN ¢ ARN, que ha sido
extraida de su ambiente nativo. Por ejemplo, un polinucleétido recombinante codificante de un
polipéptido terapéutico contenido en un vector se considera aislado para los fines de la presente
invencién. Entre los ejemplos adicionales de un polinucledtido aislado se incluyen los
polinucledtidos recombinantes mantenidos en células huésped heterélogas o los polinucledtidos
purificados (parcial o sustancialmente} en solucion. Entre las moléculas de ARN aisladas se
incluyen los transcritos de ARN in vivo o in vitro de la presente invencion, asi como las formas
de cadena positiva y negativa, y las formas de doble cadena, de vectores pestivirus dados a
conocer en la presente memoria.

Entre los polinucledtidos o acidos nucleicos aislados segin la presente invencidn se incluyen
ademas dichas moléculas producidas sintéticamente. Ademads, un polinucledtido o un 4cido
nucleico puede ser, o puede incluir un elemento regulador, tal como un promotor, un sitio de
unién ribosémica o un terminador de transcripcion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, una “regién codificante” es una parte de un acido

nucleico que consiste de codones traducidos en aminoacidos. Aunque un “codén de parada”™
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(TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoacido, puede considerarse parte de una regién
codificante, en caso de encontrarse presente, mientras que cualquier secuencia flanqueante, por
gjemplo promotores, sitios de unién ribosémica, terminadores de transcripeidn, intrones,
regiones 5’ y 3’ no traducidas y similares, no son parte de una regioén codificante. Pueden
encontrarse presentes dos o mas regiones codificantes de la presente invencion en un solo
constructo polinucleétido, por ejemplo en un solo vector, o cn constructos polinucléotidos
separados, por ejemplo en vectores separados (diferentes). Ademads, cualquier vector puede
contener una unica region codificante, o puede comprender dos o mas regiones codificantes, por
ejemplo un vector de la presente invencién puede codificar una o més poliproteinas, que se
separan post-traduccionalmente o cotraduccionalmente en las proteinas finales mediante corte
proteolitico. Ademas, un vector, polinucledtido o dcido nucleico de la invencién puede codificar
regiones codificantes heterélogas, fusionadas o no fusionadas a un primer o segundo acido
nucleico codificante del inmunoconjugado de la invencién, o variante o derivado del mismo.
Entre las regiones codificantes heterblogas se incluyen, aunque sin limitacién, elementos
especializados o motivos, tales como un péptido de sefial secretoria o un dominio funcional
heterdlogo.

En determinadas realizaciones, el polinucleétido o 4cido nucleico es ADN. En el caso de ADN,
un polinucledtido que comprende un 4cido nucleico, que codifica un polipéptido, normalmente
puede incluir un promotor y/o otros elementos de control de la transcripcion o de la traduccion
operablemente asociados a una o mas regiones codificantes. Una asociacion operable se produce
en el caso de que una region codificante de un producto génico, por ejemplo un polipéptido, se
asocic a una o més secuencias reguladoras de manera que sitia la expresion del producto génico
bajo la influencia o el control de la secuencia o secuencias reguladoras. Dos fragmentos de ADN
(tales como una region codificante de polipéptido y un promotor asociado a la misma) se
encuentran “operablemente asociados” en el caso de que la induccién de la funcién del promotor
resulte en la transcripcion de ARNm codificante del producto génico deseado y en el caso de que
la naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no interfiera con la capacidad de las
secuencias reguladoras de la expresion de dirigir la expresion del producto génico o de interferir
con la capacidad del molde de ADN de ser transcrito. De esta manera, una region promotora se
encontraria operablemente asociada a un acido nucleico codificante de un polipéptido en el caso
de que el promotor fuera capaz de inducir la transcripeion de dicho 4cido nucleico. El promotor
puede ser un promotor especifico de un tipo de célula que dirige una transcripcion sustancial del

ADN tnicamente en células predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripcion,
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aparte de un promotor, por ejemplo intensificadores, operadores, represores y sefiales de
terminacion de la transcripeion, pueden asociarse operablemente al polinucleétido para dirigir la
transcripcion especifica de un tipo celular. Los promotores y otras regiones de control de la
transcripcion que resultan adecuados se dan a conocer en la presente memoria.

Una diversidad de regiones de control de la transcripcion es conocida por el experto en la
materia. Entre ellas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, regiones de control de la
transcripcién que funcionan en células de vertebrado, tales como, aunque sin limitarse a ellos,
segmentos de promotor e intensificador procedentes de citomegalovirus (por ejemplo el
promotor temprane inmediato, conjuntamente con el intrén A), el virus 40 del simio (por
ejemplo el promotor temprano) y los retrovirus (tales como, por gjemplo, el virus del sarcoma de
Rous). Entre otras regiones de control de la transcripcion se incluyen aquéllas derivadas de
genes de vertebrado, tales como actina, proteina de choque térmico, hormona de crecimiento
bovina y -globina de conejo, asi como otras secuencias capaces de controlar la expresion génica
en las células eucaridticas. Entre las regiones de control de la transcripcidén adecuadas
adicionales se incluyen los promotores ¢ intensificadores especificos de un tejido, asi como los
promotores inducibles por linfoquinas (por ejemplo los promotores inducibles por interferones o
por interleuquinas).

De maneta similar, el experto ordinario en la materia conocera una diversidad de elementos de
control de la transcripcion. Entre ellos se incluyen, aunque sin limitacion, sitios de union
ribosémica, codones de inicio y terminacion de la traduccion, y elementos derivados de sistemas
viricos (particularmente un sitio interno de entrada ribosomica, o IRES, también denominado
secuencia CITE).

En otras realizaciones, un polinucledtido de la presente invencion es ARN, por gjemplo en forma
de ARN mensajero (ARNm). El ARN de la presente invencion puede ser de una cadena o de
doble cadena.

Las regiones codificantes polinuclettidas y de Acidos nucleicos de la presente invencion pueden
encontrarse asociadas a regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretorios o de
sefial, que dirigen la secrecion de un polipéptido codificado por un polinuciedtido de la presente
invencion. Segun la hipétesis de la sefial, las proteinas secretadas por las células de mamifero
presentan un péptido de sefial o secuencia lider secretoria que resulta cortada de la proteina
madura tras iniciarse la exportacién de la cadena proteica en crecimiento a través del reticulo
endoplasmatico rugoso. El experto ordinario en la materia conocerd que los polipéptidos

secretados por las células de vertebrado generalmente presentan un péptido de sefial fusionado al
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extremo N-terminal del polipéptido, que resulta cortado del polipéptido completo o *“de longitud
completa” para producir una forma secretada o “madura” del polipéptido. En determinadas
realizaciones, se utiliza el péptido de sefal nativo, por ejemplo una cadena ligera de
inmunoglobulina o péptido de sefial de cadena ligera, o un derivado funcional de dicha secuencia
que conserve la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido operablemente asociado al
mismo. Alternativamente, puede utilizarse un péptido de sefial de mamifero heterélogo, o un
derivado funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider de tipo saivaje puede sustituirse
por la secuencia lider del activador del plasmindgeno tisular humano (TPA) o de la B-
glucuronidase de ratom.

La expresion “casete de expresion” se refiere a un polinucleétido generado recombinantemente o
sintéticamente, con una seric de elementos &cido nucleico especificados que permiten la
transcripcién de un 4cido nucleico particular en una célula diana. El casete de expresion
recombinante puede incorporarse en un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de
plastido, virus o fragmento de 4cido nucleico. Tipicamente, la parte de casete de expresion
recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de acidos
nucleicos que debe transcribirse y un promotor. En una realizacion, el casete de expresion de la
invenciéon comprende secuencias polinucledtidas que codifican inmunoconjugados de la
invencion o fragmentos de los mismos,

La expresién “vector de expresién” es sinénima de “constructo de expresion” y se refiere a una
molécula de ADN que se utiliza para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que
se encuentra operablemente asociada en una célula diana. El vector de expresion de la presente
invencién comprende un cascte de expresion. Los vectores de expresién permiten la
transcripcion de grandes cantidades de ARNm estable. Una vez el vector de expresion se
encuentra en el interior de la célula diana, la molécula de 4cido ribonucleico o la proteina que se
encuentra codificada por el gen es producida por la rﬁaquinaria celular de transcripcién y/o
traduccién. En una realizacion, el vector de expresién de la invencién comprende un casete de
expresion que comprende secuencias polinucledtidas que codifican inmunoconjugados de la
invencidn o fragmentos de los mismos.

El término “artificial” se refiere a una composicién sintética o no derivada de la célula huésped,
por ejemplo un oligonucleodtido sintetizado quimicamente.

Por un 4cido nucleico o polinuclebtido que presenta una secuencia de nucledtidos por lo menos,
por ejemplo, 95% “idéntica” a una secuencia de nucleotidos de referencia de la presente

invencion se hace referencia a que la secuencia de nucleétidos del polinucledtido is idéntica a la
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secuencia de referencia excepto en que la secuencia de polinucleétidos puede incluir hasta cinco
mutaciones puntuales por cada 100 nucledtidos de 1a secuencia de nucledtidos de referencia. En
otras palabras, para obtener un polinucledtido que presente una secuencia de nucledtidos por lo
menos 95% idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta 5% de los nucleétidos en
la secuencia de referencia pueden delecionarse o sustituirse por otro nucledtido, o puede
insertarse en la secuencia de referencia un nimero de nucledtidos de hasta 5% del total de
nucledtidos de la secuencia de referencia.

En la practica, puede determinarse convencionalmente si cualquier molécula de 4cido nucleico o
polipéptido particular es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a
una secuencia de nucleétidos o de polipéptido de la presente invencién utilizando programas
informaticos conocidos. Un método preferente para determinar la correspondencia global
optima entre una secuencia-pregunta (una secuencia de la presente invencién) y una secuencia
objeto, también denominado alineacién de secuencia global, puede determinarse utilizando el
programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al., Comp. Appl. Biosci.
6:237-245, 1990. En una alineacidn de secuencias, las secuencias de pregunta y objeto son
ambas secuencias de ADN. Puede compararse una secuencia de ARN mediante la conversion de
los Us en Ts. El resultado de dicha alineacién global de secuencias se expresa en porcentaje de
identidad. Los pardmetros preferentes utilizados en una alineacién FASTDB de secuencias de
ADN para calcular el porcentaje de identidad son: Matriz=unitaria, k-tuplo=4, penalizacion de
no cotrespondencia=1, penalizacién de unién=30, longitud del grupo de aleatorizacion=0,
puntuacién de corte=1, penalizacién de hueco=5, penalizacién de tamafio de hueco=0,05, tamaio
de ventana=500 & la longitud de la secuencia objeto de aminodcidos, la mas corta de entre los
dos valores,

En el caso de que la secuencia objeto sea mas corta que la secuencia-pregunta debido a
deleciones 5’ 6 3°, no debido a deleciones internas, debe realizarse una correccion manual de los
resultados. Lo anterior se debe a que el programa FASTDB no incluye truncaciones 5’ y 3’ de la
secuencia objeto al calcular el porcentaje de identidad global. Para las secuencias objcto
truncadas en los extremos 5° ¢ 3’, respecto a la secuencia-pregunta, el porcentaje de identidad se
corrige mediante el célculo del nimero de residuos de la secuencia-pregunta que se encuentran
5" y 3’ respecto a la secuencia objeto, que no son correspondientes/desalineadas, como
porcentaje del niimero total de bases de la secuencia-pregunta. Se determina si un nucledtido es
correspondiente/alineado a partir de los resultados de la alineacién de secuencias FASTDB. A

continuacién, este porcentaje se resta del porcentaje de identidad, calculado mediante el
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programa FASTDB anteriormente indicado utilizando los parametros especificados, para
alcanzar un puntuacion final de porcentaje de identidad. Esta puntuacion corregida es la
utilizada para los fines de la presente invencién. Unicamente las bases més alla de las bases 5° y
3 de la secuencia objeto, segin muestra la alineacion de FASTDB, que son no
correspondientes/desalineados respecto a la secuencia-pregunta, son utilizadas para el calculo
para los fines de ajustar manualmente la puntuacién de porcentaje de identidad.

Por ejemplo, se alinea una secuencia objeto de 90 bases con una secuencia-pregunta de 100
bases para determinar el porcentaje de identidad. Las deleciones se producen en el extremo 5° de
la secuencia objeto y, por lo tanto, la alineacidn de FASTDB no muestra una
correspondencia/alingacién de las primeras 10 bases en el extremo 5'. Las 10 bases no
apareadas representan 10% de la secuencia (nimero de bases en los extremos 5' y 3’ no
correspondientes/namero total de bases de la secuencia-pregunta), de manera que se resta 10%
de la puntuacién de porcentaje de identidad calculada por el programa FASTDB. En el caso de
que las 90 bases restantes fueran perfectamente correspondientes, el porcentaje final de identidad
seria 90%. En otro ejemplo, se compara una secuencia objeto de 90 bases con una secuencia-
pregunta de 100 bases. En este caso las deleciones son deleciones internas, de manera que no
hay residuos en los extremos 5 & 3’ de la secuencia objeto que no sean
correspondientes/alineadas con la secuencia-pregunta. En este caso, el porcentaje de identidad
calculado por FASTDB no se corrige manualmente. Nuevamente, inicamente las bases 5* y 3’
de la secuencia objeto que no son correspondientes/alineadas con la secuencia-pregunta se
corrigen manualmente. No debe realizarse ninguna otra correccién manual para los fines de la
presente invencion.

Entre los polinucledtidos de la invenciéon se incluyen aquellos que son por lo menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 6 100% idénticos a las
secuencias proporcionadas en las Tablas 6 y 8, posteriormente, incluyendo los fragmentos
funcionales o variantes de los mismos. Los polinucledtidos pueden expresarse en forma de un
inico polinucledtido que codifique el inmunoconjugado completo, o en forma de muitiples (por
ejemplo dos o mas) polinucle6tidos que se coexpresen. Los polipéptidos codificados por
polinucledtidos que se coexpresan pueden asociarse mediante, por ejemplo, enlaces disulfuro u
otros medios para formar un inmunoconjugado funcional. Por e¢jemplo, la parte de cadena
pesada del grupo de unién a antigeno puede encontrarse codificada por un polinucledtido
separado de la parte del inmunoconjugado que comprende la parte de cadena ligera del grupo de

unién a antigeno y el grupo efector. En el caso de que se coexpresen, los polipéptidos de cadena

Aoz



10

15

20

25

30

-68-

pesada se asociaran con los polipéptidos de cadena ligera para formar el grupo de unién a
antigeno. Alternativamente, en otro e¢jemplo, la parte de cadena ligera del grupo de unién a
antigeno podria encontrarse codificado por un polinucleétido separado procedente de la parte del
inmunoconjugado que comprende la parte de cadena ligera del grupo de unién a antigeno y el
grupo efector.

En una realizacién especifica, un polinucleétide aislado de la invencién codifica un fragmento de
un inmunoconjugado que comprende por lo menos un grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena, y por lo menos un, preferentemente dos o mas, grupos de unién a
antigeno, en el que un primer grupo efector comparte un enlace peptidico amine-terminal o
carboxi-terminal con un primer grupo de unién a antigeno y un segundo grupo de unién a
antigeno comparte un enlace peptidico amino-terminal o carboxi-terminal con el primer grupo
efector o el primer grupo de unién a antigeno. En una realizacion preferente, los grupos de union
a antigeno se seleccionan independientemente de entre el grupo que consiste de Fv y Fab. En
otra realizacion especifica, el polinucledtido codifica las cadenas pesadas de dos de los grupos de
unién a antigeno y uno de los grupos efectores. En otra realizacién especifica, el polinucledtido
codifica las cadenas ligeras de dos de los grupos de unién a antigeno y uno de los grupos
efectores. En otra realizacién especifica, el polinucleotido codifica una cadena ligera de uno de
los grupos de unién a antigeno, una cadena pesada de un segundo grupo de union a antigeno y
uno de los grupos efectores.

En otra realizacion especifica, un polinucleotido aislado de la invencion codifica un fragmento
de un inmunoconjugado, en el que el polinucledtido codifica las cadenas pesadas de dos
moléculas de Fab y un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena. En otra
realizacion especifica, un polinucleétido aislado de la invencién codifica un fragmento de un
inmunoconjugado, en el que el polinucledtido codifica las cadenas ligeras de dos moléculas de
Fab y un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena. En otra realizacién
especifica, un polinucledtido aislado de la invencién codifica un fragmento de un
inmunoconjugado, en el que el polinucleétido codifica la cadena pesada de una molécula de Fab,
la cadena ligera de la segunda molécula de Fab y un grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena.

En una realizacion, un polinucleétido aislado de la invencion codifica un inmunoconjugado que
comprende por lo menos un grupo efector, preferentemente un grupo efector de una cadena,

unido en sus aminoicidos amino-terminales ¢ carboxi-terminales a una o mas moléculas de scFv,
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En una realizacién, un polinucleétido aislado de la invencién codifica un fragmento de
inmunoconjugado que comprende por lo menos un grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena y por lo menos un primer y un segundo grupos de unién a antigeno, en los
que cada uno de los grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su
amino4cido carboxi-terminal a una region constante que comprende un dominio constante de
inmunoglobulina seleccionado independientemente de entre el grupo que consiste de CH1 de
1gG1, Ciappa de 1gG y CH4 de IgE, y en los que uno de los grupos de unién a antigeno s¢ une en
su aminodcido carboxi-terminal de regién constante al aminoacido amino-terminal de uno de los
grupos efectores, v en los que el primer y segundo grupos de unién a antigenc se unen
covalentemente mediante un enlace disulfuro. En una realizacion adicional, el polinucledtido de
la invencién codifica uno de los grupos de unién a antigeno y un grupo efector, preferentemente
un grupo efector de una cadena.

En una realizacion, un polinucledtido aislado de la invencién codifica un fragmento de
inmunoconjugado que comprende primer y segundo grupos efectores y dos grupos de unién a
antigeno, en el que cada uno de los grupos de union a antigeno comprende una molécula de scFv
unida en su aminoacido carboxi-terminal a una region constante que comprende un dominio
constante de inmunoglobulina, y en el que uno de los grupos de unién a antigeno se une en su
aminoéacido carboxi-terminal de region constante al amino4cido amino-terminal de uno de los
grupos efectores, y en el que el segundo grupo de unién a antigeno se une en su aminoacido
carboxi-terminal de regién constante al aminoacido amino-terminal del segundo grupo efector, y
en el que ¢l primer y seugndo grupos de unién a antigeno se unen covalentemente mediante un
enlace disulfuro. En una realizacion preferente, el primer y/o segundo grupos efectores son
grupos efectores de una cadena. En una realizacion preferente, el dominio constante se
selecciona independientemente de entre el grupo que consiste de CHI de IgG1, Cyappa de IgG y
CH4 de IgE. En una realizacién adicional, el polinucleétido de la invencion codifica uno de los
grupos de unidn a antigeno y uno de los grupos efectores.

En una realizacién, un polinucleétido aislado de la invencién codifica un fragmento de
inmunoconjugado que comprende por lo menos un grupo efector, preferentemente un grupo
efector de una cadena y por lo menos un primer y un segundo grupos de unién a antigeno, en los
que cada uno de los grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su
aminodacido carboxi-terminal a un dominio CH3 de IgG, y en los que uno de los grupos de unién
a antigeno se une en su aminoé4cido carboxi-terminal al aminoacido amino-terminal de uno de los

grupos efectores, y en los que ¢l primer y segundo grupos de unién a antigeno se unen
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covalentemente mediante un enlace disulfuro. En una realizacion adicional, el polinucledtido de
la invenci6n codifica uno de los grupos de unién a antigeno y un grupo efector, preferentemente
un grupo efector de una cadena.

En una realizacion, un polinucledtido aislado de la invencion codifica un fragmento de
inmunoconjugado que comprende dos grupos efectores y dos grupos de union a antigeno, en ¢l
que cada uno de los grupos de union a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su
aminoécido carboxi-terminal a un dominio CH3 de IgG, v en el que uno de los grupos de unién
se une en su aminoacido carboxi-terminal al aminoéacido amino-terminal de uno de los grupos
efectores, y en el que el segundo grupo de unién a antigeno se une en su aminoé4cido carboxi-
terminal al aminoacido amino-terminal del segundo grupo efector, y en el que el primer y
seugndo grupos de unidn a antigeno se unen covalentemente mediante un enlace disulfuro. En
una realizacién preferente, el primer y/o segundo grupos efectores son grupos efectores de una
cadena. En una realizacién adicional, el polinucle6tido de la invencién codifica uno de los
grupos de unién a antigeno y uno de los grupos efectores, preferentemente un grupo efector de
una cadena.

En una realizacion, un polinucleétido aislado de la invencion codifica un fragmento de
inmunoconjugado que comprende dos grupos efectores y dos grupos de unién a antigeno, en el
que cada uno de los grupos de unién a antigeno comprende una molécula de Fab unida en su
aminoécido carboxi-terminal de cadena pesada o ligera a un dominio CH3 de 1gGl, y en el que
cada uno de los dominios CH3 de IgG1 se une en su aminoécido carboxi-terminal al aminoécido
amino-terminal de uno de los grupos efectores, y en el que el primer y segundo grupos de unién
a antigeno se unen covalentemente mediante un enlace disulfuro. En una realizacion preferente,
el primer y/o segundo grupos efectores son grupos efectores de una cadena. En una realizacién
adicional, el polinucledtido de la invencion comprende una secuencia codificante de la region
variable de cadena pesada de uno de los grupos de unién a antigeno y uno de dichos grupos
efectores, preferentemente un grupo de una cadena. En todavia otra realizacion, el
polinucledtido de la invencion comprende una secuencia codificante de la region variable de
cadena ligera de uno de los grupos de unién a antigeno y uno de los grupos efectores,
preferentemente un grupo efector de una cadena.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a un polinucleétido aislado codificante de un
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el polinucleétido comprende una secuencia
que codifica una secuencia de region variable tal como se muestra en la Tabla 3, posteriormente.

En otra realizacion, la presente invencién se refiere a un polinucledtido aislado codificante de un
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inmunoconjugado o fragmento del mismo, en ¢l que el polinucledtido comprende una secuencia
que codifica una secuencia polipeptidica tal como se muestra en la Tabla 4. En otra realizacién,
la invencion se refiere ademaés a un acido nucleico aislado codificante de un inmunoconjugado o
fragmento del mismo, en el que el acido nucleico comprende una secuencia que s por 1o menos
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a una secuencia de
nucleotidos mostrada en las Tablas 6 y 8, posteriormente. En otra realizacién, la invencion se
refiere a un acido nucleico aislado codificante de un inmunoconjugado o fragmento del mismo,
en el que el acido nucleico comprende una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las Tablas
6 y 8. En otra realizacién, la invencién se refiere a un acido nucleico aislado codificante de un
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en ¢l que el 4cido nucleico comprende una secuencia
que codifica una secuencia de regién variable que es por lo menos aproximadamente 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a una secuencia de aminoacidos en la Tabla 3. En
otra realizacién, la invencidon se refiere a un 4cido nucleico aislado codificante de un
inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el acido nucleico comprende una secuencia
que codifica una secuencia polipeptidica que es por lo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% 6 99% idéntica a una secuencia de aminodacidos en la Tabla 4. La invenciéon comprende un
4cido nucleico aislado codificante de un inmunoconjugado o fragmento del mismo, en el que el
acido nucleico comprende una secuencia que codifica las secuencias de region variable de la
Tabla 3 con sustituciones conservadoras de aminoacidos. La invencién también comprende un
acido nucleico aisla.do codificante de un inmunoconjugado de la invencién o fragmento del
mismo, en el que el acido nucleico comprende una secuencia que codifica las secuencias

polipeptidicas de la Tabla 4 con sustituciones conservadoras de aminodacidos,

TABLA 2:
Constructo SECUENCIA DE NUCLEQTIDOS SEC ID n°
Moldc para la ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTAT 1

biblioteca DP47-3,
region codificante
completa de Fab
que comprende la
secuencia lider
PelB + dominio V
kappa VK3 20 +
dominio constante
C,. para la cadena
ligera y PelB +
dominio V
VH3 23+
dominio constante

TACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGAAATCAGTGTTAAC
GCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGA
GCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCA
GCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCC
CAGGCTCCTCATCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGC
ATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGAC
TTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTG
CAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGCTGAC
GTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAACGTACGGT
GGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAG
CAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGA
ATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGG
TGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTG
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Constructo

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

SECIDn®

CHI parala
cadena pesada;
pMS250pt

TCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCA
GCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAAC
ACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGA
GCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTG
GAGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGA
ATGGAGCCGCAGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGTG
CCGCATAATAAGGCGCGCCAATTCTATTTCAAGGAGACA
GTCATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCT
GCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCGAGGTGCA
ATTGCTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGG
GTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACCTTT
AGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGG
AAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGT
GGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTC
ACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGC
AGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATT
ACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTGGGGCCA
AGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCACCAAAGG
CCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACC
TCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCG
CCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACA
GTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG
CCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAAG
TTGAGCCCAAATCTTGTGACGCGGCCGCAAGCACTAGTGC
CCATCACCATCACCATCACGCCGCGGCATAG

Molde para la
biblioteca DP88-3;
regién codificante

completa de Fab
que comprende la
secuencia lider
PelB + dominio V
kappa Vk1_17 +
dominio constante
C. para la cadena
ligera y PelB +
dominio V
VH1 69+
dominio constante
CHI parala
cadena pesada;
pRJH32

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTAT
TACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGATATCCAGATGA
CCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTCGGAGACCG
GGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGAAA
TGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAAAGCCCC
TAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAGAGTGGC
GTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAGAG
TTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAGCCTGAAGATTTTG
CCACCTATTACTGCTTGCAGCATAATAGTTACCCCACGTT
TGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGATCAAGCGTACGGTGGC
TGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAG
TTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATA
ACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGG
ATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCA
CAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCA
GCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACA
AAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTC
GCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGGAGC
CGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATGG
AGCCGCAGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGTGCCGC
ATAATAAGGCGCGCCAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCAT
ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGC
TCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCCAGGTGCAATTGGT
GCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGT
GAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAGGCACATTCAGCAG
CTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGG

A0
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Canstructo

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

SECIDn®

GCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACA
GCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACCATT
ACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTG
AGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGCCGTGTATTACTGTG
CGAGACTATCCCCAGGCGGTTACTATGTTATGGATGCCTG
GGGCCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCCTCAGCTAGCAC
CAAAGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTG
TCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC
TGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACGCGGCCGCAAGC
ACTAGTGCCCATCACCATCACCATCACGCCGCGGCATAG

TABLA 3:

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n°

2B10; v,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLQNGLQPATFGQGTKVEIK

3

2B10{GS); V,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

2B10; Vy

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

2F11; V,,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGQYTPPTFGQGTKVEIK

2F11(VI); VL,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQYTPPTFGQGTKVEIK

11

2F11; Vy

EVQLEESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDMAVYYCAKWRWMMFDYWGQGTLVTVSS

13

2F11(MT); Vi,

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKWRWMMFDYWGQGTLVTVSS

15

EIVLTQSPGTLSLYPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

17

3F2(YS); V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVROQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

21

D9, v,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQLIPPTFGQGTKVEIK

23

4c®
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn"

D9, Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTP
GKGLEWVSAIGVSTGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSS

25

2D9(TA); Va

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIGVSTGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSS

27

4G8; V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWYQQKPG
QAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

29

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

31

4B3; vV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGAYIRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTEGQGTKVEIK

33

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

35

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQKPG
QAPRLLIQGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

37

4D6; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

39

2C6; V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQQIPPTFGQGTK VEIK

41

2C6; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSAGYTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGNFDYWGQGTLVTVSS

43

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGNQIPPTFGQGTKVEIK

45

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMSWVRRSP
GKGLEWVSAISGGGRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFTPFDYWGQGTLVTVSS

47

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASIRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGNQIPPTFGQGTKVEIK

49

2C4; VH

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFTPFDYWGQGTLVTVSS

51

2D%; vV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGNQIPPTFGQGTKVEIK

67

2D9; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFTPFDYWGQGTLVTVSS

69

4B8; V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

71

4B8; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ

73

4R
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn"

MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQQIPPTFGQGTKVEIK

75

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVEKGRFETISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGNFDYWGQGTLVTVSS

77

13C2; V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQLIPPTFGQGTKVEIK

79

13C2; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSS

81

13E8; VvV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGLNIPSTFGQGTKVEIK

83

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSS

85

14C10; Vi,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGHIIPPTFGQGTKVEIK

87

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKAWMGPFDYWGQGTLVTVSS

89

17A11; V,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGLNIPSTFGQGTKVEIK

91

17A11; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSS

g3

19G1; vV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

121

19G]; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIISSGGLTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

123

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

125

20G8; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIIGSGSRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

127

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

129

489; V]{

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIIGSGASTYYADSVEKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

131

5B8; V.

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

133

SBS; Vu

EVOLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP

135

410
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n°

GKGLEWVSAIWGGGRSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

5F1 ’ VT'

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

137

SF1; Vi

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIISSGASTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

139

14B3; V,,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

141

14B3; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAILASGAITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

143

16F1; vV,

FIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

145

16F1; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSGIIGSGGITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLCM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

147

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

149

16F8; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAILGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

151

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

153

Q3C9; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFAMSWVRQSP
GKGLEWVSAIIGSGSNTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

155

02D7; Vi,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGTPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQAIMLPPTFGQGTKVEIK

157

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

159

28H1; vV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWYQQKPG
QAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

161

28H1; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

163

22A3; vV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

165

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIIGSGSITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

167

29B11, VvV,

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQGIMLPPTFGQGTKVEIK

169

A
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn"

29BI11; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAFP
GKGLEWVSANIGSGGITY YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSS

171

23C10; Vo

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWYQQKPG
QAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIK

173

23C10; Vy

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSSAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISTNGNYTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSS

175

2B10_C3B6; Vy,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

Y77

2B10_C3B6; Vy

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGAIIPILGIANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

179

2B10_6A12; V,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLQNGLQPATFGQGTKVEIK

181

2B10_6A12; Vy

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGVIIPILGTANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

183

2B10_C3A6; V,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNVLGWYQQKPG
KAPKRLIYDSSSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

185

2B10_C3AS6; Vy

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

187

2BI0 DIA2 wt;
Vi

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNVLGWYQQKPG
KAPKRLIYDAYSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

189

2B10 D1A2_wt;
Vy

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVROQAP
GQGLEWMGGIIPIFGTANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

191

2B10_DI1A2 VD
Vi

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYDAYSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

193

2BI0_DIA2_VD;
Vi

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAF
GQGLEWMGGITPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

195

2B10 O7DR; V,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIRNVLGWYQQKPGK
APKRLIYDVSSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLONGLQPATFGQGTKVEIK

197

2B10_O7DS8; Vi

QVQLVQSGAEVKKPGSSVEKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

199

2B10_OYF7; vV,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNVLGWYQQKPG
KAPKRLIYDASSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLQNGLQPATFGQGTKVEIK,

201

2B10_OIF7; Vg

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS

203

2B10_6H10; V,

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNVLGWYQQKPG
KAPKRLIQAATSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA

205

AL



-78-

Constructo SECUENCIA POLIPEPTIDICA SECID n°
TYYCLOQNGLQPATFGQGTKVEIK
2B10_6HI10; Vyy | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP 207
GQGLEWMGGIIPIFGTANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSS
MHLGI; Vy EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMNWVRQA 257
PGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYYAASVKGRFTISRDDSKNTL
YLQMNSLKTEDTAVYYCTTYGNYVGHYFDHWGQGTTVTV
S8
KvV9; v DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPG 259
QAPRPLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIKRT
MHLG; Vy EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMNWVRQA 261
PGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYYAASVKGRFTISRDDSKNTL
YLQMNSLKTEDTAVYYCTTYGNYVGHYFDHWGQGTTVTV
58
KVI1,; vV, DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQNVDTNLAWYQQKPGKA 269
PKLLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QOYNSYPLTFGGGTKVEIKRT
KvV7; vy, DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGKA 271
PKPLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPLTFGGGTKVEIKRT
TABLA 4:
Constructo SECUENCIA POLIPEPTIDICA SECID n”
Fab de cadena EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP 95
pesada derivado | GKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
del anticuerpo MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
monoclonal L19- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
variante C125A de | GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
Fab de cadena NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKTQ
pesada de 1L2 LQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
derivado del LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLE
anticuerpo LKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGGG
monoclonal L19 | SGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSF
SMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRD
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
Fab de cadena EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG 96

ligera derivada del
anticuerpo
monoclonal L19

QAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQTGRIPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

scFv derivado del
anticuerpo
monoclonal L19-
linker de 8
aminoacidos-
variante C125A de

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP
GKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSSGGSGG
ASEIVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQK
PGQAPRLLIYYASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDF
AVYYCOQTGRIPPTFGQGTKVEISVLSSSSGSSSSGSSSSGAP

97

M3



.79.

Constructoe

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n*

IL2

TSSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKF
YMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLI

SNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIIS
TLT

Proteina F16-
diacuerpo-IL2

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMEWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKAHNAFDYWGQGTLVTVSSASGGSS
ELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAP
VLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADY
YCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLGSSSSGSSSSGSSSSGAPTS
SSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFY
MPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLIS
NINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIIST
LT

98

scFv-TL2-scFv
{F16, proteina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKAHNAFDYWGQGTLVTVSRGGGGS
GGGGSGGGGSSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYA
SWYQQKPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTI
TGAQAEDEADYYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLGSSSSGS
SSSGSSSSGAPTSSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNP
KLTRMLTFKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQS
KNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFL
NRWITFAQSIISTLTSGGGGSGGGGSGGGGSSELTQDPAVSV
ALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYGKNN
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCNSSVYTM
PPVVFGGGTKLTVLGSGGGSGGGSGGGSGSEVQLLESGGGL
VQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMSWVRQAPGKGLEWVSAIS
GSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKAHNAFDYWGQGTLVTVS

99

Fab-IL2-Fab (F16,
constructo de
fusion de cadena
pesada y
citoquina,
protecina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYGMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKAHNAFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDSSSSGSSSSGSSSSGAPTSSSTKKTQLQ
LEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATELK
HLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELK
GSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGGGSG
GGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYG
MSWVRQAPGEGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKAHNAFDYWGQGTLVT
VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

100

F16, cadena ligera,
proteina

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQ
APVLVIYGENNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEAD
YYCNSSVYTMPPVVFGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEE
LQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPS

KQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTV
APTECS

101

proteina de fusion
1L2R-B-Fec(ojal),

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARCAVNGTSQFTCFYNSRANIS
CVWSQDGALQDTSCQVHAWPDRRRWNQTCELLPVSQASW

102

%



-80-

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn”

proteina

ACNLILGAPDSQKLTTVDIVTLRVLCREGVRWRVMAIQDFK
PFENLRLMAPISLOQVVHVETHRCNISWEISQASHYFERHLEFE
ARTLSPGHTWEEAPLLTLKQKQEWICLETLTPDTQYEFQVR
VKPLOQGEFTTWSPWSQPLAFRTKPAALGKDTGAQDKTHTCP
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCT
LPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

IL2R-y-Fc(botén),
protcina

MLKPSLPFTSLLFLQLPLLGVGLNTTILTPNGNEDTTADFFLT
TMPTDSLSVSTLPLPEVQCFVFNVEYMNCTWNSSSEPQPTNL
TLHYWYKNSDNDK VQKCSHYLFSEEITSGCQLQKKEIHLYQ
TFVVQLQDPREPRRQATQMLKLQNLVIPWAPENLTLHKLSE
SQLELNWNNRFLNHCLEHLVQYRTDWDHSWTEQSVDYRH

KFSLPSVDGQKRYTFRVRSRFNPLCGSAQHWSEWSHPIHWG
SNTSKENPFLFALEAGAQDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH

NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

103

anticuerpo L19

Fab-IL12-Fab,

sclL12 murino,
protcina

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP
GKGLEWVSSISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAMWELEKDVY
VVEVDWTPDAPGETVNLTCDTPEEDDITWTSDQRHGVIGSG
KTLTITVKEFLDAGQYTCHKGGETLSHSHLLLHKKENGIWS
TEILKNFKNKTFLKCEAPNYSGRFTCSWLVQRNMDLKFNIK
SSSSPPDSRAVTCGMASLSAEKVTLDQRDYEKYSVSCQEDV
TCPTAEETLPIELALEARQQNKYENYSTSFFIRDIIKPDPPKNL
QMKPLKNSQVEVSWEYPDSWSTPRSYFSLKFFVRIQRKKEK
MKETEEGCNQKGAFFVEKTSTEVQCKGGNVCVQAQDRYY
NSSCSKWACVPCRVRSGGDGSGGGGSGGGGSRVIPVSGPAR
CLSQSRNLLKTTDDMVKTAREKLKHYSCTAEDIDHEDITRD
QTSTLKTCLPLELHKNESCLATRETSSTTRGSCLPPQKTSLM
MTLCLGSIYEDLKMYQTEFQATNAALQNHNHQQIILDKGML
VAIDELMQSLNHNGETLRQKPPVGEADPYRVKMEKLCILLHA
FSTRVVTINRVMGYLSSAGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGG
GLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVSS
ISGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS

SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCD

104

anticucrpo L19
Fab-1L12-Fab
sciL12 humano,
proteina

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP
GKGLEWVSSIRGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGIWELKKDVYV

105

s
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n°

VELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGK
TLTIQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLLLLEKKEDGIWST
DILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSV
KSSRGSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDS
ACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFFIRDIIKPDPPKN
LQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKS
KREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYSS55WSEW
ASVPCSGGGGSGGGGSGGGGSRNLPVATPDPGMFPCLHHSQ
NLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEA
CLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSI
YEDLKMYQVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELM
QALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTID
RVMSYLNASGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGS
LRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAPGKGLEWVSSIRGSSGTTY
YADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPF
PYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

anticuerpo L.19
Fab-GMCSF-Fab,
GM-CSF humaneo,

proteina

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP
GKGLEWVSSIRGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPARSPSPSTQP
WEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEMNETVEVISEMFDLQEPT
CLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHCPPTPET
SCATQUTFESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQESGGGGSGGGG
SGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSW
VRQAPGKGLEWVSSIRGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKN
TLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCD

106

Fab-IFNa2-Fab,
anticuerpo L19,
proteina

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVRQAP
GKGLEWVSSIRGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGCDLPQTHSLGN
RRALILLAQMRRISPFSCLKDRHDFGFPQEEFDGNQFQKAQA
ISVLHEMIQQTFNLFSTKDSSAAWDESLLEKFYTELYQQLND
LEACVIQEVGVEETPLMNVDSILAVKKYFQRITLYLTEKKYS
PCAWEVVRAEIMRSFSLSTNLQERLRRKESGGGGSGGGGSG
GGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMSWVR
QAPGKGLEWVSSIRGSSGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LOMNSLRAEDTAVYYCAKPFPYFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCD

107

Fab-T1L2-Fab 3F2
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVROQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL

209

M



-82-

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n°

TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK

PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSHSTLTSGGG

GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS

SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWEGGFNYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE

PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TOTYICNVNHKPSNTK VOKKVEPKSCD

Fab-IL2-Fab 4G38
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYTFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTRKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTES
SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTIS
RDNSENTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

211

Fab-IL2-Fab 3D9
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQTP
GKGLEWVSAIGVSTGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYTICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYAMSWVRQTPGKGLEWVSAIGVSTGSTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGPFDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTRKVDKKVEPKSCD

213

Fab.IL2-Fab 2F11
{constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKWRWMMFEDYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTK
KTQLQLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVI
VLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSG
GGGSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFT
FSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKWRWMMFDYW

215

AN
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n"

GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

Fab-IL2-Fab 4B3
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

217

Fab-IL2-Fab 4G8
(IL-12 murina;
constructo de
fusidn cadena
pcsada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAMWELEKD
VYVVEVDWTPDAPGETVNLTCDTPEEDDITWTSDQRHGVIG
SGKTLTITVKEFLDAGQYTCHKGGETLSHSHLLLHKKENGI
WSTEILKNFKNKTFLKCEAPNYSGRFTCSWLVQRNMDLKFN
TKSSSSPPDSRAVTCGMASLSAEKVTLDQRDYEKYSVSCQED
VTCPTAEETLPIELALEARQQNKYENYSTSFFIRDIIKPDPPKN
LOMKPLKNSQVEVSWEYPDSWSTPRSYFSLKFFVRIQRKKE
KMKETEEGCNQKGAFFVEKTSTEVQCKGGNVCVQAQDRY
YNSSCSKWACVPCRVRSGGDGSGGGGSGGGGSRVIPVSGPA
RCLSQSRNLLKTTDDMVKTAREKLKHYSCTAEDIDHEDITR
DQTSTLKTCLPLELHKNESCLATRETSSTTRGSCLPPQKTSL
MMTLCLGSIYEDLKMYQTEFQAINAALQNHNHQQILDKGM
LVAIDELMQSLNHNGETLRQKPPVGEADPYRVKMKLCILLH
AFSTRVVTINRVMGYLSSAGGGGSGGGGSGGGGEVQLLESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWV
SAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAED
TAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCD

219

Fab-JL2-Fab 28H1
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSHAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTRKKT
QLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS

221

A



-84-

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n®

SHAMSWVRQAPGKGLEWVSAIWASGEQYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKGWLGNFDYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

Fab-TL2-Fab
29Bi1
(constructo de
fusién cadena
pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY AMSWVRQAP
GKGLEWVSAIIGSGGITYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKTQ
LQLEHLLLDLOQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKATE
LKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLE
LEKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGGG
SGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YAMSWVRQAPGKGLEWVSAIIGSGGITYYADSVKGRFTISR
DNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

223

Fab-IL2-Fab 19G1
(constructo de
fusién cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIISSGGLTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELXKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYAMSWVRQAPGKGLEWVSATISSGGLTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

225

Fab-IL2-Fab 20G8
{constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAP
GKGLEWVSAIIGSGSRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTKKT
QLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKKAT
ELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVL
ELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSGGG
GSGGGGSGGGGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS
SYAMSWVRQAPGKGLEWVSAIIGSGSRTYYADSVKGRFTIS
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGWFGGFNYWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

227

cadena ligera de
3F2

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSSYLAWYQQKPG
QAPRLLINVGSRRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQOGIMLPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS

229




-85-

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn"

GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

cadena ligera de
4G8

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRSYLAWYQQKPG
QAPRLLIIGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQVIPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

231

cadena ligera de
D9

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQLIPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

233

cadena ligera de
2F11

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPG
QAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQGQYTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAK VQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK VY ACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

235

cadena ligera de
4B3

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWYQQKPG
QAPRLUIYGAYIRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAY
YYCQQGQVIPPTFGQGYKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

237

Fab-IL2-Fab 2B10
{constructo de
fusidn cadena

pesada-citoquina)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGGIIPIFGTANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTK VDKKVEPK SCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSST
KKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPK
KATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNIN
VIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTS
GGGGSGGGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASG
GTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIPIFGTANY AQKFQGR
VTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAF
DYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCD

239

Fab-1L2-Fab
C3Bé6
{constructo de
fusién cadena
pesada-citoquina)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGATIPILGIANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYMEL
SSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN

HKPSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSSTK
KTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK
ATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVI
VLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTSG

GGGSGGGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGG
TFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGAIIPILGIANY AQKFQGRVT

241

A2
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n®

ITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDY
WGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

Fab-TL2-Fab 6A12
{constructo de
fusidn cadena

pesada-citoquina)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAP
GQGLEWMGVIIPILGTANY AQKFQGRVTITADKSTSTAYME
LSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAFDYWGQGTTVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPTSSST
KKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPK
KATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLISNIN
VIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIISTLTS
GGGGSGGGGSGGGGQVQLVQSGAEVKKPGSSVEVSCKASG
GTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGVIIPILGTANYAQKFQGR
VTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARLYGYAYYGAF
DYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLOTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

243

cadena ligera de
2B10

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLQNGLQPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

245

cadena ligera de
D1A2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNDLGWYQQKPG
KAPKRLIYDAYSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFA
TYYCLONGLQPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC

247

cadena ligera de
O7D8

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIRNVLGWYQQKPGK
APKRLIYDVSSLQSGVPSRFSGGGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCLONGLQPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWEKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

249

MHLG]1 Fab-IL.2-
Fab
{constructo de
fusidn cadena
pesada-citoquina)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMNWVRQA
PGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYYAASVKGRFTISRDDSKNTL
YLOMNSLKTEDTAVYYCTTYGNYVGHYFDHWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPT
SSSTKKTQLQLEHLLLDLQMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFY
MPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLIS
NINVIVLELKGSETTFMCEY ADETATIVEFLNRWITFAQSIIST
LTSGGGGSGGGGSGGGGEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA
ASGFTFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYY
AASVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTYGN
YVGHYFDHWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

251

cadena ligera de

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPG

253

Azl
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Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECIDn"

Kve

QAPRPLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFAT
YYCQQYNSYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWEKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Fab-IL2-Fab
MHLG
(constructo de
fusidn de cadena
pesada-citoquina)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWMNWVRQA
PGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYYAASVKGRFTISRDDSKNTL
YLOMNSLKTEDTAVYYCTTYGNYVGHYFDHWGQGTTVTV
SSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDSGGGGSGGGGSGGGGAPT
SSSTKKTQLQLEHLLLDLOMILNGINNYKNPKLTRMLTFKFY
MPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLIS
NINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFAQSIIST
LTSGGGGSGGGGSGGGGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCA
ASGFTEFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAEIRLKSNNFGRYY
AASVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTYGN
YVYGHYFDHWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

255

cadena ligera de
KV1

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQNVDTNLAWYQQKPGKA
PKLLTYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASY
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

263

cadena ligera de
KV7

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGKA
PKPLIYSASYRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYC
QQYNSYPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

265

TABLA 5

Constructo

SECUENCIA POLIPEPTIDICA

SECID n®

Ectodominio de
FAP
humana+etiqueta
poli-lys+etiqueta
hi56

RPSRVHNSEENTMRALTLKDILNGTFSYKTFFPNWISGQEYL
HQSADNNIVLYNIETGQSYTILSNRTMKSVNASNYGLSPDRQ
FVYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLSNGEFVRGNELPRPIQY
LCWSPVGSKLAYVYQNNIYLKQRPGDPPFQITFNGRENKIFN
GIPDWVYEEEMLATKYALWWSPNGKFLAYAEFNDTDIPVIA
YSYYGDEQYPRTINIPYPKAGAKNPVVRIFIIDTTYPAYVGPQ
EVPVPAMIASSDYYFSWLTWVTDERVCLOQWLKRVQNVSVL
SICDFREDWQTWDCPKTQEHIEESRTGWAGGFFVSTPVESY
DAISYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITSGKWEAINIFR
VTQDSLFYSSNEFEEYPGRRNIYRISIGSYPPSKKCVTCHLRK
ERCQYYTASFSDYAKYYALVCYGPGIPISTLHDGRTDQEIKI
LEENKELENALKNIQLPKEEIKKLEVDEITLWYKMILPPQFD
RSKKYPLLIQVYGGPCSQSVRSVFAVNWISYLASKEGMVIAL
VDGRGTAFQGDKLLYAVYRKLGVYEVEDQITAVRKFIEMG
FIDEKRIAIWGWSYGGYVSSLALASGTGLFKCGIAVAPVSESW
EYYASVYTERFMGLPTKDDNLEHYKNSTVMARAEYFRNVD
YLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNAQVDFQAMWYSDQ
NHGLSGLSTNHLY THMTHFLKQCFSLSDGKKKKKKGHHHH
HH

53




.88-

Constructo SECUENCIA POLIPEPTIDICA SECIDn"
Ectodominiode | RPSRVYKPEGNTKRALTLKDILNGTFSYKTYFPNWISEQEYL 55
FAP HQSEDDNIVFYNIETRESYIILSNSTMKSVNATDYGLSPDROQF
murina+etiqueta | VYLESDYSKLWRYSYTATYYIYDLONGEFVRGYELPRPIQY
poli-lys+etiqueta | LCWSPVGSKLAYVYQNNIYLKQRPGDPPFQITYTGRENRIFN
hisg GIPDWVYEEEMLATKYALWWSPDGKFLAYVEFNDSDIPITA
YSYYGDGQYPRTINIPYPKAGAKNPVVRVFIVDTTYPHHVG
PMEVPVPEMIASSDYYFSWLTWVSSERVCLQWLKRVQNVS
VLSICDFREDWHAWECPKNQEHVEESRTGWAGGFFVSTPAF
SQDATSYYKIFSDKDGYKHIHYIKDTVENAIQITSGKWEAIY!
FRVTQDSLFYSSNEFEGYPGRRNIYRISIGNSPPSKKCVTCHL
RKERCQYYTASFSYKAKYYALVCYGPGLPISTLHDGRTDQE
IQVLEENKELENSLRNIQLPKVEIKKLKDGGLTFWYKMILPP
QFDRSKKYPLLIQVYGGPCSQSVKSVFAVNWITYLASKEGIV
IALVDGRGTAFQGDKFLHAVYRKLGVYEVEDQLTAVRKFIE
MGFIDEERIATWGWSYGGYVSSLALASGTGLFKCGIAVAFPVS
SWEYYASIYSERFMGLPTKDDNLEHYKNSTVMARAEYFRN
VDYLLIHGTADDNVHFQNSAQIAKALVNAQVDFQAMWYS
DQNHGILSGRSQNHLY THMTHFLKQCFSLSDGKKKKKKGH
HHHHH
TNC-A2 ASTGETPNLGEVVVAEVGWDALKLNWTAPEGAYEYFFIQV 57
humano+etiqueta | QEADTVEAAQNLTVPGGLRSTDLPGLKAATHYTITIRGVTQ
avitetiqueta hiss | DFSTTPLSVEVLTASGLNDIFEAQKIEWHEGTHHHHHH
TNC-A] EQAPELENLTVTEVGWDGLRLNWTAADQAYEHFIIQVQEA 59
humano+etiqueta | NKVEAARNLTVPGSLRAVDIPGLKAATPYTVSIYGVIQGYRT
avi+etiqueta hisy | PVLSAEASTASGLNDIFEAQKIEWHEGTHHHHHH
TNC-AL ISEFGSSTEEVPSLENLTVTEAGWDGLRLNWTADDLAYEYF 61
murino+etiqueta | VIQVQEANNVETAHNFTVPGNLRAADIPGLKVATSYRVSIY
avi+ctiqueta hiss | GVARGYRTPVLSAETSTASGLNDIFEAQKIEWHEGTHHHHH
H
TNC-A4 EDLPQLGDLAVSEVGWDGLRLNWTAADNAYEHFVIQVQEV 63
humano+etiqueta | NKVEAAQNLTLPGSLRAVDIPGLEAATPYRVSIYGVIRGYRT
avi+ctiqueta hiss | PVLSAEASTASGLNDIFEAQKIEWHEGTHHHHHH
TNC-A4 ISEFGSLTEDLPQLGGLSVTEVSWDGLTLNWTTDDLAYKHF 65
murino+etiqueta | VVQVQEANNVEAAQNLTVPGSLRAVDIPGLKADTPYRVSIY
avi+etiqueta hiss | GVIQGYRTPMLSTDVSTASGLNDIFEAQKIEWHEGTHHHHH
H
TABLA 6:
Constructo SECUENCIA POLINUCLEOTIDA SECID n”

2B10; V.

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

4

2B10{GS); Vy.

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC

1258



-86.-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n"

CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT

CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

2B10; Vi

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GAGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

2F1,; v,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGTATACTCCCCCCACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

10

2F1I(VI); Vy

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC

AGTATACTCCCCCCACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

12

2F11; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACATGGCC
GTATATTACTGTGCGAAATGGAGATGGATGATGTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

14

2ZFHI(MT); Vg

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTATATTACTGTGCGAAATGGAGATGGATGATGTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

16

3F2;, Vy

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTITGT

18

29
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ATCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

IFAYS) Vo

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

20

3F2; VH

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

22

3D9, vV,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC

AGCTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

24

D%, Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGAC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTGGTGTT
AGTACTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGTTGGCTGGGTCCTTTTGACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

26

2D9(TA); Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTGGTGTT
AGTACTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGTTGGCTGGGTCCTTTTGACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

28

25
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4G8, 'V,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCCGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCATTGGGGCCTC
CACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACGGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC

AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

30

4G8; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

32

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAATTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCGCCTA
CATCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

34

4B3; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

36

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAACTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCCAGGGCGCCTC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

38

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACT

40
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ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

206; Vv,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGGCTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGCAGATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

42

2C6; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
CCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
GAGTGCTGGTTATACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTTGGGAATTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

44

SHS;, V.

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
ATCAGATTCCCCCTACGTTCGGTCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

46

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATACCATGAGCTGGGTCCGCCGGTC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TGGTGGTAGGACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
GTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTTACGCCTTTTGACTACT
GGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

48

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGTAACTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCCTC
CATTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
ATCAGATTCCCCCTACGTTCGGTCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

50

2C4; vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGCGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC

52

ALY
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GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTTACGCCTTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
2D9; Vi GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT 68
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
ATCAGATTCCCCCTACGTTCGGTCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA
2D9; Vy GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG 70
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
e TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGCGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTTACGCCTTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
4B8; vV, GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT 72
. CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA
4B38; Vy GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG 74
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
- GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACT
v ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT
TAL Vy, GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT 76
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
. AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGCAGATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA
TAl; Vy GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG 78
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG

2.8
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TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTTGGGAATTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

13C2; V.

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGCTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

80

13C2; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGCTGGGTCCTTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

82

13E8; V.

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
TGAATATTCCCTCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

84

]3E8; V“

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTGGGTCCGTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

&6

[4C10; V.

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
ATATTATTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

88

14Ci10; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG

90

414
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CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGCTTGGATGGGGCCTTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

17A11; V,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
TGAATATTCCCTCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

g2

17A11; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGTTGGGTCCGTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

94

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

122

19G1; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCGATTATTAG
TAGTGGTGGTCTCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

124

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

126

20G8; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCAATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTGG

128

A50
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GAGTGGTAGTCGTACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

130

4B9; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTGGT
AGTGGTGCTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

132

SBR;, VvV,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

134

SBS8; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTTGGGG
TGGTGGTCGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

136

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

138

5F1; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC

140




97.

- Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTAGT
AGTGGGGCTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

14B3; v,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

142

14B3; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTTTGGCT
AGTGGTGCGATCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

144

16F1; V|,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

146

]6F1, VH

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGGTATTATTGG
TAGTGGTGGTATCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

148

16F8; V,,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA

TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

150

16F8; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT

152

432



08

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n"

TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTCTTGGT
AGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

03C9; V,

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

154

03C9; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTGCCATGAGCTGGGTCCGTCAGTC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTGGT
AGTGGTAGTAACACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

156

Q2D7; Vg

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCACCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGCTA
TTATGCTTCCTCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

158

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTITAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGTCC

160

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCCGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCATTGGGGCCTC
CACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

162

28H1; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG

164




-99.

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTCATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTTGGGC
TAGTGGGGAGCAATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
GTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACTACT
GGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

166

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGUTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTGGT
AGTGGTAGTATCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

168

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTACCAGTAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCAATGTGGGCTC
CCGTAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTA
TTATGCTTCCCCCGACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAA

170

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTATTGGT
AGTGGTGGTATCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

172

Constructo

22A3;V,

| 22A3;, Vy
@

29B11; V¢

o 29B11; Vy
|

23C10; V.

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCCGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCATTGGGGCCTC
CACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC

AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAA

174

A%



-100-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOQOTIDA

SECIDn"

23C10; Vy

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTCTGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTAC
TAATGGTAATTATACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGOTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTITGACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

176

2B10_C3B6; V,,

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

178

2B10_C3B6, Vy

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGCTATCATCC
CGATCCTTGGTATCGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGG
GCAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAG
CCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCG
CCGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTA
CGGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

180

2B10_6A12; V,

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

182

2B10_6A12; Vy

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTATGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGTGATCATCC
CTATCCTTGGTACCGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

184

2B10_C3A6; V.

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATTCGTCCAGT
TTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAGC

186

18s
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn”

CTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGTCT
GCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGAT
CAAG

2B10_C3A6; Vi

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

188

2B10_DIAZ wr,
vy,

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGGATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGCTTACA
GCTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

180

2B10 DIAZ wt,
Vi

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

192

2B10_DI1A2_VD;
Vi

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGGATTCGTAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGCTTACA
GCTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAG

194

2B10_D1A2_VD;
Vi

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

196

2B10_O7DS; V,

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC

198

1%k
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

AGAGCATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGTGTCCAGT
TTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAGC
CTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGTCT
GCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGAT
CAAG

2B10_0O7D8; Vy

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

200

2B10_O1F7; Vy

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGCGTCCAG
TTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTGG
ATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAG
CCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCCTGCAGAATGGTC
TGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGA
TCAAG

202

2B10_OI1F7, Vy

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

204

7B10_6H10; Vy,

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCCAGGCTGCTACCAG
TTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTGG
ATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAG
CCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGTC
TGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGA
TCAAG

206

2B10_6H10; Vy,

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC

208

AZY
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Censtructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCA

MHLGI; Vy

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTCAAG
CCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACATTTAGCAACTATTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
TCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGCCGAGATCAGATT
GAAATCCAATAACTTCGGAAGATATTACGCTGCAAGCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCAGCAGAGATGATTCCAAGAA
CACGCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAAGACCGAGGA
TACGGCCGTGTATTACTGTACCACATACGGCAACTACGTT
GGGCACTACTTCGACCACTGGGGCCAAGGGACCACCGTC
ACCGTCTCCAGT

258

KV9; vV

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATC
TGTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAAGGCCAGTCA
GAATGTGGATACTAACGTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGCAGGCACCTAGGCCTCTGATCTATTCGGCATCCTAC
CGGTACACTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAAC
CTGAAGATTTCGCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAG
TTACCCTCTGACGTTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATC
AAGCGTACG

260

MHLG; V,,

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTCCAG
CCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACATTTAGCAACTATTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
TCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGCCGAGATCAGATT
GAAATCCAATAACTTCGGAAGATATTACGCTGCAAGCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCAGCAGAGATGATTCCAAGAA
CACGCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAAGACCGAGGA
TACGGCCGTGTATTACTGTACCACATACGGCAACTACGTT
GGGCACTACTTCGACCACTGGGGCCAAGGGACCACCGTC
ACCGTCTCCAGT

262

KV1; V.

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCT
GTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAGGGCCAGTCAGAA
TGTGGATACTAACTTAGCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGA
AAGCACCTAAGCTCCTGATCTATTCGGCATCCTACCGTTACA
CTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACA
GAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAACCTGAAGATTTC
GCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAGTTACCCTCTGACG
TTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTG

270

KV7; V.

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATC
TGTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAAGGCCAGTCA
GAATGTGGATACTAACGTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCACCTAAGCCTCTGATCTATTCGGCATCCTAC
CGGTACACTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAAC
CTGAAGATTTCGCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAG
TTACCCTCTGACGTTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATC
AAGCGTACGGTG

272

TABLA 7:

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

[ SECIDn° |
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Constructo SECUENCIA POLINUCLEOTIDA SECID n°
Ectodominio de | CGCCCTTCAAGAGTTCATAACTCTGAAGAAAATACAATG 54
FAP AGAGCACTCACACTGAAGGATATTTTAAATGGAACATTTT

humana+tetiqueta
poli-lys+etiqueta
hiSﬁ

CTTATAAAACATTTTITTCCAAACTGGATTTCAGGACAAGA
ATATCTTCATCAATCTGCAGATAACAATATAGTACTTTAT
AATATTGAAACAGGACAATCATATACCATTTTGAGTAATA
GAACCATGAAAAGTGTGAATGCTTCAAATTACGGCTTATC
ACCTGATCGGCAATTTGTATATCTAGAAAGTGATTATTCA
AAGCTTTGGAGATACTCTTACACAGCAACATATTACATCT
ATGACCTTAGCAATGGAGAATTTGTAAGAGGAAATGAGC
TTCCTCGTCCAATTCAGTATTTATGCTGGTCGCCTGTTGGG
AGTAAATTAGCATATGTCTATCAAAACAATATCTATTTGA
AACAAAGACCAGGAGATCCACCTTTITCAAATAACATTTA
ATGGAAGAGAAAATAAAATATTTAATGGAATCCCAGACT
GGGTTTATGAAGAGGAAATGCTTGCTACAAAATATGCTCT
CTGGTGGTCTCCTAATGGAAAATTTTTGGCATATGCGGAA
TTTAATGATACGGATATACCAGTTATTGCCTATTCCTATTA
TGGCGATGAACAATATCCTAGAACAATAAATATTCCATAC
CCAAAGGCTGGAGCTAAGAATCCCGTTGTTCGGATATTTA
TTATCGATACCACTTACCCTGCGTATGTAGGTCCCCAGGA
AGTGCCTGTTCCAGCAATGATAGCCTCAAGTGATTATTAT
TTCAGTTGGCTCACGTGGGTTACTGATGAACGAGTATGTT
TGCAGTGGCTAAAAAGAGTCCAGAATGTTTCGGTCCTGTC
TATATGTGACTTCAGGGAAGACTGGCAGACATGGGATTG
TCCAAAGACCCAGGAGCATATAGAAGAAAGCAGAACTGG
ATGGGCTGGTGGATTCTTTGTTTCAACACCAGTTTTCAGC
TATGATGCCATTTCGTACTACAAAATATTTAGTGACAAGG
ATGGCTACAAACATATTCACTATATCAAAGACACTGTGGA
AAATGCTATTCAAATTACAAGTGGCAAGTGGGAGGCCAT
AAATATATTCAGAGTAACACAGGATTCACTGTTTTATTCT
AGCAATGAATTTGAAGAATACCCTGGAAGAAGAAACATC
TACAGAATTAGCATTGGAAGCTATCCTCCAAGCAAGAAG
TGTGTTACTTGCCATCTAAGGAAAGAAAGGTGCCAATATT
ACACAGCAAGTTTCAGCGACTACGCCAAGTACTATGCACT
TGTCTGCTACGGCCCAGGCATCCCCATTTCCACCCTTCAT
GATGGACGCACTGATCAAGAAATTAAAATCCTGGAAGAA
AACAAGGAATTGGAAAATGCTTTGAAAAATATCCAGCTG
CCTAAAGAGGAAATTAAGAAACTTGAAGTAGATGAAATT
ACTTTATGGTACAAGATGATTCTTCCTCCTCAATTTGACA
GATCAAAGAAGTATCCCTTGCTAATTCAAGTGTATGGTGG
TCCCTGCAGTCAGAGTGTAAGGTCTGTATTTGCTGTTAAT
TGGATATCTTATCTTGCAAGTAAGGAAGGGATGGTCATTG
CCTTGGTGGATGGTCGAGGAACAGCTTTCCAAGGTGACA
AACTCCTCTATGCAGTGTATCGAAAGCTGGGTGTTTATGA
AGTTGAAGACCAGATTACAGCTGTCAGAAAATTCATAGA
AATGGGTTTCATTGATGAAAAAAGAATAGCCATATGGGG
CTGGTCCTATGGAGGATACGTTTCATCACTGGCCCTTGCA
TCTGGAACTGGTCTTTTCAAATGTGGTATAGCAGTGGCTC
CAGTCTCCAGCTGGGAATATTACGCGTCTGTCTACACAGA
GAGATTCATGGGTCTCCCAACAAAGGATGATAATCTTGA
GCACTATAAGAATTCAACTGTGATGGCAAGAGCAGAATA
TTTCAGAAATGTAGACTATCTTCTCATCCACGGAACAGCA
GATGATAATGTGCACTTTCAAAACTCAGCACAGATTGCTA
AAGCTCTGGTTAATGCACAAGTGGATTTCCAGGCAATGTG

ALY
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

GTACTCTGACCAGAACCACGGCTTATCCGGCCTGTCCACG
AACCACTTATACACCCACATGACCCACTTCCTAAAGCAGT
GTTTCTCTTTGTCAGACGGCAAAAAGAAAAAGAAAAAGG
GCCACCACCATCACCATCAC

Ectodominio de
FAP
murina+tetiqueta
poli-lys+etiqueta
hiS(,

CGTCCCTCAAGAGTTTACAAACCTGAAGGAAACACAAAG
AGAGCTCTTACCTTGAAGGATATTTTAAATGGAACATTCT
CATATAAAACATATTTTCCCAACTGGATTTCAGAACAAGA
ATATCTTCATCAATCTGAGGATGATAACATAGTATTTTAT
AATATTGAAACAAGAGAATCATATATCATTTTGAGTAATA
GCACCATGAAAAGTGTGAATGCTACAGATTATGGTTTGTC
ACCTGATCGGCAATTTGTGTATCTAGAAAGTGATTATTCA
AAGCTCTGGCGATATTCATACACAGCGACATACTACATCT
ACGACCTTCAGAATGGGGAATTTGTAAGAGGATACGAGC
TCCCTCGTCCAATTCAGTATCTATGCTGGTCGCCTGTTGG
GAGTAAATTAGCATATGTATATCAAAACAATATTTATTTG
AAACAAAGACCAGGAGATCCACCTTTTCAAATAACTTAT
ACTGGAAGAGAAAATAGAATATTTAATGGAATACCAGAC
TGGGTTTATGAAGAGGAAATGCTTGCCACAAAATATGCTC
TTTGGTGGTCTCCAGATGGAAAATTTTTGGCATATGTAGA
ATTTAATGATTCAGATATACCAATTATTGCCTATTCTTATT
ATGGTGATGGACAGTATCCTAGAACTATAAATATTCCATA
TCCAAAGGCTGGGGCTAAGAATCCGGTTGTTCGTGTTTIT
ATTGTTGACACCACCTACCCTCACCACGTGGGCCCAATGG
AAGTGCCAGTTCCAGAAATGATAGCCTCAAGTGACTATTA
TTTCAGCTGGCTCACATGGGTGTCCAGTGAACGAGTATGC
TTGCAGTGGCTAAAAAGAGTGCAGAATGTCTCAGTCCTGT
CTATATGTGATTTCAGGGAAGACTGGCATGCATGGGAAT
GTCCAAAGAACCAGGAGCATGTAGAAGAAAGCAGAACA
GGATGGGCTGGTGGATTCTTTGTTTCGACACCAGCTTTTA
GCCAGGATGCCACTTCTTACTACAAAATATTTAGCGACAA
GGATGGTTACAAACATATTCACTACATCAAAGACACTGTG
GAAAATGCTATTCAAATTACAAGTGGCAAGTGGGAGGCC
ATATATATATTCCGCGTAACACAGGATTCACTGTTTTATT
CTAGCAATGAATTTGAAGGTTACCCTGGAAGAAGAAACA
TCTACAGAATTAGCATTGGAAACTCTCCTCCGAGCAAGAA
GTGTGTTACTTGCCATCTAAGGAAAGAAAGGTGCCAATAT
TACACAGCAAGTTTCAGCTACAAAGCCAAGTACTATGCA
CTCGTCTGCTATGGCCCTGGCCTCCCCATTTCCACCCTCCA
TGATGGCCGCACAGACCAAGAAATACAAGTATTAGAAGA
AAACAAAGAACTGGAAAATTCTCTGAGAAATATCCAGCT
GCCTAAAGTGGAGATTAAGAAGCTCAAAGACGGGGGACT
GACTTTCTGGTACAAGATGATTCTGCCTCCTCAGTTTGAC
AGATCAAAGAAGTACCCTTTGCTAATTCAAGTGTATGGTG
GTCCTTGTAGCCAGAGTGTTAAGTCTGTGTTTGCTGTTAA
TTGGATAACTTATCTCGCAAGTAAGGAGGGGATAGTCATT
GCCCTGGTAGATGGTCGGGGCACTGCTTTCCAAGGTGACA
AATTCCTGCATGCCGTGTATCGAAAACTGGGTGTATATGA
AGTTGAGGACCAGCTCACAGCTGTCAGAAAATTCATAGA
AATGGGTTTCATTGATGAAGAAAGAATAGCCATATGGGG
CTGGTCCTACGGAGGTTATGTTTCATCCCTGGCCCTTGCA
TCTGGAACTGGTCTTTTCAAATGTGGCATAGCAGTGGCTC
CAGTCTCCAGCTGGGAATATTACGCATCTATCTACTCAGA
GAGATTCATGGGCCTCCCAACAAAGGACGACAATCTCGA

56

AKO
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn®

ACACTATAAAAATTCAACTGTGATGGCAAGAGCAGAATA
TITCAGAAATGTAGACTATCTTCTCATCCACGGAACAGCA
GATGATAATGTGCACTTTCAGAACTCAGCACAGATTGCTA
AAGCTTTGGTTAATGCACAAGTGGATTTCCAGGCGATGTG
GTACTCTGACCAGAACCATGGTATATTATCTGGGCGCTCC
CAGAATCATTTATATACCCACATGACGCACTTCCTCAAGC
AATGCTTTTCTTTATCAGACGGCAAAAAGAAAAAGAAAA
AGGGCCACCACCATCACCATCAC

TNC-AZ2
humano+etiqueta
avitetiqueta his,

GCGTCCACCGGGGAAACCCCGAACCTGGGCGAAGTGGTG
GTGGCGGAAGTGGGTTGGGATGCGCTGAAACTGAACTGG
ACCGCGCCGGAAGGCGCGTATGAATATTTTTTCATCCAGG
TGCAGGAAGCGGATACCGTTGAAGCGGCGCAGAACCTGA
CCGTTCCGGGCGGTCTGCGTAGCACCGATCTGCCGGGCCT
GAAAGCGGCGACCCATTATACCATTACCATCCGTGGGGT
GACCCAGGATTTTAGCACCACCCCGCTGTCTGTGGAAGTG
CTGACCGCTAGCGGCCTGAACGACATCTTCGAGGCTCAG
AAAATCGAATGGCACGAAGGTACCCATCACCATCACCAC
CAC

58

TNC-Al
humano+etiqueta
avitetiqueta hisg

GAACAAGCCCCTGAGCTGGAAAACCTCACCGTGACTGAG
GTTGGCTGGGATGGCCTCAGACTCAACTGGACCGCGGCT
GACCAGGCCTATGAGCACTTTATCATTCAGGTGCAGGAG
GCCAACAAGGTGGAGGCAGCTCGGAACCTCACCGTGCCT
GGCAGCCTTCGGGCTGTGGACATACCGGGCCTCAAGGCT
GCTACGCCTTATACAGTCTCCATCTATGGGGTGATCCAGG
GCTATAGAACACCAGTGCTCTCTGCTGAGGCCTCCACAGC
TAGCGGCCTGAACGACATCTTCGAGGCTCAGAAAATCGA
ATGGCACGAAGGTACCCATCACCATCACCACCAC

60

TNC-A1
murino-+etiqueta
avi+etiqueta hisg

ATTTCAGAATTCGGATCCAGCACCGAAGAAGTGCCGAGC
CTGGAAAACCTGACCGTGACCGAAGCGGGCTGGGATGGC
CTGCGTCTGAACTGGACCGCGGATGATCTGGCCTATGAAT
ATTTTGTGATCCAGGTGCAGGAAGCGAACAACGTTGAAA
CCGCGCATAACTTTACCGTGCCGGGCAATCTGCGTGCGGC
GGATATTCCGGGCCTGAAAGTGGCGACCAGCTATCGTGT
GAGCATTTATGGCGTGGCGCGTGGCTATCGTACCCCGGTT
CTGAGCGCGGAAACCAGCACCGCTAGCGGCCTGAACGAC
ATCTTCGAGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAAGGTACC
CATCACCATCACCACCAC

62

TNC-A4
humano+etiqueta
avitetiqueta hisg

GAAGATCTGCCGCAGCTGGGCGATCTGGCCGTGAGCGAA
GTGGGCTGGGATGGCCTGCGTCTGAACTGGACCGCGGCG
GATAACGCGTATGAACATTTTGTGATTCAGGTGCAGGAA
GTGAACAAAGTTGAAGCGGCGCAGAACCTGACCCTGCCG
GGCAGCCTGCGTGCGGTGGATATTCCGGGCCTGGAAGCG
GCGACCCCGTATCGTGTGAGCATCTATGGCGTGATICGTG
GCTATCGTACCCCGGTTCTGAGCGCGGAAGCGAGCACCG
CTAGCGGCCTGAACGACATCTTCGAGGCTCAGAAAATCG
AATGGCACGAAGGTACCCATCACCATCACCACCAC

64

TNC-A4
murino+etiqueta
avitetigueta hisg

ATTTCAGAATTCGGATCCCTGACCGAAGATCTGCCGCAGC
TGGGCGGTCTGAGCGTGACCGAAGTGAGCTGGGATGGCC
TGACCCTGAACTGGACCACCGATGATCTGGCCTATAAACA
TTTTGTGGTGCAGGTGCAGGAAGCGAACAACGTTGAAGC
GGCGCAGAACCTGACCGTTCCGGGTAGCCTGCGTGCGGT
GGATATTCCGGGCCTGAAAGCGGATACCCCGTATCGTGTG
AGCATTTATGGCGTGATTCAGGGCTATCGTACCCCGATGC

66




-107-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn°

TGTCTACCGATGTGAGCACCGCTAGCGGCCTGAACGACAT
CTTCGAGGCTCAGAAAATCGAATGGCACGAAGGTACCCA
TCACCATCACCACCAC

TABLA 8:

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

Fab de¢ cadena
pesada derivado
del anticuerpo
monaoclonal L19-
variante C125A de
Fab de cadena
pesada de IL2
derivado del
anticuerpo
monoclonal L19

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTITTITCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTTCCGGT
AGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTG
GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCAC
CAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTG
TCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC
TGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAT
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGGAGGA
GGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGAGCACCT
ACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAG
CATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTA
ATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATT
TAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACA
TCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGA
AGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGA
CCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGG
AACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATG
CTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGAT
GGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACTGACTTC
CGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGG
CGGAGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCT
GGATTCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCC
AGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTTC
CGGTAGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAA
GGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACAC
GCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACAC
GGCCGTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGAC
TACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG

108

AB2
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn*

TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fab de cadena
ligera derivado del
anticuerpo
monoclonal L19

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATTATGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGACGG
GTCGTATTCCTCCGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGG
AAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTT
CCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCA
AAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAG
CAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCA
CCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCA
ACAGGGGAGAGTGTTAG

109

scFv derivado del
anticuerpo
monocional L19-
Iinker de 8
aminodcidos-
variante C125A de
1.2

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTTCCGGT
AGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTG
GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTAGCGGCGG
GAGCGGCGGGGCTAGCGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCC
AGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTC
TCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAG
CCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATTATGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGAC
AGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCA
CCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTA
CTGTCAGCAGACGGGTCGTATTCCTCCGACGTTCGGCCAA
GGGACCAAGGTGGAAATCTCCGTGCTGTCTTCCTCATCGG
GTAGTAGCTCTTCCGGCTCATCGTCCTCCGGAGCACCTAC
TTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCA
TTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAAT
AATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATTTA
AGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATC
TTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAG
TGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACC
CAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGA
ACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCT
GATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGG
ATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACTGACTTGA

110

ADN dc Fl6-
diacuerpo-IL2

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCCGGTATGGTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG

111

4083
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGCGCATAATGCTTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCGAGTGCTAGCG
GCGGATCGTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGT
GGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGA
CAGCCTCAGAAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAA
GCCAGGACAGGCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAAC
AACCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCTGGCTCCA
GCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCA
GGCGGAAGATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCCTCTGTT
TATACTATGCCGCCCGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAG
CTGACCGTCCTAGGCTCTTCCTCATCGGGTAGTAGCTCTT
CCGGCTCATCGTCCTCCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTAC
AAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGA
TTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAAT
CCCAAACTCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGC
CCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAG
AAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAG
CTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAAT
CAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATC
TGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGC
AACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCC
CAAAGCATCATCTCAACACTGACTTGA

scFv-1L2-scFv
(F16, ADN)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCCGGTATGGTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGCGCATAATGCTTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCGAGAGGTGGAG
GCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGT
CTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGG
ACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCCTCAG
AAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACA
GGCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAACAACCGGCCC
TCAGGGATCCCAGACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCAGGAA
ACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAG
ATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCCTCTGTTTATACTAT
GCCGCCCGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGT
CCTAGGCTCTTCCTCATCGGGTAGTAGCTCTTCCGGCTCA
TCGTCCTCCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAA
CACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGAT
GATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTC
ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGG
CCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAAC
TCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCA
AAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATAT
CAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAAC
ATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTA
GAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCA
TCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAG

112




-110-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

GTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGTCTGAGCTCACTCAGGA
CCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATC
ACATGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGCTATTATGCAAGC
TGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTGTACTTGTC
ATCTATGGTAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCAGAC
CGATTCTCTGGCTCCAGCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGA
CCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGCTGACTATT
ACTGTAACTCCTCTGTTTATACTATGCCGCCCGTGGTATTC
GGCGGAGGGACCAAGCTTACCGTACTAGGCTCAGGAGGC
GGTTCAGGCGGAGGTTCTGGCGGCGGTAGCGGATCGGAG
GTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCT
GGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCA
CCTTTAGCCGGTATGGTATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCC
AGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAG
TGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCG
GTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTA
TATTACTGTGCGAAAGCGCATAATGCTTTTGACTACTGGG
GCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCGTGA

Fab-IL2-Fab (F16,
constructo de
fusidon de cadena
pesada-citoquina,
ADN)

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCCGGTATGGTATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGCGCATAATGCTTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCGAGTGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
TAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCTTCCTCATCG
GGTAGTAGCTCTTCCGGCTCATCGTCCTCCGGAGCACCTA
CTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGC
ATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAA
TAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATTT
AAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACAT
CTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAA
GTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGAC
CCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGA
ACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCT
GATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGG
ATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACTGACTTCCG
GCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCG
GAGAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTAC
AGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGG
ATTCACCTTTAGCCGGTATGGTATGAGCTGGGTCCGCCAG
GCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGT
GGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAG

113

A4S
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn°

GGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACG
CTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCCGTATATTACTGTGCGAAAGCGCATAATGCTTTTGACT
ACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTGTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fl6, cadena ligera,
ADN

TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCT
TGGGACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCC
TCAGAAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCCAG
GACAGGCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAACAACCG
GCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCA
GGAAACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCG
GAAGATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCCTCTGTTTATA
CTATGCCGCCCGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGA
CCGTCCTAGGTCAACCCAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCT
GTTCCCCCCCAGCAGCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGC
CACCCTGGTCTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCC
GTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAG
GCCGGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAAC
AACAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCC
GAGCAGTGGAAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTG
ACCCACGAGGGCAGCACCGTGGAGAAAACCGTGGCCCCC
ACCGAGTGCAGCTGA

114

proteina de fusion
IL2R-f3-Fc(ojal),
ADN

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGCCTCCTGC
TGCTCTGGTTCCCAGGTGCCAGGTGTGCGGTGAATGGCAC
TTCCCAGTTCACATGCTTCTACAACTCGAGAGCCAACATC
TCCTGTGTCTGGAGCCAAGATGGGGCTCTGCAGGACACTT
CCTGCCAAGTCCATGCCTGGCCGGACAGACGGCGGTGGA
ACCAAACCTGTGAGCTGCTCCCCGTGAGTCAAGCATCCTG
GGCCTGCAACCTGATCCTCGGAGCCCCAGATTCTCAGAAA
CTGACCACAGTTGACATCGTCACCCTGAGGGTGCTGTGCC
GTGAGGGGGTGCGATGGAGGGTGATGGCCATCCAGGACT
TCAAGCCCTTTGAGAACCTTCGCCTGATGGCCCCCATCTC
CCTCCAAGTTGTCCACGTGGAGACCCACAGATGCAACAT
AAGCTGGGAAATCTCCCAAGCCTCCCACTACTTTGAAAGA
CACCTGGAGTTCGAGGCCCGGACGCTGTCCCCAGGCCAC
ACCTGGGAGGAGGCCCCCCTGCTGACTCTCAAGCAGAAG
CAGGAATGGATCTGCCTGGAGACGCTCACCCCAGACACC
CAGTATGAGTTTCAGGTGCGGGTCAAGCCTCTGCAAGGC
GAGTTCACGACCTGGAGCCCCTGGAGCCAGCCCCTGGCCT
TCAGAACAAAGCCTGCAGCCCTTGGGAAGGACACCGGAG
CTCAGGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCAC
CTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCC
TGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA

115

10
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n"

CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTGCA
CCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGA
CATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAA
CAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGG
CTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGC
AGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGC
ATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAATGA

TL2R-y-Fe(botén),
ADN

ATGTTGAAGCCATCATTACCATTCACATCCCTCTTATTCCT
GCAGCTGCCCCTGCTGGGAGTGGGGCTGAACACGACAAT
TCTGACGCCCAATGGGAATGAAGACACCACAGCTGATTT
CTTCCTGACCACTATGCCCACTGACTCCCTCAGTGTTTCCA
CTCTGCCCCTCCCAGAGGTTCAGTGTTTTGTGTTCAATGTC
GAGTACATGAATTGCACTTGGAACAGCAGCTCTGAGCCC
CAGCCTACCAACCTCACTCTGCATTATTGGTACAAGAACT
CGGATAATGATAAAGTCCAGAAGTGCAGCCACTATCTATT
CTCTGAAGAAATCACTTICTGGCTGTCAGTTGCAAAAAAAG
GAGATCCACCTCTACCAAACATTTGTTGTTCAGCTCCAGG
ACCCACGGGAACCCAGGAGACAGGCCACACAGATGCTAA
AACTGCAGAATCTGGTGATCCCCTGGGCTCCAGAGAACCT
AACACTTCACAAACTGAGTGAATCCCAGCTAGAACTGAA
CTGGAACAACAGATTCTTGAACCACTGTTTGGAGCACTTG
GTGCAGTACCGGACTGACTGGGACCACAGCTGGACTGAA
CAATCAGTGGATTATAGACATAAGTTCTCCTTGCCTAGTG
TGGATGGGCAGAAACGCTACACGTTTCGTGTTCGGAGCC
GCTTTAACCCACTCTGTGGAAGTGCTCAGCATTGGAGTGA
ATGGAGCCACCCAATCCACTGGGGGAGCAATACTTCAAA
AGAGAATCCTTTCCTGTTTGCATTGGAAGCCGGAGCTCAG
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC
ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAA
TGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCAC
GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGAC
TGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAA
GCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC
CTGTGGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACT
ACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGT
CTCCGGGTAAATGA

116

anticuerpo L19
Fab-IL12-Fab
scIL12 murino,

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC

117

19r
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn®

ADN

TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTTCCGGT
AGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTG
GGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCAC
CAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTG
TCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATC
TGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAT
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGGAGGA
GGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGGGGCGGAGCCAT
GTGGGAGCTGGAAAAGGACGTGTACGTGGTGGAGGTGGA
CTGGACCCCCGACGCCCCTGGCGAGACAGTGAACCTGAC
CTGCGACACCCCCGAAGAGGACGACATCACCTGGACCAG
CGACCAGCGGCACGGCGTGATCGGCAGCGGCAAGACCCT
GACCATCACCGTGAAAGAGTTTCTGGACGCCGGCCAGTA
CACCTGCCACAAGGGCGGCGAGACACTGAGCCACAGCCA
CCTGCTGCTGCACAAGAAAGAGAACGGCATCTGGTCCAC
CGAGATCCTGAAGAACTTCAAGAACAAGACCTTCCTGAA
GTGCGAGGCCCCCAACTACAGCGGCCGGTTCACCTGCAG
CTGGCTGGTGCAGCGGAACATGGACCTGAAGTTCAACAT
CAAGAGCAGCAGCAGCCCCCCTGACAGCAGGGCCGTGAC
CTGCGGCATGGCCAGCCTGAGCGCCGAGAAGGTGACCCT
GGACCAGAGGGACTACGAGAAGTACAGCGTGAGCTGCCA
GGAAGATGTCACCTGCCCCACCGCCGAGGAAACCCTGCC
CATCGAGCTGGCCCTGGAAGCCCGGCAGCAGAACAAGTA
CGAGAACTACTCTACCAGCTTCTTCATCCGGGACATCATC
AAGCCCGACCCCCCCAAGAACCTGCAGATGAAGCCCCTG
AAGAACAGCCAGGTGGAGGTGTCCTGGGAGTACCCTGAC
AGCTGGTCCACCCCCAGAAGCTACTTCAGCCTGAAGTTCT
TCGTGAGAATCCAGCGGAAGAAAGAAAAGATGAAAGAG
ACAGAGGAAGGCTGCAACCAGAAGGGCGCCTTICTTCGTC
GAGAAAACCAGCACCGAGGTGCAGTGCAAGGGCGGCAA
CGTGTGCGTGCAGGCCCAGGACCGGTACTACAACAGCAG
CTGCAGCAAGTGGGCCTGCGTGCCCTGCAGAGTGCGGTCT
GGCGGCGACGGCTCTGGCGGCGGAGGAAGCGGCGGAGG
GGGCAGCAGAGTGATCCCCGTGAGCGGCCCTGCCCGGTG
CCTGAGCCAGAGCCGGAACCTGCTGAAAACCACCGACGA
CATGGTGAAAACCGCCAGAGAGAAGCTGAAGCACTACAG
CTGCACAGCCGAGGACATCGACCACGAGGACATCACCCG
GGACCAGACCAGCACCCTGAAAACCTGCCTGCCCCTGGA
ACTGCACAAAAACGAGAGCTGCCTGGCCACCCGGGAGAC
AAGCAGCACCACCCGGGGCAGCTGCCTGCCTCCCCAGAA
AACCTCCCTGATGATGACCCTGTGCCTGGGCAGCATCTAC
GAGGACCTGAAGATGTACCAGACCGAGTTCCAGGCCATC
AACGCCGCCCTGCAGAACCACAATCACCAGCAGATCATC
CTGGACAAGGGCATGCTGGTCGCCATCGACGAGCTGATG
CAGAGCCTGAACCACAACGGCGAAACCCTGCGGCAGAAA
CCCCCCGTGGGCGAGGCCGACCCCTACCGGGTGAAGATG

44%
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn®

AAGCTGTGCATCCTGCTGCACGCCTTCAGCACCCGGGTGG
TGACCATCAACCGGGTGATGGGCTACCTGTCCTCTGCCGG
GGGAGGGGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGG
AGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACA
GCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGA
TTCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTTCCGG
TAGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
TAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

anticuerpo L19

Fab-IL12-Fab

scIL12 humano,
ADN

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGG
TAGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
TAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGGAGG
AGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGGGGCGGAATCTG
GGAGCTGAAGAAAGACGTGTACGTGGTGGAGCTGGACTG
GTATCCCGACGCCCCTGGCGAGATGGTGGTGCTGACCTGC
GACACCCCCGAAGAGGACGGCATCACCTGGACCCTGGAC
CAGAGCAGCGAGGTGCTGGGCAGCGGCAAGACCCTGACC
ATCCAGGTGAAAGAGTTCGGCGACGCCGGCCAGTACACC
TGCCACAAGGGCGGCGAAGTGCTGTCCCACAGCCTGCTG
CTGCTGCACAAGAAAGAGGATGGCATCTGGTCCACCGAC
ATCCTGAAGGACCAGAAAGAGCCCAAGAACAAGACCTTC
CTGCGGTGCGAGGCCAAGAACTACAGCGGCCGGTTCACC
TGTTGGTGGCTGACCACCATCAGCACCGACCTGACCTTCA
GCGTGAAGAGCAGCCGGGGCAGCAGCGACCCTCAGGGCG
TGACCTGCGGAGCCGCCACCCTGAGCGCCGAGAGAGTGC
GGGGCGACAACAAAGAGTACGAGTACAGCGTCGAGTGCC
AGGAAGATAGCGCCTGCCCTGCCGCCGAGGAAAGCCTGC
CCATCGAGGTGATGGTGGACGCCGTGCACAAGCTGAAGT

118

144
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

ACGAGAACTACACCAGCAGCTTTTTCATCCGGGACATCAT
CAAGCCCGACCCCCCCAAGAACCTGCAGCTGAAGCCCCT
GAAGAACAGCCGGCAGGTGGAGGTGTCCTGGGAGTACCC
TGACACCTGGTCCACCCCCCACAGCTACTTCAGCCTGACA
TTCTGTGTGCAGGTGCAGGGCAAGAGCAAGCGGGAGAAG
AAAGACCGGGTGTTCACCGACAAGACCAGCGCCACCGTG
ATCTGCCGGAAGAACGCCAGCATCAGCGTGCGGGCCCAG
GACCGGTACTACAGCAGCTCCTGGTCCGAGTGGGCCAGC
GTGCCTTGCAGCGGCGGAGGGGGCTCTGGCGGCGGAGGA
TCTGGGGGAGGGGGCAGCCGGAACCTGCCCGTGGCCACC
CCCGACCCCGGCATGTTCCCCTGCCTGCACCACAGCCAGA
ACCTGCTGCGGGCCGTGAGCAACATGCTGCAGAAGGCCC
GGCAGACCCTGGAATTCTACCCCTGCACCAGCGAGGAAA
TCGACCACGAGGACATCACCAAGGATAAGACCAGCACCG
TGGAGGCCTGCCTGCCCCTGGAACTGACCAAGAACGAGA
GCTGCCTGAACAGCCGGGAGACAAGCTTCATCACCAACG
GCAGCTGCCTGGCCAGCAGAAAGACCAGCTTCATGATGG
CCCTGTGCCTGAGCAGCATCTACGAGGACCTGAAGATGT
ACCAGGTGGAGTTCAAGACCATGAACGCCAAGCTGCTGA
TGGACCCCAAGCGGCAGATCTTCCTGGATCAGAACATGCT
GGCCGTGATCGACGAGCTGATGCAGGCCCTGAACTTCAA
CAGCGAGACAGTGCCCCAGAAGTCCAGCCTGGAAGAGCC
CGACTTCTACAAGACCAAGATCAAGCTGTGCATCCTGCTG
CACGCCTTCAGAATCCGGGCCGTGACCATCGACCGGGTG
ATGAGCTACCTGAACGCCAGCGGAGGGGGGGGATCCGGC
GGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAGAGGTGCAGCTGTTG
GAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTG
AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGTT
TTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGC
TGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGGTAGTTCGGGTACCAC
ATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCC
AGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCG
AAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCC
TGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGT
CTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGC
ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCA
GCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGC
AGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCC
AAATCTTGTGACTGA

anticucrpo L19
Fab-GMCSF-Fab
GM-CSF humano,
ADN

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGG
TAGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA

119

180
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
TAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGGAGG
AGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGAGCACC
CGCCCGCTCGCCCAGCCCCAGCACGCAGCCCTGGGAGCA
TGTGAATGCCATCCAGGAGGCCCGGCGTCTCCTGAACCTG
AGTAGAGACACTGCTGCTGAGATGAATGAAACAGTAGAA
GTCATCTCAGAAATGTTTGACCTCCAGGAGCCGACCTGCC
TACAGACCCGCCTGGAGCTGTACAAGCAGGGCCTGCGGG
GCAGCCTCACCAAGCTCAAGGGCCCCTTGACCATGATGG
CCAGCCACTACAAGCAGCACTGCCCTCCAACCCCGGAAA
CTTCCTGTGCAACCCAGATTATCACCTTTGAAAGTTTCAA
AGAGAACCTGAAGGACTTTCTGCTTGTCATCCCCTTTGAC
TGCTGGGAGCCAGTCCAGGAGTCCGGCGGAGGAGGATCC
GGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAGAGGTGCAGCTG
TTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCC
CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCA
GTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGG
GGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGGTAGTTCGGGTAC
CACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATC
TCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATG
AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGT
GCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTGGGGCCAGGGAA
CCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATC
GGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCC
CCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGA
CCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTC
AGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAAT
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAG
CCCAAATCTTGTGACTGA

Fab-IFNa2-Fab,
anticuerpo L19,
ADN

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGG
TAGTTCGGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACT
GGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
TAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGGAGG

120

131
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n"

AGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGGGGCGGATGCG
ACCTGCCCCAGACCCACAGCCTGGGCAACAGACGGGCCC
TGATCCTGCTGGCCCAGATGCGGCGGATCAGCCCCTTCAG
CTGCCTGAAGGACCGGCACGACTTCGGCTTCCCCCAGGA
AGAGTTCGACGGCAACCAGTTCCAGAAGGCCCAGGCCAT
CAGCGTGCTGCACGAGATGATCCAGCAGACCTTCAACCT
GTTCAGCACCAAGGACAGCAGCGCCGCCTGGGACGAGAG
CCTGCTGGAAAAGTTCTACACCGAGCTGTACCAGCAGCTG
AACGACCTGGAAGCCTGCGTGATCCAGGAAGTGGGCGTC
GAGGAAACCCCCCTGATGAACGTGGACAGCATCCTGGCC
GTGAAGAAGTACTTCCAGCGGATCACCCTGTACCTGACCG
AGAAGAAGTATAGCCCCTGCGCCTGGGAGGTGGTGCGGG
CCGAGATCATGCGGAGCTTCAGCCTGAGCACCAACCTGC
AGGAACGGCTGCGGCGGAAAGAGAGCGGCGGAGGGGGA
TCCGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAGAGGTGCAG
CTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGG
TCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTA
GCAGTTTTTCGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA
GGGGCTGGAGTGGGTCTCATCTATTAGAGGTAGTTCGGGT
ACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAA
ATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTAC
TGTGCGAAACCGTTTCCGTATTTTGACTACTGGGGCCAGG
GAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGCACCAAGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTC
TGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTA
CTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTG
AATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTT
GAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fab-IL2-Fab 3F2
{constructo de
fusidn cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGTGGTTTTAACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCG
GAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGA
GCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAA
CTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG
GAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGC

210

18%
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn®

TCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACT
GAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCT
GGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAAT
AGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGT
GAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGA
ACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACT
GACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGG
CGGTGGCGGAGAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
CTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAA
GAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGA
GGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGTTTGGT
GGTTTTAACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGC
ACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCA
CCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTG
ACTGA

Fab-IL2-Fab 4G8
{(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCG
GAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGA
GCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAA
CTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG
GAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGC
TCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACT
GAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCT
GGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAAT
AGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGT
GAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGA

212

1S3
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

ACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACT
GACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGG
CGGTGGCGGAGAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
CTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAA
GAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGA
GGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGG
TAATTTTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTC
TCGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGG
CACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GOTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCA
CCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTG
ACTGA

Fab-IL2-Fab 3D9
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTCCGCCAGAC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTGGTGTT
AGTACTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGT
ATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCG
TATATTACTGTGCGAAAGGTTGGCTGGGTCCTTTTGACTA
CTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAG
CACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCC
AAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTG
GTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCG
GCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCG
TGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTA
CATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCGG
AGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGAG
CACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACT
GGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGA
ATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCA
CATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGA
AACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGG
AGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTT
AAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGT
TCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGA
ATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAAC
AGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACTGA
CTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGGCG
GTGGCGGAGAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCT
TGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGC
CTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCTATGAGCTGGGTC
CGCCAGACTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCT

214

<ok



-120-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

ATTGGTGTTAGTACTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCG
TGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGA
ACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGG
ACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGTTGGCTGGGTCC
TTTTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCG
AGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGG
GCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGT
GTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACC
CAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGAC
TGA

Fab-IL2-Fab 2F11
(constructo de
fusién cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGCC
GTATATTACTGTGCGAAATGGAGATGGATGATGTTTGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCG
GAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGA
GCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAA
CTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG
GAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGC
TCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACT
GAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCT
GGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAAT
AGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGT
GAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGA
ACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACT
GACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGG
CGGTGGCGGAGAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
CTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAA
GAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGA
GGACACCGCCGTATATTACTGTGCGAAATGGAGATGGAT
GATGTTTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTC
TCGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGG

216

185



-121-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

CACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCA
CCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTG
ACTGA .

Fab-IL2-Fab 4B3
(constructo de
fusién cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAG
CCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
TCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGG
TAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTG
TATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCC
GTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGGTAATTITGACT
ACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCG
GAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGTGGCGGA
GCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAA
CTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG
GAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGC
TCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACT
GAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCT
GGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAAT
AGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGT
GAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGA
ACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCATCTCAACACT
GACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAGAGTGGCTCTGG
CGGTGGCGGAGAGGTGCAATTGTIGGAGTCTGGGGGAGG
CTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCA
GCCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAG
CTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTC
CGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAA
GAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGA
GGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAAGGGTGGCTGGG
TAATTTTGACTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTC
TCGAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGG
CACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGAC
GGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCA
CACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCA
CCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA

218

156



-122-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

ACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTG
ACTGA

Fab-IL2-Fab 4G8
(IL-12 murina;
constructo de
fusién cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAATTGCTGGAAAGCGGCGGAGGACTGGTGCAG
CCTGGCGGCAGCCTGAGACTGAGCTGCGCCGCCAGCGGC
TTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGTCTTGGGTCCGCCAGG
CCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCAGCG
GCAGCGGCGGCAGCACCTACTACGCCGACAGCGTGAAGG
GCCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACAGCAAGAACACCC
TGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCG
CCGTGTACTACTGCGCCAAGGGCTGGCTGGGCAACTTCGA
CTACTGGGGCCAGGGCACTCTGGTCACAGTGTCTAGCGCT
AGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCC
TGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTCCGGCG
GAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCGGAGGGGGCGGA
GCCATGTGGGAGCTGGAAAAGGACGTGTACGTGGTGGAG
GTGGACTGGACCCCCGACGCCCCTGGCGAGACAGTGAAC
CTGACCTGCGACACCCCCGAAGAGGACGACATCACCTGG
ACCAGCGACCAGCGGCACGGCGTGATCGGCAGCGGCAAG
ACCCTGACCATCACCGTGAAAGAGTTTCTGGACGCCGGCC
AGTACACCTGCCACAAGGGCGGCGAGACACTGAGCCACA
GCCACCTGCTGCTGCACAAGAAAGAGAACGGCATCTGGT
CCACCGAGATCCTGAAGAACTTCAAGAACAAGACCTTCC
TGAAGTGCGAGGCCCCCAACTACAGCGGCCGGTTCACCT
GCAGCTGGCTGGTGCAGCGGAACATGGACCTGAAGTTCA
ACATCAAGAGCAGCAGCAGCCCCCCTGACAGCAGGGCCG
TGACCTGCGGCATGGCCAGCCTGAGCGCCGAGAAGGTGA
CCCTGGACCAGAGGGACTACGAGAAGTACAGCGTGAGCT
GCCAGGAAGATGTCACCTGCCCCACCGCCGAGGAAACCC
TGCCCATCGAGCTGGCCCTGGAAGCCCGGCAGCAGAACA
AGTACGAGAACTACTCTACCAGCTTCTTCATCCGGGACAT
CATCAAGCCCGACCCCCCCAAGAACCTGCAGATGAAGCC
CCTGAAGAACAGCCAGGTGGAGGTGTCCTGGGAGTACCC
TGACAGCTGGTCCACCCCCAGAAGCTACTTCAGCCTGAAG
TTCTTCGTGAGAATCCAGCGGAAGAAAGAAAAGATGAAA
GAGACAGAGGAAGGCTGCAACCAGAAGGGCGCCTTCTTC
GTCGAGAAAACCAGCACCGAGGTGCAGTGCAAGGGCGGC
AACGTGTGCGTGCAGGCCCAGGACCGGTACTACAACAGC
AGCTGCAGCAAGTGGGCCTGCGTGCCCTGCAGAGTGCGG
TCTGGCGGCGACGGCTCTGGCGGCGGAGGAAGCGGCGGA
GGGGGCAGCAGAGTGATCCCCGTGAGCGGCCCTGCCCGG
TGCCTGAGCCAGAGCCGGAACCTGCTGAAAACCACCGAC
GACATGGTGAAAACCGCCAGAGAGAAGCTGAAGCACTAC
AGCTGCACAGCCGAGGACATCGACCACGAGGACATCACC
CGGGACCAGACCAGCACCCTGAAAACCTGCCTGCCCCTG
GAACTGCACAAAAACGAGAGCTGCCTGGCCACCCGGGAG
ACAAGCAGCACCACCCGGGGCAGCTGCCTGCCTCCCCAG
AAAACCTCCCTGATGATGACCCTGTGCCTGGGCAGCATCT

220

454



-123-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDnn"

ACGAGGACCTGAAGATGTACCAGACCGAGTTCCAGGCCA
TCAACGCCGCCCTGCAGAACCACAATCACCAGCAGATCA
TCCTGGACAAGGGCATGCTGGTCGCCATCGACGAGCTGA
TGCAGAGCCTGAACCACAACGGCGAAACCCTGCGGCAGA
AACCCCCCGTGGGCGAGGCCGACCCCTACCGGGTGAAGA
TGAAGCTGTGCATCCTGCTGCACGCCTTCAGCACCCGGGT
GGTGACCATCAACCGGGTGATGGGCTACCTGTCCTCTGCC
GGGGGAGGGGGATCCGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGC
GGAGAGGTGCAATTGCTGGAAAGCGGCGGAGGACTGGTG
CAGCCTGGCGGCAGCCTGAGACTGAGCTGCGCCGCCAGC
GGCTTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGTCTTGGGTCCGCC
AGGCCCCTGGAAAGGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCA
GCGGCAGCGGCGGCAGCACCTACTACGCCGACAGCGTGA
AGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACAGCAAGAACA
CCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACA
CCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGGGCTGGCTGGGCAACTT
CGACTACTGGGGCCAGGGCACTCTGGTCACAGTGTCTAGC
GCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCT
CCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCT
GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTC
GTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTT
CCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fab-IL2-Fab 28H1
(constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

GAAGTGCAGCTGCTGGAATCCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCCTGCGCCGCCTCCGGCT
TCACCTTCTCCTCCCACGCCATGTCCTGGGTCCGACAGGC
TCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCTGGGCC
TCCGGCGAGCAGTACTACGCCGACTCTGTGAAGGGCCGG
TTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACACCCTGTACC
TGCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGT
ACTACTGTGCCAAGGGCTGGCTGGGCAACTTCGACTACTG
GGGACAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCGCTAGCAC
CAAGGGACCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCTCCAGCAAG
TCTACCTCTGGCGGCACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCA
AGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACTC
TGGCGCCCTGACCAGCGGCGTCCACACCTTTCCAGCCGTG
CTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTCGTGA
CCGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTG
CAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACAA
GAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAGTGGTGGGGGAGG
ATCTGGTGGCGGAGGTTCTGGCGGAGGTGGCGCTCCTAC
ATCCTCCAGCACCAAGAAAACCCAGCTCCAGCTGGAACA
TCTCCTGCTGGATCTGCAGATGATCCTGAACGGCATCAAC
AACTACAAGAACCCCAAGCTGACCCGGATGCTGACCTTC
AAGTTCTACATGCCCAAGAAGGCCACCGAGCTGAAACAT
CTGCAGTGCCTGGAAGAGGAACTGAAGCCTCTGGAAGAG
GTGCTGAACCTGGCCCAGTCCAAGAACTTCCACCTGAGGC
CTCGGGACCTGATCTCCAACATCAACGTGATCGTGCTGGA
ACTGAAGGGCTCCGAGACAACCTTCATGTGCGAGTACGC
CGACGAGACAGCTACCATCGTGGAATTTCTGAACCGGTG
GATCACCTTCGCCCAGTCCATCATCTCCACCCTGACCTCC

222

158



-124-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n”

GGTGGTGGCGGATCCGGGGGAGGGGGTTCTGGCGGAGGC
GGAGAAGTGCAGCTGCTGGAATCCGGCGGAGGCCTGGTG
CAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCCTGCGCCGCCTCCG
GCTTCACCTTCTCCTCCCACGCCATGTCCTGGGTCCGACA
GGCTCCAGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCTG
GGCCTCCGGCGAGCAGTACTACGCCGACTCTGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACACCCTG
TACCTGCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTACTGTGCCAAGGGCTGGCTGGGCAACTTCGACT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCCGCCTC
TACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCTCTGGCCCCCTCCAGC
AAGTCTACCTCTGGCGGCACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGG
TCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAA
CTCTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCC
GTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTCGT
GACCGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATC
TGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACTGA

Fab-IL2-Fab
29B11
(constructo de
fusién cadena
pesada-citoquina)

GAAGTGCAGCTGCTGGAATCCGGCGGAGGCCTGGTGCAG
CCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCCTGCGCCGCCTCCGGCT
TCACCTTCTCCTCCTACGCCATGTCCTGGGTCCGACAGGC
TCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCATCGGC
TCCGGCGGCATCACCTACTACGCCGACTCTGTGAAGGGCC
GGTTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACACCCTGTA
CCTGCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGT
GTACTACTGTGCCAAGGGCTGGTTCGGAGGCTTCAACTAC
TGGGGACAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCAGCGCTAGC
ACCAAGGGACCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCTCCAGCA
AGTCTACCTCTGGCGGCACCGCCGCTCTGGGCTGCCTGGT
CAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTCCACACCTTTCCAGCCG
TGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTCGTG
ACCGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACA
AGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACAGTGGTGGGGGAG
GATCTGGTGGCGGAGGTTCTGGCGGAGGTGGCGCTCCTA
CATCCTCCAGCACCAAGAAAACCCAGCTCCAGCTGGAAC
ATCTCCTGCTGGATCTGCAGATGATCCTGAACGGCATCAA
CAACTACAAGAACCCCAAGCTGACCCGGATGCTGACCTT
CAAGTTCTACATGCCCAAGAAGGCCACCGAGCTGAAACA
TCTGCAGTGCCTGGAAGAGGAACTGAAGCCTCTGGAAGA
GGTGCTGAACCTGGCCCAGTCCAAGAACTTCCACCTGAG
GCCTCGGGACCTGATCTCCAACATCAACGTGATCGTGCTG
GAACTGAAGGGCTCCGAGACAACCTTCATGTGCGAGTAC
GCCGACGAGACAGCTACCATCGTGGAATTTCTGAACCGG
TGGATCACCTTCGCCCAGTCCATCATCTCCACCCTGACCT
CCGGTGGTGGCGGATCCGGGGGAGGGGGTTCTGGCGGAG
GCGGAGAAGTGCAGCTGCTGGAATCCGGCGGAGGCCTGG
TGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCCTGCGCCGCCTC
CGGCTTCACCTTCTCCTCCTATGCCATGTCCTGGGTCCGAC
AGGCTCCAGGCAAGGGCCTGGAATGGGTGTCCGCCATCA
TCGGCTCCGGCGGCATCACCTACTACGCCGACTCTGTGAA
GGGCCGGTTCACCATCTCCCGGGACAACTCCAAGAACAC

224

15%



-125-

Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n*

CCTGTACCTGCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAGGACAC
CGCCGTGTACTACTGTGCCAAGGGCTGGTTCGGAGGCTTC
AACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCCTCCG
CCTCTACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCTCTGGCCCCCTC
CAGCAAGTCTACCTCTGGCGGCACCGCCGCTCTGGGCTGC
CTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACTCTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCC
AGCCGTGCTGCAGTCCTCCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCC
GTCGTGACCGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGG
TGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACTGA

Fab-IL2-Fab 19G1
(constructo de
fusién cadena

pesada-citoguina)

GAGGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGAGGACTGGTGCAG
CCTGGCGGCAGCCTGAGACTGTCTTGCGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
CCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTGTCCGCCATCATCAG
CTCTGGCGGCCTGACCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACAGCAAGAACACCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAAGGGATGGTTCGGCGGCTTCAAC
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTCACAGTGTCCAGCGCT
AGCACCAAGGGACCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGC
AGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGC
CTGGTCAAAGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTC
CAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCA
GCGTGGTCACCGTGCCTAGCTCTAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGAGCTGCGACTCCGG
CGGAGGCGGATCTGGCGGTGGAGGCTCCGGAGGCGGAGG
CGCTCCTACTAGCAGCTCCACCAAGAAAACCCAGCTCCA
GCTGGAACATCTGCTGCTGGATCTGCAGATGATCCTGAAC
GGCATCAACAACTACAAGAACCCCAAGCTGACCCGGATG
CTGACCTTCAAGTTCTACATGCCCAAGAAGGCCACCGAAC
TGAAACATCTGCAGTGCCTGGAAGAGGAACTGAAGCCTC
TGGAAGAGGTGCTGAACCTGGCCCAGAGCAAGAACTTCC
ACCTGAGGCCCAGGGACCTGATCAGCAACATCAACGTGA
TCGTGCTGGAACTGAAGGGCAGCGAGACAACCTTCATGT
GCGAGTACGCCGACGAGACAGCCACCATCGTGGAATTTC
TGAACCGGTGGATCACCTTCGCCCAGAGCATCATCAGCAC
CCTGACAAGCGGAGGCGGCGGATCCGGCGGAGGCGGATC
TGGCGGAGGAGGCGAGGTCCAGCTGCTCGAAAGCGGCGG
AGGACTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGACTGTCTTG
CGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGC
TGGGTCCGCCAGGCCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTG
TCCGCCATCATCAGCTCTGGCGGCCTGACCTACTACGCCG
ACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACA
GCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGGGATGGT
TCGGCGGCTTCAACTACTGGGGACAGGGCACCCTGGTCA
CAGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCC
CCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAG
CCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGACTACTTCCCCGAGCC
CGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGG

226

460
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n°

CGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTG
TACAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCTCTAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAG
AGCTGCGACTGA

Fab-TL2-Fab 20G8
{constnicto de
fusion cadena

pesada-citoquina)

GAGGTGCAGCTGCTCGAAAGCGGCGGAGGACTGGTGCAG
CCTGGCGGCAGCCTGAGACTGTCTTGCGCCGCCAGCGGCT
TCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGC
CCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTGTCCGCCATCATCGG
CTCTGGCAGCCGGACCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGG
CCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACAGCAAGAACACCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGC
CGTGTACTACTGCGCCAAGGGATGGTTCGGCGGCTTCAAC
TACTGGGGACAGGGCACCCTGGTCACAGTGTCCAGCGCT
AGCACCAAGGGACCCAGCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGC
AGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGC
CTGGTCAAAGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTC
CAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCA
GCGTGGTCACCGTGCCTAGCTCTAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGAGCTGCGACTCCGG
CGGAGGCGGATCTGGCGGTGGAGGCTCCGGAGGCGGAGG
CGCTCCTACTAGCAGCTCCACCAAGAAAACCCAGCTCCA
GCTGGAACATCTGCTGCTGGATCTGCAGATGATCCTGAAC
GGCATCAACAACTACAAGAACCCCAAGCTGACCCGGATG
CTGACCTTCAAGTTCTACATGCCCAAGAAGGCCACCGAAC
TGAAACATCTGCAGTGCCTGGAAGAGGAACTGAAGCCTC
TGGAAGAGGTGCTGAACCTGGCCCAGAGCAAGAACTTCC
ACCTGAGGCCCAGGGACCTGATCAGCAACATCAACGTGA
TCGTGCTGGAACTGAAGGGCAGCGAGACAACCTTCATGT
GCGAGTACGCCGACGAGACAGCCACCATCGTGGAATTTC
TGAACCGGTGGATCACCTTCGCCCAGAGCATCATCAGCAC
CCTGACAAGCGGAGGCGGCGGATCCGGCGGAGGCGGATC
TGGCGGAGGAGGCGAGGTCCAGCTGCTCGAAAGCGGCGG
AGGACTGGTGCAGCCTGGCGGCAGCCTGAGACTGTCTTG
CGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCAGCTACGCCATGAGC
TGGGTCCGCCAGGCCCCTGGCAAGGGACTGGAATGGGTG
TCCGCCATCATCGGCTCTGGCAGCCGGACCTACTACGCCG
ACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACAACA
GCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGG
CCGAGGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAAGGGATGGT
TCGGCGGCTTCAACTACTGGGGACAGGGCACCCTGGTCA
CAGTGTCCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCC
CCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAG
CCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAAGACTACTTCCCCGAGCC
CGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGG
CGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTG
TACAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCTCTAGCC
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGC
CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAG
AGCTGCGACTGA

228

cadcna ligera de

GAGATCGTGCTGACCCAGTCCCCCGGCACCCTGTCTCTGA

230

A6
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

3F2

GCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGTCCTGCAGAGCCTCCC
AGTCCGTGACCTCCTCCTACCTCGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCCGGCCAGGCCCCTCGGCTGCTGATCAACGTGGGCAG
TCGGAGAGCCACCGGCATCCCTGACCGGTTCTCCGGCTCT
GGCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCCCGGCTGG
AACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGGGCA
TCATGCTGCCCCCCACCTTTGGCCAGGGCACCAAGGTGGA
AATCAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTCATCTTC
CCACCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCCTCC
GTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCA
AGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGCA
ACTCCCAGGAATCCGTCACCGAGCAGGACTCCAAGGACA
GCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACCCTGTCCAAGGC
CGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGAC
CCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGTCCTTCAAC
CGGGGCGAGTGCTGATGA

cadena ligera de
4G3

GAGATCGTGCTGACCCAGTCCCCCGGCACCCTGTCTCTGA
GCCCTGGCGAGAGAGCCACCCTGTCCTGCAGAGCCTCCC
AGTCCGTGTCCCGGTCCTACCTCGCCTGGTATCAGCAGAA
GCCCGGCCAGGCCCCTCGGCTGCTGATCATCGGCGCCTCT
ACCAGAGCCACCGGCATCCCTGACCGGTTCTCCGGCTCTG
GCTCCGGCACCGACTTCACCCTGACCATCTCCCGGCTGGA
ACCCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTGCCAGCAGGGCCA
GGTCATCCCTCCCACCTTTGGCCAGGGCACCAAGGTGGAA
ATCAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTCATCTTCC
CACCCTCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCCTCCGT
CGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGCGAGGCCAAG
GTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCCGGCAAC
TCCCAGGAATCCGTCACCGAGCAGGACTCCAAGGACAGC
ACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACCCTGTCCAAGGCCG
ACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACCC
ACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGTCCTTCAACCG
GGGCGAGTGCTGATGA

232

cadena ligera de
Dg

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGCTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGA
AATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTC
CCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTG
TTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAA
AGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAA
CTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCAC
CCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAA
CAGGGGAGAGTGTTAG

234

cadena ligera de
2F11

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA

236

e
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn°

AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGAGCATC
CAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGTATACTCCCCCCACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTT
CCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCA
AAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAG
CAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCA
CCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCA
ACAGGGGAGAGTGTTAG

cadena ligera de
4B3

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGT
CTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGGCCAGTC
AGAGTGTTAGCAGCAATTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
AACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGCGCCTA
CATCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCCGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGGGTC
AGGTTATTCCCCCTACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
AAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTT
CCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCA
AAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTA
ACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAG
CAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCA
CCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCA
ACAGGGGAGAGTGTTAG

238

Fab-1L2-Fab 2B10
(constructo de
fusién cadena

pesada-citoquina)

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGGGATCATCC
CTATCTTTGGTACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCC
TGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTAC
TCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTT
GTGACTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCG
GAGGTGGCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAA
CACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGAT
GATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTC
ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGG

240

163
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn"

CCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAAC
TCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCA
AAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATAT
CAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAAC
ATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTA
GAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCA
TCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAG
GTGGCTCTGGCGGTGGCGGACAGGTGCAATTGGTGCAGT
CTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCCTCCGGAGGCACATTCAGCAGCTACGC
TATAAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAAC
TACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACCATTACTGCA
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGC
CTGAGATCTGAGGACACCGCCGTGTATTACTGTGCGAGAC
TGTACGGTTACGCTTACTACGGTGCTTTTGACTACTGGGG
CCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACC
GTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGA
AAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fab-1L2-Fab
C3B6
(constructo de
fusion cadena
pesada-citoquina)

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGGGTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGCTATCATCC
CGATCCTTGGTATCGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGG
GCAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAG
CCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCG
CCGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTA
CGGTGCTTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCC
TGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTAC
TCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTT
GTGACTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCG
GAGGTGGCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAA
CACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGAT
GATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTC
ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGG
CCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAAC
TCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCA
AAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATAT
CAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAAC
ATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTA
GAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCA

242

164
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIPbn"

TCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAG
GTGGCTCTGGCGGTGGCGGACAGGTGCAATTGGTGCAGT
CTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCCTCCGGAGGCACATTCAGCAGCTACGC
TATAAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGAGCTATCATCCCGATCCTTGGTATCGCAAAC
TACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACCATTACTGCA
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGC
CTGAGATCTGAGGACACCGCCGTGTATTACTGTGCGAGAC
TGTACGGTTACGCTTACTACGGTGCTTTTGACTACTGGGG
CCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACC
GTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGA
AAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

Fab-IL2-Fab 6A12
{constructo de
fusion cadena

pesada-citoquina)

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAG
CCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCTCCGGAG
GCACATTCAGCAGCTATGCTATAAGCTGGOTGCGACAGG
CCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGATGGGAGTGATCATCC
CTATCCTTGGTACCGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGG
CAGGGTCACCATTACTGCAGACAAATCCACGAGCACAGC
CTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACCGC
CGTGTATTACTGTGCGAGACTGTACGGTTACGCTTACTAC
GGTGCTITTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACC
GTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCC
TGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTAC
TCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTT
GTGACTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTCCG
GAGGTGGCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAA
CACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAGAT
GATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTC
ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGG
CCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAAC
TCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCA
AAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATAT
CAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAAC
ATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTA
GAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCATCA
TCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGGAG
GTGGCTCTGGCGGTGGCGGACAGGTGCAATTGGTGCAGT
CTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGG
TCTCCTGCAAGGCCTCCGGAGGCACATTCAGCAGCTATGC
TATAAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGA
GTGGATGGGAGTGATCATCCCTATCCTTGGTACCGCAAAC

244

Ies
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECID n"

TACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCACCATTACTGCA
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGC
CTGAGATCTGAGGACACCGCCGTGTATTACTGTGCGAGAC
TGTACGGTTACGCTTACTACGGTGCTTTTGACTACTGGGG
CCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAA
GGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCT
ACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACC
GTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGATAAGA
AAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

cadena ligera de
2B10

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGCATTAGAAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGT
TGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAAC
TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTTAG

246

cadena ligera de
DI1A2

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGGGGATTCGTAATGATTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGCTTACA
GCTTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTG
GATCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCA
GCCTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGT
CTGCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGT
TGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAAC
TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTTAG

248

cadena ligera de
Q7D8§

GATATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCAT
CTGTCGGAGACCGGGTCACCATCACCTGCCGGGCAAGTC
AGAGCATTCGTAATGTTTTAGGCTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGAAAGCCCCTAAGCGCCTGATCTATGATGTGTCCAGT
TTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCGGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCTTGCAGC

250

466
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CTGAAGATTTTGCCACCTATTACTGCTTGCAGAATGGTCT
GCAGCCCGCGACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGAT
CAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
CCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTG
TGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGT
ACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTC
CCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCA
CCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAG
ACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCC
ATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACA
GGGGAGAGTGTTAG

Fab-IL2-Fab
MHLG!
(constructo de
fusién cadena
pesada-citoquina)

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTCAAG
CCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACATTTAGCAACTATTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
TCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGCCGAGATCAGATT
GAAATCCAATAACTTCGGAAGATATTACGCTGCAAGCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCAGCAGAGATGATTCCAAGAA
CACGCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAAGACCGAGGA
TACGGCCGTGTATTACTGTACCACATACGGCAACTACGTT
GGGCACTACTTCGACCACTGGGGCCAAGGGACCACCGTC
ACCGTCTCCAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGC
GGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTT
GGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATC
TTGTGACTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTC
CGGAGGTGGCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAA
AACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAG
ATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAAC
TCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAA
GGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGA
ACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAG
CAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAAT
ATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACA
ACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTG
TAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCAT
CATCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGG
AGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAGAAGTGCAGCTGGTGGA
GTCTGGAGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGCGGGTCCCTGCG
GCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACATTTAGCAACTAT
TGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTC
GAGTGGGTGGCCGAGATCAGATTGAAATCCAATAACTTC
GGAAGATATTACGCTGCAAGCGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCAGCAGAGATGATTCCAAGAACACGCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAAGACCGAGGATACGGCCGTGTATTAC
TGTACCACATACGGCAACTACGTTGGGCACTACTTCGACC
ACTGGGGCCAAGGGACCACCGTCACCGTCTCCAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG

252

6%
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Constructo

SECUENCIA POLINUCLEOTIDA
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GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

cadena ligera de
Kvo

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATC
TGTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAAGGCCAGTCA
GAATGTGGATACTAACGTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCC
AGGGCAGGCACCTAGGCCTCTGATCTATTCGGCATCCTAC
CGGTACACTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGA
TCCGGGACAGAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAAC
CTGAAGATTTCGCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAG
TTACCCTCTGACGTTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATC
AAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGC
CATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGT
GTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTA
CAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCC
CAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGA
CTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCA
TCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAG
GGGAGAGTGTTAG

254

Fab-TL2-Fab
MHLG
(constructo de
fusion de cadena
pesada-citoquina)

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTCCAG
CCTGGCGGGTCCCTGCGGCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGAT
TCACATTTAGCAACTATTGGATGAACTGGGTGCGGCAGGC
TCCTGGAAAGGGCCTCGAGTGGGTGGCCGAGATCAGATT
GAAATCCAATAACTTCGGAAGATATTACGCTGCAAGCGT
GAAGGGCCGGTTCACCATCAGCAGAGATGATTCCAAGAA
CACGCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGAAGACCGAGGA
TACGGCCGTGTATTACTGTACCACATACGGCAACTACGTT
GGGCACTACTTCGACCACTGGGGCCAAGGGACCACCGTC
ACCGTCTCCAGTGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCC
CCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGC
GGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGC
GTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCT
ACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTT
GGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATC
TTGTGACTCCGGCGGAGGAGGGAGCGGCGGAGGTGGCTC
CGGAGGTGGCGGAGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAA
AACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTGCTGGATTTACAG
ATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAATCCCAAAC
TCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAA
GGCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGA
ACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAG
CAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAAT
ATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACA
ACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTG
TAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTGCCCAAAGCAT
CATCTCAACACTGACTTCCGGCGGAGGAGGATCCGGCGG
AGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAGAAGTGCAGCTGGTGGA
GTCTGGAGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGCGGGTCCCTGCG

256

168
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SECUENCIA POLINUCLEOTIDA

SECIDn®

GCTCTCCTGTGCAGCCTCCGGATTCACATTTAGCAACTAT
TGGATGAACTGGGTGCGGCAGGCTCCTGGAAAGGGCCTC
GAGTGGGTGGCCGAGATCAGATTGAAATCCAATAACTTC
GGAAGATATTACGCTGCAAGCGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCAGCAGAGATGATTCCAAGAACACGCTGTACCTGCAG
ATGAACAGCCTGAAGACCGAGGATACGGCCGTGTATTAC
TGTACCACATACGGCAACTACGTTGGGCACTACTTCGACC
ACTGGGGCCAAGGGACCACCGTCACCGTCTCCAGTGCTA
GCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC
CAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTG
GAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGG
TGGATAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACTGA

cadena ligera de
KVi

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCT
GTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAGGGCCAGTCAGAA
TGTGGATACTAACTTAGCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGA
AAGCACCTAAGCTCCTGATCTATTCGGCATCCTACCGTTACA
CTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACA
GAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAACCTGAAGATTTC
GCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAGTTACCCTCTGACG
TTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGC
TGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTT
GAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTT
CTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACG
CCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCT
GCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAG
AGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

264

cadena ligera de
KV7

GATATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCT
GTGGGCGACCGGGTCACCATCACCTGCAAGGCCAGTCAGAA
TGTGGATACTAACGTGGCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGA
AAGCACCTAAGCCTCTGATCTATTCGGCATCCTACCGGTACA
CTGGCGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACA
GAGTTCACTCTCACAATCTCAAGCCTGCAACCTGAAGATTTC
GCAACTTACTACTGTCAACAGTACAATAGTTACCCTCTGACG
TTCGGCGGAGGTACCAAGGTGGAGATCAAGCGTACGGTGGC
TGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTT
GAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTT
CTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACG
CCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCT
GCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAG
AGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

266

Células huésped
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Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion *“célula huésped” se refiere a cualquier
tipo de sistema celular que puede manipularse para generar los inmunoconjugados de la
invencién o fragmentos de los mismos. En una realizacion, la célula huésped se manipula para
permitir la produccion de un fragmento de inmunoconjugado. Entre las células huésped se
incluyen las células en cultivo, por ejemplo las células en cultivo de mamifero, tales como
células CHO, HEK, BH, NS0, Sp2/0, de micloma YO, de mieloma de raton P3X63, PER,
PER.C6 o células de hibridoma, células de levadura, de insecto, bacterianas y vegetales, entre
ofras, aunque también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénica o
tejido vegetal o animal en cultivo, En una realizacién, la célula huésped de la invencidn
comprende un vector de expresion que comprende secuencias polinucledtidas que codifican
inmunoconjugados de la invencién o fragmentos de los mismos. Las células huésped de la

invencion pueden ser eucariéticas o procaridticas.

Purificacién de polipéptidos de inmunoconjugado y fragmentos de los mismos

Los inmunoconjugados de la invencidn o fragmentos de los mismos pueden purificarse mediante
técnicas conocidas, tales como la cromatografia liquida de alto rendimiento, la cromatografia de
intercambio iénico, la electroforesis en gel, la cromatografia de afinidad, la cromatografia de
exclusion por tamafio y similares. Las condiciones reales utilizadas para purificar una protcina
particular dependerdn, en parte, de factores tales como la carga neta, la hidrofobicidad, la
hidrofilicidad, etc., y resultaran evidentes para el experto en la materia.

Para la purificacién mediante cromatografia de afinidad, puede utilizarse una matriz con proteina
A o con proteina G. Alternativamente, para la purificacién mediante cromatografia de afinidad,
puede utilizarse cualquier anticuerpo que se una especificamente al grupo efector de una cadena
del inmunoconjugado. Para la produccién de anticuerpos, diversos animales huésped,
incluyendo, aunque sin limitacidn, conejos, ratones, ratas, etc., pueden inmunizarse mediante
inyeccién con un inmunoconjugado de la invencidn o un fragmento del mismo. El
inmunoconjugado puede unirse a un portador adecuado, tal como albumina de suero bovino
(BSA), por medio de un grupo funcional de cadena lateral o linkers unidos a un grupo funcional
de cadena lateral. Pueden utilizarse diversos adyuvantes para incrementar la respuesta
inmunologica, dependiendo de la especie del huésped, incluyendo, aunque sin limitacidn,
adyuvante de Freund (completo ¢ incompleto), geles minerales tales como hidroxido de
aluminio, sustancias activas en superficie tales como lisolecitina, polioles plurdnicos,

polianiones, péptidos, emulsiones aceitosas, hemocianina de lapa americana, dinitrofenol y
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adyuvantes humanos potencialmente utiles, tales como BCG (bacilos Calmette-Guerin) y
Corynebacterium parvum. Por consiguiente, una realizacién incluye un método para producir
los inmunoconjugados de la invencién mediante el cultivo de una célula huésped que comprende
un vector de expresion que comprende secuencias polinucledtidas que codifican

inmunoconjugados de la invencion o fragmentos de los mismos bajo condiciones adecuadas para

la expresién de los mismos.

Métodos de utilizacién de inmunoconjugados

Los inmunoconjugados de la invencion resultan Otiles para dirigir determinantes antigénicos
especificos y para inducir diversas respuestas celulares en células diana y reclutadas. FEl
inmunoconjugado de la invencion también resulta til como reactivo diagnéstico. La unién de
un inmunoconjugado a un determinante antigénico puede detectarse ficilmente mediante la
utilizacién de un anticuerpo secundario especifico para el grupo efector. En una realizacion, el
anticuerpo  secundario y el inmunoconjugado facilitan la deteccién de la unién del
inmunoconjugado a un determinante antigénico localizado sobre una célula o superficie de un
tejyido.

En algunas realizaciones, se administra a una célula una cantidad eficaz de los
inmunoconjugados de la invencion. En otras realizaciones, se administra en un individuo una
cantidad terapéuticamente eficaz del inmunoconjugado de la invencién para el tratamiento de
una enfermedad. La expresién “cantidad eficaz” tal como se utiliza en la presente memoria se
define como la cantidad del inmunoconjugado de la invencién que resulta necesaria para
provocar un cambio fisioldgico en la célula o tejido en el que se administra. La expresion
“cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se utiliza en la presente memoria se define como la
cantidad del inmunoconjugado de la invencién que elimina, reduce, retrasa, minimiza o evita
efectos adversos de una enfermedad.

Los inmunoconjugados de la invencién pueden administrarse en un sujeto per se o en forma de
una composicién farmacéutica. En una realizacion, la enfermedad es un trastorno proliferativo,
tal como céncer. Entre los ejemplos no limitativos de trastornos proliferativos, tales como
canceres, se incluyen cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer
pancreatico, cdncer de pulmén, cancer de mama, cincer de ovario, cancer uterino, céncer
cervical, cancer endometrial, cancer esofagico, cAncer de colon, céncer colorrectal, cancer rectal,
cancer gastrico, cancer de prostata, cancer de sangre, cincer de picl, carcinoma de células

escamosas, cancer de huesos y cancer de rifién. Entre otros trastornos de la proliferacion celular
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que pueden tratarse utilizando un inmunoconjugado de la presente invencién se incluyen, aunque
sin limitacién, neoplasmas localizados en: abdomen, hueso, mama, sistema digestivo, higado,
pancreas, peritoneo, glandulas endocrinas (adrenal, paratiroide, pituitaria, testiculos, ovario,
timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, sistema nervioso (central y periférico), sistema linfatico,
pelvis, piel, tejidos blandos, bazo, regién tordcica y sistema urogenital. También se encuentran
incluidas las condiciones o lesiones precancerosas y las metastasis de cancer. De manera
similar, otros trastornos de la proliferacion celular también pueden tratarse mediantc los
inmunoconjugados de la presente invencion. Entre los ejemplos de dichos trastornos de Ia
proliferacion celular se incluyen, aunque sin limitacién: hipergammaglobulinemia, trastornos
linfoproliferativos,  paraproteinemias, purpura, sarcoidosis, sindrome de Sezary,
macroglobulinemia de Waldenstron, enfermedad de Gaucher, histiocitosis y cualquier otra
enfermedad de la proliferacion celular, aparte de neoplasia, localizada en un sistema organico
indicado anteriormente. En otra realizacion, la enfermedad se relaciona con la autoinmunidad, el
rechazo del trasplante, las respuestas inmunolégicas post-traumaticas y las enfermedades
infecciosas (por ejemplo VIH). Maés especificamente, los inmunoconjugados pueden utilizarse
para eliminar células implicadas en trastornos mediados por células inmunoldgicas, incluyendo
linfoma, autoinmunidad, rechazo del trasplante, enfermedad de injerto contra huésped, isquemia
e ictus. El experto en la materia reconocerd ficilmente que en muchos casos los
inmunoconjugados podrian no proporcionar la curacién sino inicamente un beneficio parcial. En
algunas realizaciones, un cambio fisioldgico que presente cierto beneficio también se considera
terapéuticamente beneficioso. De esta manera, en algunas realizaciones, una cantidad de
inmunoconjugado que proporcione un cambic fisiolégico se considera una “cantidad eficaz” o
una “cantidad terapéuticamente eficaz”.

El sujeto, paciente o individuo que necesita tratamiento tipicamente es un mamifero, mas

especificamente un ser humano.

Composiciones, formulaciones, dosis y vias de administracién

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad eficaz de
uno 0 mas inmunoconjugados disueltos o dispersados en un portador farmacéuticamente
aceptable. La expresion “farmacéutica o farmacolégicamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra desfavorable
al administrarse en un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segin resulte apropiado.

La preparacién de wuna composicién farmacéutica que contenga por lo menos un
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inmunoconjugado y opcionalmente un ingrediente activo adicional resultard conocida para el
experto en la materia a la luz de la presente exposicion, tal como se ejemplifica en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18a edicién, Mack Printing Company, 1990, incorporada como
referencia en la presente memoria. Ademads, para la administracién animal (por ¢jemplo
humana), se entenderd que las preparaciones deben cumplir los estandares de esterilidad,
pirogenicidad, seguridad general y pureza requeridos por la FDA Office of Biological Standards
o autoridades correspondientes en otros paises.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “portador farmacéuticamente aceptable”
incluye cualquiera y la totalidad de los solventes, tampones, medios de dispersién,
recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservantes (por ejemplo agentes antibacterianos,
agentes antifingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales,
conservantes, firmacos, estabilizantes de farmacos, geles, ligantes, excipientes, agentes de
desintegracion, lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, pigmentos, tales como
materiales y combinaciones de los mismos, tal como conocera el experto ordinario en la materia
(ver, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18a edicion, Mack Printing Company,
1990, paginas 1289 a 1329, incorporada como referencia en la presente memoria). Excepto en la
medida en que cualquier portador convencional resulte incompatible con el ingrediente activo, se
encuentra contemplada su utilizacién en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

Les inmunoconjugados pueden comprender diferentes tipos de portador dependiendo de si debe
administrarse en forma soélida, liquida o aerosol, y de si debe ser estéril para vias de
administracién tales como la inyeccion. La presente invencién puede administrarse por via
intravenosa, intradérmica, intraarterial, interaperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular,
intraprostatica, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitrea,
intravaginal, intrarrectal, topica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutinea,
subconjuntival, intravesicular, mucosal, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, tépica,
local, por inhalacion (por ejemplo inhalacidn de aerosol), inyeccion, infusién, infusién continua,
perfusion localizada bafiando las células diana directamente, mediante un catéter, mediante un
lavado, en cremas, en composiciones de lipidos (por ejemplo liposomas) o mediante cualquier
método o combinacion de los anteriores conocida por el experto ordinario en la materia (ver, por
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18a edicion, Mack Printing Company, 1990,
incorporada como referencia en la presente memoria). La administracién parenteral, en particular
la inyeccidn intravenosa, se utiliza més comunmente para administrar moléculas de polipéptido,

tales como los inmunoconjugados de la invencién.
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La cantidad real de dosis de una composicion de la presente invencién administrada en un sujeto
puede determinarse a partir de factores fisicos y fisiolégicos, tales como el peso corporal, la
severidad de la condicidn, el tipo de enfermedad bajo tratamiento, las intervenciones terapéuticas
previas o concurrentes, la idiopatia del paciente y la via de administracién. El responsable de la
administracién determinard, en cualquier caso, la concentracion del ingrediente o ingredientes
activos en una composicion y la dosis o dosis apropiadas para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por
ejemplo, por lo menos aproximadamente 0,1% del inmunoconjugado de la invencién. En otras
realizaciones, los inmunoconjugados pueden comprender entre aproximadamente 2% y
aproximadamente 75% del peso de la unidad, o entre aproximadamente 25% y aproximadamente
60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable dentro de dichos intervalos. En otros ejemplos
no limitativos, una dosis también puede comprender entre aproximadamente 1 microgramos/kg
de peso corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 10
microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 50 microgramos/kg peso corporal,
aproximadamente 100 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 200 microgramos/kg
peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 500
microgramos’kg  peso  corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg peso corporal,
aproximadamente 5 miligramos/kg peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg peso
corporal, aproximadamente 50 miligramos’/kg peso corporal, aproximadamente 100
miligramos/kg peso corporal, aproximadamente 200 miligramos’kg peso corporal,
aproximadamente 350 miligramo/kg peso corporal, aproximadamente 500 miligramos/kg peso
corporal y aproximadamente 1.000 miligramos/kg peso corporal, o mas en cada administracion,
y cualquier intervalo derivable dentro de dichos intervalos. En ¢jemplos no limitativos de un
intervalo derivable a partir de los numeros indicados en la presente memoria, puede
administrarse un intervalo de entre aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal v
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, entre aproximadamente 5 microgramos’kg de
peso corporal y aproximadamente 500 miligramos/kg de peso corporal, etc., basados en los
numeros indicados anteriormente.

En cualquier caso, la composicion puede comprender diversos antioxidantes para retardar la
oxidacion de uno o més componentes. Ademas, la prevencion de la accién de los
microorganismos puede realizarse mediante conservantes, tales como diversos agentes

antibacterianos y antifiingicos, incluyendo, anque sin limitacién, parabenes (por ejemplo
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metilparabenes, propilparabenes), clorobutanol, fenol, 4cido sérbico, timerosal o combinaciones
de los mismos.

Los inmunoconjugados pueden formularse en una composicion en forma de base libre, neutra o
de sal. Entre ias sales farmacéuticamente aceptables se incluyen las sales de adicién de 4cido, por
ejemplo aquéllas formadas con los grupos amino libres de una composicion proteica, o que se
forman con acidos inorgénicos, tales como, por ¢jemplo, acidos hidrocléricos o fosféricos, o
acidos orgéanicos tales como los acidos acético, oxilico, tartirico o mandélico. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse a partir de bases inorganicas,
tales como, por ejemplo, los hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro, ¢ de bases
organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina.

En realizaciones en las que la composicion se encuentra en una forma liquida, un portador puede
ser un solvente o medio de dispersién que comprende, aunque sin limitacion, agua, etanol, poliol
(por ejemplo glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido, etc.), lipidos (por ejemplo
triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. Puede mantenerse la
fluidez apropiada, por ejemplo, mediante la utilizacion de un recubrimiento, tal como lecitina;
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido mediante dispersion en portadores
tales como, por ejemplo, poliol liquido o lipidos; mediante la utilizacién de surfactantes, tales
como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o combinaciones de dichos métodos. En muchos
casos, resulta preferible incluir agentes isoténicos, tales como, por ejemplo, azicares, cloruro
sodico o combinaciones de los mismos, y/o agentes tamponadores para mantener los valores de
pH fisiolégicamente aceptables.

En otras realizaciones, pueden utilizarse gotas oculares, soluciones nasales o sprays, aerosoles o
inhalantes en la presente invencion. Dichas composiciones generalmente se disefian para que
resulten compatibles con el tipo de tejido diana. En un ejemplo no limitative, las soluciones
nasales habitualmente son soluciones acuosas disefiadas para administrarse en las vias nasales en
gotas o sprays. Las soluciones nasales se preparan de manera que resulten similares en muchos
aspectos a las secreciones nasales, de manera que se mantenga la accion ciliar normal. De esta
manera, en algunas realizaciones, las soluciones acuosas nasales habitualmente son isotdnicas o
ligeramente tamponadas para mantener un pH de entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente
6,5. Ademas, pueden incluirse en la formulacion conservantes antimicrobianos, similares a los
utilizados en preparaciones oftdlmicas, firmacos o estabilizadores de firmaco apropiados, en
caso de resultar necesarios. Por ejemplo, son conocidas diversas preparaciones nasales

comerciales y entre ellas se incluyen fArmacos tales como antibidticos o antihistaminicos.
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En determinadas realizaciones, el inmunoconjugado se prepara para la administracién mediante
dichas vias como ingestion oral. En estas realizaciones, la composicidén sdlida puede
comprender, por ejemplo, soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, cdpsulas (por
ejemplo capsulas de gelatina de cascara dura o blanda), formulaciones de liberacion sostenida,
composiciones bucales, trociscos, elixires, suspensiones, jarabes, obleas o combinaciones de los
mismos. Pueden incorporarse composiciones orales directamente con los alimentos de la dieta.
Los portadores preferentes para la administracion oral comprenden diluyentes inertes, portadores
comestibles asimilables o combinaciones de los mismos. En otros aspectos de la invencion, la
composicion oral puede prepararse en forma de jarabe o elixir. Un jarabe o elixir puede
comprender, por ejemplo, por lo menos un agente activo, un agente edulcorante, un conservante,
un agente saborizante, un pigmento, un conservante, o combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones, una composicién oral puede comprender uno o mas ligantes,
excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes saborizantes y combinaciones de los
mismos. En determinadas realizaciones, una composicion puede comprender uno o mas de los
siguientes: un ligante, tal como, por ejemplo, goma tragacanto, acacia, almidon de maiz, pelatina
0 combinaciones de los mismos; un excipiente, tal como, por ejemplo, fosfato de dicalcio,
manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato de
magnesio o combinaciones de los mismos; un agente desintegrante, tal como, por ejemplo,
almidon de maiz, almidén de patata, 4cido alginico o combinaciones de los mismos; un
lubricante, tal como, por ejemplo, estearato de magnesio; un agente edulcorante, tal como, por
ejemplo, sacarosa, lactosa, sacarina o combinaciones de los mismos; un agente saborizante, tal
como, por ejemplo, menta, aceite de gaulteria (wintergreen), saborizante de cereza, saborizante
de naranja, etc., 0 combinaciones de los mismos. En el caso de que la forma de dosificacion
unitaria sea una cdpsula, puede contener, ademas de materiales del tipo anteriormente indicado,
portadores tales como un portador liquido. Pueden encontrarse presentes diversos otros
materiales como recubrimientos, o para modificar de otro modo la forma fisica de fa unidad de
dosificacion, Por ejemplo, las tabletas, pildoras o capsulas pueden recubrirse con shellac, azicar
o ambos.

Entre las formulaciones adicionales que resultan adecuadas para otros modos de administracion
se incluyen los supositorios. Los supositorios son formas de dosificacién sélidas de diversos
pesos y formas, habitualmente medicados, para la insercion en el recto, la vagina o la uretra, Tras
la inserci6n, los supositorios se ablandan, se funden o se disuelven en los liquidos de la cavidad.

En general, para los supositorios, entre los portadores tradicionales pueden incluirse, por
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ejemplo, polialquilenglicoles, triglicéridos o combinaciones de los mismos. En determinadas
realizaciones, los supositorios pueden formarse a partir de mezclas que contengan, por ejemplo,
el ingrediente activo en el intervalo de entre aproximadamente 0,5% y aproximadamente 10%, y
preferentemente de entre aproximadamente 1% y aproximadamente 2%.

Se prepararn soluciones inyectables estériles mediante la incorporacién de los
inmunoconjugados de la invencién en la cantidad requerida en el solvente apropiado con
diversos de los demds ingredientes indicados anteriormente, segun resulte necesario, seguido de
la esterilizacidon mediante filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién de los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que
contiene el medio de dispersion basico y/o los demas ingredientes. En el caso de polvos estériles
para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los métodos
preferentes de preparacion son ¢l secado al vacio o las técnicas de liofilizacion que proporcionan
polvos del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de un medio
liquido del mismo previamente esterilizado mediante filtracién. El medio liquido deberia
tamponarse convenientemente en caso necesario y en primer lugar convertir en isoténico el
diluyente liquido previamente a la inyeccion utilizando suficiente solucion salina o glucosa. La
preparacién de composiciones altamente concentradas para la inyeccién directa también se
encuentra contemplada, en la que se contempla la utilizacion de DMSO como solvente para
resultar en la penetracion extremadamente répida, administrando concentraciones elevadas de los
agentes activos en un area reducida.

La composicién debe ser estable bajo las condiciones de fabricacién y almacenamiento, y
conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos.
Se apreciard que la contaminacién por endotoxinas debe mantenerse como minimo a un nivel
seguro, por ¢jemplo menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, la absorcién prolongada de una composicién inyectable puede
llevarse a cabo mediante la utilizacion en las composiciones de agentes retardantes de la
absorcidn, tales como, por ejemplo, monocstearato de aluminio, gelatina o combinaciones de los
mismos.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los inmunoconjugados de la invencién
pueden prepararse mediante procedimientos de mezcla convencionai, disolucién, granulado,
preparacidn de grageas, levigacion, emulsionacién, encapsulado, atrapamiento o liofilizacién.
Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de manera convencional utilizando uno o

mas portadores, diluyentes, excipientes o auxiliares fisiolégicamente aceptables que faciliten ¢l
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procesamiento de las proteinas en preparaciones que puedan utilizarse farmacéuticamente. La
formulacion apropiada depende de la via de administracién seleccionada.

Para la administracién topica, los inmunoconjugados de la invencién pueden formularse en
forma de soluciones, geles, pomadas, cremas, suspensiones, etc., que son bien conocidas de la
técnica,

Entre las formulaciones sistémicas se incluyen aquéllas disefiadas para la administracién
mediante inyeccion, por ejemplo la administracion subcutinea, la inyeccién intravenosa,
mtramuscular, intratecal o intraperitoneal, asi como aquéllas disefiadas para la administracién
transdérmica, transmucosal, por inhalacion, oral o pulmonar.

Para la inyeccién, los inmunoconjugados de la invencién pueden formularse en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisiologicamente compatibles, tales como solucién de
Hank, solucidén de Ringer o tampoén salino fisiologico. La solucién puede contener agentes de
formulacién, tales como agentes de suspension, estabilizadores y/o dispersantes.
Alternativamente, los inmunoconjugados pueden presentarse en forma de polvos para la
constitucién con un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril libre de pirdgenos, antes de su
utilizacion.

Para la administracién transmucosal, se utilizan en la formulacién penetrantes apropiados a la
barrera que debe permearse. Dichos penetrantes son generalmente conocidos de la técnica.

Para la administracién oral, los inmunoconjugados pueden formularse ficilmente mediante
combinacién de los inmunoconjugados con portadores farmacéuticamente aceptables bien
conocidos de la técnica. Dichos portadores permiten permiten formular los inmunoconjugados de
la invencion como tabletas, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, mezclas en
suspension, suspensiones y similares, para la ingestion oral del paciente que debe tratarse. Para
formulaciones sélidas orales tales como, por ejemplo, polvos, cdpsulas y tabletas, entre los
excipientes adecuados se incluyen rellenos, tales como aziicares, por ejemplo lactosa, sacarosa,
manitol y sorbitol; preparaciones de celulosa, tales como almidén de maiz, almidén de trigo,
almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa sodica y/o polivinilpirrolidena (PVP); agentes
de granulacion y agentes de unién. Si se desea, pueden aiadirse agentes desintegrantes, tales
como polivinilpirrolidona reticulada, agar o 4cido alginico, o una sal del mismo, tal como
alginato sodico.

Si se desea, las formas de dosificacion sélida pueden recubrirse con azicar o con un

recubrimiento entérico utilizando técnicas estandares.
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Para las preparaciones liquidas orales tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y
soluciones, entre los portadores, excipientes o diluyentes adecuados se incluyen agua, glicoles,
aceites, alcoholes, etc. Ademas, pueden afiadirse agentes saborizantes, conservantes, agentes
colorantes y similares.

Para la administracion bucal, los inmunoconjugados pueden presentar la forma de tabletas,
pastillas, etc., formuladas de manera convencional.

Para fa administracion mediante inhalacién, los inmunoconjugados para la utilizacién segin la
invencion se administran convenientemente en forma de un spray de aerosol a partir de paquetes
presurizados o un nebulizador utilizando un propelente adecuado, por ejemplo
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, dioxido de carbono u otro
gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la dosis unitaria puede determinarse
proporcionando una véalvula para administrar una cantidad medida. Pueden formularse capsulas
y cartuchos de gelatina para la utilizacion en un inhalador o insuflador que contenga una mezcla
de polvos del inmunoconjugado y una base de polvos adecuada, tal como lactosa o almidon.

Los inmunoconjugados también pueden formularse en composiciones rectales o vaginales, tales
como supositorios ¢ enemas de retencién, por ejemplo que contengan bases convencionales para
supositorio, tales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones anteriormente indicadas, los inmunoconjugados también pueden
formularse como una preparacién de deposito. Dichas formulaciones de accién prolongada
pueden administrarse mediante implantacion (por ejemplo subcutinea o intramuscularmente) o
mediante inyeccion intramuscular. De esta manera, por ejemplo, los inmunoconjugados pueden
formularse con materiales poliméricos o hidrofébicos adecuados (por ejemplo en forma de una
emulsidn en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados
limitadamente solubles, por ejemplo como sal limitadamente soluble.

Alternativamente, pueden utilizarse otros sistemas de administracion farmacéutica. Los
liposomas y las emulsiones son ejemplos bien conocidos de vehiculos de administracion que
pueden utilizarse para administrar inmunoconjugados de la invencidén. Pueden utilizarse
determinados solventes organicos, tales como el dimetilsulféxido, aunque habitualmente al coste
de una mayor toxicidad. Ademds, los inmunoconjugados pueden administrarse utilizando un
sistema de liberacién sostenida, tal como matrices semipermeables de polimeros sélidos que
contengan ¢l agente terapéutico. Se han establecido diversos materiales de liberacién sostenida y
son bien conocidos del experto en la materia. Las cdpsulas de liberacion sostenida pueden liberar

los inmunoconjugados, dependiendo de su naturaleza quimica, durante unas cuantas semanas
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hasta mas de 100 dias. Dependiendo de la naturaleza quimica y estabilidad bioldgica de los
inmunoconjugados, pueden utilizarse estrategias adicionales para la estabilizacién de los
inmunoconjugados.

Debido a que los inmunoconjugados de la invencién pueden contener cadenas laterales o
extremos cargados, pueden incluirse en cualquiera de las formulaciones anteriormente indicadas
en forma de acidos o bases libres, o en forma de sales farmacéuticamente aceptables. Las sales
farmacéuticamente aceptables son aquellas sales que conservan sustancialmente la actividad
biol6gica de las bases libres y que se preparan mediante la reaccion con acidos inorganicos. Las
sales farmacéuticas tienden a ser mas solubles en solventes acuosos y otros solventes proticos
que las formas de base libre correspondientes.

Los inmunoconjugados de la invencidén generalmente se utilizan en una cantidad eficaz para
conseguir el proposito pretendido. Para la utilizacién en el tratamiento o prevencion de una
condicion de enfermedad, los inmunoconjugados de la invencion, o composiciones
farmacéuticas de los mismos, se administran o se aplican en una cantidad terapéuticamente
eficaz. Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad eficaz para mejorar o prevenir los
sintomas, o para prolongar la supervivencia del paciente bajo tratamiento. La determinacién de
una cantidad terapéuticamente eficaz se encuentran perfectamente dentro de las capacidades del
experto en la materia, especialmente a la luz de la exposicion detallada proporcionada en la
presente memoria.

Para la administracién sistémica, puede estimarse inicialmente a partir de ensayos in vitro una
dosis terapéuticamente eficaz. Por ejemplo, puede formularse una dosis en modelos animales
para conseguir un intervalo de concentraciones circulantes que incluya la ICsy segin se
determine en el cultivo celular. Puede utilizarse dicha informacién para determinar mds
exactamente dosis utiles en el ser humano.

También pueden estimarse dosis iniciales a partir de datos in vivo, por ejemplo modelos
animales, utilizando técnicas que son bien conocidas de la técnica. El experto ordinario en la
materia podria optimizar facilmente la administracién en seres humanos basandose en datos
animales,

La cantidad e intervalo de las dosis puede ajustarse individualmente para proporcionar niveles
plasméticos de los inmunoconjugados que resulten suficientes para mantener el efecto
terapéutico. Las dosis habituales para el paciente para la administracién mediante inyeccion se

encuentran comprendidas en el intervalo de entre aproximadamente 0,1 y 50 mg/kg/dia,
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tipicamente entre aproximadamente 0,5 y 1 mg/kg/dia. Pueden conseguirse niveles séricos
terapéuticamente eficaces mediante la administracién de maltiples dosis cada dia.

En los casos de la administracion local o la incorporacion selectiva, la concentracion local eficaz
de los inmunoconjugados podria no estar relacionada con la concentracion plasmatica. El experto
en la materia podrd optimizar las dosis locales terapéuticamente eficaces sin necesidad de
experimentacion indebida.

La cantidad de inmunoconjugado administrada dependera evidentemente del sujeto tratado, del
peso del sujeto, de la severidad de la enfermedad, del modo de administracién y del criterio del
médico responsable.

La terapia puede repetirse intermitentemente mientras resulten detectables sintomas, o incluso
cuando ya no resulten detectables. La terapia puede proporcionarse sola o en combinacion con
otros farmacos. En el caso de los trastornos autoinmunologicos, entre los firmacos que pueden
utilizarse en combinacién con inmunoconjugados de la invencién se incluyen, aunque sin

limitacién, los agentes antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos.

Toxicidad
Una dosis terapéuticamente eficaz de los inmunoconjugados indicados en la presente memoria
generalmente proporcionara un beneficio terapéutico sin provocar toxicidad sustancial. La
toxicidad de los inmunoconjugados puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos
estandares en cultivos celulares o animales experimentales, por ejemplo determinando la LDsg
(la dosis letal para el 50% de la poblacién) o la LD (la dosis letal para el 100% de la
poblacidn). La proporcion de dosis entre el efecto toxico y el efecto terapéutico es el indice
terapéutico. En una realizacion, el inmunoconjugado muestra un elevado indice terapéutico. Los
datos obtenidos de dichos ensayos de cultivo celular y estudios animales pueden utilizarse para
formular un intervalo de dosis que no resulte toxico, por ejemplo para la utilizacién en el ser
humano. La dosis de los inmunoconjugados indicada en la presente memoria preferentemente se
encuentra comprendida dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la
dosis eficaz con poca o ninguna toxicidad. La dosis puede variar dentro de dicho intervalo
dependiendo de la forma de dosificacién y via de administracién utilizadas. La formulacion, via
de administracion y dosis exactas pueden ser seleccionadas por el médico individual en vista de
la condicion del paciente (ver, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en: The Pharmacological Basis of

Therapeutics, capitulo 1, pagina 1 (incorporada como referencia en su totalidad en la presente

memoria).
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Otros agentes y tratamientos

Se contempla que puedan utilizarse otros agentes en combinacién con la presente invencién para
mejorar la eficacia terapéutica del tratamiento. Entre dichos agentes adicionales se incluyen
agentes inmunomoduladores, agentes que afectan a la regulacién positiva de los receptores de
superficie celular y las uniones GAP, agentes citostaticos y de diferenciacién, inhibidores de la
adhesién celular, o agentes que incrementan la sensibilidad de las células hiperproliferativas a
los inductores apoptéticos. Entre los agentes inmunomoduladores se incluyen el factor de
necrosis tumoral, los interferones a, beta y gamma, IL-2 y otras citoquinas, F42K y otros
analogos de citoquina, o MIP-1, MIP-1 f, MCP-1, RANTES y otras quimoquinas. Se contempla
adicionalmente que la regulacién positiva de los receptores de superficie celular o sus ligandos,
tales como el ligando Fas/Fas, DR4 o DR5/TRAIL podria potenciar las capacidades inductoras
de la apoptosis de la presente invencién mediante el establecimiento de un efecto autocrino o
paracrino sobre las células hiperproliferativas. Los incrementos de la sefializacién intercelular
mediante la elevacion del nimero de uniones GAP podria incrementar los efectos
antihiperproliferativos sobre la poblacién celular hiperproliferativa vecina.  En otras
realizaciones, pueden utilizarse agentes citostaticos o de diferenciacién en combinacién con la
presente invencidn para mejorar la eficacia antihiperproliferativa de los tratamientos. Se
contemplan inhibidores de la adhesién celular para mejorar la eficacia de la presente invencion.
Son ejemplos de inhibidores de la adhesion celular, los inhibidores de quinasa de adhesién focal
(FAKSs) y la lovastatina. Se contempla ademas que otros agentes que incrementan la sensibilidad
de una célula hiperproliferativa a la apoptosis, tales como el anticuerpo €225, puedan utilizarse
en combinacion con la presente invencion para mejorar la eficacia del tratariento.

También puede utilizarse la terapia hormonal conjuntamente con la presente invencién o en
combinacion con cualquier otra terapia del cincer descrita anteriormente, Pueden utilizarse
hormonas en el tratamiento de determinados cénceres, tales como el cancer de mama, de
prostata, de ovario o cervical para reducir el nivel o bloquear los efectos de determinadas
hormonas, tales como la testosterona o el estrégeno. Este tratamiento con frecuencia se utiliza en
combinacién con por lo menos otra terapia del cancer como opcidn de tratamiento o para reducir
el riesgo de metistasis.

También pueden administrarse los inmunoconjugados de la invencién conjuntamente con
quimioterapia, terapia de radiacion u otras inmunoterapias. Pueden seleccionarse agentes

anticancer par adicha terapia de combinacién, por ejemplo, de entre los grupos de disruptores de
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los microtibulos (por ejemplo alcaloides vinca, tales como vinblastina o vincristina, taxanos
tales como docetaxel o paclitaxel, epotilones, tales como ixabepilén), antimetabolitos (por
ejemplo antifolatos, tales como metotrexato o aminopterina, antipurinas, tales como fludarabina,
6-mercaptopurina o 6-tioguanina, antipirimidinas tales como S5-fluorouracilo, capecitabina o
gemcitabina, hidroxiurea), inhibidores de la topoisomerasa (por ejemplo camptotecina,
irinotecan, topotecan, o podofilotoxinas, tales como etopdsido), intercalantes de ADN (por
ejemplo doxorubicina, daunorubicina, actinomicina, bleomicina), agentes alquilantes (por
ejemplo ciclofosfamida, clorambucilo, nitrosoureas tales como carmustina o nimustina,
estreptozocina, busulfan, cisplatino, oxaliplatino, trietilenmelamina, dacarbazina), terapias
hormonales (por gjemplo glucocorticoides, inhibidores de la aromatasa, tales como tamoxifeno,
antiandrogenos tales como flutamida, analogos de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
tales como leuprdlido), antibidticos, inhibidores de quinasa (por ejemplo erlotinib, gefitinib,
imatinib), antagonistas de receptor (por ejemplo anticuerpo con diana en receptores de superficie
celular que es conocido que estimulan la carcinogénesis y el crecimiento tumoral), inhibidores
enzimaticos (por ejemplo inhibidores de la quinasa dependiente de ciclina (CDK), enzimas
reductores de aminoécidos (por ejemplo asparagina), leucovorina, retinoides, éctivadorcs de la

apoptosis de células tumorales y agentes antiangiogénicos.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

En la primera administracion de citoquinas mediada por anticuerpos, realizada por Harvill ET. y
Morrison S.L., Immunotech. 1(2):95-105, 1995, los constructos presentaban dos grupos de unién
a antigeno para el direccionamiento a antigenos tumorales, y dos grupos de citoquina para
inducir la activacién de los linfocitos (una molécula de IL-2 fusionada a cada uno de los
extremos C-terminales de cadena pesada de IgG3). La afinidad de la citoquina es generalmente
elevada para su receptor. Una molécula que portase dos unidades de citoquina podria presentar
una afinidad todavia mas alta para los receptores de citoquina debido a efectos de avidez (o
mulitivalencia). Este tipe de molécula podria, por lo tanto, activar facilmente los linfocitos en el
flujo sanguineo, incluso antes de que tuviese lugar el direccionamiento al tumor. Este efecto no
resultaria deseable para el paciente. En contraste, una molécula de inmunoconjugado que
portase Unicamente un grupo de citoquina y dos o més dominios de direccionamiento seria

menos probable que activase los linfocitos en la circulacién y podria dirigir la molécula de
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inmunoconjugado completa al tumor, mientras que la activacion de los linfocitos tendria lugar a
una velocidad menor. Por lo tanto, se construyeron moléculas tales como las ilustradas en las
figuras 1 y 2, con interleuquina-2 (IL-2) como citoquina modelo. Todas las moléculas generadas
eran bivalentes para el antigeno tumoral, y eran bivalentes o monovalentes para la citoquina IL-2
tal como se indica en los dibujos. Las afinidades para el antigeno se compararon para dos
formatos de inmunoconjugado diferentes utilizando el anticuerpo L19 como ejemplo. Como
referencia, dicho anticuerpo se cloné en el formato IgG1 humano, en el formato de diacuerpo
(figura 1A) y en la fusion Fab-IL2-Fab (figura 1B). Se sometié a ensayo una variable en el
formato de diacuerpo, de manera que el péptido linker entre Vi y V|, presentase una longitud de
ocho o doce aminoédcidos. El antigeno purificado dominio extra B de la fibronectina (EDB) se
inmovilizé en un chip BIACORE, y se utilizé el constructo de fusion de anticuerpo como el
analito soluble para la determinacion de la afinidad. Las figuras 8 a 11 muestran los resultados de
este experimento. Se consider6 que IgG era el caso ideal de un suceso de unién bivalente. En
este caso se observo una constante de afinidad de 260 pM. El constructo de fusién Fab-IL2-Fab
presentaba una afinidad de 310 pM, que es esencialmente idéntica a la de IgG. Las dos variantes
del diacuerpo (mostradas en las figuras 10 y 11) presentaban afinidades medidas de 270 pM y
360 pM, respectivamente. Por lo tanto, todos dichos constructos presentaban afinidades
similares hacia el antigeno. La afinidad hacia el antigeno y el receptor de IL-2 se observaron
utilizando constructos similares basados en la secuencia del anticuerpo F16 (Brack S.S. et al,,
Clin. Canec. Res. 12(10):3200-3208, 2006). La figura 12 muestra los sensogramas de BIACORE
de 1a TgG de F16 y su fragmento Fab monovalente correspondiente, al inmovilizar el dominio
TNC-Al sobre el chip BIACORE. Bajo estas condiciones experimentales particulares, la
molécula de IgG mostré una constante de afinidad de 2,6 nM, y las moléculas de Fab mostraron
una constante de afinidad de 50 nM. En este caso, el incremento de afinidad atribuido a la
bivalencia fue un factor de 20. Los inmunoconjugados de diacuerpo, Fab-1L2-Fab y scFv-IL2-
scFv mostraron afinidades hacia el antigeno de 5 nM, 4,8 nM y 12 nM, respectivamente. Todos
dichos constructos, por lo tanto, presentaban afinidades hacia el antigeno mas estrechamente
similares al caricter bivalente de una molécula IgG que el comportamiento monovalente del
fragmento Fab.

Las diferencias fueron mis pronunciadas al observar las afinidades para el receptor de IL-2. Para
estudiar la afinidad de unién al receptor de IL-2, se generd una herramienta que permitia la
expresion de un receptor de IL-2 heterodimérico; se fusiond la cadena f del receptor de IL-2 a

una molécula de Fe que se manipulo para heterodimerizar (Fe(boton)) utilizando la tecnologia de
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“boton-en-ojal” (Merchant A.M. et al, Nat. Biotech. 16:677-681, 1998). A continuacidn, se
fusiono la cadena gamma del receptor de IL-2 a la variante Fc(ojal), que se heterodimerizo con
Fc(boton). Esta proteina de fusion de Fc heterodimérica seguidamente se utilizé como sustrato
para analizar la interaccion IL-2/receptor de IL-2. La figura 13 muestra el sensograma de
BIACOERE de la IL-2 disponible comercialmente (proleuquina), como analito, con el receptor
de IL-2 inmovilizado. La afinidad medida, de ~0,5 nM, estd de acuerdo con los valores
anteriormente publicados. Se resumen en la figura 17 las afinidades de los diversos constructos
hacia el receptor de IL-2. Se observo un resultado importante: la diferencia entre el diacuerpo
(F16 dia-IL2), que es bivalente con respecto a la citoquina, y la molécula Fab-1L2-Fab, que porta
Unicamente un grupo IL-2. La afinidad de unién del receptor de IL-2 del diacuerpo (0,8 nM) era
similar a la de la IL-2 no conjugada (proleuquina) (0,5 nM) a pesar de que el diacuerpo era
bivalente y la IL-2 era monovalente. La fusion Fab-IL2-Fab presentaba una afinidad de unién del
receptor de IL-2 reducida précticamente en un factor de 10 en comparacion con el diacuerpo, lo

que se reflejaba en una capacidad reducida para inducir la proliferacion de las células NK92, tal

como s¢ muestra en la figura 19.

Ejemplo 2

Construccién de bibliotecas genéricas de Fab

Se construyeron bibliotecas genéricas de anticuerpos en el formato Fab basandose en los genes
de la linea germinal humana utilizando los emparejamientos de dominio V siguientes: Cadena
ligera kappa Vk3_20 con cadena pesada VH3_23 para la biblioteca DP47-3 y cadena ligera
kappa Vki_17 con cadena pesada de VH1_69 para la biblioteca DP88-3. Ver la Tabla 2. Se
aleatorizaron ambas bibliotecas en la CDR3 de la cadena ligera (L3) y la CDR3 de la cadena
pesada (H3) y se ensamblaron a partir de 3 fragmentos por biblioteca mediante procesamiento
mediante PCR de extensién solapante (SOE). El fragmento 1 comprende ¢l extremo S’ del gen
de anticuerpo, incluyendo L3 aleatorizado; el fragmento 2 es un fragmento constante central que
abarca desde L3 a H3, mientras que el fragmento 3 comprende H3 aleatorizado y la parte 3" del
gen de anticuerpo.

Se utilizaron las combinaciones de cebadores siguientes para generar fragmentos de biblioteca
para la biblioteca DP47-3: fragmento 1 (LMB3 - LibL1b_new), fragmento 2 (MS63 - MS64),
fragmento 3 (Lib2H - fdseqlong). Ver la Tabla 9. Se utilizaron las combinaciones de cebadores

siguientes para generar fragmentos de biblioteca para la biblioteca DP88-3: fragmento | (LMB3
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- RJH_LIB3), fragmento 2 (RJH31 - RIH32), fragmento 3 (LIB88_2 - fdseqlong). Ver la Tabla
10.

TABLA 9;

Cecbadores utilizados cn 1a biblioteca DP47-3

LMRB3 CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC
LibLIb_new CACTTTGGTCCCCTGGCCGAACGTMNNGGGMNNMNNMNNACCCTGCTGAC
AGTAATACACTGC
MS63 TTTCGCACAGTAATATACGGCCGTGTCC
MS64 ACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGG
LibZzH GGCCGTATATTACTGTGCGAAANNKNNKNNKNNKNNETTTGACTACTGGGS
CCAAGGAAC
fdseqlong GACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGG
TABLA 10:
Cebadores utilizados en la biblioteca DP88-3
LMB3 CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC

RJH_LIB3 GACTTTGGTGCCCTGGCCAAACGT MNN GGG MNN MNN ACC MNN
CTGCAAGCAGTAATAGGTGGCAAAATC

RIH3I ACGTTTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAG
RIH32 TCTCGCACAGTAATACACGGCGGTGTCC
LIBS8 2 GGACACCGCCGTGTATTACTGTGCGAGA —[(33% GAC Asp; 26% GGT Gly; 10%

GAA Glu; 9% CGT Arg; 7% Lys; 6% GTT Val; 5% TCT Ser; 4% CTG Leu)l - (23%
GGT Gly; 17% TAC Tyr; 16% TCT Ser; 11% GCT Ala; 9% CGT Arg; 7% AAC Asn;
6% ACT Thr; 6% GTT Val; 5% CCG Pro)8]-
TTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCC

fdseglong GACGTTAGTAAATGAATTTTCTGTATGAGG

El protocolo de PCR para la produccion de fragmentos de biblioteca incluia: 5 minutos de
desnaturalizacién inicial a 94°C; 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, | minuto a 58°C y 1 minuto a
72°C; y alargamiento terminal durante 10 minutos a 72°C. Para la PCR de ensamblaje, como
molde se utilizaron proporciones equimolares de los 3 fragmentos. El protocolo de PCR de
ensamblaje incluia: 3 minutos de desnaturalizacién inicial a 94°C; y § ciclos de 30 segundos a
94°C, 1 minuto a 58°C, y 2 minutos a 72°C. En esta etapa, se afadieron los cebadores
complementarios para secuenciar los fragmentos exteriores 1-3 y se llevaron a cabo 20 ciclos
adicionales antes de un alargamiento terminal durante 10 minutos a 72°C.

Tras el ensamblaje de cantidades suficientes de constructos Fab aleatorizados de longitud
completa, se digirieron los constructos de Fab con Ncol/Notl para la biblioteca DP47-3, y con
Ncol/Nhel para la biblioteca DP88-3 en paralelo a vector fagémido aceptor tratado de manera

similar. Para la biblioteca DP47-3, se ligaron 22,8 pg de biblioteca de Fab con 16,2 pg de vector
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fagémido. Para la biblioteca DP88-3, se ligaron 30,6 pug de biblioteca de Fab con 30,6 pg de
vector fagémido.

Se utilizaron las ligaciones purificadas para 68 transformaciones para la biblioteca DP47-3, y 64
transformaciones para la biblioteca DP88-3, respectivamente, para obtener tamafios finales de

biblioteca de 4,2x10'° para DP47-3 y 3,3x10° para DP88-3.

Las particulas fagémidas que expresaban las bibliotecas de Fab se rescataron y se purificaron con.

PEG/NaCl para las selecciones.

Ejemplo 3

Seleccién de clon 2B10 anti-TNC A2

Las selecciones se llevaron a cabo contra TNC-A2 humano expresado en E. coli que se subclond
5’ de una etiqueta avi y una etiqueta de 6xhis. Ver la secuencia SEC ID n° 57 en la Tabla 5. El
antigeno se biotinilé in vivo tras la expresion. Se llevaron a cabo selecciones en solucén segin el
protocolo siguiente: (i) unién de ~ 10'? particulas fagémicas de la biblioteca DP88-3 y 100 nM
de TNC A2 humano biotinilado durante 0,5 horas en un volumen total de 1 ml, (ii) captura de
TNC-A2 humano biotinilado y fago unido mediante la adicion de 5,4x107 perlas magnéticas
recubiertas de estreptavidina durante 10 minutos; (iii} lavado de las perlas utilizando 5x 1 ml de
PBS/Tween 20 y 5x 1 ml de PBS, (iv) elucién de las particulas figicas mediante la adicién de 1
ml de TEA 100 mM (trietilamina) durante 10 minutos y neutralizacién mediante la adicién de
500 iL de Tris IM/HCI, pH 7,4, y (v) reinfeccion de células TG1 de E. coli en fase logaritmica,
infeccion con fago ayudante VCSMI13 y precipitacién posterior con PEG/NaCl de particulas
fagémicas que se utilizarin en rondas de seleccién posteriores.

Las selecciones se llevaron a cabo en 3 rondas utilizando una concentracion constante de
antigeno de 100 nM. En la ronda 2, se llev6 a cabo la captura de complejos de antigeno:fago en
placas con neutravidina en lugar de sobre perlas con estreptavidina. Se identificaron los ligantes
especificos mediante ELISA de la manera siguiente, utilizando: Se recubrié cada pocillo de
placas con neutravidina utilizando 100 il de 100 nM de TNC-A2 humano biotinilado.

Se afiadieron sobrenadantes bacterianos que contenian Faby se detectaron los Fabs ligantes
mediante sus etiquetas Flag mediante la utilizacién de un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP.
Tras la identificacion, el clon 2B10 se expresé bacterianamente en un volumen de cultivo de 0,5
litros, se purifico mediante afinidad y se caracterizd adicionalmente mediante analisis de SPR

utilizando BIACORE T100. Ver las secuencias SEC ID n® 3y 7 de 1a Tabla 3.

4@‘



10

15

20

25

30

-153-
Ejemplo 4

Seleccién de clon 2F11 anti-TCN A1/A4
Las selecciones se llevaron a cabo contra TNC-A1 humano expresado en E. coli que se subclond
5’ de una etiqueta avi y de una etiqueta de 6xhis. Ver la secuencia SEC ID n°® 59 en la Tabla 5.
El antigeno se biotinilé in vive tras la expresion. Se llevaron a cabo selecciones en solucién
segun cl protocolo siguiente: (i) unién de ~ 10" particulas fagémicas de la biblioteca DP47-3 y
100 nM de TNC Al humano biotinilado durante 0,5 horas en un volumen total de 1 ml, (ii)
captura de TNC-A1 humano biotinilado y fago unido mediante la adicién de 5,4x10’ perlas
magnéticas recubiertas de estreptavidina durante 10 minutos; (iii) lavado de las perlas utilizando
5x 1 ml de PBS/Tween 20 y 5x 1 ml de PBS, (iv) elucién de las particulas fagicas mediante la
adicion de 1 mi de TEA 100 mM (trietilamina) durante 10 minutos y neutralizacién mediante la
adicion de 500 iL de Tris IM/HCL, pH 7,4, y (v) reinfeccion de células TG1 de E. coli en fase
logaritmica, infeccion con fago ayudante VCSM13 y precipitacion posterior con PEG/NaCl de
particulas fagémicas que se utilizaran en rondas de seleccién posteriores.
Las selecciones se llevaron a cabo en 3 rondas utilizando una concentracién constante de
antigeno de 100 nM. En la ronda 2, se llevo a cabo la captura de complejos de antigeno:fago en
placas con neutravidina en lugar de sobre perlas con estreptavidina.
Todas las reacciones de unién se suplementaron con 100 nM de dominio constante CH3 de IgG
humana no biotinilada que comprendia una etiqueta avi y una ctiqueta de 6xhis carboxi-
terminales para competir para los clones no deseados que reconocen las etiquetas del antigeno.
En una primera etapa de cribado, se identificaron ligantes especificos mediante ELISA de la
manera siguiente: Se recubrié cada placa de neutravidina con 100 il de TNC-A1 humano
biotinilado 100 nM. Se afiadieron sobrenadantes bacterianos que contenian Fab y se detectaron
los Fabs que se unian especificamente a TNC-A1 humano a partir de sus etiquetas Fiag mediante
la utilizacién de un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP.
En una segunda etapa de cribado, se repitié la ELISA anteriormente indicado utilizando también
TNC-A1 murine, TNC A4 humano y TNC A4 mu como antigenos con el fin de determinar la
reactividad cruzada. Todos los antigenos comprendian las mismas etiquetas avi y 6xhis en su
extremo C-terminal y se encontraban biotiniladas in vivo. Ver las secuencias SEC ID n® 50 y 61
de la Tabla S.
Tras la identificacion, el clon 2F11 se expresé bacterianamente en un volumen de cultivo de 0,5
litros, se purificd mediante afinidad y se caracterizé adicionalmente mediante anélisis de SPR

utilizando BIACORE T100. Ver las secuencias SECID n° 9y 13 de la Tabla 3.
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Ejemplo §

Seleccion de clones anti-FAP (selecciones primarias)

Las selecciones se llevaron a cabo contra el ectodominio de 1a proteina activadora de fibroblastos
(FAP) humana o murina, que se clonaron cadena arriba de una polilisina y de una etiqueta 6xhis.
Ver las secuencias SEC ID n® 53 y 55 de la Tabla 5. Antes de las selecciones, se recubrieron
inmunotubos con los antigenos a una concentracién de 10 pg/ml or 5 ug/ml, dependiendo de la
ronda de seleccion. Se llevaron a cabo selecciones en solucién segin el protocolo siguiente: (i)
unién de ~ 10'? particulas fagémidas de la biblioteca DP47-3 a FAP humano o murino
inmovilizado durante 2 horas, ii) lavado de los inmunotubos utilizando 5 x S ml de
PBS/Tween20 y 5 x 5 ml de PBS, (iii) elucion de las particulas fagicas mediante la adicion de |
ml de TEA 100 mM (trietilamina) durante 10 minutos y neutralizacion mediante la adicion de
500 iL de Tris 1 M/HCI, pH 74, y (iv) reinfeccion de céiulas de E. coli TG1 en fase logaritmica
con fago ayudante VCSM13 y precipitacién posterior con PEG/NaCl de las particulas fagémicas
que se utilizaran en rondas de seleccidn posteriores.

Las selecciones se llevaron a cabo en tres o cuatro rondas utilizando concentraciones
decrecientes de antigeno de FAP humano y, en algunos casos, utilizando FAP murino a una
concentracion de 5 pg/ml en la ronda de seleccion final. Se definieron los ligantes especificos
como seflales 5 x mas altas que el fondo y se identificaron mediante ELISA. Se recubrieron
placas maxisorp de NUNC con 10 pg/m! de FAP humano o murino, seguido de la adicién de
sobrenadantes bacterianos que contenian Fab y la deteccion de Fabs de unién especifica
mediante sus etiquetas Flagm ediante !a utilizacién de un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP.
Se expresaron bacterianamente los clones positivos en ELISA, como cultivos de 1 ml en formato

de 96 pocillos y los sobrenadantes se sometieron a un experimento de cribado cinético utilizando
BIACORE T100.

Ejemplo 6

Construccion de bibliotecas de maduracion de afinidad anti-FAP
Se construyeron fres bibliotecas de maduracién de afinidad basadas en anticuerpos
preseleccionados de las selecciones primarias de anti-FAP. Més exactamente, se basaron en: (i)
el clon 2D9 anti-FAP humana (biblioteca a.m.FAP2D9) (ver las secuencias SEC ID n° 67 y 69
de la Tabla 3), (if} clon 4B8 anti-FAP murina (biblioteca a.m.FAP4B8) (ver las secuencias SEC
ID n° 71y 73 de la Tabla 3), e (iii) clones reactivos cruzadamente 7A1, 13B2, 13C2, 13ES,
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14C10 y 17A11 (biblioteca a.m.FAPpool) (ver las secuencias SEC ID n® 75 y 77 de la Tabla 3,
correspondiente a las secuencias de region variable de 7A1; secuencias SECID n° 79y 81 de la
Tabia 3, correspondientes a las sccuencias de regidn variable de 13C2; secuencias SEC ID n° 83
y 85, correspondientes a las secuencias de region variable de 13EB; secuencias SECID n® 87 y
89, correspondientes a las secuencias de regidn variable de 14C10; secuencias SEC ID n® 91 y
93, correspondientes a las secuencias de region variable de 17A11).

Cada una de estas bibliotecas consiste de dos sub-bibliotecas, aleatorizadas en CDR1 y CDR2 de
la cadena ligera (L1/L2) o en CDRI y CDR2 de la cadena pesada (H1/H2), respectivamente. Se
agruparon estas sub-bibliotecas tras la transformacion. Se construyd cada una de dichas sub-
bibliotecas mediante cuatro etapas posteriores de amplificacion y ensamblaje.

Para las bibliotecas de L1/L2, el protocolo de amplificacion y ensamblaje incluia: (i)
amplificacion del fragmento 1 (LMB3 - DPK22 CDRI rand ba opt) y fragmento 2
{DPK22_CDRI_fo - DPK22_Ck_BsiWI_ba), (ii) ensamblaje de los fragmentos 1 y 2 utilizando
los cebadores exteriorse LMB3 y DPK22_Ck_BsiW1_ba para crear el molde para el fragmento 3,
(i) amplificacién del fragmento 3 (LMB3 - DPK22 CDR2 rand ba) y fragmento 4
(DPK22_CDR2_fo - DPK22_Ck_BsiWI_ba), y (iv) ensamblaje final de los fragmentos 3 y 4
utilizando los mismos cebadores exteriores que los utilizados anteriormente. Ver la Tabla 1 para

las secuencias de los cebadores.

TABLA L1:

Cebadores utilizados en las bibliotecas de maduracién de afinidad de L1/1.2 para 1a maduracién de
afinidad de anti-FAP

LMB3 CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC

DPK22 CDRI_rand_ba_opt CAGGTTTCTGCTGGTACCAGGCTAAGTAGCTGCTGCTAACA
CTCTGACTGGCCCTGCAAG

DPK22 CDRI1 fo TTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTG

DPK22 Ck _BsiWl ba GGTGCAGCCACCGTACGTTTGATTTCC

DPK22_CDR2_rand ba CTGTCTGGGATGCCAGTGGCCCTGCTGGAGGCGCCATAGAT
GAGGAGCCTGGGAGCCTG

DPK22 CDR2 fo AGGGCCACTGGCATCCCAGACAG

En negrita: 60% base original y 40% aleatorizacién como M
Subrayado: 60% base original v 40% aleatotizacién como M

Para las bibliotecas de H1/H2, el protocolo de amplificacion y ensamblaje inclufa: (i)
amplificacién del fragmento 1 (RJHS3 - DP47 _CDRI_rand_ba opt) y fragmento 2
(DP47_CDRI_fo - MS5), (ii) ensamblaje de los fragmentos 1 y 2 utilizando los cebadores
exteriores RIH53 y MSS52 para crear el molde para el fragmento 3, (iii) amplificacién del
fragmento 3 (RTHS53 - DP47_CDR2_rand_ba) y fragmento 4 (DP47_CDR2_fo - MS52), y (iv)
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ensamblaje final de los fragmentos 3 y 4 utilizando los mismos cebadores exteriores que los

utilizados anteriormente. Ver la Tabla 12 para las secuencias de los cebadores.

TABLA 12:

Cebadores utilizados en las bibliotecas de maduracion de afinidad de H1/H2 para la maduracién de
afinidad de anti-FAP

RJHS3 CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCAC

DP47_CDR1_rand_ba_opt GAGCCTGGCGGACCCAGCTCATGGCATAACTGCTAAAGGTG
AATCCGGAGGC

DP47 CDR1 fo ATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTC

MS52 GAAGACCGATGGGCCTTTGGTGCTAG

DP47_CDR2_rand_ba CCTTCACGGAGTCTGCGTAGTATGTGCTACCACCACTACCA
CTAATAGCTGAGACCCACTCCAGCCCCTTCCC

DP47_CDR2 fo ACATACTACGCAGACTCCGTGAAGG

En negrita: 60% base original y 40% aleatorizacion como M
Subrayado: 60% base original y 40% aleatorizacion como M

Los productos ensamblados finales se digirieron con Neol/BsiWI para las sub-bibliotecas de
L1/L2 de am.FAP2D9 y a.m.FAP4B8, con Munl y Nhel para las sub-bibliotecas de H1/H2 de
a.m.FAP2D9 y amFAP4B8, asi como con Ncol/BamHI para la biblioteca de L1/L2 de
a.m.FAPpool y con BspEl/Pst] para las bibliotecas de H1/H2 de a.m.FAPpool, tespectivamente,
en paralelo a vectores aceptores tratados de manera similar basados en preparaciones de
plasmidos de los clones 2D9, 4B8 o una mezcla equimolar de los clones 7A1, 13B2, 13C2,
13E8, 14C10 y 17A11, respectivamente. Se ligaron las cantidades siguientes de dominios V
{parciales) aleatorizados y ¢l vector o vectores aceptores digeridos se ligaron para las bibliotecas
respectivas {ug dominio V/ug vector): sub-biblioteca de L1/L2 a.m.FAP2D9 (5,7/21,5), sub-
biblioteca de H1/H2 a.m.FAP2D9 (4,1/15,5), sub-biblioteca de L1/L2 a.m.FAP4BS (6,5/24,5),
sub-biblioteca de H1/H2 a.m.FAP4Bg (5,7/21,5), sub-biblioteca de L1/L2 a.m.FAPpool (4,4/20),
sub-biblioteca de H1/H2 a.m.FAPpoo! (3,4/15,5).

Las ligaciones purificadas de las sub-bibliotecas de L1/L2 y de H1/H2 se agruparon y se
utilizaron para 60 transformaciones de cada una de las 3 bibliotecas de maduracion de afinidad,
para obtener tamafios finales de biblioteca de 6,2 x 10° para a.m.FAP2D9, 9,9 x 10° para
amFAP4B8 v 2,2 x 10° para a.m.FAPpool.

Las particulas fagémidas que expresaban las bibliotecas de Fab se rescataron y se purificaron con

PEG/NaCl para selecciones secundarias.
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Ejemplo 7

Seleccion de clones anti-FAP de afinidad madurada

Las selecciones se lievaron a cabo contra el ectodominio de 1a proteina activadora de fibroblastos
(FAP) humana o murina, que se clonaron 5’ de una polilisina y de una etiqueta 6xhis. Ver las
secuencias SEC ID n® 53 y S5 de la Tabla 5. Antes de las selecciones, se recubrieron
inmunotubos con los antigenos a una concentracién de 10 pg/ml, 5 pg/ml 6 0,2 pg/mL,
dependiendo de la biblioteca y de la ronda de seleccién. Se llevaron a cabo selecciones en
solucién segin el protocolo siguiente: (i} unién de ~ 10'* particulas fagémidas de la biblioteca
am.FAP2D9, am.FAP4B8 o am.FAPpool a FAP humano o murino inmovilizado durante 2
horas, ii) lavado de los inmunotubos utilizando 10 a 20 x 5 mi de PBS/Tween20y 10 a 20 x 5 mi
de PBS (dependiendo de la biblioteca y de la ronda de seleccion), (iii) elucion de las particulas
fagicas mediante la adicién de 1 ml de TEA 100 mM (trietilamina) durante 10 minutos y
neutralizaciéon mediante la adicién de 500 iL de Tris 1 M/HCI, pH 7,4, y (iv) reinfeccion de
celulas de E. coli TG1 en fase logaritmica, infeccién con fago ayudante VCSM13 y precipitacion
posterior con PEG/NaCl de las particulas fagémicas que se utilizardn en rondas de seleccién
posteriores.

Las selecciones se llevaron a cabo en 2 rondas y se ajustaron las condiciones a cada una de las 3
bibliotecas individualmente. En detalle, los parametros de seleccion fueron: a.m.FAP2D9 (5 pg
/mL de FAP humana y 20 lavados en total para la ronda 1, 1 pug /mL de FAP humana y 30
lavados en total para la ronda 2), a.m.FAP4B8 (1 pg /mL FAP murina y 30 lavados en total para
laronda 1, 0,2 pg /mL FAP humana y 40 lavados eﬁ total para la ronda 2) y a.m.FAPpool (5 pg
/mL FAP humana y 30 lavados en total para la ronda 1, 5 ug /mL FAP murina y 30 lavados en
total para la ronda 2). Se definieron los ligantes especificos como sefiales 5 x mas altas que el
fondo y se identificaron mediante ELISA. Se recubrieron placas maxisorp de NUNC con 1 6 0,2
pg/ml de FAP humano o murino, seguido de la adicion de sobrenadantes bacterianos que
contenian Fab y la deteccion de Fabs de unidn especifica a partir de sus etiquetas Flag mediante
la utilizacién de un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP.

Se expresaron bacterianamente los clones positivos en ELISA, como cultivos de 1 ml en formato

de 96 pocillos y los sobrenadantes se sometieron a un experimento de cribado cinético utilizando
BIACORE T100.
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Ejemplo 8

Estudios de eficacia en diferentes formatos de IL-2 dirigida

Se llevo a cabo un experimento de eficacia utilizando dos formatos moleculares diferentes de
inmunoconjugado de interleuquina 2 especifico” para el estroma tumoral. Se inyectd
subcutdneamente ¢l teratocarcinoma F9 en ratones 129SvEv y se midié el tamafio tumoral
utilizando un calibrador. Se compard la molécula de “diacuerpo”-IL-2 a dos concentraciones
diferentes con el inmunoconjugado Fab-interleuquina-2-Fab (Fab-IL2-Fab), en el que las
concentraciones reflejaban un nimero similar de moléculas de inmunoconjugado. Se muestran
los resultados en la figura 3. El inmunoconjugado Fab-IL2-Fab muestra una inhibicién
significativa del crecimiento tumoral y es mejor que el formato de diacuerpo a las dos
concentraciones diferentes y mejor que los controles.

También se examind la supervivencia de ratones tratados con dos formatos moleculares de
inmunoconjugado de interleuquina-2 diferentes especificos para estroma tumoral. Se inyectd
intraesplénicamente la linea celularr de tumor gastrico humano LS174T en ratones SCID-beige.
Se compard la molécula de “diacuerpo™IL-2 a dos concentraciones diferentes con el
inmunoconjugado Fab-IL-2-Fab, en el que las concentraciones reflejaban un niimero similar de
moléculas de inmunoconjugado. Se muestran los resultados en la figura 4. El formato Fab-IL-2-
Fab resulté en un porcentaje de supervivencia més alto en comparacién con el formato de

diacuerpo y los controles.

Ejemplo 9
Técnicas de ADN recombinante

Se utilizaron métodos estandares para manipular el ADN, tales como los descritos en Sambrook,
I. et al., Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York, 1989. Los reactivos biol6gicos moleculares se utilizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se proporciona informacion general sobre secuencias de nucleétidos de cadenas ligeras y
pesadas de inmunoglobulinas humanas en: Kabat E.A. et al, Sequences of Proteins of

Immunological Interest, quinta edicién, publicacion de NTH n°® 91-3242, 1991,

Secuenciacién de ADN
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Se determinaron las secuencias de ADN mediante secuenciacion de la doble cadena.

Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados fueron preparados por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a

partir de oligonucleotidos sintéticos y productos de PCR mediante sintesis génica automatica.

Los segmentos génico flanqueados por sitios (inicos de corte por endonucleasa de restriccién se

clonaron en plasmidos pGA18 (ampR). El plasmido de ADN se purificé a partir de bacterias

10 transformadas y la concentracion se determiné mediante espectroscopia de UV. La secuencia del

ADN de los fragmentos génicos subclonados se confirmé mediante secuenciaciéon de ADN. Se

disefiaron segmentos génicos con sitios de restriccion adecuados para permitir la subclonacién en

los vectores de expresién respectivos. Todos los constructos se disefiaron con una secuencia 5°-

terminal de ADN codificante de un péptido lider que presenta como diana proteinas para la

” 15  secrecién en células eucaridticas. Las Tablas 13 y 14 proporcionan péptidos lider ejemplares y

secuencias polinucledtidas codificantes de los mismos, respectivamente.

TABLA 13:
Secuencias lider para la secrecion: Secuencias polipeptidicas.
- - Secuencias polipeptidicas, SECIDn"
MDWTWRILFLVAAATGAHS 273
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 276
MGWSCILFLVATATGVHS 278
20
TABLA 14:
Secuencias lider para la secrecion: Polynucleotide Sequences.
Secuencia polinucleétida SECID n”
ATGGACTGGACCTGGAGAATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCC 274
ACAGGAGCCCACTCC
ATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCC 275
. ACAGGAGCCCACTCC
ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGCCTCCTGCTGC 277
TCTGGTTCCCAGGTGCCAGGTGT
ATGGGATGGAGCTGTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTA 279
CCGGTGTGCATTCC
ATGGGCTGGTCCTGCATCATCCTGTTTCTGGTGGCTACCGCCA 280
CTGGAGTGCATTCC
ATGGGCTGGTCCTGCATCATCCTGTTTCTGGTCGCCACAGCCA 281
CCGGCGTGCACTCT
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Preparacién de inmunoconjugados

Se subclonaron las secuencias de ADN resultantes en vectores de expresién de mamifero (una
para la cadena ligera y una para la proteina de fusion de cadena pesada) bajo el control del
promotor MPSV y cadena arriba de un sitio poliA sintético, incluyendo cada vector una
secuencia OriP del EBV.

Se produjeron inmunoconjugados tal como se aplican en los ejemplos mediante 1a cotransfeccion
de células HEK293-EBNA en crecimiento exponencial con los vectores de expresiéon de
mamifero utilizando una transfeccion con fosfato de calcio. Alternativamente, se transfectaron
células HEK293 cultivadas en suspensién con polietilenimina (PEI) con los vectores de
expresién, o se utilizaron grupos de células CHO establemente transfectadas. Aunque los
constructos Fab-IL2-Fab con diana en FAP basados en 3F2 y 4G8 pueden purificarse mediante
cromatografia de afinidad utilizando una matriz de proteina A, deben purificarse mediante
cromatografia de afinidad en una matriz de proteina G, constructos Fab-IL2-Fab con diana en
TNC A2 basados en 2B10.

Brevemente, se purificd Fab-IL2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 a partir de sobrenadantes
mediante una etapa de afinidad (proteina G) seguido de cromatografia de exclusion por tamafios
(Superdex 200, GE Healthcare). Se equilibro la columna de proteina G en fosfato sédico 20 mM,
citrato sddico 20 mM, pH 7.5, se cargd el sobrenadante y se lavé la columna con fosfato sédico
20 mM, citrato sédico 20 mM, pH 7,5. Se eluy6 Fab-1L2-Fab con 4cido formico 8,8 mM, pH 3.
Las fracciones eluidas se agruparon y se purificaron mediante cromatografia por exclusion por
tamarios en el tampén de formulacion final. Fosfato de potasio 25 mM, cloruro sddico 125 mM,
glicina 100 mM, pH 6,7. La figura 50 muestra los resultados ejemplares de la purificacién y la
analitica.

Se purifico Fab-IL2-Fab 3F2 o Fab-IL2-Fab 4G8 con diana FAP mediante un método similar
compuesto de una etapa de afinidad (proteina A), seguido de cromatografia por exclusién de
tamaiios (Superdex 200, GE Healthcare). Se equilibré la columna de proteina A en fosfato
sadico 20 mM, citrato sédico 20 mM, pH 7,5, se cargo el sobrenadante, y la columna se lavé con
fosfato sodico 20 mM, citrato sédico 20 mM, cloruro sodico 500 mM, pH 7.5, seguido de un
lavado con fosfato sddico 13,3 mM, citrato sédico 20 mM, cloruro sodico 500 mM, pH 5,45
Opcionalmente se llevé a cabo un tercer lavado con MES 10 mM, cloruro sédico 50 mM, pH 3.
Se eluy6 Fab-IL2-Fab con citrato sodico 20 mM, cloruro sédico 100 mM y glicina 100 mM, pH

3. Las fracciones eluidas se agruparon y se purificaron mediante cromatografia por exclusién por
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tamafios en el tampon de formulacion final. Fosfato de potasio 25 mM, cloruro sddico 125 mM,
glicina 100 mM, pH 6,7.

Ejemplo 10

Construccién de bibliotecas adicionales de maduracién de afinidad anti-FAP

(basadas en los clones 3F2, 3D9, 4G8, 4B3 y 2C6)
Se construyeron cuatro bibliotecas adicionales de maduracion de afinidad basandose en
anticuerpos preseleccionados de reactividad cruzada procedentes de la primera campafia de
maduracién de afinidad de anticuerpos anti-FAP, es decir los clones 3F2, 3D9, 4GS, 4B3 y 2C6
(ver las secuencias SEC ID n® 17 y 21 de la Tabla 3, correspondientes a las secuencias de region
variable de 3F2; secuencias SEC ID n® 23 y 25 de la Tabla 3, correspondientes a las secuencias
de regioén variable de 3D9; secuencias SEC ID n® 33 y 35 de la Tabla 3, cotrespondientes a las
secuencias de regién variable de 4B3; secuencias SEC ID n® 41 y 43 de la Tabla 3,
correspondientes a las secuencias de region variable de 2C6). Més exactamente, las cuatro
bibliotecas se basaban en: 1) clones anti-FAP 3F2, 4G8 y 4B3 (biblioteca de VH, aleatorizada en
las CDRs | y 2 de la cadena pesada variable, es decir, 1a biblioteca de H1/H2), 2) los clones anti-
FAP 3D9 y 2C6 (biblioteca de VL, aleatorizada en las CDRs 1 y 2 de la cadena ligera variable,
es decir, la biblioteca de L1/L2), 3) clon anti-FAP 3F2 (biblioteca de L3 con aleatorizacidn suave
en la CDR3 de la cadena ligera, es decir, la biblioteca de L3), y 4) clon anti-FAP 3F2 (biblioteca
de H3 con aleatorizacidn suave en la CDR3 de la cadena pesada, es decir, la biblioteca de H3).
Se construyeron las dos primeras bibliotecas exactamente de la misma manera que se indica de
manera general para la primera campafa de maduracién de la afinidad de los anticuerpos anti-
FAP, para las bibliotecas de L1/L2 y H1/H2, respectivamente. En contraste, para las bibliotecas
de maduracién de la afinidad de L3 y de H3 basadas en el clon 3F2, se utilizaron dos nuevos
cebadores para introducir aleatorizacién suave en L3 AM_3F2_DPK22 13 _ba:
CACTTTGGTCCCCTGGCCGAACGT CGGGGGAAGCA
TAATACCCTGCTGACAGTAATACACTGC, con la bases subrayadas siendo 60% una base
dada y 40% una mezcla N (mezcla de los cuatro nucledtidos: A, C, G y T) y H3
(AM_3F2_DP47 H3_fo: GGCCGTATATTACTGTGCG AAA GGG TGG TTT GGT GGT
TTT AAC TACTGGGGCCAAGGAAC, con las bases subrayadas siendo 60% una base dada y

40% una mezcla N, siendo las bases en cursiva 60% una base dada y 40% G, vy siendo las bases

en cursiva subrayadas 60% una base dada y 40% una mezcla K (mezcla de los dos nucleétidos G
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y T) del clon parental. Los tamafios de biblioteca eran los siguientes: biblioteca de H1/H2 (1,13

x 10'%, biblioteca de L1/L2 (5,6 x 10%), biblioteca de L3 (2,3 x 10'%) y biblioteca de H3 (2,64 x
10").

Ejemplo 11
Seleccion de clones anti-FAP de afinidad madurada

Las selecciones se llevaron a cabo contra ¢l ectodominio de la proteina activadora de fibroblastos
(FAP) humana o murina, que se clonaron cadena arriba de una 6x-lisina y de una etiqueta 6xhis
{ver las secuencias SEC ID n® 53 y 55 de la Tabla 5). Antes de las selecciones, se recubrieron
inmunotubos con los antigenos a una concentracién de 1 pg/ml, 0,2 pg/ml 6 0,02 pg/mL,
dependiendo de la biblioteca y de la ronda de seleccion. Las selecciones y los cribados basados
en ELISA se llevaron a cabo tal como se ha descrito para la primera campafia de maduracion de
la afinidad de los anticuerpos anti-FAP. Se ltevaron a cabo los cribados secundarios utilizando
un biosensor ProteOn XPR36 (Biorad) y se determinaron las constantes de tasa cinética y las
afinidades mediante el anélisis de preparaciones de Fab purificadas a partir de la afinidad en el
mismo instrumento. Se identificaron los clones de afinidad madurada siguientes: 19G1 (ver las
secuencias SEC ID n® 121 y 123 de la Tabla 3), 20G8 (ver las secuencias SEC ID n°® 125y 127
de 1a Tabla 3), 4B9 (ver las secuencias SEC ID n® 129 y 131 de la Tabla 3), 5B8 (ver las
secuencias SEC ID n® 133 y 135 de la Tabla 3}, 5F1 (ver las secuencias SEC ID n® 137y 139 de
la Tabla 3), 14B3 (ver las secuencias SEC ID n° 141 y 143 de la Tabla 3), 16F1 (ver las
secuencias SEC ID n® 145 y 147 de la Tabla 3), 16F8 (ver las secuencias SEC ID n° 149 y 151
de la Tabla 3), O3C9 (ver las secuencias SEC ID n°® 153 y 155 de la Tabla 3), 22A3 (ver las
secuencias SEC ID n® 165 y 167 de la Tabla 3), 29B11 (ver las secuencias SEC ID n® 169y 171
de la Tabla 3) (todos estos clones se seleccionaron de la biblioteca de H1/H2 y se derivaron del
clon parental 3F2), 02D7 (ver las secuencias SEC ID n° 157 y 159 de la Tabla 3) (seleccionadas
de la biblioteca de L3 basada en el clon parental 3F2) y 28H1 (ver las secuencias SEC ID n° 161
y 163 de la Tabla 3), y 23C10 (ver las secuencias SEC ID n® 173 y 175 de la Tabla 3) (estos dos
clones se seleccionaron de la biblioteca de H1/H2 y se derivaron del clon parental 4Gg).

Las figuras 21 a 25 muestran los sensogramas de la resonancia de plasmén superficial de los
Fabs de afinidad madurada seleccionados contra FAP, y la Tabla 15 proporciona las afinidades
respectivas. Los Fabs seleccionados abarcan un intervalo de afinidades alto, en el intervalo de

PM a nM, y presentan reactividad cruzada para la FAP humana (hu) y murina (mu), asi como la
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FAP de Cynomolgus (cyno) segin se determind para clones seleccionados. Los Fabs anti-FAP
de afinidad madurada se convirtieron en el formate Fab-IL2-Fab y en anticuerpos IgG para ¢l
anélisis de especificidad. Se demostrd la especificidad de unién por la faita de unién a DPPIV

como homélogo cercano de FAP, expresado sobre células HEK293 o CHO.

TABLA 15:

Sumario de las constantes cinéticas de equilibrio (KD) de anticuerpo anti-FAP de afinidad
madurada en forma de fragmentos Fab (union monovalente).

anticuerpo |afinidad (Kp) para| afinidad (Kp) para | afinidad (Kp) para
FAP hu [pM| FAP mu [pM] FAP cyno [pM]

19G1 76 2600 n.d.
20G8 69 2800 n.d.

4B9 157 3300 n.d.

5B8 690 3200 n.d.

5F1 243 4100 n.d.

14B3 377 3800 n.d.

16F1 193 3400 n.d.

16F8 301 3800 n.d.
03C9 160 3700 n.d.
02D7 619 8300 n.d.
28H1 200 9 3600
22A3 34 655 522
29B11 35 436 23
23C10 1600 125 990

Ejemplo 12

Construccién de bibliotecas de maduracién de afinidad de anti-TNC A2 (basadas en

el clon 2B10)
S¢ construyé una biblioteca de maduracion de afinidad basdndose en el anticuerpo
preseleccionado de las selecciones primarias de TNC A2. Mas exactamente, se basé en el clon
parental 2B10 y consistia de dos sub-bibliotecas: 1) sub-biblioteca de Vy, aleatorizado en CDR1
y CDR2 de la cadena ligera (L1/L2), y 2) sub-biblioteca de Vy, aleatorizada en CDR1 y CDR2
de la cadena pesada (H1/H2). Se agruparon estas sub-bibliotecas tras la transformacién. Se
construyé cada una de dichas sub-bibliotecas mediante cuatro etapas posteriores de
amplificacién y ensamblaje. Para las bibliotecas de L1/L2: 1) amplificacion del fragmento 1

(LMB3 - AM_VKIA30_L1_ba} y del fragmento 2 (RJH50 (Vk1A30 _L1/L2_fo) - RJHSI
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(Vk1A30_BsiWI_ba)), 2) ensamblaje de los fragmentos 1 y 2 utilizando los cebadores exteriores
LMB3 y RIJH51 (Vk1A30 _BsiWI ba) para crear ¢l molde para 3) amplificacidon del fragmento 3
(LMB3 - AM_VkIA30 L2 ba) y el fragmento 4 (RJHS52 (VkIA30 L2/L3) - RJHSI
(Vk1A30_BsiWI_ba)), y 4) ensamblaje final de¢ los fragmentos 3 y 4 utilizando los mismos
cebadores exteriores que los indicados anteriormente. Para las bibliotecas de HI1/H2: 1)
amplificacién del fragmento 1 (RJH53 - AM_DP88 H1 ba_opt) y del fragmento 2 (RIH54
(DP88_HI1/H2 fo) - MS52), 2) ensamblaje de los fragmentos 1 y 2 utilizando los cebadores
exteriores RJHS3 y MS52 para crear el molde para 3) amplificacion del fragmento 3 (RJHS3 -
AM_DP88_H2_ba) y el fragmento 4 (RJH55 (DP88_H2H3 fo) - MS52), y 4) ensamblaje final
de los fragmentos 3 y 4 utilizando los mismos cebadores exteriores que los indicados
anteriormente. Los productos finales del ensamblaje se digirieron con Neol/BsiWI para las sub-
bibliotecas de Vi, y Munl y Nhel para las sub-bibliotecas de Vy, y se clonaron en vectores
aceptores digeridos de manera similar. El tamafio de la biblioteca resulté en 1,16 x 10’ clones

independientes.

TABLA 16:

Cebadores utilizados en las bibliotecas de maduracién de afinidad de L1/L2 para ligante
2B10 de anti-TNC A2

LMB3 CAGGAAACAGCTATGACCATGATTAC

AM_VKk1A30 L1 ba CCTGGCTTCTGCTGGTACCAGCCTAAATCATTACGAAT
GCCCTGACTTGCCCGGCAGGTGATG

RJH50(Vk1A30 L1/L2 fo) GCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAAAG

RIHS1(VKIA30 BsiW] ba) | GGTGCAGCCACCGTACGCTTGATCTC

AM_Vk1A30 L2 ba CTTGATGGGACGCCACTCTGCAAACTGGACGCAGCAT
AGATCAGGCGCTTAGGGGCTTTCC
RJHS2(VKIA30 L2/L3) TTGCAGAGTGGCGTCCCATCAAGGTTC

Subrayado: 60% base original y 40% aleatorizacién, V
En negrita: 60% base original y 40% aleatorizacién, M

TABLA 17:

Cebadores utilizados en las bibliotecas de maduracién de afinidad de H1/H2 para ligante
2B10 de anti-TNC A2

RJHS3 CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCAC

AM_DP88_HI1_ba opt GTCCAGGGGCCTGTCGCACCCAGCTTATAGCGTAGCT
GCTGAATGTGCCTCCGGAGGCCTTG

RJH54(DP88_H1/H2 fo) ATAAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGAC

MS52 GAAGACCGATGGGCCTTTGGTGCTAG

AM_DP88_H2 ba GACCCTGCCCTGGAACTTCTGTGCGTAGTTTGCGGTAC
CAAAGATAGGGATGATCCCTCCCATCCACTCGAGCCC
TTGTCCAG

RJH55 (DP88_H2H3 fo) TACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTCAC
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Subrayado: 60% base original y 40% aleatorizacién como V
En negrita: 60% base original y 40% aleatorizacién como N

Ejemplo 13
Seleccion de clones anti-TNC A2 de afinidad madurada

Se llevaron a cabo selecciones contra TNC A2 humana expresada en E. coli que se cloné cadena
arriba de una etiqueta avi y una etiqueta 6xhis (ver la secuencia SEC ID n® 57 de la Tabla 5). Se
biotinilé el antigeno in vivo tras la expresion. Se llevaron a cabo selecciones en solucién tal
como se describe para las selecciones primarias de TNC A2 utilizando concentraciones
decrecientes de TNC A2 humana comprendidas entre 100 y 2 nM, Tras la identificacién de
clones de afinidad madura mediante ELIAS, se llevaron a cabo cribados secundarios utilizando
un biosensor ProteOn XPR36 (Biorad) y se determinaron las constantes de tasa cinética y las
afinidades mediante el andlisis de preparaciones de Fab purificadas a partir de la afinidad en el
mismo instrumento. Se identificaron los clones de afinidad madurada siguientes: 2B10_O1F7
(ver las secuencias SEC ID n® 201 y 203 de la Tabla 3), 2B10_6H10 (ver las secuencias SEC ID
n° 205 y 207 de la Tabla 3), 2B10HC3A6 (ver las secuencias SEC ID n® 185 y 187 de la Tabla
3), 2B10_D1A2 (ver las secuencias SEC ID n° 189 y 151 de la Tabla 3), 2B10_0O7D8 (ver las
secuencias SEC ID n® 197 y 199 de la Tabla 3) (la totalidad de ellas se derivan de la sub-
biblioteca de V1), asi como 2B10_C3B6 (ver las secuencias SEC ID n° 177 y 179 de la Tabla 3),
2B10_6A12 (ver las secuencias SEC ID n® 181 y 183 de la Tabla 3) (estos dos clones se
derivaron de la sub-biblioteca de Vyy). Ademas, para el clon 2B10_D1A2, se generd un mutante
V32D (ver las secuencias SEC ID n° 193 y 195 de la Tabla 3) (numeracién segiin Kabat).

La figura 26 muestra los sensogramas de la resonancia de plasmén superficial de los Fabs de
afinidad madurada seleccionados contra TNC A2, y la Tabla 18 proporciona las afinidades

respectivas. Las Fabs seleccionadas abarcan un intervalo de afinidad elevada en el rango de las
pM.

TABLA 18:

Sumario de las constantes cinéticas de equilibrio (Kp) de anticuerpos anti-TNC A2 de afinidad
madurada en forma de fragmentos Fab (unién monovalente),

afinidad (Kp) para
TNC A2 hu [pM]
2B10 C3B6 191

anticuerpo
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2B10 6A12 290
2B10 C3A6 497
2B10 O7D8 147
2B10 O1F7 56
2B10 6H10 810
Ejemplo 14

Purificacién de constructos Fab-IL2-Fab basados en 2B10, 3F2 y 4G8

Se desarrollé otro método de purificacion (ademas del indicado en el Ejemplo 9) para los
constructos Fab-IL2-Fab basados en 2B10, 3F2 y 4G8. Aunque los constructos Fab-IL2-Fab
basados en 3F2 y 4G8 pueden purificarse mediante cromatografia de afinidad utilizando una
matriz de proteina A (por ejemplo MabSelect Sure), los constructos Fab-IL2-Fab basados en
2B10 deben purificarse mediante cromatografia de afinidad en una matriz de proteina G. El
procedimiento de purificacion se basa en las cuatro etapas siguientes:
1. Cromatografia de afinidad con MabSelect Sure o proteina G
2. Mantenimiento de pH bajo para la inactivacion retrovirica
3. Cromatografia de intercambio anidnico - cromatografia CaptoQ, para ¢liminar ¢l ADN
4. Cromatografia de intercambio catiénico - cromatografia de SP sefarosa FF, para eliminar
los agregados
Para la eliminacién de agregados en cromatografia a pequefia escala, alternativamente
puede utilizarse la cromatografia de exclusion por tamafio en una columna Superdex 200
(GE Healthcare).
Se proporciona un ejemplo del procedimiento de purificacién posteriormente para Fab-IL2-Fab
basado en 3F2. En una primera etapa, se ajustd a pH 7 el sobrenadante procedente de células
HEK293 transfectadas transitoriamente con PEI en medio Freestyle (Invitrogen) y se aplicéd a
una columna MabSelect de proteina A (GE Healthcare), se lavé con NaPO, 100 mM, NaCl 250
mM, pH 7, y se eluyd con formiato sddico 8,8 mM, pH 3. Se intercambiaron fracciones
seleccionadas en tampon de lavado y se aplicaron a una columna CaptoQ (GE Healthcare), se
lavaron con NaPO, 10 mM, NaCl 40 mM, pH 6,5, y se eluyeron con NaCl 2 M, Se ajustd el
cluido a pH 5 y se aplicé a una columna SP Sefarosa FF (GE Healthcare), se lavé con acetato
sodico 25 mM, NaCl 25 mM, pH S, y se eluyd con acetato sédico 25 mM, NaCl 300 mM, pH 5.

Las fracciones se intercambiaron en el tampén de formulacién final. La figura 27 muestra una

vista general del procedimiento de purificacion.
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El Fab-IL2-Fab basado en 3F2 purificado era puro tras la purificacion (figura 28A) y no contenia
agregados (figura 28B). El procedimiento de purificacion descrito se aplicd a un Fab-IL2-Fab
basado en 4G8. El Fab-1L2-Fab basado en 4G8 se comportaba de manera similar al Fab-IL2-Fab
basado en 3F2. El material purificado era puro tras la purificacién y no contenia agregados
(figura 28, C-D).

Se llevo a cabo la purificacion para el formato Fab-IL2-Fab con 2B10 (ligante de TNC A2)
como fragmento Fab. En una primera etapa, se ajustd a pH 7 el sobrenadante procedente de
celulas HEK293 transfectadas transitoriamente con PEI en medio Freestyle (Invitrogen) y se
aplicd a una columna de proteina G (GE Healthcare), se lavd con NaPQ, 100 mM, NaCl 250
mM, pH 7, y se eluyé con formiato sédico 8,8 mM, pH 3. Se intercambiaron fracciones
seleccionadas en tampon de lavado y se aplicaron a una columna CaptoQ (GE Healthcare), se
lavaron con NaPO, 10 mM, NaCl 40 mM, pH 6,5, y se eluyeron con NaCl 2 M. Se ajustd el
eluido a pH 5 y se aplicd a una columna SP Sefarosa FF (GE Healthcare), se lavé con acetato
sédico 25 mM, NaCl 25 mM, pH 5, y se eluyo con acetato sodico 25 mM, NaCl 300 mM, pH 5.
Las fracciones se intercambiaron en el tampén de formulacion final,

La figura 29 muestra los resultados de: (A) la caracterizacién analitica del producto mediante
SDS-PAGE (minige! Bis-Tris Novex NuPAGE, Invitrogen, tampoén de corrido MOPS, reducido
y no reducido), y (B) cromatografia analitica de exclusion por tamafio del producto tras cada una

de las tres etapas de purificacion, Se detectd 2,3% de agregados en el producto final.

Ejemplo 15
Ensayo de estabilidad

Se 1levod a cabo el ensayo de estabilidad para e! formato Fab-IL2-Fab con el ligante B19 del
ectodominio B de la fibronectina como fragmento Fab. Para los ensayos de estabilidad, se
purificé el constructo Fab-IL2-Fab mediante cromatografia de afinidad de proteina A con una
etapa de elucidn a pH 3, seguido de la cromatografia de exclusién por tamafio en una columna
Superdex 200 (GE Healthcare) tal como se ha descrito. Se sometieron a ensayo tres tampones
diferentes y se identifico HCI de histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0 como tampén
adecuado. A continuacion, se formulé Fab-IL2-Fab L19 en HCI de histidina 20 mM, NaCl 140
mM, pH 6,0, a una concentracién de 6,3 mg/m! y se almacenaron durante cuatro semanas a
temperatura ambiente y a 4°C. La figura 30 muestra datos de estabilidad ejemplares: Se

analizaron sondas cada semana para la concentracion mediante espectroscopia de UV (figura
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30A) (tras la centrifugacion para peletizar el material potencialmente precipitado) y para el
contenido de agregados mediante cromatografia analitica de exclusidn por tamafio en una
columna Superdex 200 (figura 30B). Los resultados muestran que no se produjo agregacion ni
degradacién al almacenar el constructo a 4°C o a temperatura ambiente durante 28 dias, asi como
tras un ciclo de congelacion/descongelacion a una concentracién de 6 mg/ml. Estos datos
demuestran que el formato Fab-IL2-Fab es altamente estable y que se comporta de manera

comparable a los anticuerpos IgG.

Ejemplo 16

Afinidades de unién de Fab-IL2-Fab con diana en FAP mediante resonancia de

plasmén superficial (Biacore)
Se determinaron las afinidades de unidn de los tres constructos Fab-IL2-Fab con diana en FAP:
Fab-IL2-Fab 3F2, Fab-IL2-Fab 4G8 y Fab-IL2-Fab 3D9, mediante resonancia de plasmon
superficial.
Para la determinacion de la unién de FAP, se capturd FAP mediante un anticuerpo anti-His
inmovilizado (Penta His, Qiagen n° 34660) y se utilizaron los constructos como analitos. La
temperatura del andlisis era 25°C y los constructos Fab-IL2-Fab se diluyeron 1:5 de 10 nM a 3,2
pM. Se aplicaron los parametros de medicion siguientes: Tiempo de asociacién: 180 s,
disociacién: 900 s, caudal: 90 il/min. Se regenerd el chip con glicina 10 mM, pH 2 durante 60
segundos. Las curvas se ajustaron al modelo 1:1 para obtener los valores de Kp (Rmax local,
R1=0).
Para determinar la afinidad para cadenas de receptor de 1L-2 (IL-2R), se inmovilizaron las
cadenas By v (b/g, constructo boton en ojal) o la cadena 4 (a) de IL-2R se inmovilizaron sobre el
chip y se utilizaron los constructos Fab-IL2-Fab como analitos. Temperatura del anélisis: 25°C.
Los constructos Fab-IL2-Fab 3F2 y 3D9 se diluyeron 1:2 de 25 nM a 0,78 nM y se aplicaron los
parametros de medicién siguientes: Tiempo de asociacidon: 100 s, disociacion: 180 s, caudal: 90
il/min. Se realizé la regeneracion con glicina 10 mM, pH 1,5, durante 20 segundos. Los
constructos Fab-IL2-Fab 4G8 se diluyeron de 100 nM a 3,125 nM y se aplicaron los pardmetros
de medicidn siguientes: Tiempo de asociacion: 180 s, disociacién: 180 s, caudal: 40 il/min.

Regeneracion con MgCl, 3 M durante 30 segundos.
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La Tabla 19 proporciona un resumen de las afinidades de unién de los inmunconjugados Fab-

IL2-Fab 3F2, 4G8 y 3D9. Los valores picomolares de afinidad alcanzan el limite de deteccién

del Biacore, Las figuras 31 a 34 muestran los sensogramas de Biacore y afinidades respectivas.

TABLA 19:
Resumen de las constantes de equilibrio cinético (Kp) de constructos Fab-IL2-Fab con diana en
FAP para FAP de diferentes especies, y receptor de IL-2 segun determinacion mediante
resonancia de plasmon superficial

Afinidad para | Afinidad para
FAP de receptor de IL-2receptor de IL-2
Constructo [FAP humana| FAP murina (b/g) (a)
Cynomolgus
receptor receptor
inmovilizado | inmovilizado
3F2 Fab-IL2-| Avidez: Avidez: Avidez: IL-2R bg hu 2,7 ND
Fab 25 pM 49 pM 24 pM nM '
IL-2R bg hu 3,8 IL-2R ahu 4,5
Fab-IL2-Fab Avidez: Avidez: Avidez: nM nM
4G8 83 pM 23 pM 74 pM IL-2R bg mu | IL-2R a mu 29
45,6 nM nM
Fab-IL2-Fab | Avidez: Avidez: Avidez: IL-2R bg hu 2,7 ND
D9 96 pM 63 pM 105 pM nM
Ejemplo 17

Afinidades de unién de Fab-IL2-Fab con diana en TNC A2 mediantc resonancia de

plasmén superficial (Biacore)
Para la determinacion de la union de TNC A2 a los antigenos biotinilados (dominios fn5-A1-A2-
A3 de TNC, fusionados entre si, expresados en E. coli. Mientras que los dominios fn5 y A3 en
todos los casos son de origen humano, los dominios Al y A2 son humanos, murinos o
Cynomolgus} se inmovilizaron sobre un chip con estreptavidina y se utilizaron los constructos
de inmunoconjugado como analitos. Temperatura del analisis: 25°C. Los constructos Fab-TL2-
Fab se diluyeron 1:2 de 25 nM a 0,39 nM vy se aplicaron los parametros de medicion siguientes:
Tiempo de asociacién: 180 s, disociacién: 180 s, caudal: 50 il/min. Se regenerd et chip con
glicina 10 mM, pH 1,5 durante 60 segundos. Las curvas se ajustaron al modelo 1:1 para obtener
los valores de Kp. A modo de control negativo, se aplicaron los dominios 1 a 8 de TNC
producidos en células HEK (HEK TNC 1 a 8).
Para determinar la afinidad para las cadenas B and y de receptor de IL-2 (IL-2R) (b/ g; constructo

de boton en ojal), se inmovilizé el constructo IL-2R sobre el chip y se utilizaron los
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inmunoconjugados Fab-IL2-Fab como analitos. Temperatura del analisis: 25°C. Los
inmunoconjugados Fab-IL2-Fab se diluyeron 1:2 de 25 nM a 0,78 nM vy se aplicaron los
parametros de medicion siguientes: Tiempo de asociacion: 100 s, disociacién: 180 s, caudal: 90
i/min. Se realizé la regeneracién con glicina 10 mM, pH 1,5, durante 20 segundos. Los
constructos Fab-1L2-Fab se diluyeron de 100 nM a 3,125 nM vy se aplicaron los pardmetros de
medicion siguientes: Tiempo de asociacion: 180 s, disociacién: 180 s, caudal: 40 il/min.
Regeneracion con MgCl2 3 M durante 30 segundos. La Tabla 20 proporciona un resumen de las
afinidades de union para el inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10, la figura 35 muestra los

sensogramas Biacore y afinidades respectivas.

TABLA 20:
Resumen de las constantes de equilibrio cinético (Kp} de constructos Fab-IL2-Fab con diana en
TNC A2 para TNC A2 de diferentes especies, y receptor-8/y de IL-2 segun determinacion
mediante resonancia de plasmon superficial

Afinidad para
receptor hu de
Constructo | TNC humana | TNC murina TNC de IL-2 (B/y)
Cynomolgus
receptor
inmovilizado
Fab-IL2-Fab
2B10 Avidez: Avidez: Avidez: 2.7nM
Antigenode £.| 0.12nM 0.77 nM 0.12 nM
coli inmov.
HEK TNC 1-8| Falta de unién
(cont. neg.)
Ejemplo 18

Ensayos de actividad biologica con inmunoconjugados Fab-IL2-Fab de IL2
dirigidos

Se investigd la actividad biolégica de inmunoconjugados Fab-IL2-Fab de IL-2 dirigidos en

varios ensayos celulares en comparacion con IL-2 (proleuquina).

Induccion de la proliferacién de las células NK92
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Se investigaron moléculas Fab-IL2-Fab de IL-2 dirigidas que reconocian TNC A2 (2B10) o FAP
(3F2 y 4G8) para su potencial de inducir la proliferacion de células NK92 en comparacién con
IL-2 {proleuquina) y el diacuerpo 1.19 de IL-2 que reconoce la EDB de la fibronectina,

Se recubrieron los pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos de fondo plano con 2 pg/ml de
tenascina humana, FAP o fibronectina durante la noche a 4°C. Tras bloquear la placa, se titularon
los constructos Fab-IL2-Fab o el diacuerpo en la placa y se incubaron durante 90 minutos a
temperatura ambiente (RT) para la unién. Tras un lavado intensivo para eliminar los constructos
no unidos, se afiadieron células NK92 privadas de IL-2 (10.000 células/pocillo). A modo de
control positivo se afadid proleuquina en solucién a algunos de los pocillos. Las células se
incubaron durante 2 dias a 37°C en un incubador humidificado (con 5% de CO,) antes de lisar
las células para determinar la proliferacién mediante la medicién del ATP utilizando el kit
CellTiter Glo (Promega).

Los resultados en la figura 36 muestran que todos los constructos Fab-IL2-Fab fueron capaces de
activar la sefializacion de IL-2R sobre las células NK92 y de estimular su proliferacion. Debido a
la afinidad de union reducida para el heterodimero IL-2R B/y requerida para la sefializacién, se
redujo la potencia de la induccidn del crecimiento celular en un factor de aproximadamente 10 6
mas en comparacion con la IL-2 (proleuquina). Sin embargo, la eficacia global a dosis més altas

se conservo y era comparable a la de la 1L-2 (proleuquina).

Induccion de la fosforilacion de STATS

En otro experimento los presentes inventores sometieron a ensayo la induccidon de la
fosforilacion de STATS como consecuencia de la sefializacién de IL-2R mediada por IL-2 tras la
incubacion con una molécula de Fab-IL2-Fab de IL-2 que reconocia FAP (basada en 4G8) sobre
diferentes poblaciones de células efectoras, incluyendo: A) células NK CD56%, B) células T
ayudante CD4"CD25'CD127", C) células T citotoxicas CD3 CD8", y D) células T reguladoras
(Tregs) CD4"CD25"FOXP3" de PBMCs humanas en solucion.

Se trataron PBMCs aisladas a partir de sangre de donantes sanos, durante 20 minutos con
diferentes concentraciones de proleuquina o Fab-IL2-Fab antes de fijar/permeabilizar las mismas
y tefiilas con anticuerpo anti-PhosphoSTATS (Becton Dickinson) segan las instrucciones del
suministrador. Tras la tincién intracelular de STATS fosforilado, asi como FOXP3, se tifieron
marcadores de superficic (CD3, CD4, CD8, CD36 y CD127) para la determinacién de las

diferentes subpoblaciones mediante citometria de flujo (FACS Canto II).
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Los resultados en la figura 37 confirman los resultados de la figura 36 y muestran que el
constructo Fab-1L2-Fab 4G8 era capaz de activar la sefializacion de IL-2R en diversas células
efectoras positivas para IL-2R y de inducir la sefializacién cadena abajo de IL-2R y la
fosforilacion de STATS. Debido a la afinidad de unién reducida para el heterodimero IL-2R Biy
requerida para la sefializacién, se redujo la potencia de la induccion de la fosforilaciéon de
STATS en un factor de aproximadamente 10 6 mas en comparacién con la IL-2 (proleuquina).

Sin embargo, la eficacia global a dosis mis altas se conservé y era comparable a la de la IL-2

(proleuquina).

Liberacion de IFN-y e induccién de la proliferacién en solucion y tras la

inmovilizacién
En otro experimento, los presentes inventores pretendian imitar la situacion producida en un
tumor en el que se encuentra unido inmunoconjugado de IL-2 dirigido e inmovilizado sobre las
células tumorales o el estroma tumoral y puede activar las células efectoras. Con el fin de Hevar
a cabo lo anterior, los presentes inventores llevaron a cabo un ensayo de liberacién de IFN- y con
celulas NK92, asi como un ensayo de proliferacion con los inmunoconjugados en solucion, o
recubrieron placas de microtitulacién con antigeno TNC o FAP de manera que los
inmunoconjugados de IL-2 dirigidos se encontrasen inmovilizados tras la unién a TNC o FAP.
Se recubrieron los pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos de fondo plano con 2 pg/mi de
tenascina humana o FAP durante la noche a 4°C. Tras bloquear la placa, se titularon los
constructos Fab-IL2-Fab en la placa y se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente
(RT) para la unién, Tras un lavado intensivo para eliminar los constructos no unidos, se
afiadieron células NK92 privadas de IL-2 (10.000 células/pocillo). A medo de control positive se
afiadio proleuquina en solucidn a algunos de los pocillos. Para determinar la proliferacién de las
celulas, éstas se incubaron durante 2 dias a 37°C en un incubador humidificado {con 5% de CO,)
antes de lisar las células para determinar la proliferacion mediante la medicion del ATP
utilizando el kit CellTiter Glo (Promega). Se midié la liberacion de IFN-y en un enfoque
separado tras 24 horas de incubacién con Fab-IL2-Fab en el sobrenadante de las células con el
kit ELISA de IFN-y humano de Becton Dickinson.
Los resultados confirmaron que todos los constructos Fab-IL2-Fab con diana en FAP, TNC Al o
TNC A2 eran capaces de activar la sefializacién de IL-2R sobre células NK92 y de inducir la
proliferacion (figura 38A) de las células, asi como la secrecion de IFN-y (figura 38C) en caso de

encontrarse presente en solucién. Debido a la afinidad de unién reducida para ¢! heterodimero
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IL-2R f/y requerida para la sefializacion, se redujo la potencia de la induccién de la liberacién de
IFN-y en un factor de aproximadamente 10 6 mas en comparacion con la IL-2 (proleuquina). Sin
embargo, la eficacia global a dosis mas altas se conservd y era comparable a fa de la IL-2
(proleuquina). En el caso de que las placas de microtitulacion se recubriesen con FAP o0 TNC, y
los constructos se inmovilizasen sobre la placa, todos los constructos Fab-IL2-Fab con diana en
FAP, TNC Al o TNC A2 todavia eran capaces de activar la sefializaciéon de IL-2R sobre las
células NK92 y de inducir el crecimiento celular (figura 38B) v la liberacion de IFN- y (figura
38D). En comparacion con el ensayo realizado en solucidn, la diferencia de eficacia entre la IL-2
no recubierta (proleuquina) y los constructos Fab-IL2-Fab inmovilizados era un orden de
magnitud més alta; sin embargo, la eficacia giobal a dosis mas altas se conservd y era
comparable a la de IL-2 (proleuguina).

Estos datos apoyan fuertemente el concepto de generar los inmunoconjugados dirigidos con baja
exposicioén sistémica, pero que se acumulen en el sitio de la enfermedad, donde median en su
funcién.

En el ejemplo siguiente, los presentes inventores investigador si dichas propiedades in vitro se

traducian en una eficacia in vivo superior en modelos de xenoinjerto.

Ejemplo 19

Eficacia in vive de inmunoconjugados Fab-IL2-Fab dirigidos contra FAP y TNC A2
en xenoinjertos de lineas celulares tumorales humanas

Se sometieron a ensayo los inmunoconjugados Fab-1L2-Fab dirigidos contra FAP y TNC A2

para su eficacia antitumoral en varios modelos de xenoinjerto.

Modelo de xenoinjerto LS174T

Se sometid a ensayo el inmunoconjugado Fab-1L2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 en la linea
celular colorrectal humana LS174T, inyectado intraesplénicamente en ratones SCID.

Las células LS174T (células de carcinoma de colon humano) se obtuvieron originalmente de
ECACC (European Collection of Cell Culture) y tras la expansién se depositaron en el banco
celular interno de Glycart. Se cultivaron LS174T en medio de Eagle MEM que contenia 10% de
FCS (PAA Laboratories, Austria), glutamax al 1% y amino4cidos no esenciales MEM al 1%
(Sigma). Las células se cultivaron a 37°C en una atmosfera saturada en agua con 5% de CO,. Se

utilizé el pase in vitro 15 para la inyeccién intraespiénica, a una viabilidad de 92,8%. Se realizd

28
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una incision pequefia en el sitio abdominal izquierdo de ratones SCID/beige anestesiados. Se
inyectaron cincuenta microlitros (3x10® células LS174T en medio AimV) de suspension celular a
través de la pared abdominal inmediatamente debajo de la capsula del bazo. Se cerraron las
heridas de la piel utilizando grapas.

Ratones SCID hembra; de 8 a 9 semanas de edad al inicio del experimento (adquiridos de
Taconics, Dinamarca) se mantuvieron bajo condiciones libres de patogenos especificos, con
ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad, de acuerdo con directrices acordadas
(GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental fue revisado y autorizado
por ¢l gobiemo local (P 2008016). Tras su recepcién, los animales se mantuvieron durante una
semana para aclimatarse al nuevo ambiente y para la observaciéon. Se llevd a cabo un
seguimiento continuo de su salud de manera regular,

Los ratones recibieron inyecciones intraesplénicas el dia de estudio 0 de 3x10° células LS174T,
s¢ aleatorizaron y se pesaron. Una semana después de la inyeccion de células tumorales, los
ratones recibieron inyecciones i.v. de Fab-1L2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 (Fab-IL2-Fab-
SH2B10), diacuerpo L19 de IL-2 con diana en EDB de la fibronectina, o proleuquina dos veces a
la semana durante tres semanas.

Todos los ratones recibieron inyecciones i.v. de 200 pl de Ia solucién apropiada. Los ratones en
el grupo de vehiculo recibieron una inyeccién de PBS y los grupos de tratamiento con el
constructo Fab-1L.2-Fab, el diacuerpo o la proleuquina. Para obtener la cantidad apropiada de
inmunoconjugado por cada 200 pl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario,
La figura 39 muestra que el inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 medié
una eficacia superior en términos de una mediana de supervivencia incrementada en

comparacion con la IL-2 desnuda (proleuquina) y la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en
EDB de fibronectina.

TABLA 21:
Compuesto | Dosis Tampén de formulacién Concentracién
{mg/ml)
Diacuerpo | 12 ug citrato sédico 20 mM, 2,00
L19 de IL-2 sacarosa 190 mM (=solucién madre)
arginina 20 mM
pH 6,5
Proleuquina | 4 ug manitol 1,0
(IL-2) laurilsulfato sddico (=solucién madre)
fosfato sodico
Fab-IL2- 16 ug fosfato de potasio 25 mM, 1,86
Fab 2B10 NaCl 125 mM, (=solucién madre)

7R
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(G65S) de glicina 100 mM,
TNC A2 hu pH 6,7
SBH2B10

Modelo de xenoinjerto de ACHN

Los inmunoconjugados Fab-IL2-Fab 3F2 o 4G8 con diana en FAP se sometieron a ensayo en la
linea celular renal humana ACHN, inyectados intrarrenalmente en ratones SCID.

Las células ACHN (células de adenocarcinoma renal humano) se obtuvieron originalmente de la
ATCC (American Type Culture Collection) y tras la expansion se depositaron en el banco
celular intemo de Glycart. Se cultivaron ACHN en DMEM que contenia FCS al 10%. Las
células se cultivaron a 37°C en una atmosfera saturada en agua con 5% de CO». Se utilizo el pase
in vitro 9 para la inyeccidén intrarrenal, a una viabilidad de 97,7%. Se realizé una incision
pequeiia (2 cm) en el flanco derecho y en la pared peritoneal de los ratones SCID bajo anestesia.
Se inyectaron cincuenta pl (1x10° células ACHN en medio AimV) de suspensién celular 2 mm
subcapsularmente en el rifién. Se cerraron las heridas de la piel y de la pared peritoneal
utilizando grapas.

Ratones SCID hembra; de 8 a 9 semanas de edad al inicio del experimento (adquiridos de
Charles River, Sulzfeld, Alemania) se mantuvieron bajo condiciones libres de patogenos
especificos, con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad de acuerdo con
directrices de una comision (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental
fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras su recepcion, los animales se
mantuvieron durante una semana para aclimatarse al nuevo ambiente y para la observacion. Se
llevo a cabo un seguimiento continuo de su salud de manera regular.

Los ratones recibieron inyecciones intrarrenales el dia de estudio 0 de 1x10° células ACHN, se
aleatorizaron y se pesaron. Una semana después de la inyeccion de células tumorales, los
ratones recibieron inyecciones i.v. de proleuquina, diacuerpo L19 de IL-2 o inmunoconjugados
Fab-IL2-Fab 3F2 o 4G8 con diana en FAP dos veces a la semana durante tres semanas.

Todos los ratones recibieron inyecciones i.v. de 200 ul de la solucién apropiada. Los ratones en
¢l grupo de vehiculo recibieron inyecciones de PBS y los grupos de tratamiento, de proleuquina,
diacuerpo L19 de IL-2 o inmunoconjugados Fab-IL2-Fab 3F2 o 4G8 con diana en FAP. Para
obtener la cantidad apropiada de inmunoconjugado por cada 200 pl, las soluciones madre se

diluyeron con PBS en caso necesario.
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La figura 40 muestra que el inmunoconjugado Fab-1L2-Fab 3F2 y 4G8 con diana en FAP medié
una eficacia superior en términos de una mediana de supervivencia incrementada en
comparacion con la IL-2 desnuda (proleuquina) y la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en
EDB de fibronectina. El Fab-IL2-Fab basado en 4G8, que presenta una afinidad maés alta para la

FAP murina, medié una eficacia superior que el Fab-I1.2-Fab basado en 3F2.

TABLA 22:
Compuesto | Dosis Tampén de formulacién _g:;;;';)tracmn
Diacuerpo | 12 ug citrato sodico 20 mM, 2,00
L19 de IL-2 sacarosa 190 mM (=soluciéon madre)
arginina 20 mM,
pH 6,5
Proleuquina { 4 pg manitol 1,0
(IL2) laurilsulfato sédico (=solucién madre)
fosfato sodico
Fab-IL2- 16 pg fosfato de potasio 25 mM, 2,46
Fab 3F2 NaCl 125 mM, {=solucion madre)
FAP = 3F2 glicina 100 mM,
FAP pH 6,7
Fab-IL2- 16 ug fosfato de potasio 25 mM, 11,8
Fab 4G8 NaCl 125 mM, (=solucién madre)
FAP = 4G8 glicina 100 mM,
FAP pH 6,7

Modelo de xenoinjerto A549

Se sometid a ensayo el inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 en la linea
celular de NSCLC A549, inyectado i.v. en ratones transgénicos FeyRIII SCID-humanos.

Las células de carcinoma pulmonar de células no pequefias A549 se obtuvieron orignalmente de
la ATCC (CCL-185) y tras la expansion se depositaron en el banco celular interno de Glycart. La
linea celular tumoral se cultivo rutinariamente en DMEM que contenia FCS al 10% (Gibco) a
37°C en una atmosfera saturada de agua con 5% de CO,. Se utilizd el pase 2 para el trasplante, a
una viabilidad de 98%. Se inyectaron i.v. 2x10° células por animal en la vena de la cola en 200
ul de medio de cultivo celular AimV (Gibco).

Ratones SCID-FcyRIIl hembra (GLYCART-RCC), de 8 a 9 semanas de edad al inicio del
experimento (criados en RCC, Suiza) se mantuvieron bajo condiciones libres de patogenos
especificos, con ciclos diarios de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad de acuerdo con

directrices de una comisién (GV-Solas, Felasa, TierschG). El protocolo del estudio experimental
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fue revisado y autorizado por el gobierno local (P 2008016). Tras su recepcion, los animales se
mantuvieron durante una semana para aclimatarse al nnevo ambiente y para la observacion. Se
llevd a cabo un seguimiento continue de su salud de manera regular.

Los ratones recibieron inyecciones iv. el dia de estudio 0 de Sx10° células AS549, sc
aleatorizaron y se pesaron. Una semana después de la inyeccién de células tumorales, los ratones
recibieron inyecciones i.v. de Fab-IL2-Fab 2B10 o diacuerpo LL19 de IL-2 dos veces a la semana
durante tres semanas.

Todos los ratones recibieron inyecciones i.v. de 200 ul de la solucion apropiada. Los ratones en
el grupo de vehiculo recibieron una inyeccion de PBS y el grupo de tratamiento, de constructo
Fab-IL2-Fab o diacuerpo L19 de IL-2. Para obtener la cantidad apropiada de inmunoconjugado
por cada 200 pl, las soluciones madre se diluyeron con PBS en caso necesario.

La figura 41 muestra que el inmunoconjugado Fab-IL2-Fab 2B10 con diana en TNC A2 medié
una eficacia superior en términos de mediana de supervivencia incrementada en comparacién

con la molécula de diacuerpo de IL-2 con diana en EDB de fibronectina.

TABLA 23:
Compuesto | Dosis Tampén de formulacién Concentracién
(mg/ml}
Diacuerpo | 12 ug citrato sddico 20 mM, 2.00
L19de]L-2 sacarosa 190 mM (=solucién madre)
arginina 20 mM,
pH 6,5
Fab-1L2- 16 pg fosfato de potasio 25 mM, 1.86
Fab 2B10 NaCl 125 mM, (=solucion madre)
(G658) de glicina 100 mM,
TNC A2 hu pH 6,7
=2B10
Ejemplo 20

Purificacidn de inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab de GM-CSF dirigido

La purificacion inicial del inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab con L19 (ligante de ectodominio
B de la fibronectina) como fragmento Fab se llevd a cabo en sobrenadantes de células HEK 293
EBNA transitoriamente transfectadas, Brevemente, se purificé Fab-GM-CSF-Fab mediante
cromatografia de proteina A seguido de cromatografia de exclusion por tamaiio. Se equilibré la

columna de proteina A en fosfato sddico 20 mM, citrato sodico 20 mM, pH 7,5. Se cargé el
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sobrenadante y la columna se lavé en primer lugar con fosfato sédico 20 mM, citrato sédico 20
mM, pH 7.5, seguido de fosfato sédico 20 mM, citrato s6dico 20 mM, cloruro sédico 100 mM,
pH 7,5. Se eluyé GM-CSF dirigido utilizando citrato sédico 20 mM, clorure sodico 100 mM,
glicina 100 mM, pH 3, y se neutralizo posteriormente. Para la formulacién se aplico el tampén
siguiente: Fosfato de potasio 25 mM, cloruro sédico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7.

La figura 42 muestra los perfiles de elucion de la purificacion y los resultados de la
caracterizacion analitica del producto mediante SDS-PAGE (minigel Bis-Tris Novex NuPAGE,

Invitrogen, tampon de corrido MOPS, reducido y no reducido). El rendimiento fue 4,8 mg/i.

Ejemplo 21

Ensayo de actividad bioldgica con inmunoconjugado dirigide Fab-GM-CSF-Fab de

GM-CSF
El inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab purificado con L19 (ligante de ectodominio B de
fibronectina) como Fab se analizd posteriormente en un ensayo de proliferacion dependiente de
GM-CSF. Brevemente, se sembraron células TF-1, que crecen en dependencia de GM-CSF, tras
el ayuno durante la noche a una densidad de 10.000 células/pocillo en una placa de 96 pocilios
de fondo plano. Se titularon GM-CSF recombinante humano (Miltenyi n® 130-093-862) o
inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab sobre las células en solucién, Tras 2 dias de proliferacion a
37°C en un incubador humidifcado con 5% de CO;, las células se lisaron y se midid el contenido
de ATP con el ensayo CellTiter Glo de Promega. Las células no tratadas con GM-CSF se fijaron
a 0% de crecimiento para el calculo. Los resultados en la figura 43 muestran que el

inmunoconjugado Fab-GM-CSF-Fab indujo una fuerte proliferacién de las céiulas TF-1.

Ejemplo 22

Purificacion de inmunoconjugado dirigido Fab-IL12-Fab de IL-2

La purificactén inicial del inmunoconjugado Fab-IL12-Fab 4GB (ligante de FAP) como
fragmento Fab se llevé a cabo en sobrenadantes de células HEK 293 EBNA transitoriamente
transfectadas. Brevemente, se purificé Fab-IL12-Fab mediante cromatografia de proteina A
seguido de cromatografia de exclusién por tamafio. Se equilibré la columna de proteina A en

fosfato sédico 20 mM vy citrato sodico 20 mM, pH 7,5. Se cargo el sobrenadante v 1a columna se
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lavé con fosfato sodico 20 mM, citrato sédico 20 mM y cloruro sédico 500 mM, pH 7,5. Se llevé
a cabo un segundo lavado con fosfato sédico 13,3 mM, citrato sédico 20 mM vy cloruro sddico
500 mM, pH 5,45. Tras un tercer lavado con MES 10 mM y cloruro sédico S0 mM, pH 5, se
eluyé IL-12 dirigido utilizando citrato sédico 20 mM, cloruro sédico 100 mM y glicina 100 mM,
pH 3, y posteriormente se neutralizé. Para la formulacion se aplic el tampdn siguiente: fosfato
de potasio 25 mM, cloruro sddico 125 mM y glicina 100 mM, pH 6,7.

La figura 44 muestra los perfiles de elucion de la purificacion y los resultados de la
caracterizacion analitica del producto mediante SDS-PAGE (minige! Bis-Tris Novex NuPAGE,

Invitrogen; tampon de corrido MOPS, reducido y no reducido). El rendimiento fue de 43 mg/l.

Ejemplo 23

Ensayos de actividad biolégica con inmunoconjugados dirigidos Fab-IL2-Fab de
1L2
El inmunoconjugado Fab-IL12-Fab 4G8 purificado (ligante de FAP) como Fab se analizd
posteriormente para la liberacién de IFN-y inducida por IL-12, comparando el efecto de IL-12 y
el inmunoconjugado Fab-IL12-Fab 4GS purificado, en PBMCs aisladas a partir de sangre
humana fresca procedente de un donante sano.
Brevemente, se aislaron PBMCs de sangre humana fresca procedente de un donante sano y se
sembraron en una placa de 96 pocillos de fondo en U (1,5x10° células/pocillo) en medio AIM V.
Se afiadi6 a todos los pocillos una concentracion constante de 10 ng/ml de IL-2 hu (Preprotech).
El constructo Fab-IL12-Fab se diluyd en el medio vy se tituld sobre las PBMCs. Se recogieron los
sobrenadantes tras aproximadamente 20 horas para determinar las concentraciones de IFN-y
utilizando el kit ELISA I para IFN-y hu de Becton Dickinson (n® 550612).
Los resultados en la figura 45 muestran que: A) la cantidad seleccionada de IL-2 humano (hu)
solo, asi como de IL-12 solo no era capaz de inducir una liberacion significativa de IFN-y por
parte de las PBMCs humanas, mientras que la combinacion de ambas citoquinas condujo a una
liberacién significativa de IFN-y por parte de las PBMCs. B) El constructo Fab-IL-12-Fab indujo
la liberacion de IFN-y por parte de las PBMCs humanas de una manera dependiente de la

concentracion en presencia de 10 ng/ml de IL-2 humana.
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Ejemplo 24

Purificacién de inmunoconjugado dirigido Fab-IFN a2-Fab de IFN-a

La purificacion inicial del inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab con L19 (ligante de ectodominio B
de la fibronectina) como fragmento Fab se llevd a cabo en sobrenadantes de células HEK 293
EBNA transitoriamente transfectadas. Brevemente, se purificé Fab-IFNa2-Fab mediante
cromatografia de proteina A seguido de cromatografia de exclusién por tamafio. Se equilibré la
columna de proteina A en fosfato sédico 20 mM y citrato sédico 20 mM, pH 7,5, Se cargd el
sobrenadante y la columna se lavé en primer lugar con fosfato sédico 20 mM vy citrato sédico 20
mM, pH 7,5, seguido de fosfato sodico 20 mM, citrato sédico 20 mM y cloruro sodico 100 mM,
pH 7,5. Se eluyé el Fab-IFNa2-Fab con citrato sodico 20 mM, cloruro sédico 100 mM y glicina
100 mM, pH 3, y se neutralizé posteriormente. Para la formulacién se aplicé ¢l tampén
siguiente: fosfato de potasio 25 mM, cloruro sédico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7.

La figura 46 muestra los perfiles de elucién de la purificacion y los resultados de la
caracterizacion analitica del producto mediante SDS-PAGE (minigel Bis-Tris Novex NuPAGE,
Invitrogen, tamp6n de corrido MOPS, reducido y no reducido). E! rendimiento fue de 8,4 mg/l.

Ejemplo 25

Ensayo de actividad biolégica de inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab de IFN-4

El inmunoconjugado Fab-IFNa2-Fab purificado con L19 (ligante de ectodominio B de Ia
fibronectina) como Fab posteriormente se analizé para la inhibicién de la proliferacién inducida
por IFN-4 de células T de Jurkat y células tumorales A549, comparando el efecto de IFN-4
(Roferon A, Roche) y el inmunoconjugade Fab-IFNa2-Fab L19 purificado. Brevemente, las
células A549 y T de Jurkat, que son susceptibles a la inhibicion de la proliferacién inducida por
IFN-4 se sembraron a una densidad de 5.000 células/pocillo (A549) 6 10.000 células/pocillo
(Jurkat) en placas de 96 pocillos de fondo plano. Las diluciones de Roferon A (Roche) o de Fab-
IFNa2-Fab en el medio de cultivo celular apropiado se titularon sobre las células en solucién.
Tras 2 dias de proliferacién a 37°C en un incubador humidifcado con 5% de COa, las células se
lisaron y se midi6 el contenido de ATP con ¢l ensayo CellTiter Glo de Promega. Las células no

tratadas con IFN-4 se fijaron a 0% de crecimiento para el calculo.
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Los resultados en la figura 47 muestran que los constructos Fab-IFNo2-Fab inhiben la
proliferacién de: A) células T de Jurkat, y B) células A549 de una manera dependiente de la

concentracién comparable a la de IFN-4 (Roferon A).

Ejemplo 26

Preparacién de inmunoconjugado Fab-IL2-Fab con diana en MCSP

El anticuerpo MHLG anti-MCSP humanizado se generé tal como se describe en la patente WO
n° 2006/100582 (ver, en particular, el Ejemplo 1 en la misma), el contenido completo de la cual
se incorpora en la presente memoria como referencia, y se convirtié al formato Fab-1L2-Fab (ver
las secuencias SEC ID n® 255, 256, 261, 262).

Se generd el anticuerpo MHLG1 anti-MCSP humanizado de 1a manera siguiente; La secuencia
de aminoécidos murina del anticuerpo anti-MCSP 225.28 (cadena ligera, y cadena pesada, ver
posteriormente) se aline6 a una coleccion de genes de anticuerpo V de la linea germinal humana

y se clasificaron segin la identidad y homologia de las secuencias.

225.28 cadena ligera; GenBank n° de acceso CAA65007 (SEC ID n° 267);

DIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVDTNVAWYQQKPGQSPEPLLFSASYRYTGVP
DRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLAEYFCQQYNSYPLTFGGGTKLEIK

225.28 cadena pesada; GenBank n° de acceso disponible (SEC ID n° 268):

QVKLQQSGGGLVQPGGSMKLSCVVSGFTFSNY WMNWVRQSPEKGLEWIAEIRLKSNNFE

GRYYAESVKGRFTISRDDSKSSAYLQMINLRAEDTGIYYCTSYGNYVGHYFDHWGQGT
TVTVSS

Se selecciond la secuencia aceptora potencial basindose en una homologia global elevada, y la
presencia de los residuos candnicos correctos ya en la secuencia aceptora. Se selecciond la
secuencia de la linea germinal humana IGHV3-15 (IMGT n° de acceso X92216) como el aceptor
para la cadena pesada, y la secuencia IGKV1-9 (IMGT n° de acceso Z00013) para la cadena
ligera. Los constructos humanizados se denominan M-KV1 (ver las secuencias SEC ID n° 263,
264,269y 270), 7 (SEC ID n° 265, 266,271 y 272), y 9 (SEC ID n® 253, 254, 259, 260) para la

cadena ligera, y MHLGI (ver las secuencias SEC ID n° 251, 252, 257, 258), para la cadena
pesada,
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Los genes para dichas secuencias de anticuerpo disefiadas se generaron mediante técnicas de
PCR convencional y se fusionaron a dominios constantes de IgG1 y kappa humanos para la
construccion de los plasmidos de expresién.

Los anticuerpos se expresaron como IgG o como proteinas de fusion Fab-IL2-Fab en sistemas de
cultivo celular de mamifero, por ejemplo HEK o CHO, y se purificaron mediante cromatografia
de proteina A y cromatografia de exclusion por tamafio. La comparacién de los datos de unién de
las variantes de cadena ligera M-KV1 y M-KV7 reveld que un residuo de prolina en la posicién
Kabat 46 resulta esencial para la unién funcional al antigeno. Se adoptaron dos enfoques
diferentes para garantizar la presencia de dicho aminodcido: A) se introdujo una retromutacién
en el marco humano de IGKVI1-9, y B) para evitar la presencia de retromutaciones, sc
intercambié la regién de marco 2 completa (posiciones Kabat 35 a 49) por la region
correspondiente del anticuerpo humano con la entrada de GenBank AAA17574. Este anticuerpo
presenta naturalmente un residuo de prolina en la posicién 46. '

Se purificé Fab-IL2-Fab MHLG KV9 con diana en MCSP mediante el método descrito
anteriormente (Ejemplo 9), compuesto de una etapa de afinidad (proteina A), seguido de
cromatografia de exclusién por tamafio (Superdex 200, GE Healthcare). Se equilibro la columna
de proteina A en fosfato sddico 20 mM, citrato sédico 20 mM, pH 7,5, se cargd el sobrenadante,
y la columna se lavo con fosfato sddico 20 mM, citrato sédico 20 mM, cloruro sodico 500 mM,
pH 7.5, seguido de un lavado con fosfato sédico 13,3 mM, citrato sodico 20 mM y cloruro
sédico 500 mM, pH 5,45. Opcionalmente se llevd a cabo un tercer lavado con MES 10 mM y
cloruro sédico 50 mM, pH 5. Se eluyd Fab-IL2-Fab con citrato sédico 20 mM, cloruro sédico
100 mM y glicina 100 mM, pH 3. Las fracciones eluidas se agruparon y se purificaron mediante
cromatografia por exclusion por tamafios en el tampén de formulacién final. Fosfato de potasio
25 mM, cloruro s6dico 125 mM, glicina 100 mM, pH 6,7.

La figura 48 muestra: (A) los perfiles de elucién de la purificacion, y (B) los resultados de la
caracterizacion analitica del Fab-IL2-Fab MHLG con diana en MCSP mediante SDS-PAGE
(minigel Bis-Tris Novex NuPAGE, Invitrogen; tampén de corrido MOPS, reducido Y no
reducide). El rendimiento fue 30 mg/l.

Ejemplo 27

Ensayo de actividad biolégica con inmunoconjugade dirigido Fab-IL2-Fab de
MCSP
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El inmunoconjugado Fab-IL2-Fab purificado con MHLG KV9 (ligante de MCSP) como Fab se
analizé posteriormente para la liberacion de IFN-y inducida por IL-2, comparando el efecto del
Fab-1L2-Fab 4G8 purificado (ligante de FAP) con el de Fab-IL2-Fab MHLG sobre las células
NKS2.

Se sembraron células NK92 privadas de IL-2 en una placa de 96 pocillos de fondo en U (10°
celulas/pocillo) en medio NK (MEMa + FCS al 10% + suero de caballo al 10% + 2-
mercaptoetanol 0,1 mM + inositol 0,2 mM + 4cido félico 0,02 mM). El inmunoconjugado Fab-
IL-2-Fab basado en MHLG con diana en MCSP se diluy6é en medio y se titulé sobre las células
NK92 en una comparacion directa entre el inmunoconjugado Fab-1L2-Fab basado en 4G8 con
diana en FAP. Se recogicron los sobrenadantes tras aproximadamente 22 horas para determinar
las concentraciones de IFN-y utilizando el kit ELISA II para IFN-y hu de Becton Dickinson (n°
550612).

Los resultados en la figura 49 muestran que ambos inmunoconjugados Fab-IL2-Fab, con diana
contra MCSP o FAP, indujeron una secrecién comparable de IFN-y en células NK92 de una

manera dependiente de la concentracion, con independencia del anticuerpo de direccionamiento

utilizado.

* L] *

Debe apreciarse que s¢ pretende que la seccién de descripcion detallada, pero no las secciones de
descripcion resumida y de resumen, sean utilizadas para interpretar las reivindicaciones. Las
secciones de descripcién resumida y de resumen pueden proporcionar una o mds, pero no la
totalidad, de las realizaciones ejemplares de la presente invencién segin contemplan el inventor
o inventores, y de esta manera, no pretenden limitar la presente invencién ni las reivindicaciones
adjuntas en modo alguno.

La presente invencién ha sido descrita anteriormente con ayuda de bloques constructivos
funcionales que ilustran la implementacion de funciones especificadas y relaciones entre las
mismas. Los limites de dichos bloques constructivos funcionales han sido arbitrariamente
definidos en la presente memoria a conveniencia de la descripcion. Pueden definirse limites
alternativos a condicién de que las funciones especificadas y las relaciones entre las mismas se
lleven a cabo apropiadamente.

La descripcién anterior de las realizaciones especificas de esta manera revela completamente la
naturaleza general de la invencién de modo que otros puedan, mediante la aplicacién de los

conocimientos comprendidos en el estado de la técnica, modificar y/o adaptar ficilmente para
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diversas aplicaciones dichas realizaciones especificas, sin necesidad de experimentacion
indebida, sin apartarse del concepto general de la presente invencién. Por lo tanto, dichas
adaptaciones y modificaciones pretenden encontrarse comprendidas dentro del significado y
alcance de los equivalentes de las realizaciones dadas a conocer, basindose en la ensefianza y
guia presentada en la presente memoria. Debe entenderse que las expresiones o terminologia en
la presente memoria se proporcionan con el propésito de descripciéon y no de limitacion, de
manera que la terminologia o las expresiones de la presente memoria deben ser interpretadas por
el experto en la materia a la luz de las ensefianzas y guias.

La amplitud y alcance de la presente invencién no deben encontrarse limitadas por cualquiera de
las realizaciones ejemplares anteriormente descritas, sino que deberian definirse Yinicamene de

acuerdo con las reivindicaciones siguientes y sus equivalentes,
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Reivindicaciones

1. Inmunoconjugado que comprende:
(a) por lo menos un primer grupo efector de una cadena, y

(b) un primer y un segundo grupos de unién a antigeno independientemente

seleccionados de entre el grupo que consiste de un Fv y un Fab,

en el que dicho primer grupo efector comparte un enlace peptidico amino-terminal o

carboxi-terminal con dicho primer grupo de unién a antigeno, y

en el que dicho segundo grupo de union a antigeno comparte un enlace peptidico amino-

terminal o carboxi-terminal con i) dicho primer grupo efector, o ii) dicho primer grupo de union

a antigeno.

2. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 1, en el que dicho inmunoconjugado
consiste esencialmente de un primer grupo efector y primer y segundo grupos de union a

antigeno unidos por una o mas secuencias de linker.

3. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 1 6 2, en el que cada uno de dichos

primer y segundo grupos de unién a antigeno es una molécula Fab.

4. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 3, en el que dicha primera molécula de
Fab se encuentra unida en su aminodcido carboxi-terminal de cadena pesada o de cadena ligera

al aminodcido amino-terminal de la cadena pesada o cadena ligera de la segunda molécula Fab.

5. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 4, en el que dicha segunda molécula de
Fab se encuentra unida en su aminoécido carboxi-terminal de cadena pesada o de cadena ligera

al aminodcido amino-terminal de dicho grupo efector.

6. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 4, en el que dicho grupo efector se

encuentra unida en su aminoacido carboxi-terminal al aminoacido amino-terminal de dicha

primera molécula Fab,

7. Inmunoconjugado segiin la reivindicacion 3, en el que dicha primera molécula de
Fab se encuentra unida en su amino4cido carboxi-terminal de cadena pesada o de cadena ligera

al amino4cido amino-terminal de dicho grupo efector.
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8. Inmunoconjugado segun la reivindicacion 7, en el que dicha grupo efector se
encuentra unido en su aminoécido carboxi-terminal al amino4cido terminal de la cadena pesada o

de la cadena ligera de la segunda moiécula Fab.

9. Inmunoconjugado que comprende un primer grupo efector de una cadena unido

en su aminoacido amino-terminal a una o mas moléculas de scFv, y

en el que dicho primer grupo efector de una cadena se encuentra unido en su aminoacido

carboxi-terminal a una o més moléculas de scFv.

10.  Immunoconjugado que comprende:
a) por lo menos un primer grupo efector de una cadena, y
b) primer y segundo grupos de unién a antigeno, en los que cada uno de dichos

grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoacido carboxi-
terminal a una region constante que comprende un dominio constante de inmunoglobulina

seleccionado independientemente de entre ef grupo que consiste de: CH1 de I1gG, Ciappa de 1gG
y CH4 de IgE.

en el que dicho primer grupo de uni6n a antigeno se encuentra unido en su aminoéacido

carboxi-terminal de regién constante al aminodcido amino-terminal de dicho primer grupo

efector, y

en el que dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno se encuentran

covalentemente unidos mediante por lo menos un enlace disulfuro.

11. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 10, en el que cada uno de dichos
grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoécido carboxi-

terminal a una regién constante que comprende un dominio CHI de IgG.

12, Inmunoconjugado segin la reivindicacién 10, en el que cada uno de dichos
grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoécido carboxi-

terminal a una regioén constante que comprende un dominio CH4 de IgE.

13. Inmunoconjugado segun la reivindicaciéon 10, en el que cada uno de dichos
grupos de unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoacido carboxi-

terminal a una regién constante que comprende un dominio Cyyp, de IgG.

14. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 10, en el que dicho primer grupo de

unién a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoacido carboxi-terminal a
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una region constante que comprende un dominio CH1 de IgG, y en el que dicho segundo grupo
de unién a antigeno comprende una molécula de seFv unida en su aminoacido carboxi-terminal a

una region constante que comprende un dominio Cyeppa de 1gG.

15. Immunoconjugado que comprende:
a) por lo menos un primer grupo efector de una cadena, y
b) primer y segundo grupos de unidn a antigeno, en los que cada uno de dichos

grupos de union a antigeno comprende una molécula de scFv unida en su aminoacido carboxi-

terminal a un dominio CH3 de IgG.

en el que dicho primer grupe de unién a antigeno se encuentra unido en su aminoécido

carboxi-terminal al aminoacido amino-terminal de dicho primer grupo efector, y

en el que dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno se encuentran

covalentemente unidos mediante por 1o menos un enlace disulfuro.

16.  Inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en ¢l que la
region constante de dicho primer grupo de unién a antigeno se encuentra unida covalentemente a

la regidn constante de dicho segundo grupo de unién a antigeno mediante por lo menos un enlace
disulfuro.

17. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 16, en el que el dominio de
inmunoglobulina de dicha primer grupo de unién a antigeno se encuentra covalentemente unido

al dominio de inmunoglobulina de dicho grupo de unién a antigeno mediante un enlace
disulfuro.

18.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 16, en el que por lo menos un enlace
disulfuro se encuentra situado carboxi-terminalmente respecto a los dominios de

inmunoglobulina de dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno.

19. Inmunoconjugado segin la reivindicaciéon 16, en el que por lo menos un enlace
disulfuro se encuentra situado amino-terminalmente respecto a los dominios de inmunogiobulina

de dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno.

20.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 19, en el que por lo menos dos enlaces
disulfuro se encuentran situados amino-terminalmente respecto a los dominios de

inmunoglobulina de dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno.

AR



10

15

20

25

30

-188-

21. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 10, en el que dicho inmunoconjugado
comprende ademds un segundo grupo efector y en ¢l que dicho segundo grupo de unioén a
antigeno se encuentra unido en su aminodcido carboxi-terminal de region constante al

aminodcido amino-terminal de dicho segundo grupo efector.
22, Inmunoconjugado que comprende:
a) primer y segundo grupos efectores de una cadena, y

b) primer y segundo grupos de union a antigeno, en los que cada uno de dichos
grupos de union a antigeno comprende una molécula de Fab unida en su aminoacido carboxi-

terminal de cadena pesada o de cadena ligera a un dominio CH3 de IgG1.

en el que dichos dominios CH3 de IgG1 se encuentran unidos en su aminodcido carboxi-

terminal al aminoacido amine-terminal de uno de dichos grupos efectores, y

en el que dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno se encuentran

covalentemente unidos mediante por 1o menos un enlace disulfuro.

23, Inmunoconjugado segin la reivindicacién 22, en el que dichos dominios CH3 de

IgG1 se encuentran unidos mediante un Gnico enlace disulfuro.

24.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 22 6 23, en el que por lo menos un
enlace disulfuro se encuentra situado carboxi-terminalmente respecto a los dominios CH3 de

IgGl de dichos primer y segundo grupos de unién a antigeno.

25.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 22 6 23, en el que por lo menos un
enlace disulfuro se encuentra situado amino-terminalmente respecto a los dominios CH3 de IgG1

de dichos primer y segundo grupos de unién a antigeno.

26.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 25, en el que por lo menos dos enlaces
disulfuro se encuentran situados amino-terminalmente respecto a los dominios CH3 de IgGl de

dichos primer y segundo grupos de unién a antigeno.

27. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que los
sitios de corte proteolitico se encuentran situados entre dichos grupos de union a antigeno y

dichos grupos efectores.

28.  Inmunoconjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que las

regiones variables de dicho primer y segundo grupos de unién a antigeno son especificas para el

mismo antigeno,
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29.  Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que la

region variable de dicho primer y segundo grupos de unitn a antigeno son especificas para

diferentes antigenos.

30.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 28, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el dominio extra B de la fibronectina (EDB).

31.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 29, en el que dicho primer y segundo

grupos de union a antigeno son especificos para el dominio extra B de la fibronectina (EDB).

32.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 6 31, en el que dichos uno o dos
grupos de unién a antigeno que son especificos para EDB compiten con el anticuerpo

monoclonal L19 para la unién a un epitopo de EDB.

33.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 30 6 32, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 95.

34, Inmunoconjugado segin la reivindicacién 30 6 32, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por uma secuencia

polinuciedtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n° 108.

35. Inmunoconjugado segtn la reivindicacién 34, en et que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por 1a secuencia polinuclestida SEC 1D n°
108.

36.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 30 & 32, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 104.

37.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 ¢ 32, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 117.

38.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 37, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia potinucleétida SEC ID n®
117,

39.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 6 32, en el que dicho

inmunoconjugadoe comprende la secuencia polipeptidica SEC 1D n° 105.
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40.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 6 32, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n°® 118,

41, Inmunoconjugado segin la reivindicacién 40, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinuclestida SEC ID n°
118.

42.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 6 32, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 106.

43.  Inmunoconjugado segn la reivindicacibn 30 6 32, en el que dicho
inmunoconjugade comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC D
n° 119.

44.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 43, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n°
119.

45.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 6 32, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 107.

46.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 30 &6 32, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 120,

47.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 46, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n®
120.

48.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 30 & 32, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 96.

49.  Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, en el que
dicho inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinuclettida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 109.
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50.  Inmunoconjugadoe segin la reivindicacion 49, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n°
109.

51.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 33 a 47, en el que dicho

inmunoconjugado comprende ademas la secuencia polipeptidica SEC ID n° 96.

52. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 28, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el dominio Al de la tenascina (TNC-A1),

53.  Inmunoconjugado segun la reivindicacion 29, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el dominio Al de la tenascina (TNC-A1).

54, Inmunoconjugado segun la reivindicacion 52 6 53, en el que dichos uno o dos
grupos de unién a antigeno que son especificos para TNC-Al compiten con el anticuerpo

monoclonal F16 para la unidn a un epitopo de TNC-A1.

55.  Inmunoconjugado segin la reivindicacidon 52 & 354, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 99.

56.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 52 & 54, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucleétida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 112.

57.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 56, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucleétida SEC ID n®
112.

58.  Inmunoconjugade segin la reivindicacion 52 & 54, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 100,

59.  Inmunoconjugado segin la reivindicacidon 52 & 54, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucleédtido que

presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID n° 113.

60.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 59, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n°
113.
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61.  Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 52 a 54, en el que

dicho inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 101.

62.  Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 52 a 54, en el que
dicho inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 114,

63.  Inmunoconjugado segun la reivindicacién 62, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinuciedtida SEC ID n®
114,

64.  Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 58 a 60, en el que

dicho inmunoconjugado comprende ademds la secuencia polipeptidica SEC ID n° 101.

65.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 52, en el que dicho inmunoconjugado

comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n°® 215.

66.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 52, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucle6tido que presenta una

identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID n° 216.

67.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 66, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinuciedtida SEC ID n®
216.

68. Inmunoconjugado seglin Ia reivindicacion 52 6 53, en el que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC 1D n° 235.

62.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 52 6 53, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia

polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 236.

70.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 69, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n°
236.

71, Inmunoconjugado seglin cualquiera de las reivindicaciones 65 a 67, en el que

dicho inmunoconjugadoe comprende ademds la secuencia polipeptidica SEC ID n° 235,
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72.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 52 6 53, en el que dicho

inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada SEC ID n® 13 o
SECID n® 15.

73.  Inmunoconmjugado segin la reivindicacién 52 6 53, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera SEC ID n° 9 o
SECIDn° 11.

74.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 72, en el que dicho inmunoconjugado

comprende ademas una secuencia de regién variable de cadena ligera SECTD n° 9 0 SEC ID n°
1.

75. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 72, en el que dicha secuencia de regién
variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida que presenta

una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID n® 14 o n° 16,

76.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 75, en el que dicha secuencia de regiéon

variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida SEC ID n®
14 0n” 16,

77.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 73, en ¢! que dicha secuencia de region
variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida que presenta

una identidad de por lo menos 80% respecto a 1a secuencia SECID n® 10 0 n° 12.

78.  Inmunoconjugado segun la reivindicacién 77, en el que dicha secuencia de region

variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucleétida SEC ID n® 10
on® 12,

79.  Inmunoconjugado segun la reivindicacién 28, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el dominio A2 de la tenascina (TNC-A2).

80.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 29, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el dominio A2 de la tenascina (TNC-A2).

81.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 79 6 80, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada seleccionada de
entre el grupo de SEC ID n° 7, SEC ID n° 179, SEC ID n° 183, SEC ID n° 187, SEC ID n° 191,
SEQ ID NO:195, SEC ID n° 199, SEC 1D n° 203 y SEC ID n® 207.
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82.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 79 6 80, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera seleccionada de
entr¢ ¢l grupo de SEC ID n° 3, SEC ID n° 5, SEC ID n® 177, SEC ID n® 181, SEC ID n® 185,
SEQ ID NO:189, SEC ID n® 193, SEC ID n° 197, SEC ID n° 20! y SEC ID n° 205.

83, Inmunoconjugado segiin la reivindicacion 81, en el que dicho inmunoconjugado
comprende ademds una secuencia de region variable de cadena ligera seleccionada de entre el
grupo de SEC ID n° 3, SECID n° 5, SEC ID n° 177, SEC ID n° 181, SEC ID n° 185, SEQ ID n°
189, SECID n® 193, SECID n° 197, SEC ID n° 201 y SEC ID n® 205.

84.  Inmunocenjugado segin la reivindicacién 81, en el que dicha secuencia de region
variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que presenta
una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre el grupo de
SEC ID n° 8, SEC ID n° 180, SEC 1D n° 184, SEC ID n° 188, SEC ID n° 192, SEC ID n° 196,
SEC ID n° 200, SEC ID n® 204 y SEC ID n° 208.

85.  Inmunoconjugado segtin la reivindicacion 84, en el que dicha secuencia de region
variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada
de entre el grupo de SEC ID n® 8, SEC ID n° 180, SEC ID n° 184, SEC ID n° 188, SEC ID n°
192, SEC 1D n° 196, SEC ID n° 200, SEC ID n° 204 y SEC ID n° 208.

86.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 82, en e! que dicha secuencia de region
variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que presenta
una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre ¢l grupo de
SECID n° 4, SEC ID n° 6, SEC ID n° 178, SEC ID n° 182, SEC ID n° 186, SEC ID n° 190, SEC
1D n° 194, SEC ID n° 198, SEC ID n° 202 y SEC ID n° 206.

87.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 86, en el que dicha secuencia de region
variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada
de entre el grupo de SEC ID n° 4, SEC ID n® 6, SEC ID n° 178, SEC ID n° 182, SEC ID n° 186,
SECID n°® 190, SEC ID n° 194, SEC ID n° 198, SEC ID r° 202 y SEC ID n° 206.

88.  Inmunoconjugado segun la reivindicacién 79, en el que dicho iInmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC ID n° SEC ID n°
239, SECID n° 241 y SEC ID n° 243.

89.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 79, en el que dicho inmunoconjugado

comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucledtido que presenta una
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identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre el grupo de SEC
ID n° 240, SEC ID n° 242 y SEC ID n° 244.

90.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 89, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada

de entre el grupo de SEC ID n° 240, SEC ID n° 242 y SEC ID n° 244.

91.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 79 6 80, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC
ID n® 245, SEC ID n® 247 y SEC ID n° 249,

92.  Inmunoconjugade segin la reivindicacién 79 & 80, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucledtido que
presenta una secuencia que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia

seleccionada de entre ¢l grupo de SEC ID n° 246, SEC ID n® 248 y SEC ID n° 250.

93.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 92, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinuclestida seleccionada

de entre el grupo de SEC ID n° 246, SEC ID n° 248 y SEC ID n° 250.

94.  Inmunoconjugado segun las reivindicaciones 88 a 90, en el que dicho

inmunoconjugado comprende ademés una secuencia polipeptidica scleccionada de entre el grupo
de SEC ID n°® 245, SEC ID n° 247 y SEC ID n° 249.

95.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 28, en el que dicho primer y segundo

grupos de uni6n a antigeno son especificos para la proteina activada por fibroblastos (FAP).

96.  Inmunoconjugado segin la reivindicacién 29, en el que dicho primer y segundo

grupos de unidn a antigeno son especificos para la proteina activada por fibroblastos (FAP).

97.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95 & 96, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada seleccionada de
entre el grupo que consiste de: SEC ID n° 21, SEC ID n° 25, SEC ID n° 27, SEC ID n° 31, SEC
ID n® 35, SEC 1D n° 39, SEC ID n° 43, SEC ID n® 47, SEC ID n° 51, SEC ID n° 69, SEC ID n°
73, SEC 1D n® 77, SEC ID n° 81, SEC ID n° 85, SEC ID n° 89, SEC ID n° 93, SEC ID n° 123,
SEC ID n°® 127, SEC ID n° 131, SEC ID n° 135, SEC ID n® 139, SEC ID n° 143, SEC ID n® 147,

SECIDn® 151, SEC ID n® 155, SEC ID n° 159, SEC ID n° 163, SECID n° 167, SECID n° 171 y
SECIDn° 175.
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98.  Inmunoconjugado segin la reivindicacibn 95 & 96, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia de regidn variable de cadena ligera scleccionada de
entre el grupo que consiste de: SEC ID n® 17, SEC ID n® 19, SEC ID n°® 23, SEC ID n° 29, SEC
ID n® 33, SEC ID n° 37, SEC ID n® 41, SEC ID n° 45, SEC ID n° 49, SEC ID n° 67, SEC ID n°
71, SEC ID n°® 75, SEC ID n® 79, SEC ID n° 83, SEC ID n°® 87, SEC 1D n° 91, SEC ID n° 121,
SECIDn" 125, SEC ID n° 129, SEC 1D n® 133, SEC ID n® 137, SEC ID n° 141, SEC ID n° 145,

SECID n” 149, SECID n° 153, SEC ID n° 157, SEC ID n° 161, SEC ID n® 165, SECID n® 169 y
SECID n® 173,

99.  Inmunoconjugado segun la reivindicacidn 97, en el que dicho inmunoconjugado
comprende ademads una secuencia de region variable de cadena ligera seleccionada de entre el
grupo que consiste de: SEC ID n°® 17, SEC ID n° 19, SEC ID n® 23, SEC ID n* 29, SEC ID n® 33,
SEC ID n° 37, SEC ID n® 41, SEC ID n°® 45, SEC ID n° 49, SEC ID n°® 67, SEC ID n°® 71, SEC ID
n® 75, SEC ID n® 79, SEC ID n° 83, SEC ID n® 87, SEC ID n° 91, SEC ID n°® 121, SEC ID n°
125, SEC ID n° 129, SEC 1D n°® 133, SEC ID n° 137, SEC ID n° 141, SEC ID n°® 145, SEC 1D n°

149, SEC ID n® 153, SECID n® 157, SEC ID n° 161, SEC ID n° 165, SEC ID n® 169 y SEC ID n®
173.

100. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 97, en el que dicha secuencia de region
variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que presenta
una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste de: SEC 1D n® 22, SEC ID n° 26, SEC ID n° 28, SEC ID n° 32, SEC ID n°® 36, SEC ID n°
40, SEC 1D n° 44, SEC ID n® 48, SEC ID n° 52, SEC ID n® 70, SEC 1D n°® 74, SEC ID n® 78,
SEC ID n°® 82, SEC ID n® 86, SEC 1D n°® 90, SEC ID n° 94, SEC ID n° 124, SEC ID n° 128, SEC
ID n® 132, SEC ID n°® 136, SEC ID n® 140, SEC ID n® 144, SEC ID n* 148, SEC ID n® 152, SEC
1D n° 156, SEC ID n°® 160, SEC ID n® 164, SEC ID n® 168, SECID n° 172 y SEC ID n° 176.

101, Inmunoconjugado segin la reivindicacién 100, en el que dicha secuencia de
region variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucleotida
seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n° 22, SEC ID n® 26, SEC 1D n® 28, SEC
ID n°® 32, SEC ID n°® 36, SEC ID n® 40, SEC ID n° 44, SEC ID n" 48, SEC ID n° 52, SEC ID n°
70, SEC 1D n® 74, SEC ID n°® 78, SEC ID n® 82, SEC ID n° 86, SEC 1D n° 90, SEC 1D n® 94,
SEC ID n° 124, SEC ID n° 128, SEC ID n°® 132, SEC ID n® 136, SEC ID n° 140, SEC ID n® 144,

SEC ID n° 148, SEC ID n° 152, SEC ID n°® 156, SEC ID n° 160, SEC ID n° 164, SEC ID n® 168,
SECIDn®* 172y SECID n°® 176.
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102. Inmunoconjugado segtn la reivindicacion 98, en el que dicha secuencia de region
variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que presenta
una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre el grupo que
consiste de: SEC ID n® 18, SEC ID n° 20, SEC ID n° 24, SEC ID n° 30, SEC ID n°® 34, SEC ID n®
38, SEC ID n® 42, SEC ID n® 46, SEC ID n° 50, SEC ID n° 68, SEC ID n® 72, SEC 1D n° 76,
SECID n° 80, SEC ID n°® 84, SEC ID n° 88, SEC ID n® 92, SEC ID n® 122, SEC ID n® 126, SEC
ID n° 130, SEC ID n° 134, SEC ID n° 138, SEC ID n° 142, SEC ID n° 146, SEC ID n® 150, SEC
ID n® 154, SEC ID n® 158, SEC ID n® 162, SEC ID n° 166, SEC ID n® 170 y SEC ID n° 174,

103. Inmunoconjugado segun la reivindicaciéon 102, en el que dicha secuencia de
region variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida
seleccionada de entre el grupo que consiste de: SEC ID n° 18, SEC ID n° 20, SEC ID n° 24, SEC
ID n° 30, SEC ID n° 34, SEC ID n°® 38, SEC ID n° 42, SEC 1D n° 46, SEC ID n® 50, SEC ID n°
68, SEC ID n® 72, SEC ID n° 76, SEC ID n° 80, SEC ID n° 84, SEC ID n® 88, SEC 1D n® 92,
SEC ID n® 122, SEC ID n° 126, SEC ID n® 130, SEC ID n° 134, SEC ID n° 138, SEC ID n° 142,
SEC ID n® 146, SEC ID n° 150, SEC ID n° 154, SEC ID n° 158, SEC ID n° 162, SEC ID n°® 166,
SECIDn" 170y SECID n® 174,

104. Inmunoconjugado segﬁﬁ la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC ID n” 209, SEC
ID n° 211, SECID n° 213, SEC ID n° 217, SEC ID n° 219, SEC ID n° 221, SEC ID n°® 223, SEC
ID n° 225 y SEC ID n® 227.

105. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucledtido que presenta una
identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia seleccionada de entre el grupo de SEC
ID n° 210, SEC ID n® 212, SEC ID n° 214, SEC ID n° 218, SEC ID n® 220, SEC ID n°® 222, SEC
ID n° 224, SEC ID n° 226 y SEC ID n° 228,

106.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 105, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucleétida seleccionada
de entre el grupo de SEC ID n° 210, SEC ID n° 212, SEC ID n° 214, SEC ID n° 218, SEC ID n°
220, SEC ID n® 222, SEC ID n° 224, SEC ID n°® 226 y SEC ID n° 228.

107. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 95 6 96, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC
ID n® 229, n° SEC ID n° 231, SEC ID n° 233 y SEC ID n° 237.
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108. Inmunoconjugado segin la reivindicaciéon 95 6 96, en el que dicho
inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a una secuencia

seleccionada de entre el grupo de SEC ID n° 230, SEC ID n° 232, SEC ID n° 234 y SEC ID n°
238.

109. Immunoconjugado segin la reivindicacion 108, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia polinucledtida seleccionada

de entre el grupo de SEC ID n°® 230, SEC ID n° 232, SEC ID n° 234 y SEC ID n° 238.

110. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC ID n° 211, SEC

ID n° 219 y SEC ID n° 221, y una secuencia polipeptidica SEC ID n° 231.

111,  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo de SEC ID n® 209, SEC
ID n® 223, SEC ID n° 225 y SEC ID n° 227, y una secuencia polipeptidica SEC 1D n® 229.

112. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado

comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n® 213 y la secuencia polipeptidica SEC 1D n°
233.

113. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 95, en el que dicho inmunoconjugado

comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 217 y la secuencia polipeptidica SEC ID n°
237

114. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 28, en el que dicho primer y segundo

grupos de unién a antigeno son especificos para el proteoglicano condroitin sulfato del
melanoma (MCSP).

115, Inmunoconjugado segin la reivindicacion 29, en el que dicho primer o dicho
segundo grupo de unién a antigeno son especificos para el proteoglicano condroitin sulfato del
melanoma (MCSP).

116. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 114 & 115, en el que dicho

inmunoconjugado comprende una secuencia de regién variable de cadena pesada SEC ID n® 257
o SEC 1D n® 261.
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117. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 114 6 115, en el que dicho

inmunoconjugado comprende una secuencia de region variable de cadena ligera SEC ID n° 259 o
SEC ID n° 271.

118. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 116, en el que dicho inmunoconjugado
comprende ademas una secuencia de regién variable de cadena ligera SEC ID n° 259 o0 SEC ID
n®271.

119. Inmunoconjugado segim la reivindicacién 116, en el que dicha secuencia de
region variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que

presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID n® 258 o n® 262.

120. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 119, en el que dicha secuencia de
region variable de cadena pesada se encuentra codificada por una secuencia polinucleotida SEC
ID n° 258 o n° 262.

121.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 117, en el que dicha secuencia de
regién variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida que

presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID n° 260 o n" 272,

122.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 121, en el que dicha secuencia de

region variable de cadena ligera se encuentra codificada por una secuencia polinucledtida SEC
IDn® 260 0n° 272.

123. Inmunoconjugado segun la reivindicacion 114, en el que dicho inmunoconjugado

comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 251 0 SEC ID n° 255.

124. Inmunoconjugado segln la reivindicacion 114, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por un polinucleotido que presenta una

identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC 1D n® 252 o SEC ID n® 256.

125. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 124, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n°
252 0 SECID n°® 256.

126, Inmunoconjugado segiun la reivindicacion 114 & 115, en ¢l que dicho

inmunoconjugado comprende la secuencia polipeptidica SEC ID n° 253 o SEC 1D n°® 265.

127.  Inmunoconjugado segin la reivindicacion 114 6 115, en el que dicho

inmunoconjugado comprende una secuencia polipeptidica codificada por una secuencia
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polinucledtida que presenta una identidad de por lo menos 80% respecto a la secuencia SEC ID
n® 254 o SEC ID n® 266.

128. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 127, en el que dicho inmunoconjugado
comprende una secuencia polipeptidica codificada por la secuencia polinucledtida SEC ID n®
254 0 SECID n® 266.

129. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 123 a 125, en el que dicho

inmunocenjugado comprende ademas la secuencia polipeptidica SEC ID n® 253 o SEC ID n®
265.

130. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en el que las
regiones variables de dicho primer y segundo grupos de unidn a antigeno son especificos para un
antigeno de superficie celular de una célula de cancer o de una célula infectada por virus o para

una molécula de ECM expresada en un tumor.

131. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 130, en el que dicho antigeno de

superficie celular es un antigeno asociado a tumor o un antigeno virico.

132.  Inmunoconjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que dicho

inmunoconjugado presenta inicamente un grupo efector, y en el que dicho grupo efector es una

cifoquina.

133. Inmunoconjugado segin la reivindicacién 132, en el que dicha citoquina se
selecciona de entre el grupo que consiste de: interleuquina-2 (IL-2), factor estimulante de

colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), interferén- o (INF- a) e interleuguina-12 (IL-
12).

134, Inmunoconjugado segin la reivindicacion 133, en el que dicha citoquina es IL-2.
135.  Inmunoconjugado segun la reivindicacion 133, en el que dicha citoquina es IL-12.

136. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 132 a 135, en el que
dicha citoquina induce una respuesta citotoxica por parte de células que portan un receptor para

dicha citoquina.

137. Inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 132 a 135, en el que

dicha citoquina induce una respuesta proliferativa por parte de células que portan un receptor

para dicha citoquina.
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138. Inmunoconjugado seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 10 a 26, en el que

dicho inmunoconjugado presenta nicamente dos grupos efectores, y en el que dichos grupos

efectores son citoquinas.

139. Inmunoconjugado segun la reivindicacién 138, en el que cada una de dichas
citoquinas se selecciona independientemente de entre el grupo que consiste de: IL-2, GM-CSF,

INF-0 y IL-12.
140. Inmunoconjugado segun la reivindicacidn 139, en el que dicha citoquina es IL-2.
141. Inmunoconjugado segun la reivindicacion 139, en el que dicha citoquina e$ IL-12.

142, Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 138 a 141, en el que
dichas citoquinas induce una respuesta citotoxica por parte de células que portan receptores para

dichas citoquinas.

143. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 138 a 141, en ¢l que
dichas citoquinas inducen una respuesta proliferativa por parte de células que portan receptores

para dichas citoquinas.

144. Inmunoconjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 143, en el que
dicho inmunoconjugado se une a un receptor de grupo efector con una constante de disociacién

(Kp) que es por lo menos 2 veces mayor que la de un grupo efector de control.

145. Inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 144, cn el que
dicho inmunoconjugado inhibe un incremento del volumen tumoral in vivo en por lo menos 30%

al final de un periodo de administracion.

146.  Polinucleétido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segin la
reivindicacién 1 & 2, en el que dicho polinucledtido codifica las cadenas pesadas de dichos

primer y segundo grupos de union a antigeno y dicho primer grupo efector.

147.  Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segin la
reivindicacién 1 6 2, en el que dicho polinucleétido codifica las cadenas ligeras de dichos primer

y segundo grupos de unién a antigeno y dicho primer grupo efector.

148. Polinucleétido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segun la
reivindicacion 1 6 2, en el que dicho polinucledtido codifica una cadena ligera de dicho primer
grupo de unidn a antigeno, una cadena pesada de dicho segundo grupo de union a antigeno y

dicho primer grupo efector.
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149.  Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segin
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en el que dicho polinucledtido codifica las cadenas

pesadas de dicha primera y segunda moléculas de Fab y de dicho grupo efector.

150. Polinucleotido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segin
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en el que dicho polinucleétide codifica las cadenas

ligeras de dicha primera y segunda moléculas de Fab y de dicho grupo efector.

151. Polinucleétido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segin
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en el que dicho polinuciedtido codifica una cadena
ligera de dicha primera molécula de Fab, una cadena pesada de dicho segunda molécula de Fab y

dicho grupo efector.

152. Polinucle6tido aislado codificante del inmunoconjugado segin la reivindicacion

153. Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segun
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 20, en el que el inmunoconjugado presenta inicamente un
grupo efector, y en el que dicho polinucledtido codifica uno de dichos grupos de unidn a

antigeno y dicho grupo efector.

154. Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segun
cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21, en el que el inmunoconjugado presenta dos grupos
efectores, y en el que dicho polinucleétido codifica uno de dichos grupos de unidn a antigeno y

uno de dichos grupos efectores.

155. Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segun
cualquiera de las reivindicaciones 22 a 26, en el que dicho polinucledtido comprende una
secuencia codificante de la regién variable de cadena pesada de dicho primer grupo de unién a

antigeno y dicho primer grupo efector.

156. Polinucledtido aislado codificante de un fragmento del inmunoconjugado segun
cualquiera de las reivindicaciones 22 a 26, en el que dicho polinucleétido comprende una
secuencia codificante de la region variable de cadena ligera de dicho primer grupo de unién a

antigeno y de dicho primer grupo efector.

157. Casete de expresion que comprende la secuencia polinucledtida segun cualquiera

de las reivindicaciones 146 a 156.
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158.  Vector de expresién que comprende el casete de expresién segin la reivindicacion
157.

159. Célula huésped que comprende el vector de expresion segin la reivindicacion
158.

160. Célula huésped segin la reivindicacién 159, definida adicionalmente como una

célula huésped procaridtica,

161. Célula huésped segln la reivindicacién 159, definida adicionalmente como una

célula huésped eucaridtica.

162. Método para producir el inmunoconjugade segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 145, en el que el método comprende cultivar la célula huésped segin
cualquiera de las reivindicaciones 159 a 161 bajo condiciones adecuadas para la expresion del

inmunoconjugado.

163. Método para estimular la proliferacién y la diferenciacion en un linfocito T
activado, que comprende poner en contacto un linfocito T activado con una cantidad eficaz del

inmunoconjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145.

164, Método segin la reivindicacién 163, en el que dicho inmunoconjugado induce la

actividad de células T citotdxicas (CTL).

165. Método para estimular la proliferacion y la diferenciacién de un linfocito B
activado, que comprende poner en contacto un linfocito B activado con una cantidad eficaz del

inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 134, 136 a 140 6 142 a 145.

166.  Método para estimular la proliferacion y la diferenciacion de una célula asesina
natural (NK), que comprende poner en contacto una célula NK con una cantidad eficaz del

inmunoconjugado seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145,

167. Método segin la reivindicacién 166, en el que dicho inmunoconjugado induce

citotoxicidad antitumoral de NK/células asesinas activadas por linfoquinas (LAK).

168. Método seglin cualquiera de las reivindicaciones 163 a 167, en ¢l que por lo

menos un grupe efector de dicho inmunoconjugado es IL-2.

169. Método para estimular 1a proliferacién y la diferenciacién de un granulocito, un

monocito o una célula dendritica, que comprende poner en contacto un granulocito, un monocito
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0 una célula dendritica con una cantidad eficaz del inmunoconjugado segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 133, 137 a 139 6 143 a 145.

170. Método segin la reivindicacion 169, en el que por lo menos un grupo efector de
dicho inmunoconjugado es GM-CSF,

171.  Meétodo para estimular la proliferacién y la diferenciacién de los linfocitos T
activados, que comprende poner en contacto un linfocito T activado con una cantidad eficaz del

inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145.

172, Método segin cualquiera de las reivindicaciones 163, 166 6 171, en el que por lo

menos un grupo efector de dicho inmunoconjugado es IL-12.

173.  Método para inhibir la replicacién virica, que comprende poner en contacto una
célula infectada por un virus con una cantidad eficaz del inmunoconjugado segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 133, 138, 139, 144 6 145.

174. Meétodo para regular positivamente la expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad 1 (MHC I), que comprende poner en contacto una célula con una cantidad

eficaz del inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 133, 138, 139, 144 6
145,

175.  Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 173 6 174, en el que por lo

menos un grupo efector de dicho inmunoconjugado es IFN-q.

176. Método para inducir la muerte celular, que comprende administrar en una célula

una cantidad eficaz del inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 132, 136,
138, 142, 144 6 145.

177. Método segin la reivindicacién 176, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para EDB.

178.  Metodo segin la reivindicacién 176, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para TNC-AL,

179, Meétodo segin la reivindicacion 176, en el que dicho inmunoconjugado es
especifico para TNC-A2.

180. Meétodo segln la reivindicacion 176, en el que dicho inmunoconjugado es
especifico para MCSP.
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181. Método segin la reivindicacidn 176, en el que el grupo efector de dicho
inmunoconjugado se selecciona de entre el grupo que consiste de: IL-2, factor-a de necrosis

tumoral (TNF-a) y factor-p de necrosis tumoral (TNF-B)
182. Método segun la reivindicacion 181, en el que dicho grupo efector es IL-2.

183. Método para inducit la quimiotaxis en una célula diana, que comprende
administrar ¢n una célula diana una cantidad eficaz del inmunoconjugado segin cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 132, 138, 144 6 145,

184. Inmunoconjugado segin la reivindicacion 183, en el que ¢l grupo efector de dicho
inmunoconjugado se selecciona de entre el grupo que consiste de: interlenquina-8 (IL-8),
proteina-la inflamatoria de macrofagos (MIP-1a), proteina-1B inflamatoria de macréfagos

(MIP-1P) y factor B de crecimiento transformante (TGF-p).

185. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 163 a 184, en el que dicha célula

se encuentra presente in vivo.

186. Método para tratar una enfermedad en un individuo, que comprende las etapas de
administrar en dicho individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicidén que

comprende el inmunoconjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145.
187. Método segun la reivindicacion 186, en el que dicha enfermedad es cancer.

188. Método segun la reivindicacion 186 6 187, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para EDB.

189. Método segin la reivindicacion 186 6 187, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para TNC-A1.

190. Meétodo segin la reivindicacion 186 6 187, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para TNC-A2.

191. Método segun la reivindicacién 186 6 187, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para FAP.

192. Método segin la reivindicacion 186 6 187, en el que dicho inmunoconjugado es

especifico para MCSP.

193, Método segin cualquiera de las reivindicaciones 186 a 192, en el que dicho

inmunoconjugado comprende IL-2.
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164, Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 186 a 193, en el que dicha
composicion se administra por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal,
intralesional, intracraneal, intraprostdtica, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural, intratraqueal,
intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, topica, intratumoral, intramuscular,
intraperitoneal, subcutinea, subconjuntival, intravesicular, mucosal, intrapericardica,
intraumbilical, intraocular, oral, topica, local, mediante inhalacidén, mediante inyeccién, mediante
infusion, mediante infusién continua, mediante perfusion localizada bafiando las células diana

directamente, mediante un catéter, mediante un lavado, en una crema o en una composicién de

lipidos.

195.  Composicion que comprende el inmunoconjugado segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 145 y un portador farmacéutico.

196. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145 o la
composicion segun la reivindicacion 195 para la utilizacién en la preparacion de un

medicamento para el tratamiento de una enfermedad en un paciente que necesita el mismo.
197. Método segin la reivindicacién 196, en el que dicha enfermedad es cancer.

198.  Utilizacion del inmunoconjugado segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 145
o de la composicién segin la reivindicacién 195, para la preparacion de un medicamento para el

tratamiento de una enfermedad en un paciente que necesita el mismo.
199.  Utilizacidon segun la reivindicacidn 198, en la que dicha enfermedad es cancer.

200. Inmunoconjugado segin cualquiera de las reivindicaciones ! a 145 para el

tratamiento de una enfermedad en una paciente que necesita el mismo.

201. Inmunoconjugado segun la reivindicacion 200, en el que dicha enfermedad es

cancer,

202. Invencion segin se ha descrito anteriormente en la presente memoria.
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<110>
<120>
<130>

<150>
<151>

<150>
<l51>

<160> 281
<170>

<210> 1
<2Z211>
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 1
atgaaatacc

atggccgaaa
gccaccctct
cagaaacctg
atcccagaca
ctggagcctg
ttecggeccagg
ttccegecat
aacttctatce
aactcccagg
accctgacge
catcagggcc
gaacaaaaac
gacaagggtg
tacctgectge
gaggtgcaat
tcctgtgeag

ccagggaagqg

1611

26306

US 61/234,584
2009-08-17

EP 10162410.4
2G10-05-10

tattgcctac
tcgtgttaac
cttgcaggge
gccaggctec
ggttcagtgg
aagattttgc
ggaccaaagt
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcee
tcatctecaga
ccgcataata
cgacegctge
tgctggagte
cctocecggatt

ggctggagtg

LISTADO DE SECUENCIAS

Roche Glycart AG

Inmunoconjugados dirigidos

PatentIn versidn 3.5

Secuencia artificial

ggcagcegcet
gcagtctecca
cagtcagagt
caggctcctc
cagtggatcc
agtgtattac
ggaaatcaaa
gttgaaatct
Caaagtacag
agagcaggac
agactacgaqg
cgtcacaaag
agaggatctyg
aggcgcgeca
tgctggtety
tgggggaggce
cacctttagc

ggtctecagct

Molde para la biblioteca DP47-3

ggattgttat
ggcaccctgt
gttagcagca
atctatggag
gggacagact
tgtcagcagt
¢gtacggigg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
aatggagccyg
attctattte
ctgctcetey
ttggtacagce
agttatgcca

attagtggta

tactcgecgge
ctttgtctee
gctacttage
catccagecag
tcactctcac
atggtagcte
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgecect
gcacctacag
tctacgectg
ggggagagtg
cagactacaa
aaggagacag
ctgcccagee
ctgggygggic
tgagctgggt

gtggtggtag

ccagceggece
aggggaaaga
ctggtaccag
ggccactggce
catcagcaga
accgetgacg
tgtcttcatce
cectgectgaat
ccaatcgggt
cctecagcagce
cgaagtcacc
tggagccgea
ggacgacgac
tcatatgaaa
ggcgatggcec
cctgagactc
ccgecagget

cacatactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080



gcagactcceg
ctgecagatga
cegtattttg
ggccecatcegg
ctgggctgee
gccctgacceca
ctcagcagcg
gtgaatcaca

geggecgeaa

<210> 2

<211> 1617
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2
atgaaatacc

atggccgata
gtcaccatca
aagccaggga
ccatcaaggt
cagcctgaag
cagggcacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagig
acgctgagca
ggcctgagcet
aaactcatct
ggtgccgeat
ctgccgaceg
caattggtgce
aaggcctceyg

caagggctceg

tgaagggecg
acagcctgag
actactgggg
tcticeceect
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
ageccageaa

gcactagtgc

tattgecctac
tccagatgac
cctgecggge
aagcccctaa
tecagegygcag
attttgeecac
aagtcgagat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgccegteac
cagaagagga
aataaggcege
ctgctgectgyg
agtctggggce

gaggcacatt

agtggatggyg

gttcaccatc
agccgaggac
ccaaggaace
ggcaccctce
ctacttcccce
cacctticceccg
gccctccagce
caccaaagtg

ccatcaccat

Secuencia artificial

ggcagcecgcect
ccagtoteca
aagtcagggc
gcgectgate
tggatcegygg
ctattactge
caagcgtacyg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagettce
tctgaatgga
gccaattcta
tctgctgetc
tgaggtgaag
cagcagctac

agggatcatc

tccagagaca
acggccgtat
ctggtcacceg
tccaagagcea
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggea
gacaagaaag

caccatcacy

Molde para la kiblioteca DP88-3

ggattgttat
tcctecectgt
attagaaatg
tatgctgecat
acagagttca
ttgcagcata
gtggctygcac
gcctetgttg
gtggataacyg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag
gocgeagact
tttcaaggag
ctcgctgcec
aagcectgggt
gctataagct

cctatctttyg

attccaagaa
attactgtgce
tctcgagtge
cctetgggygg
cggtgtcgtyg
agtectcagg
cccagaccta
ttgagcccaa

cegeggeata

tactcgegge
ctgecatetgt
atttaggctg
ccagtttgcea
ctctcaccat
atagttacce
catctgtett
tgtgcctget
ccctccaatce
acagcctcag
ccigcgaagt
agtgtggagc
acaaggacyga
acagtcatat
agccggegat
cctcggtgaa
gggtgcgaca

gtacagcaaa

cacgctgtat
gaaaccgttt
tagcaccaaa
cacagcggcee
gaactcaggc
actctactcc
catctgecaac

atcttgtgac

g

ccagccggcec
cggagaccgg
gtaccagcag
gagtggcgte
cagcagecttg
cacgtttgge
catcttcecy
gaataacttc
gggtaactce
cagcaccctg
cacccatcag
cgcagaacaa
cgacgacaag
gaaatacctg
ggcccaggtyg
ggtctcectge
ggccecetgga

ctacgcacag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1611

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080



aagttccagy gecagggtcac cattactgeca

ctgagcagcc tgagatctga ggacaccgcc

ggttactatg ttatggatgc ctggggccaa

accaaaggcc catcggtett cccecetggea

geggecetgg getgeoctggt caaggactac

tcaggcgecce tgaccagcgyg cgtgcacacce

tactcecectea gecagegtggt gaccgtgecc

tgcaacgtga atcacaagcc cagcaacacc

tgtgacgcgyg ccgcaagcage tagtgcccat

<210> 3

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2Bl0:; VL

<400> 3

Asp Ile Gin Met Thr Gln Ser Pro

1 3

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55

Gly Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
10C

<210> 4

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

gacaaatcca
gtgtattact
gggaccaccy
ceetectceca
ttcecegaac
ttceceggety
tccagcaget
aaagtggaca

caccatcace

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

cgagcacagc
gtgcgagact
tgaccgtctce
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tgggcaccca
agaaagttga

atcacgcege

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ctacatggag
atcceccagge
ctcagctage
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactce
gacctacate
gcccaaatct

ggcatag

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

85

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1617



<220>

<223> 2B10
<400> 4
gatatccaga
atcacctgee
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
ggcaccaaaqg
<210> 5
<2il> 107
<212> PRT
<213>

<220>

<223> 2BlO
<400> 5

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Ala
50

Tyr Ala

Ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> ¢

<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>

<223> 2B10

; VL

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagcgcet
gcggtggate
ccacctatta

tcgagatcaa

(GS): VL

Met

Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln Gl

Ser Ser Le

Thr G1

70

Giy

Ala Thr

B5

Gln
100

Gly Th

(GS); VL

Gln

Thr

Tyr

tccatectee
gggcattaga
gatctatget
cgggacagag
ctgcttgeag

g

Secuencia artificial

Ser Pro

Cys

Arg

Bro
40

n Lys

u Gln
55

Ser

u Phe Thr

Tyr

Cys

r Lys Val

Secuencia artificial

ctgtetgeat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactetea

aatggtetge

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagtagg
ccatcagcag

agccegeogac

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser
60

Arg Phe

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ccgggtcace
gcagaagcca
cgtecccatea
cttgcagcct

gtttggccag

Val
i5

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

60

120

180

240

300

321



<400> 6
gatatccaga
atcacctgee
gggaaagcec
aggttcagcg
gaagatittg
ggcaccaaag
<210> 7
<211> 121
<212> FRT
<213>
<220>
<223> 2Bl0
<400> 7

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser
35

Gly Gly Ile
S0

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leun

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr
115

<210> 8

<211> 363

<212> ADN

<213>

<220>

<223> 2B10

tgacccagte
gggcaagtca
¢taagcgect
gcagtggatc
ccacctatta

tcgagatcaa

; VH

tcecatectee
gggcattaga

gatctatgct

ctgtctgecat
aatgatttag

gcatccagtt

cgggacagag ttcactctca

ctgcttgeay

)

Secuencia artificial

Leu Val Gln Ser Gly

Val Ser Cys Lys Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Ile Pro Ile Phe Gly

55

Val Thr 1le Thr Ala

70

Ser Ser Leu Arg Ser

85

Tyr Gly Tyr Ala Tyr

100

Thr Val Thr Val Ser

; VH

120

Secuencia artificial

aatggtctge

Ala Glu val
10

Ser Gly Gly
25

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Asp Lys Ser
15

Glu Asp Thr

Tyr Gly Ala
105

Ser

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagtgg
ccatcagecag

agecegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Gln
60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr
110

ccgggtcacce
gcagaagcca
cgtcccatca
cttgcagect

gtttggecag

Gly Ser

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Trp Gly

60

120

180

240

300

321

260



<400> 8
caggtgcaat
tcctgcaagyg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tca

<210> 9
<211> 108
<212> PRT
<213>

<220>

<223> 2F1l1
<400> 9
Glu Ile Vval

1

Glu Arg Ala

Leu Ala
35

Tyr

Ile Tyr Gly

50

Gly Ser
65

Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe
<210> 10
<211> 324
€212> ADN
<213>

<220>

<223>» 2F11

tggtgcagtc
ccteccggagg
ggctcgagty
tccagggeag
gcagcctgag

actacggtge

; VL
Leu
Thr Leu
20

Trp Tyr
Ala

Ser

Ser Gly

Phe Ala Val

85

Gly Gln
100

; VL

Thr Gln

Ser Cys

Gln

Thr Asp
70

Gly Thr

£ggggctgag
cacattcage
gatgggaggyg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

Ser Pro

Arg

Gln Lys

40

Ser Arg Ala

Phe
Tyr

Tyr

Lys

Secuencia artificial

gtgaagaagc
agctacgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgcecgtgt

tggggcecaay

Gly Thr Leu
10

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr

Gly Val

Thr Thr

75

Leu

Gln Gln
20

Cys

Val Glu
105

Ile

ctgggteccte
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgce

ggaccaccgt

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro Arg

45

Pro
&0

Asp Arg
Ile Ser Arg
Gly Gln

Tyr

Lys

ggtgaaggte
gcgacaggecc
agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctece

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu

Leu

Phe Ser

Glu
B0

Leu

Thr
95

Pro

60

120

180

240

300

360

363



<400> 10
gaaatcgtgt

ctctettgea
cctggccagyg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210>
<21il>

212>
<21i3>

i1
108
PRT

<220>
<223> 2F1l1

<400> 11
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

12
324
ADN

<220>
<223> 2Fil

<400> 12

taacgcagte
gggccagtca
ctecccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggaaat

(VI); VL

Thr

Leu

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly
100

Gln

(VI):; VL

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

tccaggeacc
gagtgttaac
cctcatctat
atcecgggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

Asp Phe
Tyr

Tyr

Thr Lys

Secuencia artifiecial

ctgtctttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtcagt

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
a0

Cys Gln

Val
108

Glu Ile

ctcecagggga
tagcectggta
gcagggecac
tcaccatcag

atactcccce

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Bkla Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gin Tyr

Lys

aagagccacce
ccagcagaaa
tggecgtccca
cagactggag

cacgttegge

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe

Ser

Glu
80

Leu

Thr
95

Pro

gaaategtgt taacgcagtc tccaggcace ctgtetttgt ctccagggga aagagccace

60

120

180

240

300

324

60



ctctcttgca
cctggecagy
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210> 13
<211> 117
<212> PRT
<213>
<220>
<223»> 2Fl1
<400> 13

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser Ala

50

Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Bla Lys Trp

VYal Thr Vval

1i5

<210> 14

<211> 351
<212> ADN
<213>

<220>

<223> 2Fr1l1

<400> 14

gggccagtca
ctcecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggaaat

; VH
Leu

Leu

Leu
20

Ser

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr

Asn Ser

85

Arg
100

Ser Ser

; VH

Glu

Cys

Arg Gln

Ser

Ile

70

Leu

Trp Met

gagtgttagc
cctcatctat
atccgggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

Ser Gly

Ala Ala
Ala

40

Gly

Gly

Ser Arg

Arg ala

Met Phe

Secuencia artificial

agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtcagt

Gly Gly Leu

10

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp

90

Met

Asp
105

Tyr Trp

tagcetggta
gcagggecac
tcaccatcag

atactcccecee

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

ARla Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

cacgttegge

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage ctggggggtc cctgagacte

120

180

240

300

324

&0



tcetgtgecag cectceggatt cacctttage agttatgeca tgagectgggt ccgecagget 120
ccagggaagg ggctggagtyg ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac 180
gcagactccyg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat 240
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac atggccgtat attactgtge gasatggaga 300
tggatgatgt ttgactactg gggccaagga accctggtca ccgtctegag t 351
<210> 15
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 2F11(MT); VH

<400> 15

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
S50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 15 B0

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 25

Ala Lys Trp Arg Trp Met Met Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 18
<211> 351

«<212> BADN
<213> Secuencia artificial

220>
<223> 2F11(MT); VH

<400> 16



gaggtgcaat
tectgtgeag
ccagggaagy
gcagactccyg
ctgcagatga
tggatgatgt
<210>
<211>

212>
<213>

17
108
PRT

<220>
<223> 3F2:

<400> 17

Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala
Tyr Leu Ala
35

Ile Asn Val
50

Gly Ser Gly

65

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

<210> 18

<211> 324

<212> ADN

<213>

<220>

<223> 3F2;

<400> 18

tgttggagte
ccteeggatt
ggctggagty
tgaagggceg
acagcctgag

ttgactacty

VL
Thr

Leu

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Gly Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly
100

Gln

VL

Gln

Ser

Gln

Arg

Thy

70

Val

Gly

tgggggaggc
cacctttagc
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac

gggccaagga

Secuencia artificial

Ser Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp FPhe

Tyr

Tyr

Thr Lys

Secuencia artificial

10

ttggtacage
agttatgcea
attagtggta
tccagagaca
accgccgtat

accctggtca

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
igs

Glu Ile

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

cecgtctegag

Ser Leu Tyr

VYal Thr

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

Lys

cctgagacte
¢cgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaatggaga

t

Pro
15

Gly
Ser Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
BO

Leu

Leu Pro

95

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt atccagggga aagageccace

ctctecttgea gggccagtca gagtgttace agtagetact tagectggta ccagcagaaa

&0

120

18¢C

240

300

351

60

120



i1

cctggccagg ctceccagget cctcatcaat gtgggeteec gtagggecac tggecatceca
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtatta tgcttccece gacgtitcggc

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 1%
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3F2{¥S}; VL

<400> 19

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Ile Met Leu Pro
85 90 85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Vai Glu Ile Lys

100 105
<210> 20
<211> 324
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<€223> 3F2(YS); VL

<400> 20
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtetitgt ctccagggga aagagccace

ctctcttgoa gggccagtca gagtgttace agtagctact tagcctggta ccagcagaaa

cctggecagg ctcccagget cctcatcaat gtoggctccce gtagggccac tggcatccca

180

240

300

324

60

120

180



12

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtatta tgctteccece gacgttegge

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 21
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223>» 13F2:; VH

<400> 21

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 BO

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 22
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3F2; VH

<400> 22
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagce ctggggggte cctgagactce

tcctgtgecag ccteccggatt cacctttage agttatgcoca tgagctgggt cegeccagget

ccagggaagg ggctggagty ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac

240
300

324

€0
120

180

—Z86



13

gcagacteey tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcagatga acagecetgag agccgaggac acggecgtat attactgtgc gaaagggtgg

tttggtggtt ttaactactg gggccaagga accctggtca ccgtetecgag t

<210> 23
<211> 108
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3D9, VL

<400> 23
Glu Ile val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 24

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3D%, VL

<400> 24
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacce

ctctettgea gggecagteca gagtgttage
cctggeccagg ctcccagget ccteatctat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

ctgtotttgt

agcagctact

ggagcatcca

gacttcactc

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30

Ala Pro Arg
45

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Gly Gln Leu

Lys

ctccagggga
tagcctggta
gcagggocac

tcaccatcag

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu

Fhe Ser

Leu Glu
80

Ile Pro
85

aagagecacce
ccagcagaaa
tggcatccca

cagactggag

240
300

351

60
120
180

240



14

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtcage ttattecccec tacgttegge 300
caggggacca aagtggaaat caaa 324
<210> 25
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3D9, VH

<400> 25

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 a0

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Gly Val Ser Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 &0

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as 90 95

Ala Lys Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 i05 110

Val Thr val Ser Ser

115
<210> 26
<211> 351
<212> LADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 3DY%, VH

<400> 26

gaggtgcaat tgttggagtc tggaggagge ttggtacage ctggggggtc cctgagacte 60
tcctgtgecag cctecggatt cacctttage agttatgeta tgagctgggt ¢cgccagact 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget attggtgtta gtactggtag cacatactac 180

gcagactecyg tgaagggcceg gttcaccate tccagagaca attccaagaa cacgeotgtat 240



13

ctgcagatga acagcctgayg agccgaggac acggcegtat attactgtgcec gaaaggttgg

ctgggtcctt ttgactactg gggccaagga accetggtca ccgtctegag t

<210> 27
<211> 117
<212> PRT

<213> Secuencia artifieial

<220>
<223> 2D9(TA); VH

<400> 27

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arqg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Gly Val Ser Thr Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 6C

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 95

Ala Lys Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp Gly Gla Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr val Ser Ser

115
<210> 28
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 2DY9(TA}; VH

<400> 28
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagge ttggtacagec ctggggggtc cctgagacte

tcetgtgeag cctceggatt cacctttage agttatgcta tgagctgggt ccgccagget

ccagggaagg ggctggagtyg ggtctcaget attggtgtta gtactggtayg cacatactac

300

351

60

120

180



16

gcagactecyg tgaagggccg gttcaccate tceccagagaca attccaagaa cacgctgtat

ctgcagatga acagectgag agccgaggac acggeocgtat attactgtge gaaaggttag

ctgggtectt ttgactactg gggccaagga accctggtea ccgtoctcgag t

<210> 29

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4GB; VL

<400> 29

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Ile Gly Ala Ser Thr Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 30

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4G8; VL

<400> 30

gaaatcgtgt taacgcagtce tccaggcacc

ctctcttgeca gggccagtca gagtgttage

cctggecagg ctcccagget cotcatcatt

gacaggttca gtggcagtgyg atcecgggacg

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gin

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
a0

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtcttigt
cgcagetact
ggggcctcea

gacttcactc

cagggtcagg

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln Val

Lys

cteceagggga
tagcctggta
ccagggccac
tcaccatcag

ttattccece

Pro
15

Gly
Arg Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggayg

tacgttecgge

240

300

351

60

120

180

240

300



caggggacca aagtggaaat caaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu
1

Val

Ser ILeu

Ala Met

Ala
50

Ser

Lys
65

Gly

Leu Gln

Ala Lys

Val Thr

<210>
<21il>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tecctgtgecayg cctcocggatt cacctttage
ccagggaagy ggctggagtg ggtctcaget

gcagacteccg tgaagggceg gttcaccate

31
117
PRT

Secuencia artificial

4G8; VH

31

Gln Leu Leu

Leu Ser

20

Arg

Ser Val

33

Trp

1le Ser Gly

Arg Phe Thr

Met Ser

85

Asn

Gly Trp Leu

100

Val
115

Ser Ser

32
351
ADN

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Asn

Secuencia artificial

4G8; VH

32

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

FPhe

17

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacagce
agttatgeca
attagtggta

tccagagaca

Val GIn Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Vval Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag

attccaagaa

Gly
is

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cetgagactc
cecgecagget
cacatactac

cacgctgtat

324

60

120

180

24¢C



18

ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggecgtat attactgtge gaaagggtgg

ctgggtaatt ttgactactg gggccaagga accctggtca cegtetegag t

<210> 33

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4B3; VL

<400> 33

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Tyr Ile Arg 2la
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Rla Val Tyr Tyr

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 34

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4B3; VL

<400> 34

gaaatcgtgt taacgcagte tccaggeace

ctctettgca gggeccagtca gagtgttage

cctggeccagg ctcccagget cctcatctat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgteag

Caggggacca aagtggaaat caaa

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Iie

ctgtetttgt
agcaattact
ggcgectaca
gacttcacte

cagggtcagg

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln Val

Lys

ctcecagggga
tagectggta
tcagggecac
tcaccatcag

ttattcccee

Pro
15

Gly

Ser Asn

Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

tacgttcgge

300

351

60

120

180

240

300

324



<210> 35
<211> 117
<2i2> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B3; VH
<400> 35
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 35
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Asn Phe
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 36
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B3; VH
<400> 36
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagge
tccoctgtgeag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtyg ggtetcaget
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatce
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac

19

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacage
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca

acggccgtat

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys &Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa

attactgtge

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactce
ccgeccagget
cacatactac

cacgectgtat

gaaagggigyg

60

120

180

240

360



20

ctgggtaatt ttgactactg gggccaagga accctggtca cecgtctcogag t

<210> 37

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4D6; VL

<400> 37

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro¢

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys
35 40

Ile Gln Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 38

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 4D6; VL

<400> 38

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc

ctectettgea gggeccagtca gagtgttage

cctyggccagg ctcecaggcet cctceatecag

gacaggtica gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

Gly Thr

1¢

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr

75

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtctttgt
agcaactact
ggcgecteca

gacttcactc

cagggtcagg

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln val

Lys

cteccagggga
tagcctggta
gcagggeccac
tcaccatcag

ttattceccce

Pro
15

Gly

Ser Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

80

Ile
85

Pro

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

tacgttcgge

351

60

120

180

240

300

324



21

<210> 39
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<Z20>
<223>» 4D6; VH
<400> 3¢9
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Asn Phe Asp Tyr Trp
100 105
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 40
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4D6; VH
<400> 40
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttagtacage
tcctgtgeag ccteceggatt cacctttage agttatgeca
ccagggaagyg ggctggagig ggtctcagcect attagtggta
gcagactccg tgaagggcoeg gttcaccatc tccagagaca
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat
ctgggtaatt ttgactactg gggccaagga accctggtcea

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyzr

Gly Gln Gly

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce

ccgtctegag

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactc
ccgceccagget
cacatactac
cacgctgtat

gazagggtgg

t

60

120

180

240

300

351



<210> 41

<211> 108

€212> PRT

<213> BSecuencia artificial

<220>

<223> 2C6; VL

<400> 41

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 42

<21i> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2C6; VL

<400> 42

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc

ctctettgea gggecagtca gagtgttage

cctggccagg ctcccagget cctcatctat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 43

<211> 117

22

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr

15

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtctttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactce

cagggtcagc

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln Gin

Lys

cteccagggga
tagccectggta
gcagggccac
tcaccatcag

agattcecceee

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
BO

Leu

Ile
95

Pro

aagagccace
ccagcagaasa
tggcatccca
caggctggag

tacgttcgge

60

120

180

240

300

324



<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 2C6; VH
<400> 43
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly 3Ser Ala Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Lew Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Phe Gly Asn Phe
100
Val Thr val Ser Ser
115
<210> 44
<211>» 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 2C6&: VH
<400> 44
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tcectgtgcag cctccggate cacetttage
ccagggaagy ggctagagtg ggtctcaget
gcagactcecyg tgaagggcecg gttcaccatce
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttgggaatt ttgactactyg gggcecaagga
<210> 45

23

Gly Gly Leu

10

Ser Ser

25

Gly

Pro Gly Lys

Tyr Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp Thr

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacagce
agttatgcca
attagtggga
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtco
tgagctgggt
gtgctggtita
attccaagaa
attactgtge

cecgtetegag

Gly Gly

Ser Tyrx

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactc
ccgccaggcet
tacatactac
cacgctgtat

gaaaggttgg

t

60
120
180
240
300

351

284



24

<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> SES; VL
<400> 45
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arqg Ala Ser Gln
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75
Fro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 46
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5H5; VL
<400> 46
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt
ctctcttgca gggccagtca gagtgttage agcagetact
cctggecagg cteoccagget cctcatctat ggageatcea
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcacte
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtaatc
caggggacca sagtggaaat caaa
<210> 47
<211> 11e6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Asn Gln

Lys

ctccagaggga
tagectggta
gcagggcecac
tcaccatcag

agattecceec

Pro
15

Gly
Ser

Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatcccea
cagactggag

tacgttcagt

60

120

180

240

300

324



<220>
<223> 5H5; VH
<400> 47
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Thr Met Ser Trp Val Arg Arg Ser

35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Gly Gly Arg

30 35
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
63 70
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85
Lys Gly Trp Phe Thr Pro Phe Asp
100

Thr Val Ser Ser

115
<210> 48
<211l> 348
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> S5SHS5; VH
<400> 48
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagge
tectgtgecag ccteocggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gactccgtga agggceggtt caccatctcec
cagatgaaca gcctgagagc cgaggacacg
acgccttttg actactgggg ccaaggaace
<210> 49
<211> 108
<212> PRT

25

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Asn Ser Lys

15

Thr
90

Asp Ala

Tyr
105

Trp Gly

ttggtacagc
agttatacca
attagtggtg
agagacaatt
gcecgtatatt

ctggtcaccyg

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Ala
60

Asp Ser

Asn Thr Leu

Val Tyr Tyr

Gln Thr

110

Gly

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtaggac
ccaagaacac
actgtgcgaa

tectecgagt

Gly
15

Gly
Ser Tyr
Trp Val
val

Lys

Leu
80

Tyr

Cys Ala

85

Leu Val

cctgagactce
ccgecggtet
atactacgca
gectgtatctg

aggttggttt

&0

120

180

240

300

348



<213>

<220>

<223> 2C4;
<400> 49
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

Ile Tyr Gly
50

Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

<216> 50
<211> 324
<212> ADN
<213>
<220>
<223> 2C4;
<400> 50
gaaatcgtgt
ctctcttgca
cctggeecagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210> 51
<211> 117
<212> PRT
<213>

<220>

VL

Secuencia artificial

Leu Thr Gln Ser Pro

Thr Leu Ser Cys Arg

20

Trp Tyr Gln Gln Lys

40

Ala Ser Ile Arg Ala

55

Ser Gly Thr Asp Phe

70

Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Gly Gln Gly Thr Lys

100

VL

taacgcagte
gggccagtca
ctceccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggaaat

Secuencia artificial

tccaggcacce
gagtgttagc
cctcatctat
atccgggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

26

Gly Thr Leu
10

Ala Ser Gln
25

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr
75

Cys Gln Gln
a0

Val Glu Ile
105

ctgtctttgt
agtaactact
ggtgectcca
gacttcactc

cagggtaatc

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30

Ala Pro Arg
45

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Gly Asn Gln

Lys

ctccagggga
tagecctggta
ttagggccac
tcaccatcag

agattcccce

Pro Gly
15

Ser Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu
80

Ile Pro
95

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag

tacgttcggt

60

120

180

240

300

324



<223> 2C4; VH
<400> 51
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Phe Thr Pro Phe
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 52
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 2C4; VH
<400> 52
gaggtgcaat tgttggagte tgggggagge
tectgtgcag ccteeggatt cacctttage
ccagggaagyg ggctggagtyg ggtctcaget
gcagactccg tgaagggecyg gttcaccate
ctgcagatga acagcctgag agcecgaggac
tttacgcctt ttgactactg gggccaagga
<210> 53
<21i> 748
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

27

Gly Gly

io

Leu

Ser Phe

23

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Ser

75

Asn

Glu Asp Thr

a0

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacage
agttatgeca
attagcggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

ccgtectecgag

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

g0

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactce
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat

gaaaggttgg

t

60

120

180

240

300

331



<220>
<223>

<400>

53

Arg Pro Ser

1

Thr

Pro

Asn

Ser

65

Pro

Arg

Glu

Trp

Tyr

145

Gly

Glu

Lys

Ala

Pro
225

Leu

Asn

Ile

50

Asn

Asp

Tyr

Phe

Ser

130

Leu

Arg

Glu

Phe

Tyr

210

Tyr

Lys

Trp

35

Val

Arg

Arg

Ser

val

115

Pro

Lys

Glu

Met

Leu

195

Ser

Pro

Arg Val
5

Asp Ile
20

Ile Ser

Leu Tyr

Thr Met

Gln Phe
85

Tyr Thr
100

Arg Gly

Val Gly

Gln Arg

Asn Lys

165

Leu Ala
180

Ala Tyr

Tyr Tyr

Lys RAla

His

Leu

Gly

Asn

Lys

70

val

Ala

Asn

Ser

Pro

1590

Iie

Thr

Ala

Gly

Gly
230

Asn

Asn

Gln

Ile

55

Ser

Tyr

Thr

Glu

Lys

135

Gly

Phe

Lys

Glu

Asp

215

Ala

Ser

Gly

Glu

40

Glu

Val

Leu

Tyr

Leu

120

Leu

Asp

Asn

Tyr

Phe

200

Glu

Lys

Glu

Thr

25

Tyr

Thr

Asn

Glu

Tyr

105

Pro

Ala

Pro

Gly

Ala

185

Asn

Gln

Asn

Glu

10

Phe

Leu

Gly

Ala

Ser

90

Ile

Arg

Tyr

Pro

Ile

170

Leu

Asp

Tyr

Pro

28

Asn

Ser

His

Gln

Ser

75

Asp

Tyr

Pro

Val

Phe

155

Pro

Trp

Thr

Pro

Val
235

Thr

Tyr

Gln

Ser

&0

Asn

Tyr

Asp

Ile

Tyr

140

Gln

Asp

Trp

Asp

Arg

220

val

Met

Lys

Ser

45

Tyr

Tyr

Ser

Leu

Gln

125

Gln

Ile

Trp

Ser

Ile

205

Thr

Arg

Arg

Thr

30

Ala

Thr

Gly

Lys

Ser

110

Tyr

Asn

Thr

Val

Pro

190

Pro

Ile

Ile

Ectodominic de FAP humana+etigueta poli-lystetiqueta

Ala

15

Phe

Asp

Ile

Leu

Leu

95

Asn

Leu

Asn

Phe

Tyr

175

Asn

Val

Asn

Phe

histé

Leu

Phe

Asn

Leu

Ser

80

Trp

Gly

Cys

Ile

Asn

160

Glu

Gly

Ile

Ile

Ile
240



Iie

Pro

Val

Val

Asp

305

Ala

Ser

Tyr

Trp

Ser

385

Ile

Leu

Ala

Thr

Asn

465

Glu

aAsp

Ala

Thr

Ser

290

Cys

Gly

Tyr

Ile

Glu

370

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

450

Lys

Ile

Thr

Met

Asp

275

Val

Pro

Gly

Tyr

Lys

355

Ala

Asn

Ile

Lys

Tyr

435

Ris

Glu

Lys

Thr

Ile

260

Glu

Leu

Lys

Phe

Lys

340

Asp

Ile

Glu

Gly

Glu

420

Tyr

Asp

Leu

Lys

Tyr

245

Ala

Arg

Ser

Thr

Phe

325

Ile

Thr

Asn

Phe

Ser

405

Arg

Ala

Gly

Glu

Leu

Pro

Ser

Val

Ile

Gln

310

Val

Phe

Val

Ile

Glu

330

Tyr

Cys

Leu

Arg

Asn

470

Glu

Ala

Ser

Cys

Cys

295

Glu

Ser

Ser

Glu

Phe

375

Glu

Pro

Gln

Val

Thr

455

Ala

Val

Tyr

Asp

Leu

280

Asp

His

Thr

Asp

Asn

360

Arg

Tyr

Pro

Tyr

Cys

440

Asp

Leu

Asp

Val

Tyr

265

Gln

Phe

Ile

Pro

Lys

345

Ala

Val

Pro

Ser

Tyr

425

Tyr

Gln

Lys

Glu

Gly

250

Tyr

Trp

Arg

Glu

Val

330

Asp

Ile

Thr

Gly

Lys

410

Thr

Gly

Glu

 Asn

Ile

29

Pro

Phe

Leu

Glu

Glu

315

Phe

Gly

Gln

Gln

Arg

3935

Lys

Ala

Pro

Ile

Ile

475

Thr

Gln

Ser

Lys

Asp

300

Ser

Ser

Tyr

Ile

Asp

380

Arg

Cys

Ser

Gly

Lys

460

Gln

Leu

Glu

Trp

Arg

285

Trp

Arg

Tyr

Lys

Thr

365

Ser

Asn

val

Phe

Ile

445

Ile

Leu

Trp

Val

Leu

270

Val

Gln

Thr

Asp

His

350

Ser

Leu

Ile

Thr

Ser

430

Pro

Leu

Pro

Tyr

Pro

255

Thr

Gln

Thr

Gly

Ala

335

Ile

Gly

Phe

Tyr

Cys

415

Asp

Ile

Glu

Lys

Lys

Val

Trp

Asn

Trp

Trp

320

Ile

His

Lys

Tyr

Arg

400

His

Tyr

Ser

Glu

Glu

480

Met



Ile

Gln

Val

Leu

545

Ala

Ala

Ala

Ala

Ser

625

Leu

Met

Gly

Lys

Asp

105

His

Leu

Val

Asn

530

Val

Val

Val

Ile

Ser

610

Ser

Pro

Ala

Thr

Ala

690

Gln

Met

Pro

Tyr

515

Trp

Asp

Tyx

Arg

Trp

595

Gly

Trp

Thr

Arg

Ala

675

Leu

Asn

Thr

Pro

500

Gly

Ile

Gly

Arg

Lys

580

Gly

Thz

Glu

Lys

Ala

660

Asp

Val

His

His

485

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

565

Phe

Trp

Gly

Tyr

Asp

645

Glu

Asp

Asn

Gly

Phe
725

Phe

Pro

Tyr

Gly

550

Leu

Ile

Ser

Leu

Tyr

630

Asp

Tyr

Asn

Ala

Leu

710

Leu

Asp
Cys
Leu
535
Thr
Gly
Glu
Tyr
Phe
615
Ala
Asn
Phe
Val
Gln
695

Ser

Lys

Arg

Ser

520

Ala

Ala

Val

Met

Gly

600

Lys

Ser

Leu

Arg

His

680

Val

Gly

Gln

Ser

505

Gln

Ser

Phe

Tyr

Gly

585

Gly

Cys

Val

Glu

Asn

665

Phe

Asp

Leu

Cys

490

Lys

Ser

Lys

Gln

Glu

570

Phe

Tyr

Gly

Tyr

His

650

Val

Gln

Phe

Ser

Phe
730

30

Lys

Val

Glu

Gly

555

Val

Ile

Val

Ile

Thr

635

Tyr

Asp

Asn

Gln

Thr

715

Ser

Tyr

Arg

Gly

540

Asp

Glu

Asp

Ser

Ala

620

Glu

Lys

Tyr

Ser

Ala

700

Asn

Leu

Pro

Ser

525

Met

Lys

Asp

Glu

Ser

605

Val

Arg

Asn

Leu

Ala

685

Met

His

Ser

Leu

510

Val

Val

Leu

Gln

Lys

590

Leu

Ala

Phe

Ser

Leu

670

Gln

Trp

Leu

Asp

495

Leu

Phe

Ile

Leu

Ile

575

Arg

Ala

Pro

Met

Thr

655

Ile

Ile

Tyr

Tyx

Gly
738

ile

Ala

Ala

Tyr

560

Thr

Ile

Leu

Val

Gly

640

Val

His

Ala

Ser

Thr

720

Lys



31

Lys Lys Lys Lys Lys Gly His His His His His His

<210> 54
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 54
cgcccecttcaa

attitaaatg
tatcttcatc
tataccattt
cctgategge
acagcaacat
cctegtecaa
caaaacaata
ggaagagaaa
gctacaaaat
aatgatacgg
acaataaata
atcgatacca
gcctcaagtg
cagtggctaa
tggcagacat
gctggtggat
atatttagtg
gctattcaaa
tcactgtttt
attagcattyg
aggtgccaat
tacggccceag
atcctggaag

gaaattaaga

2244

740

gagttcataa
gaacattttc
aatctgcaga
tgagtaatag
aatttgtata
attacatcta
ttecagtattt
tctatttgaa
ataaaatatt
atgctctctg
atataccagt
ttccatacce
cttaccctge
attattattt
aaagagteca
gggattgtce
tctttgtttce
acaaggatgg
ttacaagtgg
attctagcaa
gaagctatcc
attacacagc
gcatcceccat
aaaacaagga

aacttgaagt

Secuencia artificial

ctctgaagaa
ttataaaaca
taacaatata
aaccatgaaa
tctagaaagt
tgaccttage
atgctggtcg
acaaagacca
taatggaatc
gtggtctcct
tattgcectat
aaaggctgga
gtatgtaggt
cagttggcte
gaatgittcag
aaagacccag
aacaccagtt
ctacaaacat
caagtgggag
tgaatttgaa
tccaagcaag
aagtttcagc
ttccaccctt
attggaaaat

agatgaaatt

745

aatacaatga
tttttteecaa
gtactttata
agtgtgaatg
gattattcaa
aatggagaat
cctgttgaga
ggagatccac
ccagactggg
aatggaaaat
tcctattatg
gctaagaatce
ccccaggaag
acgtgggtta
gtectgtcta
gagcatatag
ttecagetatg
attcactata
gccataaata
gaataccctg
aagtgtgtta
gactacgcca
catgatggac
gctttgaaaa

actttatggt

gagcactcac
actggatttc
atattgaaac
cttcaaatta
agetttggag
ttgtaagagg
gtaaattagce
cttttcaaat
tttatgaaga
ttttggcata
gcgatgaaca
ccgttgtteg
tgcctgttec
ctgatgeacy
tatgtgactt
aagaaagcag
atgccatttc
tcaaagacac
tattcagagt
gaagaagaaa
cttgecatct
agtactatge
gcactgatca
atatccagcet

acaagatgat

Ectodominiec de FAP humana+etiqueta poli-lys+etiqueta histé

actgaaggat
aggacaagaa
aggacaatca
cggcttatca
atactcttac
aaatgagctt
atatgtctat
aacatttaat
ggaaatgctt
tgcggaattt
atatcctaga
gatatttatt
agcaatgata
agtatgtttg
cagggaagac
aactggatygg
gtactacaaa
tgtggaaaat
aacacaggat
catctacaga
aaggaaagaa
acttgtctgc
agaaattaaa
gcctaaagag

tettectect

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440

1500



32

caattigaca gatcaaagaa gtatcccttg ctaattcaag tgtatggtgg tccectgeagt
cagagtgtaa ggtctgtatt tgctgttaat tggatatctt atcttgcaag taaggaaggg
atggtcatty ccttggtgga tggtcgagga acagctttcc aaggtgacaa actcctctat
gcagtgtatc gaaagctggg tgtttatgaa gttgaagace agattacage tgtcagaaaa
ttcatagaaa tgggtttcat tgatgasaaaa agaatagcca tatggggctg gtcctatgga
ggatacgttt catcactggce ccttgcatct ggaactggtc ttttcaaatg tggtatagca
gtggcetccag tctecagetg ggaatattac gegtcectgtct acacagagag attcatgggt
ctcccaacaa aggatgataa tcttgagcac tataagaatt caactgtgat ggcaagagcea
gaatatttca gaaatgtaga ctatcttctc atccacggaa cagcagatga taatgtgcac
tttcaaaact cagcacagat tgctaaagct ctggttaatg cacaagtgga tttccaggea
atgtggtact ctgaccagaa ccacggcetta tceggectgt ccacgaacca cttatacacce
cacatgacece acttcectaaa geagtgttte tetttgtcag acggcaaaaa gaaaaagaaa
aagggccacc accatcacca tcac
<210> 55
<211> 749
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Ecteodominic de FAP murinatetiqueta poli-lys+etigqueta histé
<400> 55
Arg Pro Ser Arg Val Tyr Lys Proc Glu Gly Asn Thr Lys Arg Ala Leun
1 5 10 15
Thr Leu Lys Asp Ile Leu Asn Gly Thr Phe Ser Tyr Lys Thr Tyr Phe
20 25 30
Pro Asn Trp Ile Ser Glu Gln Glu Tyr Leu His Gln Ser Glu Asp Asp
35 40 45
Asn Ile Val Phe Tyr Asn Ile Glu Thr Arg Glu Ser Tyr Ile Ile Leu
50 55 60
Ser Asn Ser Thr Met Lys Ser Val Asn Ala Thr Asp Tyr Gly Leu Ser
65 70 75 B0
Pro Asp Arg Gln Phe Val Tyr Leu Glu Ser Asp Tyr Ser Lys Leu Trp
85 20 95
Arg Tyr Ser Tyr Thr Ala Thr Tyr Tyr Ile Tyr Asp Leu Gln Asn Gly
100 105 110

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2244



Glu

Trp

Tyr

145

Gly

Glu

Lys

Ala

Pro

225

Val

Pro

Val

Val

Glu

305

Ala

Ser

Tyr

Phe

Ser

130

Leu

Arg

Glu

Phe

Tyr

210

Tyr

Asp

Glu

Ser

Ser

290

Cys

Gly

Tyr

Ile

Val

115

Pro

Lys

Glu

Met

Leu

195

Ser

Pro

Thr

Met

Ser

275

Val

Pro

Gly

Tyr

Lys

Arg

Val

Gln

Asn

Leu

180

Ala

Tyr

Lys

Thr

Ille

260

Glu

Leu

Lys

Phe

Lys

340

Asp

Gly

Gly

Arg

Axg

165

Ala

Tyr

Tyr

Ala

Tyr

248

Ala

Arg

Ser

Asn

Phe

325

Ile

Thr

Tyr

Ser

Pro

150

Ile

Thr

Val

Gly

Gly

230

Pro

Ser

Val

Ile

Gln

310

Val

Phe

val

Glu

Lys

135

Gly

Phe

Lys

Glu

Asp

215

Ala

His

Ser

Cys

Cys

295

Glu

Ser

Ser

Glu

Leu

120

Leu

Asp

Asn

Tyr

Phe

200

Gly

Lys

His

Asp

Leu

280

Asp

His

Thr

Asp

Asn

Pro

Ala

Pro

Gly

Ala

185

Asn

Gln

Asn

Val

Tyr

265

Gln

Phe

Val

Pro

Lys

345

Ala

Arg

Tyr

Pro

Ile

176G

Leu

Asp

Tyr

Pro

Gly

250

Tyr

Trp

Arg

Glu

Ala

330

Asp

Ile

33

Pro

Val

Phe

155

Pro

Trp

Ser

Pro

Val

235

Pro

Phe

Leu

Glu

Glu

315

Phe

Gly

Gln

Ile

Tyr

140

Gln

Asp

Trp

Asp

Arg

220

Val

Met

Ser

Lys

Asp

300

Ser

Ser

Tyr

Ile

Gln

125

Gln

Ile

Trp

Ser

Ile

205

Thr

Arqg

Giu

Trp

Arg

285

Trp

Arg

Gln

Lys

Thr

Tyr

Asn

Thr

Val

Pro

190

Pro

Ile

Val

Val

Leu

270

Val

His

Thr

Asp

His

350

Ser

Leu

Asn

Tyr

Tyr

175

Asp

Ile

Asn

Phe

Pro

235

Thr

Gln

Ala

Gly

Ala

335

Ile

Gly

Cys

Ile

Thr

160

Glu

Gly

Tle

Ile

Ile

240

Val

Trp

Asn

Trp

Trp

320

Thr

His

Lys



Trp

Ser

385

Ile

Leu

Ala

Thr

Asn

465

Glu

Ile

Gln

Val

Leu

545

Rla

Ala

Ala

Glu

370

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

450

Lys

Iie

Leu

Val

Asn

530

Val

Val

Val

Ile

355

Ala

Asn

Ile

Lys

Tyr

435

His

Glu

Lys

Pro

Tyr

515

Trp

Asp

Tyr

Arg

Trp
585

Ile

Glu

Gly

Glu

420

Tyr

Asp

Leu

Lys

Pro

500

Gly

Ile

Gly

Arg

Lys

580

Gly

Tyr

Phe

Asn

405

Arg

Ala

Gly

Glu

Leu

485

Gln

Gly

Thr

Arg

Lys

565

Phe

Trp

Ile

Glu

390

Ser

Cys

Leu

Arg

Asn

470

Lys

Phe

Pro

Tyr

Gly

550

Leu

Ile

Ser

Phe

375

Gly

Pro

Gln

Val

Thr

455

Ser

Asp

Asp

Cys

Leu

535

Thr

Gly

Glu

Tyr

360

Arg

Tyr

Pro

Tyr

Cys

440

Asp

Leu

Gly

Arg

Ser

520

Ala

Ala

Val

Met

Gly
600

Val

Pre¢

Ser

Tyr

425

Tyr

Gln

Arg

Gly

Ser

505

Gln

Ser

Phe

Tyr

Gly

585

Gly

Thz

Gly

Lys

410

Thr

Gly

Glu

Asn

Leu

490

Lys

Ser

Lys

Gln

Glu

570

Phe

Tyr

34

Gln

Arg

395

Ala

Pro

Ile

Ile

475

Thr

Lys

Val

Glu

Gly

555

val

Ile

Val

Asp

380

Arg

Cys

Ser

Gly

Gln

460

Gln

FPhe

Tyr

Lys

Gly

240

Asp

Glu

Asp

Ser

365

Ser

Asn

Val

Phe

Leu

445

Val

Leu

Trp

Pro

Ser

525

Ile

Lys

Asp

Glu

Sex
605

Leu

Ile

Thr

Ser

430

Pro

Leu

Pro

Tyr

Leu

510

Val

Val

Phe

Gln

Glu

590

Leu

Phe

Tyr

Cys

415

Tyr

Ile

Glu

Lys

Lys

495

Leu

Phe

Ile

Leu

Leu

575

Arg

Ala

Tyr

Arg

400

His

Lys

Ser

Glu

Val

480

Met

Ile

Ala

Ala

His

360

Thr

Ile

Leu



Ala Ser

610

Gly

Ser
625

Ser Trp

Leu Pro Thr

Met Ala Arg

Gly Thr Ala

675

Ala
690

Lys Leu

Asp Gln Asn

705

Thr His Met

Lys Lys Lys

<210>
<Z211>
<212>
<213>

36
2247
ADN

<220>
<223>

<400> 56
cgtcectcaa

attttaaatg
tatcttcatc
tatatcattt
cctgategge
acagegacat
cctegtccaa
caaaacaata

ggaagagaaa

Thr Gly

Glu Tyr

Leu

Tyr

Phe
615

Lys

Ala Ser

630

Lys Asp

€45

Ala
660

Glu
Asp Asp
Val

Asn

His Gly

Asp

Tyr

Asn

Ala

Ile

Asn Leu

Phe Arg

Val His

680

Gln
695

Val

Leu Ser

710

Thr His

725

Lys
740

Lys

gagtttacaa
gaacattctce
aatctgagga
tgagtaatag
aatttgtgta
actacatcta
ttcagtatcet
tttattitgaa

atagaatatt

Phe

Lys

Leu Lys

Gly His

Secuencia artificial

acctgaagga
atataaaaca
tgataacata
caccatgaaa
tctagaaagt
cgaccttcag
atgctggtcg
acaaagacca

taatggaata

Cys

Ile

Glu

Asn

665

Phe

Asp

Gly

Gln

Eis
745

35

Gly Ile

Ser
635

Tyr

His
650

Tyr
Val

Asp

Gln Asn

Phe

Gln

Ser
715

Arg

Cys FPhe

730

His His

aacacaaaga
tattttccca
gtattttata
agtgtgaatg
gattattcaa
aatggggaat
cctgttggga
ggagatccac

ccagactggg

Ala
620

Val Ala

Glu Arg Phe

Lys Asn Ser

Leu
670

Tyr Leu

Ala
685

Ser Gln

Ala
700

Met Trp

Gln Asn His

Ser Leu Ser

His His

gagctecttac
actggatttc
atattgaaac
ctacagatta
agctctggeg
ttgtaagagg
gtaaattagc
cttttcaaat

tttatgaaga

Pro Val

Met Gly

640

Thr
£55

Val

Ile His

Ile Ala

Tyr Ser

Leu Tyr

720

Asp
735

Gly

Ectodominic de FAP murinatetiqueta poli-lys+etiqueta histé

cttgaaggat
agaacaagaa
aagagaatca
tggtttgtca
atattcatac
atacgagctce
atatgtatat
aacttatact

ggaaatgctt

60

120

180

240

360

360

420

480

540



gccacaaaat
aatgattcag
actataaata
gttgacacca
gcctcaagtg
cagtggctaa
tggcatgcat
getggtggat
atatttagcg
gctattcaaa
tcactgtttt
attagcattg
aggtgccaat
tatggceccetyg
gtattagaag
gagattaaga
cagtttgaca
cagagtgtta
atagtcattg
gccgtgtatce
ttcatagaaa
ggttatgtit
gtggcteccag
ctceccaacas
gaatatttca
tttcagaact
atgtggtact
acccacatga
aaaaagggcc
<210> 57

<211> 11%

<212> PRT
<213>

atgctectitg
atataccaat
tteccatatece
cctacccetea
actattattt
aaagagtgca
gggaatgtcc
tctttgtttc
acaaggatgg
ttacaagtgg
attctagcaa
gaaactctcc
attacacagce
gcctcceccat
aaaacaaaga
agctcaaaga
gatcaaagaa
agtctgtgtt
ccctggtaga
gaaaactggyg
tgggtttcat
catcectgge
tcteccagetyg
aggacgacaa
gaaatgtaga
cagcacagat
ctgaccagaa
cgcacttect

accaccatca

gtggtctccea
tattgectat
aaaggctggyg
ccacgtgggc
cagctggctce
gaatgtcica
aaagaaccag
gacaccagct
ttacaaacat
caagtgggag
tgaatttgaa
tccgagcaag
aagtttcagc
ttccacccte
actggaaaat
cgggggactyg
gtaccctttyg
tgctattaat
tggtcggyge
tgtatatgaa
tgatgaagaa
ccttgcatct
ggaatattac
tctegaacac
ctatcttcte
tgetaaagct
ccatggtata
caagcaatgce

ccatcac

Secuencia artificial

36

gatggaaaat
tcttattatg
gctaagaatce
ccaatggaag
acatgggtgt
gtcctgteta
gagcatgtag
titagccagg
attcactaca
gccatatata
ggttaccctg
aagtgigtta
tacaaagcca
catgatggcce
tctetgagaa
actttctggt
ctaattcaag
tggataactt
actgctttcc
gttgaggacc
agaatagcca
ggaactggtce
gcatctatct
tataaaaatt
atccacggaa
ttggttaatg
ttatctggge

ttttctttat

ttttggcata
gtgatggaca
cggttgttcg
tgcecagttce
ccagtgaacyg
tatgtgattt
aagaaagcag
atgccactte
tcaaagacac
tattcecgegt
gaagaagaaa
cttgccatet
agtactatge
gcacagacca
atatccagct
acaagatgat
tgtatggtygg
atctcgcaayg
aaggtgacaa
agctcacagce
tatggggctyg
ttttcaaatyg
acicagagag
caactgtgat
cagcagatga
cacaagtgga
gctceccagaa

cagacggcaa

tgtagaattt
gtatcctaga
tgtttttatt
agaaatgata
agtatgcttyg
cagggaagac
aacaggatgg
ttactacaaa
tgtggaaaat
aacacaggat
catciacaga
aaggaaagaa
actcgtetgce
agaaatacsaa
gcctaaagtyg
tctgcctecet
teccttgtage
taaggagyyg
attcctgcat
tgtcagaaaa
gtcctacgga
tggcatagca
attcatgggc
ggcaagagca
taatgtgcac
tttccaggceg
tcatttatat

aaagaaaaag

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2247



<220>
<223>

<400> 57

Ala Ser Thr
1

Val Gly Trp

Tyr Glu Tyr
33

Ala Gln Asn
50

Gly Leu Lys
65

Gln Asp Phe

Gly Glu Thr Pro Asn

Asp Ala Leu

Phe Phe Ile Gln Val

40

Leu Thr val Pro Gly

55

Ala Ala Thr His Tyr

70

Ser Thr Thr Pro Leu

85

37

TNC-AZ humano+etiqueta avi+etiqueta

Leu Gly Glu

Lys Leu Asn Trp Thr

25

Gln Glu Ala

Gly Leu Arg

Thr Ile Thr

75

Ser Val Glu

90

hng

Val Val Val

Ala Pro Glu
30

Asp Thr Val
45

Ser Thr Asp
60

Iie Arg Gly

Val Leu Thr

Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His
100 105 110

Thr His His His His His His

115
<210> 58
<211> 357
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TNC-A2 humancotetiqueta avitetiqueta hisg
<400> 58
gcgtecaccyg gggaaacece gaacctggge gaagtggtygyg tggcggaagt
gcgctgaaac tgaactggac cgcgccggaa ggcgegtatg aatatttttt
caggaagcgg ataccgttga ageggcgcag aacctgaccyg ttcecocgggcgy
accgatctge cgggectgaa agcggogace cattatacca ttaccatccg
caggattita gcaccaccec geotgtetytyg gaagtgetga ccgetagegg
atcttegagg ctcagaaaat cgaatggcac gaaggtacce atcaccatca
<210> 59
<211> 116

<212> PRT

Ala Glu
15

Gly Ala

Glu Ala

Leu Pro

Val Thr
BO

Ala Ser
95

Glu Gly

gggttgggat
catccaggtyg
tctgegtage
tggggtgace
cctgaacgac

ccaccac

60

120

180

240

300

357



3B

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TNC-Al humanc-etigqueta avi+etiqueta hiség
<400> 5%
Glu Gin Ala Pro Glu Leu Glu Asn Leu Thr Val Thr Glu Val
1 5 10
Asp Gly Leu Arg Leu Asn Trp Thr Ala Ala Asp Gln Ala Tyr
20 25 30
Phe Ile Ile Gln Val Gln Glu Ala Asn Lys Val Glu Ala Ala
35 40 45
Leu Thr Val Pro Gly Ser Leu Arg Ala Val Asp Ile Prec Gly
50 55 60
Ala Ala Thr Pro Tyr Thr Val Ser Ile Tyr Gly Val Ile Gln
65 70 75
Arg Thr Pro Val Leu Ser Ala Glu Ala Ser Thr Ala Ser Gly
85 90
Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Glu Gly Thr
100 105 110
His His His His
115
<210> 60
<211> 348
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TNC-Al humanc-etiqueta avitetiqueta his6
<400> 60
gaacaagccc ctgagctgga aaacctcacc gtgactgagg ttggctggga
Ctcaactgga ccgeggetga ccaggcctat gagcactita tcattcaggt
aacaaggtgg aggcagctcg gaacctcacce gtgecctggeca gectteggge
ccgggcctca aggetgctac gccttataca gtetccatct atggggtgat
agaacaccag tgctetctge tgaggectec acagctageg gectgaacga
gctcagaaaa tcgaatggeca cgaaggtacc catcaccatc accaccac
<210> 61
<211> 124

Gly
15

Trp

Glu His

Arg Asn

Leu Lys

Gly Tyr

80

Leu
95

Asn

His His

tggcctcaga
gcaggaggcc
tgtggacata
ccagggctat

catcttcgag

60

120

180

240

300

348



39

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TNC-Al murinc-etiqueta avi+etiqueta hisé
<400> 61
Ile Ser Glu Phe Gly Ser Ser Thr Glu Glu Val Pro Ser Leu
1 5 10
Leu Thr val Thr Glu Ala Gly Trp Asp Gly Leu Arg Leu Asn
20 25 30
Ala Asp Asp Leu Ala Tyr Glu Tyr Phe Val Ile Gln Val Gln
35 40 45
Asn Asn Val Glu Thr Ala His Asn Phe Thr Val Pro Gly Asn
50 55 60
Ala Ala Asp Ile Pro Gly Leu Lys Val Ala Thr Ser Tyr Arg
65 70 75
Ile Tyr Gly Val Ala Arg Gly Tyr Arg Thr Pro Val Leu Ser
85 80
Thr Ser Thr Ala Ser Gly Leu 2Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln
100 105 110
Glu Trp His Glu Gly Thr His His His His His His
115 120
<210> &2
<211> 372
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> TNC-Al murino-etiqueta avitetigueta hisé
<400> 62 .
atttcagaat tcggatccag caccgaagaa gtgccgagec tggaaaacct
gaagcgggct gggatggeet geogtotgaac tggaccgegg atgatctgge
tttgtgatcc aggtgcagga agcgaacaac gttgaaaccg cgcataactt
ggcaatctgc gtgeggegga tattccggge ctgaaagtgg cgaccagceta
atttatggcg tggegegtgg ctatcgtace ccggttctga gegcggaaac
agcggectga acgacatctt cgaggetcag aaaatcgaat ggcacgaagg
catcaccacc ac

Glu
15

Asn

Trp Thr

Glu Ala

Leu Arg

Val Ser

80

Ala
95

Glu

Lys Ile

gaccgtgace
ctatgaatat
taccgtgeeg
tcgtgtgage
cagcaccgct

tacccecatcac

€0

120

180

240

300

360

372



<210> 63
<21i> 116
<212> PRT
<213>

<220>
TNC-A4

<400> 63

Glu Asp Leu
1

Asp Gly Leu

Phe Val Ile

35

Thr
50

Leu Leu

Ala Ala
65

Thr

Arg Thr Pro

Asp Ile Phe

His
115

His His

<210> 64

<211> 348
<212> ADN
<213>

<220>
TNC~A4

<400> 64
gaagatctgc

ttgaactgga
aacaaagttg
ccgggectygg
cgtacceegg

gctcagaaaa

Pro Gln

Arg Leu

20

Gln Val

Pro Gly

Pro Tyr

Val Leu

85

Glu
100

Rla

His

cgcagctgyg
ccgegygegya
aagcggegca
aagcggegac
ttctgagege

tcgaataggca

Leu

Asn

Gln

Ser

Arg

70

Ser

Gln

Secuencia artificial

humano+etiqueta avi+etiqueta

Gly Asp

Trp Thr

Glu Val

40

Leu
55

Arg

Val Ser

Ala

Glu

Lys Ile

Secuencia artificial

cgatctggcc
taacgcgtat
gaacctgacc
cccgtatcgt
ggaagcgagce

cgaaggtacec

40

hiSG

Ala
10

Leu Val

Ala
25

Ala Asp

Asn Lys Val

Ala Val Asp

Ile Tyr Gly

75

Ala Ser Thr

90

Glu
105

Trp His

humano+etiqueta avi+etiqueta hisg

gtgagcgaag
gaacattttg
ctgcecgyggea
gtgagcatct
accgctageg

catcaccatc

Ser Glu Val

Asn Ala Tyr

30

Glu Ala

45

Ala

Ile
60

Pro Gly

Val Ile Arxg

Ala Ser Gly

Glu Thr

110

Gly

tgggctggga
tgattcaggt
gcectgegtge
atggcgtgat
gcctgaacga

accaccac

Gly
15

Trp

Glu His

Gln Asn

Leu Glu

Gly Tyr

80

Leu
85

Asn

His His

tggcctgegt
gcaggaagtyg
ggtggatatt
tcgtggctat

catcttegag

60

120

180

240

300

348



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

TNC-

Ad

<400>

Ile

Leu

Thr

Asn

Ala

65

I1le

Val

Glu

Ser

Ser

Asp

Asn

50

Val

Tyr

Ser

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
TNC-A4 murino+etiqueta avi+etiqueta his,

<400>

atttcagaat tcggatcecct
gaagtgagct gggatggect
tttgtggtge aggtgcagga
ggtagcctge gtgeggtgga

atttatggcg tgattcaggg

65
124
PRT

Secuencia artificial

murino+etiqueta avitetiqueta

65

Glu

Val

Asp

35

Val

Asp

Gly

Thr

His

115

66
372
ADN

Phe

Thr

20

Leu

Glu

Ile

Val

Ala

100

Glu

Gly

Glu

Ala

Ala

Pro

Ile

85

Ser

Gly

Ser Leu Thr

Val Ser Trp

His
40

Tyr Lys

Ala Gln

55

Asn

Gly Leu

70

Lys

Gln Gly Tyr

Gly Leu Asn

Thr His

120

His

Secuencia artificial

66

gaccgaagat
gaccctgaac
agcgaacaac
tattccggge

ctatcgtace

41

hng

Glu Asp Leu

10

Asp Leu

25

Gly

Phe Val Vval

Leu Thr Val

ala Thr

15

Asp

Thr
g0

Arg Pro

Asp Ile Phe

105

His His His

ctgccgcagc
tggaccaccg
gttgaageqgy
ctgaaagcgg

ccgatgetgt

Pro Gln Leu

Thr Asn

30

Leu

Gln Val

45

Gln

Pro Ser

60

Pro Tyr Arg

Met Leu Ser

Glu Ala Gln

110

His

tgggcggtet
atgatctggce
cgcagaacct
atacccegta

ctaccgatgt

Gly
15

Gly

Trp Thr

Glu Ala

Leu Arg

Val Ser

80

Thr
95

Asp

Lys Ile

gagegtgacc
ctataaacat
gaccgtteceg
tcgtgtgage

gagcaccget

60

120

180

240

300



42

agcggectga acgacatctt cgaggctcag aaaatcgaat ggcacgaagg tacccatcac

catcaccacc ac

<210> 67

<21i>» 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2D9%; VL

<400> &7

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg

20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr 2sp Phe

65 70

Pra Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85
Prc Thx Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 68

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2D9%; VL

<400> 68

gaaatcgtgt taacgecagtc tccaggcacce

ctctcttgeca gggccagtca gagtgttage

cctyggecagy ctcccagget ccecteatetat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

ccktgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

FPro Gly Gin

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtctttagt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtaatc

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Asn Gln

Lys

ctcecagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

agattccccc

Pro
15

Gly
Ser

Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
as

Pro

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatcceea
cagactggag

tacgttcggt

360

372

60

120

180

240

300

324



<210> 69
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 2D9; VH
<400> 69
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Phe Thr Pro Phe
100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 710
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 2DY9; VH
<400> 70
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagge
tecctgtgecag ccteceggatt cacctttage
ccagggaady ggctggagtg ggtctcagcet
gcagactccg tgaagggcecg gttcaccate
ctgcagatga acagcctgag agcoccgaggac

43

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

50

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacage
agttatgcca
attagcggta
tccagagaca

acggccgtat

val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leuw Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggte
tgagctgygt
gtggtggtag
attccaagaa

attactgtge

Gly
15

Gly

Ser Tyx

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagacte
ccgccaggcet
cacatactac

cacgctgtat

Jgaaaggttgg

60

120

180

249

300



44

tttacgcett ttgactactg gggccaagga accctggtca cegtetcgag t

<21i0> 71
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B§; VL
<400> 71
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
S0 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
B5 90
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
106 105
<210> 72
<211> 324
<212> BADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B8; VL
<400> 72
gaaatcgtgt taacgcagtc teccaggcacc ctgtetttgt
ctctcttgca gggccagtca gagtgtitage ageagctact
cctggccagg ctccecagget cctecatctat ggagcatcca
gacaggttca.gtggcagtgg atccgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtcagg
caggggacca aagtggaaat caaa

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

Ala Pro

45

Arg

Bro
&0

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln val

Lys

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tecaccatcag

ttatteecccee

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccace
ccagcagaaa
tggecateeca
cagactggaqg

tacgttcgge

351

60

120

180

240

300

324



<210> 73
€211> 117
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 4BB;
<400> 73

Glu vVal Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Val Thr Val
115

<210> 74

<211> 351
<212> ADN
<213>

<220>
<223> 4BS§;

<400> 74
gaggtgcaat

tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcagatga

ctgggtaatt

VH

Secuencia artificial

Leu Leu Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Ser Gly Ser Gly Gly

55

Phe Thr Ile Ser Arg

70

Asn Ser Leu Arg Ala

85

Trp Leu Gly Asn Phe

100

Ser Ser

VH

tgttggagtc
cctoeggatt
ggctggagty
tgaagggecey
acagcctgag

ttgactactyg

Secuencia artificial

tgggggagyce

cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac

gggccaagga

45

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser
75

Glu Asp Thr
90

Asp Tyr Trp
105

ttggtacage
agttatgccea
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtea

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly
110

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgce

cegtetegag

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Thr Leu

cctgagactc
cogeeagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgyg

t

60

120

180

240

30C

351



<210> 75

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 7Al; VL

<400> 75

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe ARla Val Tyr Tyr

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 78

<zZ1ll> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 7Al; VL

<400> 76

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacce

ctctettgca gggeccagtca gagtgttage

cctggecagg ctcccaggcet ccetcatctat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 17

<211>» 117

46

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Iie

Thr Thr

15

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtectttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtcagc

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro

60

Asp Arg

lle Ser Arg

Gly Gln Gln

Lys

ctccagggga
tagectggta
gcagggecac
tcaccatcag

agattccecece

Pro
15

Gly
Ser Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

tacgttegge

&0

120

180

240

3co

324



<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 7Al; VH
<400> 77
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
€5 70
Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Phe Gly Asn Phe
i00
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 78
<21i> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 7Al; VH
<400> 78
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tectatgcag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtcotcaget
gcagactcecg tgaagggcceyg gttcaccatce
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttgggaatt ttgactactg gggccaagga
<210> 79

47

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp Thr

80

Asp
105

Tyr Trp

ttggtacagce
agttatgceca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

€0

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggygte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

ccgtctegag

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

a0

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagacte
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat

gaaaggttgg

t

60

120

180

240

300

351



<211>
<212>
<213>

<220>
<Z223>

<400>
Glu Ile

1

Glu Arg

Tyr Leu
Ile

Tyx

Gly
65

Ser

Pro Glu

Pro Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4030>
gaaatcg

ctctett
cctggcce
gacaggt
ccltgaag

cagggga

<210>
<211>
<212>
<213>

108
PRT
Secuencia artificial

13C2; VL

79

Val Leu Thr Gln Ser Pro

5
Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Gly Ala Ser Ser Arg Ala
55
Gly Ser Gly Thr Asp Phe
70
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

80

324
ADN

Secuencia artificial
13C2; VL

80

tgt taacgcagtc tccaggecacce
gca gggccagtca gagtgttage
agg ctcccagget cctcatctat
tca gtggcagtgg atccgggaca
att ttgcagtgta ttactgtcag
cca aagtggaaat caaa

Bl

117

PRT

Secuencia artificial

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Thr

10

Sex

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

48

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

ctgtctttgt

agcagctact

ggagcatcca

gactitcactc

cagggtcagc

Ser Leu

Ser Val

Ala Pro

45

Pro
60

Asp
Ile Ser
Gln

Gly

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Leu

cteccagggga

tagcctggta

gcagggecac

tcaccatcag

ttattcceec

Pro

15

Ser

Leu

FPhe

Leu

Ile
45

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatcccea
cagactggag

tacgttcggce

60
120
180
240
300

324

502



49

<220>
<223> 13C2:; VH
<400> 81
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 %0
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Pro Phe Asp Tyr Trp
100 105

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 82
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 13C2; VH
<400> 82
gaggtgcaat tgttggagtc tgggguagge tiggtacagc
tcetgtgeag coctecggatt cacctttage agttatgeca
ccagggaagg ggctggagtyg ggtetcaget attagtggta
gcagactccg tgaagggccg gttcaccate tecagagaca
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat
ctgggteett ttgactactg gggccaagga accctggtca
<210> 83
<211> 108
<212> PRT

val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtce
tgagectgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

ccgtotegag

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Vval

Ser Val

Leu Tyr

BO

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactc
ccgecaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaaggtigg

t

60

120

180

240

300

351



<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 13E8; VL

<400> 83

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
290

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg ala
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Ser Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 84

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 13E8; VL

<400> 84

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggeacc

ctctcecttgea gggecagtca gagtgttage

cctggccagg ctcccagget cetcatctat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> B85

<211i>» 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

350

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
S0

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtctttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtctga

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Leu &sn

Lys

ctecagggga
tagcetggta
gcagggecac
tcaccatcayg

atattccctc

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
BO

Leu

Ile
95

Pro

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggayg

gacgttegac

60

120

180

240

300

324



<223> 13EB; VH
<400> 85
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 ]
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
€5 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Prc Phe
100

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 86
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 13E8: VH
<400> 86
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagygce
tcetgtgecag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtcteaget
gcagactccqg tgaagggccg gttcaccate
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
ttgggtcecgt ttgactactg gggeccaagga
<210> 87
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

51

Gly Gly Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asn Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

AsSp
105

Tyr Trp

ttggtacage
agttatgcca
attagtggta
tcecagagaca
acggeegtat

accctyggtca

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Rla Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

ccgtctcgag

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactc
ccgecaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaaggttgg

t

60

120

180

240

300

351



52

<220>
<223> 14cl0; VL
<400> B7
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu
1 5 i0
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gin
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Prxo Gly Gln
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln
B3 90
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105
<210> 88
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14C10; VL
<400> 88
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtetttgt
ctctcttgeca gggceccagtca gagtgttagce agcagcetact
cctggcecagyg <¢tcccaggct cctcatctat ggagcatcca
gacaggttca gtggecagtgg atccgggaca gacttcactce
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtcata
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 89
<z21l1l> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14C10; VH

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly His Ile

Lys

ctccagyggga
tagcctyggta
gcagggccac
tcaccatcag

ttattcececee

Pro
is5

Gly

Ser Ser

Leu Leu

FPhe Ser

Glu
g0

Leu

Ile
95

Pro

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcgge

60

120

180

240

300

324



53

<400> B89
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Lys Ala Trp Met Gly Prc Phe Asp Tyr Trp
100 105
val Thr val Ser Ser
115
<210> 90
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14Cl0; vH
<400> 90
gaggtgecaat tgttggagtc tgggggaggce ttggtacage
tcctgtgecag cctccggatt cacctttage agttatgeca
ccagggaagg ggctggagtg ggtectcaget attagtggta
gcagactcceg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcagatga acagcctgag ageccgaggac acggccgtat
atggggcctt ttgactactg gggccaagga accctggtca
<210> 91
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 17Al1]1; VL

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtc
tgagetgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

ccgtectegag

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaagcttgg

t

&0

120

180

240

300

351



<400> 91
Glu Ile Val Leu Thr Gin Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala
50 535
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Ser Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100
<210> 92
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 17All; VL
<400> 92
gaaatcgtgt tmacgcagtec tecaggcacce
ctcetcttgeca gggecagtca gagtgttage
cctggccagg ctcccagget cctcatctat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 93
<211> 117
€212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 17All; VH

<400> 93

54

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Tle

ctgtetttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttcactc

cagggtctga

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Leu Asn

Lys

ctccagggga
tagcctggta
gcagggecac
tcaccatcag

atattcccte

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcagc

60

120

180

240

300

324



Glu vVal Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser Ala Ile

Leu Leu Glu Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

40

Ser Gly Ser Gly Gly

35

Gly Gly Leu

10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Pro Fhe Asp Tyr Trp
100 105
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 94
<Z211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 17all; VH
<400> 94
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage
tcetgtgcag cectecggatt cacctttage agttatgeca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget attagtggta
gcagactecyg tgaagggeoeg gttcaccatc tccagagaca
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggecegtat
ttgggtecgt ttgactacty gggccaagga accctggtca
<210> 95
<211> 603
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>

Fab derivado de anticuerpo monocleonal L19

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Thr

Ala val Tyrx

Gly Gln Gly
110

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge

ccgotctegag

cadena pesada de Fab derivada de variante Cl125A

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
BO

Tyr Cys
93

Thr Leu

cctgagactce
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaaggttygg

t

de IL2Z-cadena pesada de

60

120

180

240

300

351

35¢



<400>

95

Glu Val Gln

1

Ser

Ser

Ser

Lys

€5

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly
225

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly
230

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

10s

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Gly

5%

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly
235

Val

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Gly

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Ser

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser
240



Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

305

ile

Thr

Leu

Ser

Val

385

Leu

Met

Ser

Gly

Gln

485

Lys

Thr

Met

Met

Hisg

2%0

Asn

Ser

Phe

Asn

Gly

370

Gin

Arg

Ser

Ile

Arg

430

Met

Pro

Lys

Ile

Leu

275

Leu

Leu

Asn

Met

Arg

355

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

435

Phe

Asn

Phe

Lys

Leu

260

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

340

Trp

Gly

Leu

Ser

Val

420

Gly

Thr

Ser

Pro

Thr

245

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

325

Glu

Ile

Gly

Glu

Cys

405

Arg

Ser

Ile

Leu

Tyr
485

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

310

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser

390

Ala

Gln

Ser

Ser

Arg

470

Phe

Leu

Ile

Phe

Glu

295

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

375

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

455

Ala

Asp

Gln

Asn

Tyr

280Q

Glu

Asn

Val

Asp

Ala

360

Gly

Gly

Ser

Pro

Thr

440

Asp

Glu

Tyr

Leu

Asn

265

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

345

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

425

Thr

Asn

Asp

Trp

Glu

250

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

330

Thr

Ser

Gly

Leu

Phe

4i0

Lys

Tyr

Ser

Thr

Gly
490

57

His

Lys

Lys

Lys

Leu

315

Leu

Ala

Iie

Ser

Val

395

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

475

Gln

Leu

Asn

Lys

Pro

300

Arg

Lys

Thr

Ile

Gly

380

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

460

Val

Gly

Leu

Pro

Ala

285

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser

365

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp

445

Thr

Tyr

Thr

Leu

Lys

270

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

350

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

430

Ser

Leu

Tyr

Leu

Asp

255

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

335

Glu

Leu

Giy

Gly

Phe

415

Val

Val

Tyr

Cys

Val
495

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

320

Thr

Phe

Thr

Glu

Ser

400

Ser

S5er

Lys

Leu

Als

480

Thr



58

V&l Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
500 505 510

Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
515 520 525

Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
530 535 540

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
545 550 555 560

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
565 570 575

Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
580 585 590

Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

595 600
<210> 96
<211> 215
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera de Fab derivada de anticuerpo monoclonal L19

<400> 96

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 23 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Tyr Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 35 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Gly Arg Ile Pro
85 90 95



Pro

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<Z10>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe

Ser
115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

97
382
PRT

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Glin

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

Secuencia artificial

Lys

Pro

120

Len

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

59

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Lys Arg

Glu Gln
125

Phe Tyr

140

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro
205

Thr
110

Leu

Preo

Gly

Tyr

His

190

Val

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

scFv derivado de anticuerpo monoclonal L1%-linker de

variante Cl25A de IL2

97

Glu Val Gln

1

Ser

Ser

Ser

Lys
€5

Leyu

Met

Ser
50

Gly Arg

Arg

Ser
35

Ile

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile
10

Ser

Ala

Gln

Ser

35

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser
75

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys

8 aminoéacidos

Gly

Phe

Val

Val

Tyr
80



Leu

Ala

Thr

Thr

Leu

145

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

225

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

305

Leu

Gln

Lys

Val

Gln

130

Ser

Gln

Ser

Thr

Val

210

Gly

Ser

Lys

Leu

Thr

290

Gln

Ala

Met

Pro

Ser

115

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

135

Tyr

Thr

Ser

Thr

Asn

275

Phe

Cys

Gln

Asn

Phe

100

Ser

Pro

Arg

Lys

Ala

180

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gln

260

Gly

Lys

Leu

Ser

Ser

85

Pro

Ser

Gly

Ala

Pro

165

Thr

Thr

Cys

Val

Ser

245

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys
325

Leu

Tyr

Gly

Thr

Ser

150

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

230

Ser

Gln

Asn

Tyr

Glu

310

Asn

Arg

Phe

Gly

Leu

135

Gln

Gln

Ile

Thr

Gln

215

Ile

Ser

Leu

Asn

Met

295

Glu

Phe

Ala

Asp

Ser

120

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

200

Thr

Ser

Ser

Glu

Tyr

280

Pro

Leu

His

Glu

Tyr

105

Gly

Leu

Val

Pro

Asp

185

Ser

Gly

Val

Gly

His

265

Lys

Lys

Lys

Leu

Asp

20

Trp

Gly

Ser

Ser

Arg

170

Arg

Arg

Arg

Leu

Ala

250

Leu

Asn

Lys

Pro

Arg
330

60

Thr

Gly

Ala

Pro

Ser

155

Leu

Phe

Leu

Ile

Ser

235

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

315

Pro

Ala

Gln

Ser

Gly

140

Ser

Leu

Ser

Glu

Pre

220

Ser

Thr

Leu

Lys

Thr

300

Glu

Arg

Val

Gly

Glu

125

Glu

Tyr

Ile

Gly

FPro

205

Pro

Ser

Ser

Asp

Leu

285

Glu

Glu

Asp

Tyr

Thr

110

Iie

Arg

Leu

Tyr

Ser

190

Glu

Thr

Ser

Ser

Leu

270

Thr

Leu

Val

Leu

Tyr

95

Leu

Val

Ala

Ala

Tyr

175

Gly

Asp

Phe

Gly

Ser

255

Gln

Arg

Lys

Leu

Ile
335

Cys

Val

Leu

Thr

Trp

160

Ala

Ser

Phe

Gly

Ser

240

Thr

Met

Met

His

Asn

320

Ser



Asn Ile Asn Val Ile Val Leu

340

Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu

355

Arg Trp Ile Thr Phe Ala Gln

370

<210>
<Z2il>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

98
377
PRT

375

Secuencia artificial

Glu

Leu
345

Thr Ala

360

Ser

Ile

proteina Flé-diacuerpo-IL2

%8

Glu val Gln

1

Ser

Gly

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Ala

Asp
145

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Val

130

Ser

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ala

Ser

115

Ser

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His

100

Ser

Val

Arg

Leu

Ser

Val

Gly

Thxr

Ser

85

Asn

Ala

Ala

Ser

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Leu

Tyr
150

Ser

Ala

Glin

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Gly

Gly

135

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Gly

120

Gln

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Tvyr

105

Ser

Thr

Ser

61

Lys Gly Ser

Thr Ile vVal

Ile Ser Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

Ser

Val

Trp

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Glu

Arqg

Tyr
155

380

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Leu

Ile

140

Gln

Glu

Giu

365

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Thr

125

Thr

Gln

Thr
350

Phe

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gln

Cys

Lys

Thr Phe

Leu

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Asp

Gin

Pro

Asn

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

g0

Cys

Val

Pro

Gly

Gly
160



Gln
Ile
Thr
Ser
Leu
225
Ser
Gln
Asn
Tyr
Glu
305
Asn
Val
Asp

Ala

Ala

Pro

Ile

Ser

210

Thr

Ser

Leu

Asn

Met

290

Glu

Phe

Leu

Glu

Gln
370

<210>
<21il>
<212>
<213>

<220>

Pro

Asp

Thr

185

Val

Val

Ser

Glu

Tyr

275

Pro

Leu

His

Glu

Thr

355

Ser

9%
641
PRT

val

Arg

180

Gly

Tyr

Leu

Gly

His

260

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

340

Ala

ile

Leu

165

Phe

Ala

Thr

Gly

Ala

245

Leu

Asn

Lys

Pro

Arg

325

Lys

Thr

Ile

Val

Ser

Gln

Met

Ser

230

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

310

Pro

Gly

Ile

Ser

Ile

Gly

Ala

Pro

215

Ser

Thx

Leu

Lys

Thr

295

Glu

Arg

Ser

Val

Thr
375

Secuencia artificial

Tyr

Ser

Glu

200

Prg

Ser

Ser

Asp

Leu

280

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

360

Leu

Gly

Ser

185

Asp

Val

Ser

Ser

Leu

265

Thr

Leu

Val

Leu

Thr

345

Phe

Thr

Lys

170

Ser

Glu

Val

Gly

Ser

250

Gln

Arg

Lys

Leu

Ile

330

Thr

Leu

62

Asn

Gly

Ala

Phe

Ser

235

Thr

Met

Met

His

Asn

315

Ser

Phe

Asn

Asn

AsSn

Asp

Gly

220

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

300

Leu

Asn

Met

Arqg

Arg

Thr

Tyr

205

Gly

Ser

Lys

Leu

Thr

285

Gln

ala

Ile

Cys

Trp
365

Pro

Ala
190

Tyr

Gly

Ser

Thr

Asn

270

Phe

Cys

Gln

Asn

Glu

350

Ile

Ser

175

Ser

Cys

Thr

Gly

Gln

255

Gly

Lys

Leu

Ser

Val

335

Tyr

Thr

Gly

Leu

Asn

Lys

Ser

240

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

320

Ile

Ala

Fhe



63

<223> scFv-IL2-scFv (Fl16, proteina)

<400> 89

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tré val
35 40 45

Ser Ala ITle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 53 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 25

Ala Lys Ala His Asn Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
115 120 125

Gly Gly Ser Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu
130 135 140

Gly Gln Thr Val Arg Ile Thr Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr
145 150 155 160

Tyr Ala Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val
165 1706 175

Ile Tyr Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
180 185 190

Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala Gln
185 200 205

Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Ser Val Tyr Thr Met
210 215 220

Pro Pro Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser
225 230 235 240



Ser

Thr

Leu

Lys

Thr

305

Giu

Arg

Ser

Val

Thr

385

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

465

Ala

Ser

Ser

Asp

Leu

290

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

370

Leu

Gly

Gln

Ala

Tyr

450

Ser

Glu

Sar

Ser

Leu

275

Thr

Leu

Val

Leu

Thr

355

Phe

Thr

Ser

Thr

Ser

435

Gly

Ser

Asp

Gly

Ser

280

Gln

Arg

Lys

Leu

ile

340

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

420

Trp

Lys

Ser

Glu

Ser

245

Thr

Met

Met

His

Asn

325

Ser

Phe

Asn

Gly

Glu

405

Arg

Tyr

Asn

Gly

Ala
485

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

310

Leuy

Asn

Met

Arg

Gly

390

Leu

Ile

Gln

Asn

Asn

470

Asp

Ser

Lys

Leu

Thr

295

Gln

Ala

Ile

Cys

Trp

375

Gly

Thr

Thr

Gln

Arg

455

Thr

Tyr

Ser

Thr

Asn

280

Phe

Cys

Gln

Asn

Glu

360

Ile

Gly

Gln

Cys

Lys

440

Pro

Ala

Tyr

Gly

Gln

263

Gly

Lys

Leu

Ser

vVal

345

Tyr

Thr

Ser

Asp

Gln

425

Pro

Ser

Ser

Cys

Ser

250

Leu

Ile

Phe

Glu

Lys

330

Ile

Ala

Phe

Gly

Pro

410

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn
490

64

Ser

Gln

Asn

Tyr

Glu

315

AsSn

Val

Asp

Ala

Gly

385

Ala

Asp

Gln

Ile

Thr

475

Ser

Ser

Leu

Asn

Met

300

Glu

Phe

Leu

Glu

Gln

380

Gly

Val

Ser

Ala

Pro

460

Ile

Ser

Ser

Glu

Tyr

285

Prec

Leu

His

Glu

Thr

365

Ser

Gly

Ser

Leu

Pro

445

Asp

Thr

Val

Gly

His

270

Lys

Lys

Lys

Leu

Leu

350

Ala

Ile

Ser

Val

Arg

430

Val

Arg

Gly

Tyr

Ala

255

Leu

Asn

Lys

Pro

Arg

335

Lys

Thr

Ile

Gly

Ala

415

Ser

Leu

FPhe

Ala

Thr
495

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

320

Pro

Gly

Ile

Ser

Gly

400

Leu

Tyr

Val

Ser

Gln

480

Met



Pro

Gly

Gln

Arg

545

Ser

ile

Arg

Met

Ala

625

Ser

Pro

Gly

Leu

530

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

610

His

<210>
<211>
212>
<213>

<220>
<223>
proteina)

<400>

Val Val
500

Gly Ser
515

Leu Glu

Ser Cys

Val Arg

Gly Ser
580

Thr Ile
595

Ser Leu

Asn Ala

100
603
PRT

Phe

Gly

Ser

Ala

Gln

565

Gly

Ser

Arg

Phe

Gly

Gly

Gly

Ala

550

Ala

Gly

Arg

Ala

Asp
630

Gly

Gly

Gly

535

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

615

Tyr

Secuencia artificial

Fab-IL2-Fab (Fl6,

100

Gly

Ser

520

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

600

Asp

Trp

Thr

505

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

585

Ser

Thr

Gly

Lys

Gly

val

Thr

Gly

570

Tyr

Lys

Ala

Gln

65

Leu

Gly

Gln

Phe

555

Leu

Ala

Asn

Val

Gly
635

Thr

Ser

Pro

540

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

620

Thr

construction de fusién

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

20

35

5

40

25

10

Val Leu Gly Ser
510

Gly Ser Glu Val
525

Gly Gly Ser Leu

Arg Tyr Gly Met
560

Trp Val Ser Ala
575

Ser Val Lys Gly
590

Leu Tyr Leu Gln
605

Tyr Cys Ala Lys

Leu Val Thr Val
640

de cadena pesada-citoquina,

Gln Pro Gly Gly

15

Phe Ser Arg Tyr
30

Leu Glu Trp Val
45



Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Ser

Gln

Arg

Lys

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

Thr

Met

Met

His

ile

Arg

Met

Ala

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Ser

Lys

Ile

Leu

275

Leu

Ser

Phe

Asn

His

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Ser

Lys

Leu

260

Thr

Gln

Gly

Thzr

Ser

85

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Ser

Thr

245

Asn

Phe

Cys

Ser

Ile

70

Leu

Ala

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly

230

Gln

Gly

Lys

Leu

Gly

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Leu

Ile

Phe

Glu

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Ser

Gln

Asn

Tyr

280

Glu

Ser

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Ser

Leu

Asn

265

Met

Glu

Thr

Asn

Asp

Trp

Pro

The

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Ser

Glu

250

Tyr

Pro

Leu

66

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

His

Lys

Lys

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

Ala

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Pro

Leu

Pro

Ala

285

Leu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Ser

Thr

Leu

Lys

270

Thr

Glu

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Ser

Ser

Asp

255

Leu

Glu

Glu

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Ser

Ser

240

Leu

Thr

Leu

Val



Leu

305

Ile

Thr

Leu

Ser

Val

385

Leu

Met

Ala

Gly

Gin

465

Lys

Val

Ser

Lys

290

Asn

Ser

Phe

Asn

Gly

370

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

450

Met

Ala

Ser

Ser

Asp
530

Leu

Asn

Met

Arqg

355

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

435

Phe

Asn

His

Ser

Lys

515

Tyr

Ala

Ile

Cys

3490

Trp

Gly

Leu

Ser

Val

420

Gly

Thr

Ser

Asn

Ala

500

Ser

Phe

Gln

Asn

325

Glu

Ile

Gly

Glu

Cys

405

Arg

Ser

Ile

Leu

Ala

485

Ser

Thr

Pro

Ser

310

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser

390

Rla

Gln

Gly

Ser

Arg

470

Phe

Thr

Ser

Glu

295

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

375

Gly

Ala

Ala

Gly

Arg

455

Ala

Asp

Lys

Gly

Pro
535

Asn

Val

Asp

Ala

360

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

440

Asp

Glu

Tyr

Gly

Gly

520

Val

Phe

Leu

Glu

345

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

425

Thr

Asn

Asp

Trp

Pro

s05

Thr

Thr

His

Glu

330

Thr

Ser

Gly

Leu

Phe

410

Lys

Tyr

Ser

Thr

Gly

490

Ser

Ala

Val

67

Leu

315

Leu

Ala

Ile

Ser

Val

395

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

475

Gln

Val

Ala

Ser

300

Arg

Lys

Thr

Ile

Gly

380C

Gln

Phe

Leu

Ala

Asn

460

Val

Gly

Phe

Len

Trp
540

Pro

Gly

Ile

Ser

365

Gly

Pro

Ser

Giu

Asp

445

Thr

Tyr

Thr

Pro

Gly

525

Asn

Arg

Ser

Val

350

Thr

Gly

Gly

Arg

Trp

430

Ser

Leu

Tyr

Leu

Leu

510

Cys

Ser

Asp

Glu

335

Glu

Leu

Gly

Gly

Tyr

415

Val

Val

Tyr

Cys

Val

495

Ala

Leu

Gly

Leu

320

Thr

Phe

Thr

Glu

Ser

400

Gly

Ser

Lys

Leu

Ala

480

Thr

Pro

Val

Ala



Leu Thr Ser
545

Leu Tyr Ser

Thr Gln Thr

Val Asp Lys
595

<210> 101

<211> 214

€212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 101

Ser Ser Glu
1

Thr Val Arg

Ser Trp Tyr
35

Gly Lys Asn
50

Ser Ser Gly
65

Asp Glu Ala

Val Val Phe

Ala Ala Pro
115

Ala Asn Lys
130

Ala Val Thr

Gly

Leu

Tyr

580

Lys

Leu

Ile

20

Gln

Asn

Asn

Asp

Gly

100

Ser

Ala

Val

Val

Ser

565

Ile

Val

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

Val

Thr

Ala

His

550

Ser

Cys

Glu

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Gly

Thr

Leu

Trp

Thr

Val

Asn

Pro

Secuencia artificial

Asp

Gln

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Thr

Leu

Val

135

Lys

Phe

Val

Val

Lys
600

Pro

Gly

Gly

40

Gly

Leu

Asn

Lys

Phe

120

Cys

Ala

Pro

Thr

Asn

585

Ser

F16, cadena ligera, proteina

Ala

Asp

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

105

Pro

Leu

Asp

Ala

Val

570

His

Cys

Val

10

Ser

Ala

Pro

Ile

Ser

90

Thr

Pro

Ile

Ser

68

Val

555

Pro

Lys

Asp

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

75

Val

Val

Ser

Ser

Ser

Leu

Ser

Pro

val

Arg

Val

Arg

&0

Gly

Tyr

Leu

Ser

Asp

140

Pro

Gln

Ser

Ser

Ala

Ser

Leu

45

Phe

Ala

Thr

Gly

Glu

125

Phe

Val

Ser

Ser

Asn
590

Leu

Tyr

30

Val

Ser

Gln

Met

Gln

110

Glu

Tyr

Lys

Ser

Leu

575

Thr

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Rla

Pro

85

Pro

Leu

Pro

Ala

Gly
560

Gly

Lys

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

g0

Pro

Lys

Gln

Gly

Gly



145

val

Ser

Tyr

Ala

Glu

Ser

Ser

Pro
210

<210>
<21%1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr Thr

Tyr Leu
180

Cys Gln
195

Thr Glu

102
466
PRT

Thr

165

Ser

Val

Cys

150

Pro

Leu

Thr

Ser

Ser

Thr

His

Secuencia artificial

Lys

Pro

Glu
200

69

155

Gin Ser Asn Asn Lys

1706

Glu Gln Trp Lys Ser

185

Gly Ser Thr val Glu

205

Tyr

His
190

Lys

proteina de fusidén ILZ2R-beta-Fc(ojal), proteina

i02

Met Asp Met Arg

1

Phe

Fhe

Ala

Arg

65

Ala

Val

Arg

Met

Pro

Tyr

Leu

50

Trp

Cys

Asp

Val

Ala
130

Gly Ala
20

Asn Ser
35

Gln Asp

Asn Gln

Asn Leu

Ile Val
100

Met Ala
115

Pro Ile

Val

Arg

Arg

Thr

Thr

Ile

85

Thr

Ile

Ser

Pro

Cys

Ala

Ser

Cys

70

Leu

Leu

Gln

Leu

Ala

Ala

Asn

Cys

55

Glu

Gly

Arg

Asp

Gln
135

Gln

Val

Ile

40

Gln

Leu

Ala

Val

Phe

120

Val

Leu

Asn

25

Ser

Val

Leu

Pro

Leu

105

Lys

Val

Leu Gly Leu
10

Gly Thr Ser

Cys Val Trp

His Ala Trp

60

Pro Val Ser

75

Asp Ser Gln

Cys Arg Glu

Pro Phe Glu

His val Glu
140

Leu

Gln

Ser

45

Pro

Gln

Lys

Gly

Asn

125

Thr

Leu

Phe

30

Gln

Asp

Ala

Leu

Val

11¢

Leu

His

Ala
175

Arg

Thr

Leu

15

Thr

Asp

Arg

Ser

Thr

95

Arg

Arg

Arg

ledG

Ala

Ser

val

Trp

Cys

Gly

Arg

Trp

80

Thr

Trp

Leu

Cys



Asn

145

Leu

Ala

Thr

Leu

Phe

225

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

305

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

Ile

Glu

Prao

Leu

Gln

210

Arg

Thr

Ser

Arg

Pro

290

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

370

Cys

Ser

Phe

Leu

Thr

195

Gly

Thx

His

Val

Thr

273

Glu

Lys

Ser

Lys

ile

355

Pro

Ala

Trp

Glu

Leu

180

Pro

Glu

Lys

Thr

Phe

260

Pro

Val

Thr

val

Cys

340

Ser

Pro

Val

Glu

Ala

165

Thr

Asp

Phe

Pro

Cys

245

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

325

Lys

Lys

Ser

Lys

Ile

150

Arg

Leu

Thr

Thr

Ala

230

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

310

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

Ser

Thr

Lys

Gln

Thr

215

Ala

Pro

Pro

Thr

Asn

295

Arg

val

Ser

Lys

Asp

375

Phe

Gln

Leu

Gln

Tyr

200

Trp

Leu

Cys

Pro

Cys

2B0

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

360

Glu

Tyr

Ala

Ser

Lys

185

Glu

Ser

Gly

Pro

Lys

265

Val

Tyr

Glu

His

Lys

345

Gln

Leu

Pro

Ser

Pro

170

Gln

Phe

Pro

Lys

Ala

250

Pro

Val

Val

Gln

Gln

330

Ala

Pro

Thr

Ser

70

His

155

Gly

Glu

Gln

Trp

Asp

235

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

315

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Tyr

His

Trp

val

Ser

220

Thr

Glu

Asp

Asp

Gly

300

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

380

Ile

Phe

Thr

Ile

Arg

205

Gln

Gly

Leu

Thr‘

Val

285

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

365

Gln

Ala

Glu

Trop

Cys

180

Val

Pro

Ala

Leu

Leu

270

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

350

Gln

Val

Val

Arg

Glu

175

Leu

Lys

Leu

Gln

Gly

255

Met

His

Val

Tyr

Gly

335

Ile

Val

Ser

Glu

His

160

Glu

Glu

Pro

Ala

Asp

240

Gly

Ile

Glu

His

Arg

320

Lys

Glu

Cys

Leu

Trp

2,04



385

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
465

Ser Asn Gly Gln

405

Asp Ser Asp Gly

420

Ser Arg Trp Gln

435

Ala Leu His Asn

450

Lys

<210>
<211>
<2i2>
<213>

<220>
<223>

<400>

103
492
PRT

380

Pro

Ser

Gln

His

Glu Asn

Phe Phe

Asn

Leu
425

Gly Asn Val

440

Tyr Thr
455

Secuencia artificial

Gln

Tyr

410

Val

Phe

Lys

ILZR-gamma-Fc (botdn), proteina

103

Met Leu Lys Pro

1

Pro

Asn

Ser

Phe

65

Gln

Asp

Ser

Leu

Glu

Leu

50

Asn

Pro

Lys

Gly

Leu Gly
20

Asp Thr
35

Ser Val

Val Glu

Thr Asn

Val Gln

100

Cys Gln
115

Ser

Val

Thr

Ser

Tyr

Leu

85

Lys

Leu

Leu

Gly

Ala

Thr

Met

70

Thx

Cys

Gln

Pro Phe

Leu Asn

Asp Phe

40

Leu Pro

55

Asn Cys

Leu His

Ser His

Lys Lys
120

Thr

Thr

25

Phe

Leu

Thr

Tyr

Tyr

105

Glu

Ser

10

Thr

Leu

Pro

Trp

Trp

90

Leu

Ile

71

395

Lys

Ser

Ser

Ser

Leu

Ile

Thr

Glu

Asn

75

Tyr

Phe

His

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

445

Ser

460

Leu

Leu

Thr

val

60

Ser

Lys

Ser

Leu

Phe

Thr

Met

45

Gln

Ser

Asn

Glu

Tyr
125

Pro

Thr

430

Val

Leu

Leu

Pro

30

Pro

Cys

Ser

Ser

Glu

110

Gln

Pro

415

Val

Met

Ser

Gln

15

Asn

Thr

Phe

Glu

Asp

Ile

Thr

400

Val

Asp

His

Pro

Leu

Gly

Asp

Val

Pro

80

Asn

Thr

Phe



Val

Met

145

Thr

Arg

Trp

Ser

Ser

225

Ser

Leu

Pro

Pro

Thr

305

Asn

Arg

Val

Ser

Val

130

Leu

Leu

Phe

Asp

Leu

210

Arg

His

Phe

Cys

Pro

290

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

His

Leu

His

195

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

275

Lys

Val

Tyr

Glu

His

355

Lys

Leu

Leu

Lys

Asn

180

Ser

Ser

Asn

Ile

Leu

260

Ala

Pro

Val

Val

Gln

340

Gln

Ala

Gln

Gln

Leu

165

His

Trp

Val

Pro

His

245

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

325

Tyr

Asp

Leu

Asp

Asn

150

Ser

Cys

Thr

Asp

Leu

230

Trp

Ala

Glu

Asp

Asp

3210

Gly

Asn

Trp

Pro

Pro

135

Leu

Glu

Leu

Glu

Gly

215

Cys

Gly

Gly

Leu

Thr

295

Val

Val

Ser

Leu

Ala

Arg

Val

Ser

Glu

Gln

200

Gln

Gly

Ser

Ala

Leu

280

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

380

Pro

Glu

Ile

Gln

His

185

Ser

Lys

Ser

Asn

Gln

265

Gly

Met

His

Val

Tyr

345

Gly

Ile

Pro

Pre

Leu

170

Leu

Val

Arg

Ala

Thr

250

Asp

Gly

Ile

Glu

His

330

Arg

Lys

Glu

72

Arg

Trp

155

Glu

Val

Asp

Tyr

Gln

235

Ser

Lys

Pro

Ser

Asp

315

Asn

Val

Glu

Lys

Arg

140

Ala

Leu

Gln

Tyr

Thr

220

His

Lys

Thr

Ser

Arg

300

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

Gln

Pro

Asn

Tyr

Arg

205

Phe

Trp

Glu

His

Val

285

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

365

Ile

Ala

Glu

Trp

Arg

190

His

Arg

Ser

Asn

Thr

270

Phe

Pro

Val

Thr

Val

350

Cys

Ser

Thr

Asn

Asn

175

Thr

Lys

Val

Glu

Pro

255

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

335

Leu

Lys

Lys

Gln

Leu

160

Asn

Asp

Phe

Arg

Trp

240

Phe

Pro

Phe

Val

Phe

320

Pro

Thr

Val

Ala



370

Lys Gly
385

Asp Glu

Phe Tyr

Glu Asn

Phe Phe
450

Gly Asn
465

Tyr Thr

<210>
<211>
<Z212Z2>
<213>

<220>
<223>

<400>
Glu Val
1

Ser Leu

Ser Met

Ser Ser
50

Lys Gly
65

Leu Gln

375

Gln Pro Arg Glu Pro Gln
390

Leu Thr Lys Asn Gln Val
405

Pro Ser Asp Ile Ala Val
4290

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
435 440

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
455

Val Phe Ser Cys Ser Val
470

Gln Lys Ser Leu Ser Leu
485

104
991
PRT
Secuencia artificial

Fab-IL12-Fab, anticuerpo

104

Gln Leu Leu Glu Ser Gly

Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Ile Ser Gly Ser Ser Gly
55

Arg Phe Thr Ile Ser Arg
70

Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

73

Val Tyr Thr
395

Ser Leu Trp
410

Glu Trp Glu
425

Pro Val Leu

val Asp Lys

Met His Glu
475

Ser Pro Gly
490

L19, scill2

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Thr Thr Tyr

Asp Asn Ser

75

Glu Asp Thr

380

Leu Pro

Cys Leu

Ser Asn

Asp Ser

445

Ser Arg
460

Ala Leu

Lys

murino,

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala val

Pro Cys Arg
400

Val Lys Gly
415

Gly Gln Pro
430

Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His
480

proteina

Pro Gly Gly

Ser Ser Phe
30

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95



Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Glu

Gly

Thr

Leu

His

305

Lys

Lys

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

Lys

Glu

Trp

Thr

290

Lys

Glu

Thr

Pro

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Asp

Thr

Thr

275

Ile

Gly

Asn

Phe

Phe

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Val

Val

260

Ser

Thr

Gly

Gly

Leu

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Gly

Tyr

245

Asn

Asp

Val

Glu

Ile

325

Lys

Tyr

Ser

Thr

Fro

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly

230

Val

Leu

Gln

Lys

Thr

310

Trp

Cys

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Val

Thr

Arg

Glu

295

Leu

Ser

Glu

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Glu

Cys

His

280

Phe

Ser

Thr

Ala

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Val

Asp

265

Gly

Leu

Hisg

Glu

Pro

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Gly

Asp

250

Thzr

Val

Asp

Ser

ile

330

Asn

74

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Trp

Pro

Ile

Ala

His

315

Leu

Tyr

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ala

Thr

Glu

Gly

Gly

300

Leu

Lys

Ser

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Met

Pro

Glu

Ser

2B5

Gln

Leu

Asn

Gly

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gin

Ser

190

Ser

Gly

Trp

Asp

Asp

270

Gly

Tyr

Leu

Phe

Arg

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Glu

Ala

255

Asp

Lys

Thr

His

Lys

335

Phe

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Leu

240

Pro

Ile

Thr

Cys

Lys

320

Asn

Thr



Cys

Ser

Sex

385

Tyr

Thr

Glu

Pre

Val

465

Ser

Glu

Thr

Gln

Cys

545

Gly

Ser

Ser

Ser

370

Leu

Ser

Leu

Asn

Pro

430

Ser

Leu

Thr

Sexr

Asp

530

Arg

Gly

Gln

Trp

355

Ser

Ser

Val

Pro

Tyr

435

Lys

Trp

Lys

Glu

Thr

515

Arg

Val

Gly

Ser

340

Leu

Ser

Ala

Ser

Ile

420

Ser

Asn

Glu

Phe

Glu

500

Glu

Tyr

Arg

Ser

Arg
580

Val

Pro

Glu

Cys

405

Glu

Thr

Leu

Tyr

Fhe

485

Gly

Val

Tyr

Ser

Arg

565

Asn

Gln

Pro

Lys

390

Gln

Leu

Ser

Gln

Pro

470

Val

Cys

Gln

Asn

Gly

550

Val

Leu

Arg

Asp

375

Val

Glu

Ala

Phe

Met

455

Asp

Arg

Asn

Cys

Ser

535

Gly

Ile

Leu

Asn

360

Ser

Thr

Asp

Leu

Phe

440

Lys

Ser

Ile

Gln

Lys

520

Ser

Asp

Pro

Lys

345

Met

Arg

Leu

Val

Glu

425

Ile

Pro

Trp

Gln

Lys

505

Gly

Cys

Gly

Val

Thr
585

Asp

Ala

Asp

Thr

410

Ala

Arg

Leu

Ser

Arg

450

Gly

Gly

Ser

Ser

Ser

570

Thr

75

Leu

Val

Gin

395

Cys

Arg

Asp

Lys

Thr

475

Lys

Ala

Asn

Lys

Gly

555

Gly

Asp

Lys

Thr

380

Arg

Pro

Gln

Ile

Asn

460

Pro

Lys

Phe

Val

Trp

540

Gly

Pro

Asp

FPhe

365

Cys

Asp

Thr

Gln

Ile

445

Ser

Arg

Glu

Phe

Cys

525

Ala

Gly

Ala

Met

350

Asn

Gly

Tyr

Ala

Asn

430

Lys

Gln

Ser

Lys

Val

510

Yal

Cys

Gly

Arg

Val
500

Ile

Met

Glu

Glu

415

Lys

Pro

Val

Tyr

Met

485

Glu

Gln

Val

Ser

Cys

575

Lys

Lys

Ala

Lys

400

Glu

Tyr

Asp

Glu

Phe
480

Lys

Lys

Ala

Pro

Gly

560

Leu

Thr



Ala

His

Pro

625

Ser

Met

Gln

Gin

Met

705

Val

Leu

Tyr

Gly

Pro

785

Ser

Glu

Asp

Arg

Glu

610

Leu

Ser

Met

Thr

Gln

690

Gln

Gly

His

Leu

Gly

770

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

595

Asp

Glu

Thr

Thr

Giu

675

Ile

Ser

Glu

Ala

Ser

755

Gly

Gly

Phe

Val

Val
835

Lys

Ile

Leu

Thr

Leu

660

Phe

Ile

Leu

Ala

Phe

740

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

820

Lys

Leu

Thr

His

Arg

645

Cys

Gln

Leu

Asn

Asp

725

Ser

Ala

Val

Leu

Met

805

Ser

Gly

Lys

Arg

Lys

630

Gly

Leu

Ala

Asp

His

710

Pro

Thr

Gly

Gln

Arg

790

Ser

Ile

Arg

His

Asp

615

Asn

Ser

Gly

Ile

Lys

695

Asn

Tyr

Arg

Gly

Leu

775

Leu

Trp

Ser

Phe

Tyr

600

Gin

Glu

Cys

Ser

Asn

€80

Gly

Gly

Arg

Val

Gly

760

Leu

Ser

Val

Gly

Thr
840

Ser

Thr

Ser

Leu

Ile

665

Ala

Met

Glu

Val

Val

745

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

825

Ile

Cys

Ser

Cys

Pro

650

Tyr

Ala

Leu

Thr

Lys

730

Thr

Ser

Ser

Ala

Gln

810

Ser

Ser

76

Thr

Thr

Leu

635

Pro

Glu

Len

Val

Leu

715

Met

Ile

Gly

Ala

795

Ala

Gly

Arg

Ala

Leu

620

Ala

Gln

Asp

Gln

Ala

700

Arg

Lys

Asn

Gly

Gly

780

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu

605

Lys

Thr

Lys

Leu

Asn

685

Ile

Gln

Leu

Axg

Gly

765

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn
845

Asp

Thr

Arg

Thr

Lys

670

His

Asp

Lys

Cys

Val

750

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

B30

Ser

Ile

Cys

Glu

Ser

655

Met

Asn

Glu

Pro

Ile

735

Met

Ser

Val

Thr

Gly

815

Tyr

Lys

Asp

Leu

Thr

640

Leu

Tyr

His

Leu

Pro

720

Leu

Gly

Gly

Gln

Phe

800

Leu

Ala

Asn



Thr Leu
850

Tyr Tyr
865

Thr Leu

Pro Leu

Gly Cys

Asn Ser
8930

Gln Ser
945

Ser Ser

Ser Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

Glu Val
1

Ser Leu

Ser Met

Ser Ser
50

Tyr Leu

Cys Ala

Val Thr

Ala Pro
900

Leu Val
815

Gly Ala

Sexr Gly

Leu Gly

Thr Lys
980

105
587
PRT

Gln

Lys

Val

885

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

965

Val

Met

Pro

870

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

950

Gln

Asp

Asn

855

Phe

Ser

Lys

Tyr

Ser

935

Ser

Thr

Lys

Secuencia artificial

Ser

Pro

Ala

Ser

Phe

820

Gly

Leu

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Ser

Thr

905

Pro

Val

Ser

Ile

Val
985

Arg

Phe

Thr

890

Ser

Glu

His

Ser

Cys

970

Glu

77

Ala

Asp

875

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

955

Asn

Pro

Glu

860

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

940

Val

Val

Lys

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

525

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

910

Val

Ala

Val

His

Cys
990

Ala Vval

Gln Gly
880

Val Phe
895

Ala Leu
Ser Trp
Val Leu

Pro Ser
960

Lys Pro
975

Asp

Fab-1L12-Fab de anticuerpe L1%, scILl2 humanc, proteina

105

Gln Leu Leu Glu

5

Arg Leu Ser Cys

20

Ser Trp Val Arg

35

Ile Arg Gly Ser

Ser

Ala

Gln

Ser
55

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Gly Leu Val Gln

10

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu

45

Thr Tyr Tyr Ala

60

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Gly Gly

15

Ser Phe

Trp Val

Ser Val



Lys

65

Leu

Ala

Thr

Prc

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Lys

Glu

Trp

Thr

Lys
305

Gly

Gin

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Ley

Thr

Val

210

Ser

Asp

Met

Thr

Ile

290

Gly

Arg

Met

Pro

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Val

Val

Leu

275

Gln

Gly

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thx

Lys

Gly

Tyr

Val

260

Asp

Val

Glu

Thr

Ser

85

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Gly

Val

245

Leu

Gln

Lys

Val

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly

230

Val

Thr

Ser

Glu

Leu
310

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Glu

Cys

Ser

Phe

295

Ser

Arg

Ala

Rsp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Leu

Asp

Glu

280

Giy

His

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Asp

Thr

265

Val

Asp

Ser

78

Asn Ser
75

Asp Thr
S0

Trp Gly

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

155

Pro RAla
170

Thr Val

Asn His

Ser Cys

Gly Gly

235

Trp Tyr

250

Pro Glu

Leu Gly

Ala Gly

Leu Leu
315

Lys

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ile

Pro

Glu

Ser

Gln

300

Leu

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leau

Ser

Pro

205

Ser

Trp

Asp

Asp

Gly

285

Tyr

Leu

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Gly

Glu

Ala

Gly

270

Lys

Thr

His

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Leu

Pro

255

Ile

Thr

Cys

Lys

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Lys

240

Gly

Thr

Leu

His

Lys
320



Glu

Lys

Phe

Val

Ala

385

Glu

Glu

Tyr

Asp

Val

465

Tyr

Glu

Cys

Ser

Gly

545

Val

Asp

Asn

Thr

Lys

370

Ala

Tyr

Ser

Glu

Pro

450

Giu

Phe

Lys

Arg

Ser

530

Ser

Ala

Gly

Lys

Cys

355

Ser

Thr

Ser

Leu

Asn

435

Pro

Val

Ser

Lys

Lys

515

Ser

Gly

Thr

Ile

Thr

340

Trp

Ser

Leu

Val

Pro

420

Tyr

Lys

Ser

Leu

Asp

500

Asn

Trp

Gly

Pro

Trp

325

Phe

Trp

Arg

Ser

Glu

405

Ile

Thr

Asn

Trp

Thr

485

Arg

Ala

Serx

Gly

Asp
565

Ser

Leu

Leu

Gly

Ala

390

Cys

Glu

Ser

Leu

Glu

470

Phe

Val

Ser

Glu

Gly

550

Pro

Thr

Arg

Thr

Ser

375

Glu

Gln

Val

Ser

Gln

455

Tyr

Cys

Phe

Ile

Trp

53%

Ser

Gly

Asp

Cys

Thr

360

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

440

Leu

Pro

Val

Thr

Ser

520

Ala

Gly

Met

Ile

Glu

345

Ile

Asp

Val

Asp

val

425

Phe

Lys

Asp

Gln

Asp

305

Val

Ser

Gly

Phe

Leu

330

Ala

Ser

Pro

Arg

Ser

410

Asp

Ile

Pro

Thr

Val

490

Lys

Arg

Val

Gly

Pro
570

79

Lys

Lys

Thr

Gln

Gly

395

Ala

Ala

ATg

Leu

Trp

475

Gln

Thr

Ala

Pro

Gly

555

Cys

Asp

Asn

Asp

Gly

380

Asp

Cys

Val

Asp

Lys

460

Ser

Gly

Ser

Gln

Cys

540

Ser

Leu

Gln

Tyr

Leu

365

Val

Asn

Pro

His

Ile

445

Asn

Thr

Lys

Ala

Asp

525

Ser

Arg

His

Lys

Ser

350

Thr

Thr

Lys

Ala

Lys

430

Ile

Ser

Pro

Ser

Thr

510

Arg

Gly

Asn

His

Glu

335

Gly

Phe

Cys

Glu

Ala

415

Leu

Lys

Arg

His

Lys

495

Val

Tyr

Gly

Leu

Ser
575

Pro

Arg

Ser

Gly

Tyr

400

Glu

Lys

Pro

Gln

Ser

480

Arg

Ile

Tyr

Gly

Pro

560

Gln

o

\N



Asn

Leu

Thr

Thr

€25

AsSn

Cys

Lys

Leu

Asn

705

Asp

Arg

Ser

Val

Leu

785

Met

Ser

Leu

Glu

Lys

610

Lys

Gly

Leu

Thr

Asp

690

Phe

Phe

Ile

Gly

Gln

770

Arg

Ser

Ile

Leu

Phe

585

Asp

Asn

Ser

Ser

Met

675

Gln

Asn

Tyr

Arg

Gly

755

Leu

Leu

Trp

Arg

Arg

580

Tyr

Lys

Glu

Cys

Ser

660

Asn

Asn

Ser

Lys

Ala

740

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

Ala

Pro

Thr

Ser

Leu

645

Ile

Ala

Met

Glu

Thr

725

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

805

Ser

Val

Cys

Ser

Cys

630

Ala

Tyr

Lys

Leu

Thr

710

Lys

Thr

Ser

Ser

Ala

790

Gln

Ser

Ser

Thr

Thr

615

Leu

Ser

Glu

Leu

Ala

695

Val

Ile

Ile

Gly

Gly

775

Ala

Ala

Gly

Asn

Ser

600

Val

Asn

Arg

Asp

Leu

680

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

760

Gly

Ser

Pro

Thxr

Met

585

Glu

Glu

Ser

Lys

Leu

663

Met

Ile

Gln

Leu

Arg

745

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Leu

Glu

Ala

Arg

Thr

650

Lys

Asp

Asp

Lys

Cys

730

Val

Gly

Leu

Phe

Lys

B10O

Tyr

8¢

Gln

Ile

Cys

Glu

635

Ser

Met

Prao

Glu

Ser

715

Ile

Met

Ser

Val

Thr

795

Gly

Tyr

Lys

Asp

Leu

620

Thr

Phe

Tyr

Lys

Leu

700

Ser

Leu

Ser

Gly

Gln

780

Phe

Leu

Ala

Ala

His

605

Pro

Ser

Met

Gln

Arg

685

Met

Leu

Leu

Tyr

Gly

765

Pro

Ser

Glu

Asp

Arg

590

Glu

Leu

Phe

Met

Val

670

Gln

Gln

Glu

His

Leu

750

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

Ala

655

Glu

Ile

Ala

Glu

Ala

735

Asn

Gly

Gly

Phe

Val

815

Val

Thzx

Ile

Leu

Thr

640

Leu

Phe

Phe

Leu

Pro

720

Phe

Ala

Glu

Ser

Ser

8co

Ser

Lys



81

820 825 830

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
B35 g40 845

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr ala Val Tyr Tyr Cys Ala
850 855 860

Lys Pro Phe Prc Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
865 870 875 880

Val Ser Ser ARla Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
B85 8590 895

Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val
800 905 910

Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala
915 920 925

Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly
930 935 940

Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly
945 950 955 960

Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys
965 970 975

Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

980 983
<210> 106
<211> 597
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-GMCSF-Fab, anticuerpo 118, GM-CSF humano, proteina

<400> 106

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 S 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe
20 25 30

Ser Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45



Ser

Lys

&5

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Pro

Ala

Glu

Cys

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

Ser

Arg

Thr

Leu

Iie

Arg

Met

Pro

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Pro

Arg

Val

275

Gln

Arg

Phe

Asn

Phe

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Ser

Leu

260

Glu

Thr

Gly

Thr

Ser

85

Pro

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Len

Tyr

Lys

Gly

Thr

245

Leu

Vval

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly

230

Gln

Asn

Ile

Leu

Ser

55

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Pro

Leu

Ser

Glu

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Trp

Ser

Glu

280

Leu

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Glu

Arg

265

Met

Tyr

Thr

Asn

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Sar

Gly

His

250

Asp

Phe

Lys

82

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Val

Thr

Asp

Gln

Tyr

60

Lys

Ala

Gin

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ala

Asn

Ala

Leu

Gly

Ala

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Pro

Ala

Ala

Gln

285

Leu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Gly

Ala

Ile

Glu

270

Glu

Arg

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Arg

Gln

255

Met

Pre

Gly

Val

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

240

Glu

Asn

Thr

Ser



Leu

305

Gln

Thr

Pro

Gly

Gly

385

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

465

Asp

Lys

Gly

Pro

290

Thr

His

Phe

FPhe

Gly

376

Gly

Ser

Pro

Thr

Asp

450

Glu

Tyr

Gly

Gly

Val
530

Lys

Cys

Glu

Asp

355

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

435

Asn

Asp

Trp

Pro

Thr

515

Thr

Leu

Pre

Ser

340

Cvys

Gly

Leu

Phe

Lys

420

Tyr

Ser

Thr

Gly

Ser

500

Ala

Val

Lys

Pro

325

Phe

Trp

Ser

Val

Thr

405

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gln

485

Val

Ala

Ser

Gly

310

Thr

Lys

Glu

Gly

Gin

390

Phe

Leu

hla

Asn

Val

470

Gly

Fhe

Leu

Trp

295

Pro

Pro

Glu

Pro

Gly

375

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

455

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn
535

Leu

Glu

Asn

Val

360

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

440

Leu

Tyr

Leu

Leu

Cys

520

Ser

Thr

Thr

Leu

345

Gin

Gly

Gly

Phe

Val

425

Val

Tyr

Cys

Val

Ala

509

Leu

Gly

Met

Ser

330

Lys

Glu

Glu

Ser

Ser

410

Ser

Lys

Leu

Ala

Thr

490

Pro

vVal

Ala

B3

Met

315

Cys

Asp

Ser

Val

Leu

385

Met

Ser

Gly

Gln

Lys

475

Val

Ser

Lys

Leu

300

Ala

Ala

Phe

Gly

Gln

Ser

Thr

Leu

Gly

365

Leu

380

Arg

Ser

ile

Arg

Met

460

Pro

Ser

Ser

Asp

Thr
540

leu

Trp

Arg

fhe

445

Asn

Phe

Ser

Lys

Tyr

525

Ser

His

Gln

Leu

350

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

430

Thr

Ser

Pro

Ala

Ser

510

Phe

Gly

Tyn

Ile

335

Val

Gly

Glu

Cys

Arg

415

Ser

Ile

Leu

Tyr

Ser

495

Thr

Pro

Val

Lys

320

Ile

Ille

Ser

Ser

Ala

400

Gln

Ser

Ser

Arg

Phe

480

Thr

Ser

Giu

His



Thr Phe Pro

545

Val Val Thr

Asn Val Asn

Pro Lys Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>»

<400>

595

107
636
PRT

Ala val

Val Pro
565

His Lys
580

Cys Asp

Leu
550

Ser

Pro

84

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu

555

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr

370¢

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys

Secuencia artificial

Fab-IFNa2-Fab,

107

Glu Val Gln

1

Ser

Ser

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Lys

Val

Ser

130

Lys

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Pro

Ser

115

Ser

Asp

Leu Leu

Leu Ser

20

Trp Val

Arg Gly

Phe Thr

Asn Ser
85

Phe Pro

160

Ser Ala

Lys Ser

Tyr Phe

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Pro

Ser

Ala

Gln

Ser

53

Ser

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Lys

12¢

Gly

Pro

5835

anticuerpo L19,

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thx

Asn

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

proteina

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gin

Val

Ala

140

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

590

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Ser

Ile

575

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser
560

Cys

Glu

Gly

Fhe

Val

val

Tyr

BO

Cys

Val

Ala

Leu

Gly



145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Thr

Arg

Phe

Iie

Thr

305

Tyr

Gln

Leu

Lys

Arg
385

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

His

Arg

Pro

Ser

290

Lys

Thr

Glu

Ala

Lys

370

Ser

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Ser

Ile

Gln

275

Val

Asp

Glu

val

Val

355

Tyr

Phe

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Leu

Ser

260

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

340

Lys

Ser

Ser

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Gly

Gly

245

Pro

Glu

His

Ser

Tyr

325

Val

Lys

Pro

Leu

150

Val

Ser

Ile

Val

Gly

230

Asn

Phe

Phe

Glu

Ala

310

Gln

Glu

Tyr

Cys

Ser
350

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Arg

Ser

Asp

Met

295

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

375

Thr

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Arg

Cys

Gly

280

Ile

Trp

Leu

Thr

Gln

360

Trp

Asn

Phe

Val

185

Val

Lys

Gly

Ala

Leu

265

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

345

Arg

Glu

Leu

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Gly

Leu

250

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

330

Leu

Ile

Val

Gln

85

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

ile

Asp

Phe

Thr

Ser

315

Leu

Met

Thr

Val

Glu
395

Val

Pro

Lys

Asp

220

Cys

Leu

Arg

Gln

Phe

300

Leu

Glu

Asn

Leu

Arg

380

Arg

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Asp

Leu

His

Lys

2B5

Asn

Leu

Ala

Val

Tyr

365

Ala

Leu

Gln

Ser

130

Ser

Gly

Leu

Ala

Asp

270

Ala

Leu

Glu

Cys

Asp

350

Leu

Glu

Arg

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Pro

Gln

255

Phe

Gln

Ehe

Lys

Val

335

Ser

Thr

Ile

Arg

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Gln

240

Met

Gly

Ala

Ser

Phe

320

Ile

Iie

Glu

Met

Lys
400



Glu

Glu

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

545

Val

Ala

Gly

Gly

Lys
625

Ser

Val

Leu

Met

450

Ser

Gly

Gln

Lys

Val

530

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

610

Val

<210>
<211i>
<212>

Gln

Arg

435

Ser

Ile

Arg

Met

Pro

513

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

585

Gin

Asp

108
1812
ADN

Gly

Leu

420

Leu

Trp

Arg

Phe

Asn

500

Fhe

Ser

Lys

Tyr

Ser

580

Ser

Thr

Lys

Gly

405

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

485

Ser

Pro

Ala

Ser

Phe

565

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

470

Ile

Leu

Tyr

Ser

Thr

550

Prc

Val

Ser

Ile

Val
630

Ser

Ser

Ala

Gln

455

Ser

Ser

Arg

Phe

Thr

235

Ser

Glu

His

Ser

Cys

615

Glu

Gly

Gly

Ala

440

Ala

Gly

Arg

Ala

Asp

520

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

600

Asn

Pro

Gly

Gly

425

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu

505

Tyr

Gly

Gly

val

Phe

585

Val

Val

Lys

Gly

410

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

490

Asp

Trp

Pro

Thr

Thr

570

Pro

Thr

Asn

Ser

86

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

475

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

555

val

Ala

Val

His

Cys
635

Ser

Val

Thr

Gly

460

Tyr

Lys

Ala

Gln

Val

540

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

€20

Asp

Gly

Gln

Phe

445

Leu

Ala

AsSn

Val

Gly

525

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

605

Pro

Gly

Pre

430

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

510

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

590

Ser

Ser

Gly

415

Gly

Ser

Trp

Ser

Leu

495

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

575

Ser

Ser

Asn

Gly

Gly

Phe

Val

Val

480

Tyr

Cys

Val

Ala

Leu

580

Gly

Ser

Len

Thr



<213>

<220>
223>

Secuencia artificial

87

Fab derivada del anticuerpo monoclonal L1%

<400> 108
gaggtgcage

tcctgtgeag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
ccgtattttg
ggcccatcgg
ctgggctgece
gccocetgacca
ctcagcageg
gigaatcaca
tcecggeggay
tctacaaaga
aatggeaatta
atgcccaaga
ctggaggaag
atcagcaata
gaatatgctg
caaégcatca
ggtggceggag
ttgagactct
cgccaggcete
acatactacg
acgctgtate
aaaccgtttc
agcaccaagy

acagcggece

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag
actactgggg
tctteececcet
tggtcaagga
gcggcegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
gagggagcegg
aaacacagct
ataattacaa
aggceacaga
tgctaaattt
tcaacgtaat
atgagacage
tctcaacact
aggtgcagcet
cctgtgcage
cagggaaggg
cagactccgt
tgcaaatgaa
cgtattttga
gcccateggt

tgggctgect

tgggggaggce
cacctttage
ggtctcatect
gttecaccatc
agcecgaggac
ccagggaacc
ggecacccecteco
ctacttecccc
cacctteceg
gcccteccage
caccaaggtg
cggaggtgge
acaactggag
gaatceccaaa
actgaaacat
agctcaaagc
agttctggaa
aaccattgta
gacttccgge
gttggagtct
ctctggatte
gctggagtgg
gaagggcecgyg
cagcctgaga
ctactggggc
ctteeceetg

ggtcaaggac

ttggtacage
agtitttcga
atttccggta
tccagagaca
acggccegtat
ctggtcaccg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggca
gataagaaag
tccggaggty
catttactgc
ctcaccagga
cttcagtgtc
aaaaactttc
ctaaagggat
gaatttctga
ggayggaggat
gggggagyct
acctttagea
gtctcatcta
ttcaccatet
gccgaggaca
cagggaaccc
gcaccctcct

tacttcececg

cadena pesada de Fab derivada de variante C125A

ctggggggte
tgagctgggt
gttcgggtac
attccaagaa
attactgtge
tctegagtge
cctectggggg
cggtgtcgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
gcggagcace
tggatitaca
tgctcacatt
tagaagaaga
acttaagacc
ctgaaacaac
acagatggat
ccggcggagg
tggtacagce
gtttttegat
tttcecggtag
ccagagacaa
cggccgtata
tggtcaccgt
ccaagagcac

aaccggtgac

de cadena pesada de IL2-

cctgagacte
cecgcecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaccgttt
tagcaccaag
cacagcggcce
gaactcaggc
actctactecc
catctgcaac
atcttgtgac
tacttcaagt
gatgattttg
taagttttac
actcaaacct
cagggactta
attcatgtgt
tacctttgece
tggetetgge
tgggygggtcec
gagctgggte
ttecgggtace
ttccaagaac
ttactgtgcg
ctcgagtget
ctctggggge

ggtgtegigy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380,

1440

1500

1560

1620



aactcaggcyg
ctctactcece
atctgraacy
tcttgtgact
<210>
<211>

<212>
<213>»

109
648
ADN

<220>
<223>

<400> 108
gaaattgtgt

ctctcectgca
cctyggccagy
gacaggtica
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagcet
<210>
<211>

<212>
<213>

110

ADN

<220>
<223>

1149

g8

ccetgaccag cggcgtgcac accttccegg ctgtectaca gtocctcagga

tcagcagegt ggtgaccgtyg ccctceageca gottgggeac ccagacctag

tgaatcacaa gcccagcaac accaaggtgg ataagaaagt tgagcccaaa

ga

tgacgcagtec
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgy
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgcccgtcac

variante Cl25A de IL2

<400> 110
gaggtgcage

tcctgtgeag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga

ccgtatttty

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccey
acagcctgag

actactgggyg

Secuencia artificial

tcecaggcacce
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgtacyg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Secuencia artificial

tgggggaggce
cacctttage
ggtctcatect
gttecaccatc
agccgaggac

ccagggaacc

ctgtetttgt
agcagctact
tatgcatcca
gacttcacte
cagacgggte
gtggctgcac
gcectetgttg
gtggataacy
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggag

ttggtacagc
agtttttecga
attteceggta
tccagagaca
acggeccgtat

ctggtcaceg

ctccagggga
tagcectggta
gcagggeccac
tcaccatcag
gtattcctece
catctgtett
tgtgcctget
cectceaate
acagcctceag
cctgcgaagt

agtgttag

ctggggggte
tgagctgggt
gttegggtac
attccaagaa
attactgtge

tctegagtag

Cadena ligera de Fab derivada de anticuerpo monoclonal L19

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag
gacgttcggc
catcttecceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

cctgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaccgttt

cggcgggagce

1680
1740
1800

1812

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

648

scFv derivado de anticuerpo monoclonal L19-linker de 8 aminoacidos-

60

120

180

240

300

360



ggcggggcta
gaaagagcca
taccagcaga
actggcatcee
agcagactgg
ccgacgtteg
agctcttecg
ctacaactgg
aagaatccca
gaactgaaac
ttagctcaaa
atagttctgg
gcaaccattyg
ctgacttga

<210>
<211>

<212>
<213>

111
1134
ADN

<220>
<223>

<400> 111
gaggtgcagce

tectgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
aatgcttttg
tcgtctgage
acatgccaayg
caggcccectyg
tLtctetgget
gatgaggctg

ggagggacca

gcgaaattgt
ccctetectg
aacctggceca
cagacaggtt
agcctgaaga
gccaagggac
gctecategtce
agcatttact
aactcaccag
atctteagtyg
gcaaaaactt
aactaaaggyg

tagaatttet

tgttggagte
cctctggatt
ggctggagty
tgaagggccyg
acagcctgag
actactgggg
tgactcagga
gagacagcct
tacttgtcat
ccagcectcagg
actattactg

agctgaccgt

gttgacgcag
cagggccagt
ggctceccagyg
cagtggcagt
ttttgcagtyg
caaggtggaa
ctcecggagca
gctggattta
gatgctcaca
tctagaagaa
tcacttaaga
atctgaaaca

gaacagatgg

Secuencia artificial

proteina Flé6-diacuerpo-IL2

tgggggaggc
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaacce
ccectgetgtyg
cagaagctat
ctatggtaaa
aaacacagct
taactcctct

cctaggctet

89

tctcecaggea
cagagtgtta
ctecteatet
gggtctggga
tattactgtc
atctccgtge
cctacttcaa
cagatgattt
tttaagtttt
gaactcaaac
cccagggact
acattcatgt

attacctttg

ttggtacagc
cggtatggta
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ctggtcaccyg
tetgtggect
tatgcaagct
aacaaccggc
tccttgacca
gtttatacta

tcctcategg

ccetgtettt
gcagcageta
attatgecate
cagacttcac
agcagacgygg
tgtcttecte
gtictacaaa
tgaatggaat
acatgcceaa
ctctggagga
taatcagcaa
gtgaatatgc

cccaaagceat

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
tgtcgagtge
tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcactggggc
tgecegecegt

gtagtagcte

gtcteccaggyg
cttagcetgg
cagecagggec
tctcaccate
tcgtattcct
atcgggtagt
gaaaacacag
taataattac
gaaggccaca
agtgctaaat
tatcaacgta
tgatgagaca

catctcaaca

cctgagacte
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaagcgcat
tagcggcgyga
agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga
tcaggcggaa
ggtattcgge

tteeggetea

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1149

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tcgtecticeg
ttactgctgg
accaggatgc
cagtgtctag
aactttcact
aagggatctg
tttctgaaca
<210>
<21ii>

<212>
<213>

112
ADN
<220>
<223>

<400> 112
gaggtgcage

tcctgtgcag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
aatgcttttag
tcaggcggag
tctgtggect
tatgcaagct
aacaaccggc
tcecttgacea
gittatacta
teccteatcgg
acaaagaaaa
ggaattaata
cccaagaagg
gaggaagtgc
agcaatatca
tatgctgatg

agcatcatct

1926

gagcacctac
atttacagat
tcacatttaa
aagaagaact
taagacccag
aaacaacatt

gatggattac

scFv-IL2-s5cFv (Flé,

tgttggagte
cctctggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag
actactgggg
gtggctctgg
tgggacagac
ggtaccagca
cctcagggat
tcactgggge
tgcecgecegt
gtagtagctce
cacagctaca
attacaagaa
ccacagaact
taaatttage
acgtaatagt
agacagcaac

caacacigac

ttcaagttct
gattttgaat
gttttacatg
caaacctctg
ggacttaatc
catgtgtgaa

cttigcceccaa

Secuencia artificial

ADN)

tgggggaggc
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaacc
cggtggcgga
agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga
tcaggcggaa
ggtattecggce
ttccggcetca
actggagcat
tcccaaactc
gaaacatctt
tcaaagcaaa
tctggaacta
cattgtagaa

ttccggcgga

90

acaaagaaaa
ggaattaata
cccaagaagqg
gaggaagtgce
agcaatatca
tatgctgatyg

agcatcatct

ttggtacagc
cggtatggta
attagtggta
tccagagaca
acggcecgtat
ctggtcaccg
tcgtetgage
acatgccaag
caggcccctg
ttctectgget
gatgaggcty
ggagggacca
tcgtccteceg
ttactgctgg
accaggatge
cagtgtctag
aactttcact
aagggatctg
tttctgaaca

ggagggagcg

cacagctaca
attacaagaa
ccacagaact
taaatttagce
acgtaatagt
agacagcaac

caacactgac

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
tgtcgagagg
tgactcagga
gagacagcct
tacttgtcat
ccagctcagg
actattactg
agctgaccgt
gagcacctac
atttacagat
tcacatttaa
aagaagaact
taagacceag
aaacaacatt
gatggattac

gcggaggtgg

actggagcat
tcccaaacte
gaaacatctt
tcaaagcaaa
tectggaacta
cattgtagaa

ttga

cctgagacte
cegecagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaagcgcat
tggaggcggt
ccctgetgty
cagaagctat
ctatggtaaa
aaacacagct
taactcctet
cctaggctct
ttcaagttct
gattttgaat
gttttacatg
caaacctctg
ggacttaatc
catgtgtgaa
ctttgccecaa

ctctggeggt

780

840

900

960

1020

1080

1134

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ggeggategt
aggatcacat
ccaggacagqg
gacecgattct
gcggaagatyg
ttcggcggag
ggcggeggta
ggggggtccc
agctgggtec
ggtggtagca
tccaagaac;
tactgtgcga
tcgtga
<210>

<211>

<212>
<213>

113
1812
ADN

<220>
<223>

<400> 113
gaggtgcage

tcctgtgcag
ccagggaagqg
gcagactcceqg
ctgcaaatga
aatgcttttg
ggcccatcgg
ctgggectgece
gccctgacea
ctcagcagcg
gtgaatcaca
tcttccteat

tctacaaaga

ctgagctcac
gccaaggaga
ccectgtact
ctggctccag
aggctgacta
ggaccaagct
gcggatcgga
tgagactecte
gcecaggcteco
catactacgc
cgctgtatct

aagcgcataa

Fab-IL2-Fab (Fl6,

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggcceg
acagcctgag
actactgggg
tcttececect
tggtcaagga
gcggcgtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cgggtagtag

aaacacagct

tcaggaccct
cagcctcaga
tgtcatctat
ctcaggaaac
ttactgtaac
taccgtacta
ggtgcagetg
ctgtgcaqcecce
agggaagggg
agactccgtg
gcaaatgaac

tgcttttgac

Secuencia artificial

tgggggagge

cacctitage
ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaace
ggcaccctee
ctactteccecc
caccttccecceyg
gccetecage
caccaaggtyg
ctectitcegge

acaactggag

91

gctgtgtetg
agctattatg
ggtaaaaaca
acagcttcct
tcetetgttt
ggcteaggag
ttggagtctg
tctggattca
ctggagtgyyg
aagggceggt
agcctgagag

tactggggee

ttggtacage
cggtatggta
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
ctggtcaccg
tccaagagea
gaaccggtga
gctgtcectac
agcttgggca
gataagaaag
tcatecgtcct

catttactgc

tggcetigyg
caagctggta
accggccctce
tgaccatcac
atactatgcc
geggttcagy

ggggaggctt

cctttagceg
tcteagectat
tcaccatctc
ccgaggacac

agggaaccct

ctggggggtc
tgagctygggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
tgtecgagtge
cctetggggg
cggtgtcgtyg
agtecctcagg
cccagaccta
ttgagecccaa
ccggagcacc

tggatttaca

acagacagtc
ccagcagaag
agggatccca
tggggctcag
gccegtggta
cggaggttet
ggtacagect
gtatggtatg
tagtggtagt
cagagacaat
ggecgtatat

ggtcaccgtg

cctgagacte
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaagcgeat
tagcaccaag
cacagecggec
gaactcaggc
actctactce
catctgcaac
atcttgtgac
tacttcaagt

gatgattttg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1926

constructo de fusién de cadena pesada~citoquina,

€0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aatggaatta
atgcccaaga
ctggaggaag
atcagcaata
gaatatgctyg
caaagcatca
ggtggcggag
ctgagactct
cgccaggete
acatactacyg
acgctgtatc
aaagcgcata
agcaccaagg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactccc
atctgcaacqg
tcttgtgact
<210>
<211>

<212>
<213>

114
645
ADN

<220>

<223> Fle6,

<400> 114
tcttctgage

acatgccaag
caggceccctg
ttctectgget
gatgaggctg
ggagggacca
ccecccagea
ttctaceccag

gtggagacca

ataattacaa
aggccacaga
tgctaaattt
tcaacgtaat
atgagacagc
tctcaacact
aggtgeaatt
cctgtgcage
cagggaaggyg
cagactcegt
tgcaaatgaa
atgcttttga
gcccateggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa

ga

gaatcccaaa
actgaaacat
agctcaaagce
agttctggaa
aaccattgta
gacttcegge
gttggagtct
ctctggattc
gctggagtygg
gaagggccgg
cagcctgaga
ctactggggce
cttecceeetg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg

gcccageaac

Secuencia artificial

cadena ligera, ADN

tgactcagga
gagacagecct
tacttgtcat
ccagctcagg
actattactg
agctgaccgt
gcgaggaact
gegecgtgac

ccaceeccag

cccigetgtg
cagaagctat
ctatggtaaa
aaacacagct
taactcectcet
cctaggtcaa
gcaggccaac
cgtggectgg

caagcagagce

92

ctcaccagga
cttcagtgte
aaaaactttc
ctaaagggat
gaatttctga
ggaggaggga
gggggaggct
acctttagecc
gtctcagcta
ttcaccatct
gccgaggaca
cagggaaccc
gcacccteoct
tacttccceg
acctteeccgyg
ccctecagea

accaaggtgg

tctgtggecet
tatgcaagct
aacaaccggce
tccttgacca
gtttatacta
cccaaggcetyg
aaggccacce
aaggccgaca

aacaacaagt

tgctcacatt
tagaagaaga
acttaagacc
ctgaaacaac
acagatggat
gcggeggagg
tggtacagce
ggtatggtat
ttagtggtag
ccagagacaa
cggccgtata
tggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac

acaagaaagt

tgggacagac
ggtaccagca
cctecagggat
tcactggggce
tgecgeeegt
ccececcagcegt
tggtctgect
gcagcecegt

acgccgceag

taagttttac
actcaaacct
cagggactta
attcatgtgt
tacctttgece
tggctctggce
tggggggtcece
gagctgggte
tggtggtage
ttccaagaac
ttactgtgeg
gtcgagtget
ctetggggge
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

agtcaggatc
gaagccagga
cccagaccga
tcaggcggaa
ggtattcgge
gaccctgttce
gatcagcgac
gaaggccgge

cagctacctyg

840

900

960

1020

10840

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1812

60

120

180

240

300

360

429

480

540



93

agcctgacce ccgagcagtg gaagagccac aggtcctaca getgccaggb gacccacgag

ggcagcaccy tggagaaaac cgtggccccce accgagtaca getga

<210>
<211>
<212>
<213>

1i5
1401
ADN

<220>
<223>

<400> 115
atggacatga

aggtgtgegyg
tectgtgtet
ccyggacagac
gcectgeaace
accectgaggg
aagccctttg
acccacagat
ctggagttcg
actctcaage
gagtttcaqg
cagccectgy
aaaactcaca
ctctteccce
gtggtggtgy
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcca
cagcccegag
caggtcagcce
gagagcaatg
ggctccttet
gtcttcteat

tccetgtete

gggtccecege
tgaatggcac
ggagccaaga
ggcggtggaa
tgatcctcgg
tgctgtgccg
agaacctteg
gcaacataag
aggcceggac
agaagcagga
tgcgggtcaa
ccttcagaac
catgcceacc
caaaacccaa
acgtgagecca
ataatgccaa
tcctecacegt
acaaagecct
aaccacaggt
tctegtgege
ggcagccgga
tcctegtgag
gctccgtgat

cgggtaaatg

Secuencia artificial

tcagetceectyg
ttcccagttc
tggggctcetg
ccaaacctgt
agccccagat
tgagggggty
cctgatggee
ctgggaaatc
gctgtececa
atggatctge
g;ctctgcaa
aaagcctgca
gtgcccagca
ggacaccetc
cgaagaccct
gacaaagccqg
cctgcaccag
cccagceeee
gtgcaccctg
agtcaaaggc
gaacaactac
caagctcace
gcatgaggct

a

ggcctectge
acatgcttct
caggacactt
gagctgetec
tctecagaaac
cgatggaggg
cccatctccece
teccaagcect
ggccacacct
ctggagacgc
ggcgagtteca
gccecttggga
cctgaactce
atgatctcecce
gaggtcaagt
¢gggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cccecatcece
ttctatecca
aagaccacge
gtggacaaga

ctgcacaacce

proteina de fusidén IL2R-beta-Fc{ojal}, proteina

tgctetggtt
acaactcgag
cctgecaagt
ccgtgagtca
tgaccacagt
tgatggceat
tccaagttgt
cccactactt
gggaggaggc
tcaccccaga
cgacctggag
aggacaccgg
tgggyggace
ggaccectga
tcaactggta
agtacaacag
atggcaagqga
ccatctccaa
gggatgagct
gcgacatecgce
cteceegtget
gcaggtggea

actacacgca

de fusidn,

cccaggtgec
agccaacatc
ccatgeectgg
agcatcctgg
tgacatcgte
ccaggactte
ccacgtggag
tgaaagacac
cccecctgetg
cacccagtat
ccecetggage
agctcaggac
gtecagtectte
ggtcacatge
cgtggacggc
cacgtaccgt
gtacaagtgc
agccaaaggqg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac

gcaggdgaac

gaagageccte

ADN

600

645

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840Q

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1401



<Z210>
<211>
<212>
<213>

116
1479
ADN

<220>
<223>

<400> 116
atgttgaage

gtggggctya
ttcctgacca
cagtgttttg
cagcctaccea
aagtgcagce
gagatccacc
caggccacac
acacttcaca
cactgtttgg
tcagtggatt
tttecgtgtte
agccacccaa
gaagccggag
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgecyg
ccegtgetagg
aggtggeage
tacacgcaga

<210>
<211>

117
2976

catcattacc
acacgacaat
ctatgcccac
tgttcaatgt
acctcactct
actatctatt
tctaccaaac
agatgctaaa
aactgagtga

agcacttggt

‘atagacataa

ggagccgett
tcecactgyygg
ctcaggacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgyg
aggggaacgt

agagcctcte

Secuencia artificial

IL2R~gamma-Fc¢ (botdn), ADN

attcacatcc
tectgacgeee
tgactceete
cgagtacatg
gcattattgyg
ctctgaagaa
atttgttgtt
actgcagaat
atcccagcta
gcagtaccqgg
gttectcecttg
taacccactc
gagcaatact
aactcacaca
cttcecceca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagcgtc
ggtctccaac
gcececcgagaa
ggtcagectg
gagcaatggg
ctecttette
cttecteatge

cctgtcteeg

94

ctcttattee
aatgggaatg
agtgtttcca
aattgcactt
tacaagaact
atcacttetg
cagctccagg
ctggtgatcc
gaactgaact
actgactggg
cctagtgtgg
tgtggaagtg
tcaaaagaga
tgceccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctecaccgtcee
aaagcectce
ccacaggtgt
tggtgcctgg
cagccggaga
ctctacagca
teegtgatyge

ggtaaatga

tgcagctgcc
aagacaccac
ctctgecect
ggaacagcag
cggataatga
gctgtcagtt
acccacggga
cetgggetec
ggaacaacag
accacagctg
atgggcagaa
ctcagecattyg
atcctttect
gcceageacc
acaccctecat
aagaccctga

caaagccgeq

tgcaccagga.

cagcccccat
acaécctgcc
tcaaaggcett
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

cctgctggga
agctgattte
cccagaggtt
ctctgagcce
taaagtccag
gcaaaaaaag
acccaggaga
agagaaccta
attcttgaac
gactgaacaa
acgctacacg
gagtgaatgg
gtttgcattg
tgaactcctg
gatctcecegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
ccecatgeegg
ctatcccagce
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1479



<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<4Q0> 117
gaggtgcage

tcectgtygeag
tcagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
ccgtattttg
ggcccateqg
ctgggctgcec
gccctgacca
ctcagcagcg
gtgaatcaca
tccggeggag
gaaaaggacg
aacctgacct
ggcgtgatcy
cagtacacct
aaagagaacg
aagtgcgagg
atggacctga
tgcggeatgg
tacagegtga
gagctggecce
atccgggaca
agccaggtgyg
agcctgaagt
ggctgcaacec
ggcggcaacyg

gcctgegtge

Fab-

IL12-Fab,

tgttggagtc
cctetggatt
ggctggagtyg
tgaagggccy
acagcctgag
actactgggg
tcttecceect
tggtcaagga
gcggcegtgcea
tggtgaccgt
agcccagcaa
gagggagcgg
tgtacgtygt
gcgacacecee
gcagcggceaa
gccacaagyg
gcatctggtce
ccceccaacta
agttcaacat
ccagcectgag
gctgecagga
tggaagcccg
tcatcaagcec
aggtgtcctg
tcttecgtgag
agaagggcge
tgtgcgtgea

cctgcagagt

Secuencia artificial

anticuerpo L19,

tgggggagge
cacctttagce
ggtctcatet
gttcaccatc
agccgaggac
ccagggaace
ggcaccctcc
ctacttcccce
cacctteceeyg
gccctccage
caccaaggtyg
cggaggtggc
ggaggtggac
cgaagaggac
gaccctgacce
cggcgagaca
caccgagatc
cagcggeogg
caagagcagce
cgccgagaag
agatgtcacc
gcagcagaac
cgacccecec
ggagtaccct
aatccagcgyg
cttecttegte
ggcccaggac

gcggtctgge

95

scIll2

ttggtacagc
agtttttcga
atttccggta
tccagagaca
acggccgtat
ctggtcaccg
tccaagagceca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggca
gataagaaag
tccggagggg
tggaccececeg
gacatcacct
atcaccgtga
ctgagccaca
ctgaagaact
ttcacctgca
agcagceccc
gtgaccctgyg
tgccccaccey
aagtacgaga
aagaacctgc
gacagctggt
aagaaagaaa
gagaaaacca
cggtactaca

ggcgacggct

murino, ADN

ctggggggtc
tgagctgggt
gttcgggtac
attccaagaa
attactgtgc
tctecgagtgce
cctctgggag
cggtgtcotg
agtcctcagy
¢ccagacceta
ttgagcecaa
gcggagccat
acgcccetgy
ggaccagega
aagagtttct
gccacctyget
tcaagaacaa
gctggectggt
ctgacagcag
accagaggga
ccgaggaaacg
actactctac
agatgaagcc
ccacccecag
agatgaaaga
gcaccgagqt
acagcagctg

ctggeggegyg

cctgagacte
ccgecagact
cacatactac
cacgctgtat
gaaaccgttt
tagcaccaag
cacagcggcce
gaactcaggc
actctactec
catctgcaac
atcttgtgac
gtgggagctg
cgagacagtyg
ccageggeac
ggacgecegge
gctgcacaag
gaccticctg
gcagcggaac
ggcecgtgace
ctacgagaag
cctgeccate
cagcttcttc
cctgaagaac
aagctacttc
gacagaggaa
gcagtgcaag
cagcaagtygg

aggaagcggc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ggagggggcea
aacctgcetga
agctgcacag
aaaacctgcc
agcagcacca
tgcctgggea
gccgeectge
atcgacgage
gtgggcgagqg
agcacccggg
ggatccggeg
ggcttggtac
agcagttttt
tctatttceg
atctccagag
gacacggccg
accctggtca
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggctgtee
agcagcttgg
gtggataaga
<210>
<211>

212>
<213>

118
ADN
<220>
<223>

<400> 118
gaggtgcagce

tcetgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg

ctgcaaatga

2964

Fab-

gcagagtgat
aaaccaccga
ccgaggacat
tgccectgga
cccggggeag
gcatctacga
agaaccacaa
tgatgcagag
ccgaccecta
tggtgaccat
gaggtggcete
agcctggggy
cgatgagctyg
gtagttcggyg
acaattccaa
tatattactg
ccgtctcgag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtectce
gcacccagac

aagttgagcc

ILl2-Fab,

tgttggagtc
cctectggatt
ggctggagtg
tgaagggccg

acagcctgag

ccccgtgage
cgacatggty
cgaccacgag
actgcacaaa
ctgecctgeet
ggacctgaag
Lcaccagcag
cctgaaccac
ccgggtgaag
caaccgggtg
tggcggtgge
gtcectgaga
ggtcegecag
taccacatac
gaacacgctyg
tgcgaaaccyg
tgctagcacc
gggcacagceg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgce

caaatcttgt

Secuencia artificial

anticuerpo L19,

tgggggaggc

cacctttage
ggtctcatct
gttcaccatc

agccgaggac

96

ggceetgecece
aaaaccgcca
gacatcaccc
daacgagagct
ccccagaaaa
atgtaccaga
atcatcctgg
aacggcgaaa
atgaagctgt
atgggctacc
ggagaggtgc
ctctcctgtyg
gctccaggga
tacgcagact
tatctgcaaa
ttteegtatt
aagggccceat
gccctgggct
ggcgeceotga
tccctecagea
aacgtgaatc

gactga

sciLl2

ttggtacage
agtttttcga
attagaggta
tccagagaca

acggcecgtat

ggtgcctgag
gagagaagct
gggaccagac
gcctggeoccac
ccteectygat
ccgagttcca
acaagggcat
ccetgeggea
gratcctgcet
tgtcctetge
agctgttgga
cagcctctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ttgactactg
cggtettecce
gcetggteaa
ccagcggegt
gcgtyggtgac

acaagcccag

humano,

ctggyggggte
tgagctgggt
gttegggtac
attccaagaa

attactgtgce

ccagagecegyg
gaagcactac
cagcacccetyg
ccgggagaca
gatgacecty
ggccatcaac
getggtegeco
gaaaccccec
gcacgccttc
cgggggaggy

gtctggggga

attcaccttt
gtgggtctca
ccggttcace
gagagccgag
gggccaggga
cctggcacce
ggactacttc
geacaccttc
cgtgcecctee

caacaccaag

ADN

cctgagactce
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaaccgttt

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

24G0

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2976

60

120

180

240

300



ccgtattttg
ggcccatcgg
ctgggctgcc
gccctgacca
ctcagcagceg
gtgaatcaca
tceggcggag
aaagacgtgt
ctgacctgeg
gtgctggyca
tacacctgce
gaggatggca
ttcctgeggt
atcagcaccqg
gtgacctgcg
gagtacagceqg
atcgaggtga
ttcatcecyggg
aacagecoggc
tacttecagec
cgggtgttca
gtgcgggecce
agcggceggag
gtggccacce
gcegtgagea
gaggaaatcg
ccoctggaac
aacggcagct
atctacgagyg
atggacccca

atgcaggeccee

actactgggg
tettececct
tggtcaagga
gcggcgtgca
tggtgaccgt
agcccagcaa
gagggagcgg
acgtggtgga
acacccccga
gegycaagac
dacaagggcgyg
tetggtecac
gcgaggcecaa
acctgacctt
gagccgeocac
tcgagtgccea
tggtggacge
acatcatcaa
aggtggaggt
tgacattctg
ccgacaagac
aggaccggta
ggggctetgg
ccgaceecyy
acatgctgca
accacgagga
tgaccaagaa
gcotggecag
acctgaagat
agcggcagat

tgaacttcaa

ccagggaacc
ggeacectco
ctacttcecee
cacctteoeeyg
gccctecage
caccaaggty
cggaggtyggce
gctggactgg
agaggacggce
cctgaccate
cgaagtgcety
cgacatcctg
gaactacagc
cagcgtgaag
cctgagcgeco
ggaagatagc
cgtgcacaag
gccegaccee
gtectgggayg
tgtgcaggtg
cagegceace
ctacagcaga
tggcggagga
catgttcece
gaaggcccgg
catcaccaag
cgagagctgc
cagaaagacc
gtaccaggtg
cttectggat

cagcgagaca

97

ctggtcaccyg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggca
gataagaaag
tccggagggg
tatccegacg
atcacctgga
caggtgaaag
tcccacagcec
aaggaccaga
ggcecggttca
agcagccggg
gagagagtge
gcctgeoectyg
ctgaagtacg
cccaagaacc
taccctgaca
cagggcaaga
gtgatctgcc
tectggtecg
tetgggggag
tgcctgcace
cagaccecigy
gataagacca
ctgaacagcc
agcttcatga
gagttcaaga
tagaacatgc

gtgccccaga

tctegagtge
cctetggggy
cggtgtecgtg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcccaa
gcggaatctyg
cceectggega
ccctggacca
agttcggcga
tgectgetget
aagagcccaa
cctgttggtg
gcagcagega
ggggcgacaa
ccgccgagga
agaactacac
tgcagctgaa
cctggtecac
gcaagcggga
ggaagaacgc
agtgggcecag
ggggcagecy
acagccagaa
aattctaccc
gcaccgtgga
gggagacaag
tggccctgtg
ccatgaacgc
tggcecgtgat

agtccagecct

tagcaccaagq
cacagcggec
gaactcaggc
actctactcce
catctgecaac
atcttgtgac
ggagctgaag
gatggtggtyg
gagcagcgag
cgccggecag
gcacaagaaa
gaacaagace
gctgaccace
ccectecagggce
caaagagtac
aagecctgece
cagcagcttt
gcecectgaag
cccecacage
gaagaaagac
cagcatcagc
cgtgcettge
gaacctgece
cctgctgcgg
ctgcaccagc
ggectgeetyg
cttcatcacce
cctgagcage
caagctgety
cgacgagctg

ggaagagecoe

360

420

480

540

&00

660

720

780

B40

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



gacttctaca
gtgaccateg
ggtggctety
cctggggggt
atgagctggyg
agttcgggta
aattccaaga
tattactgtg
gtctecgagtg
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagccca
<210>
<211>

<212>
<213>

119
ADN
<220>
223>

<400> 119
gaggtgcagce

tcectgtgecag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
ccgtattttg
ggcccategyg
ctgggctgcee
gcectgacca
ctcagcageg
gtgaatcaca
tceggeggag

cccagceceeca

1794

Fab-

agaccaagat
accgggtgat
gcggtggcygy
ccctgagact
tecgecagge
ccacatacta
acacgctgta
cgaaaccgtt
ctagcaccaa
gcacagcggce
ggaactcagqg
gactctacte
acatctgcaa

aatcttgtga

GMCSF-Fab,

tgttggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggecyg
acagcctgag
actactgggyg
tectteceoct
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgacecgt
agcccagcaa
gagggagcgg

gcacgcagcce

caagctgtge
gagctacctyg
agaggtygcag
ctcectgtgea
tccagggaag
cgcagactcc
tctgcaaatyg
tcogtatttt
gggcccatecg
cctgggetge
cgccctgacce
cctcagcage
cgtgaatcac

ctga

Secuencia artificial

anticuerpc

tgggggaggc

cacctttage
ggtctcatct
gttcaccate
agccgaggac
ccagggaacc
ggcaccetce
ctacttceccce
caccttcccg
gcccteccage
caccaaggtg
cggaggtggce

ctgggagecat

98

atcctgectge
aacgccagcg
ctgttggagt
gcctctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
gactactggg
gtctteecce
ctggtcaagg
agcggcegtyge
gtggtgaccg

aagcccagea

L19,

ttggtacagce
agtttttega
attagaggta
tccagagaca
acggccgtat
ctggtcaccyg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtcctac
agcttgggca
gataagaaag
tceggaggty

gtgaatgcca

GM~-CSF humano,

acgcctteag

gaggggygggyg

ctgggggagyg

tcacctttag
gggtctcate
ggttcaccat
gagccegagga
gecagggaac
tggcacccte
actacttecce
acacctteec
tgcccetecag

acaccaaggt

ctggggggte
tgagctgggt
gttcgggtac
attccaagaa
attactgtgc
tectegagtge
cctetggggg
cggtgtegty
agtcctecagg
cccagaccta
ttgagcccaa
geggageace

tccaggagge

aatccgggec
atccggegga
cttggtacag
cagtttticg
tattagaggt
ctccagagac
cacggccgta
cctyggtcacc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagettgggce

ggataagaaa

ADN

cctgagacte
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat
gaaaccgttt
tagcaccaag
cacagcggece
gaactcagge
actctactec
catctgcaac
atcttgtgac
cgececegeteg

ccggecgtetce

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

2964

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

W



ctgaacetga
atgtttgacc
ctgcggggca
cagcactgcc
ttcaaagaga
caggagtccg
ctgttggagt
gcectectggat
gggctggagt
gtgaagggee
aacagectga
gactactggg
gtctteecee
ctggtcaagg
agcggcgtgce
gtggtgaccg
aagcccagca
<210>
<211>

<212>
<213>

120
ADN
<220>
<223>

<400> 120
gaggtgcagce

tcctgtgecag
¢cagggaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
ccgtattttg
ggcccategg
ctgggctgce

gccectgaccea

1911

Fab-

gtagagacac
tccaggagcece
gcctcaccaa
ctccaacccce
acctgaagga
gcggaggagg
ctgggggagg
tcacctttag
gggtctcatc
ggttcaccat
gagccgagga
gccagggaac
tggcaccctc
actacttccc
acaccttccc
tgccctecag

acaccaaggt

IFNa2-Fab,

tgttggagtc
cctectyggatt
ggctyggagty
tgaagggccy
acagecctgag
actactgggyg
tcttcceoect
tggtcaagga

gcggcegtygcea

tgctgctgag
gacctgccta
gctcaaggyge
ggaaacttecc
ctttctgett
atcecggegga
cttggtacag
cagttttteg
tattagaggt
ctccagagac
cacggcegta
cetyggteacc
ctccaagage
cgaaccggtyg
ggctgtccta
cagcttgggce

ggataagaaa

Secuencia artificial

anticuerpo

tgggggaggc
cacctttagce
ggtcteatcet
gttcaccate
agccgaggac
ccagggaacc
ggcaccctee
ctacttccee

caccttecea

99

atgaatgaaa
cagacccgec
ccecttgacca
tgtgcaaccce
gtcatcecct
ggtggectetyg
cctggggggt
atgagctggg
agttcgggta
aattccaaga
tattactgtyg
gtctcgagtg
acctctggag
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct

gttgagccea

Li9, ADN

ttggtacagc
agtttttcga
attagaggta
teccagagaca
acggccgtat
ctggtcaceyg
tccaagageca
gaaccggtga

getgtcectac

cagtagaagt
tggagctgta
tgatggccag
agattatcac
ttgactgctg
gcggtggeyg
ccctgagact
tccgecagge
ccacatacta
acacgctgta
cgaaaccgtt
ctagcaccaa
gcacagcggc
ggaactcagg
gactctacte
acatctgcaa

aatcttgtga

ctagggggtce
tgagetgagt
gttecgggtac
attccaagaa
attactgtgc
tctcgagtge
cctetggggg
cggtgtcegtyg

agtcctcagg

catctcagaa
caagcagggc
ccactacaag
ctttgaaagt
ggagccagtc
agaggtgcag
ctcctgtgea
tccagggaag
cgcagactoe
tetgecaaatg
tccgtatttt
gggcccatcg
cectgggetge
cgcectgace
cctcageagce
cgtgaatcac

ctga

cctgagacte
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat
gaaaccgttt
tagcaccaag
cacagcggcc
gaactecagge

actctactcc

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1794

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ctcagcageg
gtgaatcaca
tceggeggag
acccacagcec
cccttecaget
aaccagttcc
aacctgttca
tacaccgaqge
gtcgaggaaa
cggatcaccce
gccgagatca
gagagcggceg
ttggagtctyg
tctggattea
ctggagtggg
aagggeceggt
agcctgagag
tactggggee
tteceecetygyg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
<210>
<211>

<212>
<213>

121
108
PRT

<220>

<223>

<400> 121

19G1;

tggtgaccgt
agcccagcaa
gagggagcgg
tgggcaacag
gcctgaagga
agaaggccca
gcaccaagga
tgtaccagceca
cceceectgat
tgtacctgac
tgcggagett
gagggggatc
ggggaggctt
cctttageag
tctcatctat
tcaccatctc
ccgaggacac
agggaacect
caccctecte
acttccccga
cctteceegge
ccteccagcag

ccaaggtgga

VL

gccectecage
caccaaggtg
cggaggtgge
acgggccety
ccggcacgac
ggccatcage
cagcagcgeg
gctgaacgac
gaacgtggac
cgagaagaag
cagcctgage
cggcggaggt
ggtacagcct
tttttegatg
tagaggtagt
cagagacaat
ggccgtatat
ggtcaccgte
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc

taagaaagtt

Secuencia artificial

100

agcttgggeca
gataagaaag
tecggagggyg
atcctgcectgg
ttcggcttece
gtgctgcacg
gcctgggacy
ctggaagect
agcatcctgg
tatagcccct
accaacctgc
ggctctggcyg
ggggggtcec
agctgggtcecc
tcgggtacca
tccaagaaca
tactgtgega
tcgagtgcta
tctgggggea
gtgtegtgga
tcctcaggac
cagacctaca

gagcccaaat

cccagaccta
ttgagcceceaa
gcggatgcga
cccagatgeg
cccaggaaga
agatgatcca
agagcctget
gcgtgatcca
ccgtgaagaa
gcgectggga
aggaacggct
gtggcggaga
tgagactctc
gccaggctece
catactacgce
cgctgtatet
aaccgtttece
gcaccaaqggg
cagecggecect
actcaggcge
toctactecet
tetgcaacgt

cttgtgactg

catctgcaac
atcttgtgac
cctgcecceccag
gcggatcage
gttcgacgge
gcagaccttc
ggaaaagttc
ggaagtgggc
gtacttecag
ggtggtgcag
gcggcggaaa
ggtgcagctyg
ctgtgcagcc
agggaagggg
agactccgtg
gcaaatgaac
gtattitgac
cccateggte
gggctgectyg
cctgaccage
cagcagegtyg
gaatcacaag

a

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser

20

25

30

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1386

1740

1800

1860

1911



Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100
<210> 122
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 19Gl: VL
<400> 122
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacce
ctctcttgeca gggccagtca gagtgttace
cctggccagg ctecccagget ccteatcaat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 123
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 19Gl; VH
<400> 123

101

Pro Gln

Gly

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr

75

Gin
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgtectttgt
agtagctact
gtgggectecc
gacticactc

cagggtatta

Ala Pro Arg
45

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

Lys

ctccagggga
tagecctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttcccee

Leu Leu

Phe

Ser

Glu
80

Leu

Leu Pro

95

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatececa
cagactggag

gacgttcgge

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

60

120

180

240

300

324



1oz

35 40

Ser Ala Ile Ile Ser Ser Gly Gly Leu Thr Tyr

50 §5
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

as 90
Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp
100 105
Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 124
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 19G1l; VH
<400> 124
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagge ttggtacagce
tcctgtgeay cctcoccggatt cacctttage agttatgega
ccagggaagg ggctggagty ggtctcagcecg attattagta
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggceccgtat
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga accctggtea
<210> 125
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 20GB; VL
<400> 125

45

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

1i0

ctggggggre
tgagctgggt
gtggtggtct
attccaagaa
attactgtgce

ccgtectegte

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactce
ccgeccagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

o

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys ARrg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser

20

25

30

60

120

180

240

300

351



103

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Pro Arg Leu
45

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Ile Met Leu
95

Leu

Ser

Glu

g0

Pro

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly Ile
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70 75

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 90
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 126

<211>» 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>» 20G8; VL

<400> 126

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcace ctgtcectttgt

ctctcttgeca gggccagtceca gagtgttace agtagetact

cctggccaqgg ctcecagget cctcatcaat gtgggctece

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcactce

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtatta

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 127

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 20G8; VH

<400> 127

ctcecagggga
tagectggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgctteoccece

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag

gacgttcggce

Glu Val Gla Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35

40

45

60

120

180

240

300

324



Ser Ala Ile Ile Gly Serx
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
85
Ala Lys Gly Trp Phe Gly
100

Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 128
<211> 351
<212> BADN
<213> Secuencia artificial
<220>
«223> 20G8; VH
<400> 128
gaggtgcaat tygttggagtc tgggggaggce
tcctgtgcag cctcocggatt cacctttage
ccaggyaagg ggctggagtyg ggtctcaget
gcagactccg tgaagggceg gttcaccatce
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactyg gggccaagga
<210> 129
<211> 108
<212» PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B9; VL
<400> 129

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

104

Gly Ser Arqg Thr Tyr

Ser Arg Asp Asn Ser

75

Arg Ala Glu Asp Thr

90

Gly Phe Asn Tyr Trp

105

ttggtacage
agttatgcaa
attattggga
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Tyr Ala
60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtagteyg
attccaagaa
attactgtgce

cecgtetegte

Ser val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

cctgagactce
ccgccaggeh
tacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

C

Leu Thr Gln Ser Proc Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5

10

15

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser

20

25

30

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

45

60

120

180

240

300

351



Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala

50

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

<210> 130
<211> 3214
<212> ADN
<213>
<220>
<223> 4BY;
<400> 130
gaaatcgtgt
ctetettgea
cctggeccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210> 131
<211> 117
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 4BR9;
<400> 131
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Ser Ala Ile

100

VL

taacgcagtc
gggccagtca
ctcecrcagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggaaat

VH

Secuencia artificial

tcecaggeacc
gagtgttacc
cctcatcaat
atccgggaca

ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

Leu Leu Glu Ser Gly

5

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Glin Ala

40

Ile Gly Ser Gly Ala

105

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr
15

Cys Gln Gln
90

Val Glu Ile
105

ctgtctttgt
agtagctact
gtgggctcce
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

Lys

ctccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttecccee

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp

Phe Ser

Leu Glu
80

Leu Pro
95

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggc

Gly Gly

15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

60

120

180

240

300

324



50 35
Lys Gly Arg Phe Thr
65 70
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Lys Gly Trp Phe
100
Val Thr Val Ser Ser
115
€210>» 132
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 4B9; VH
<400> 132
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tcctgtgeag cecteceoggatt caccetttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget
gcagacteceg tgaagggceccg gttcaccate
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga
<210> 133
<2il> 108
<212» PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ©5BS§; VL
<400> 133

Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu Ala
35

106

Ile Ser Arg Asp Asn Ser

15

Leu Arg Ala Glu Asp Thr

90

Gly Gly Phe Asn Tyr Trp

105

ttggtacagc
agttatgcta
attattggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

60

Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Gly Gln Gly Thr Leu

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtgctag
attccaagaa
attactgtgce

ccgtctegte

cctgagactce
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtag

o]

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5

10

15

Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser

20

25

30

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

45

60

120

180

240

300

351



107

Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala Thr Gly Ile
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70 75

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 90
Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

<210> 134

<211> 324

<212> ADN

<213>» Secuencia artificial

<220>

<223> 5BB8; VL

<400> 134

gaaatcgtgt taacgcagtc teccaggcacc ctgtctttgt

ctctecttgea gggccagtca gagtgttacce agtagctact

cctggecagg ctecccagget cctcatcaat gtgggctecce

gacaggttca gtggcagtgg ateccgggaca gacttcactc

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagggtatta

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 135

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 5B8; VH

<400> 135

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

20 25
Ala Met Ser Trp Val BArg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ala Ile Trp Gly Gly Gly Arg Ser Thr Tyr

50

55

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Gly Ilie Met

Lys

ctccagggga
tagcetggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttecece

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr &la Asp
60

Phe Ser

Leu Glu
80

Leu Pro
95

aagagccace
cragcagaaa
tggcatccca
cagactggaqg

gacgttecgge

Gly Gly

15

Ser Tyx

Trp Val

Ser Val

60

120

180

240

360

324



Lys Gly Arg Phe
65 70
Leu Gln Met Asn
85
Ala Lys Gly Trp
100
Val Thr vVal Ser Ser
115
<210> 136
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5B8; VH
<400> 136
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggce
tcetgtgecag cectcoccggatt cacctttage
ccagggaagyg ggctggagtg ggtctcaget
gcagactccg tgaagggceccg gttcaccatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttgatggtt ttaactactyg gggccaagga
<210> 137
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5F1l; VL
<400> 137
Glu Ile Val Leu Thr Gin Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55

108

75

%0

105

ttggtacagc
agttatgcta
atttggggtg
tccagagaca
acggcegtat

accctggtca

Gly Thr Leu
1¢

Ala Ser Gin
25

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtcgtag
attccaagaa
attactgtgce

ccgtctcegte

Ser Leu Ser

Val Thr
30

Ser

Ala Pro Arg

45

Pro
60

Asp Arg

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gasagggtgg

C

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu

Leu

Phe Ser

60

120

180

240

300

351



Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
70

65

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

85

100
<210> 138
<211> 324
<212> ADN
<213> BSecuencia artificial
<220>
<223>» 5F1; VL
<400> 138
gaaatcgtgt taacgcagte tccaggeace
ctctcttgca gggeccagtca gagtgttacc
cctggeccagg ctcecagget ccotcatcaat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 139
<211l> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5F1; VH
<400> 139
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ile Ser Ser Gly Ala
50 ' 35
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

109

75

90

Glu Ile
105

ctgtectttgt
agtagctact
gtgggctecec
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser

Lys

ctccagggga
tagecctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttececece

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

80

Gln Gln Gly Ile Met Leu Pro

95

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggaqg

gacgttegge

Gly
15

Gly
Ser Tyr
Trp Val
Val

Ser

Leu Tyr

60

120

180

2490

300

324



65

70

110

75

80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 140
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 5F1; VH
<400> 140
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tcctgtgcag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagcet
gcagactccyg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga
<210> 141
<211> 108
<212>» PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14B3; VL
<400> 141
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 35

105

ttggtacage
agttatgcta
attattagta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Gly Thr Leu

10

Ala
25

Ser Gln
Pro

Gly Gln

Thr Gly Ile

110

ctggggggte
tgagctgggt
gtggggctag
attccaagaa
attactgtgce

ccgtctegte

Ser Leu Ser

val Thr

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

cctgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgyg

C

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu

Leu

Phe Ser

60

120

180

240

300

351



Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

70

85

100
<21C0> 142
<21i> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14B3; VL
<400> 142
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc
ctctecttgea gggecagtca gagtgttacce
cctggccagy cteccaggot cctcatcaat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 143
<zZ11> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14B3; VH
<400> 143
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 4G

Ser Ala Ile Leu Ala Ser Gly Ala

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70

111

75

90

Glu Ile
105

ctgtectttgt
agtagctact
gtgggctcce
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ile Thr Tyr

Asp Asn Ser

75

Lys

ctccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttececce

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

80

Gln Gln Gly Ile Met Leu Pro

95

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag

gacgttegge

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

60

120

180

240

300

324



112

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100
Val Thr val Ser Ser
115
<210> 144
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 14B3; VH
<400> 144
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggce
tcectgtgocag cctccggatt cacctttage
ccagggaagyg ggctggagtg ggtctcaget
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactyg gggccaagga
<210> 145
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16Fl; VL
<400> 145
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

105

ttggtacagce
agttatgcta
attttggcta
tccagagaca
acggecegtat

accctggtea

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

5

Leu

110

ctggggggtic
tgagctgggt
gtggtgcgat
attccaagaa
attactgtgc

ccgtetegte

Ser Leu Ser

Val Thr

30

Ser

Ala Pro

45

Ary

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

cctgagactce
ccgccaggcet
cacatactac
cacgetgtat

gaaagggtgg

c

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu

80

60

120

180

240

300

351



113

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Ile Met Leu Pro

85

90

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

cteccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttececee

95

aagagccacce
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcggc

100 105
<210> 146
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16F1; VL
<400> 146
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtectttgt
ctetettgea gggecagtca gagtgttacc agtagctact
cctggeccagyg cteccagget ccteatcaat gtgggectccee
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgecagtgta ttactgtcag cagggtatita
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 147
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16F1l; VH
<400> 147
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Gly Ile iIle Gly Ser Gly Gly Ile Thr Tyr
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyx

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

60

120

180

240

300

324



85

114

20

95

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100
Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 148
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16F1l; VH
<400> 148
gaggtgcaat tgttggagte tgggggaggc
tcctgtgeag cectecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt
gcagactccg tgaagggccg gttcaccate
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga
<210> 149
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16FB; VL
<400> 149
Glu Ile Vval Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

105

ttggtacagc
agttatgcta
attattggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtea

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

110

ctggyggggte
tgagctgggt
gtggtggtat
attccaagaa
attactgtgc

cecgtetegte

Ser Leu Ser

Val Thr

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Fro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

cctgagactc
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgq

c

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

60

120

180

240

300

351



115

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gln Gly Ile Met Leu Pro

85

90

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 150
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16F8; VL
<400> 150
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggeacc
ctctecttgea gggccagtea gagtgttacce
cctggeccagg cteccagget ccteatcaat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 151
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16F8; VH
<400> 151
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln RAla
35 40

Ser Ala Ile Leu Gly Ser Gly Gly

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

105

ctgtctttgt
agtagctact
gtgggctcce
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser

75

Glu Asp Thr

90

ctccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttcecce

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala
60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

95

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcgge

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser val

Leu Tyr

B0

Tyr
95

Cys

60

120

180

240

300

324



116

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100
Val Thr Val Ser Ser
115
<2i0> 152
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 16FB; VH
<400> 152
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggagac
tcectgtgeag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaget
gcagactccecyg tgaagggccg gticaccatc
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga
<210>» 153
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 03C9; VL
<400> 153
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe
65 70
Prc Glu Asp Phe Ala Val-Tyr Tyr
a5

105

ttggtacage
agttatgcca
attcttggta
tccagagaca
acggccgtat

accetggtca

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

15

Leu

Gln
90

Cys Gln

110

ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgigce

cegtectegte

Ser Leu Ser

Val Thr

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Fro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

cctgagactc
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtygyg

C

Pro
15

Gly
Ser

Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Leu Pro

95

&0

120

180

240

300

351



117

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100
<210> 154
<211> 324
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 03C9; VL
<400> 154
gaaatcgtgti taacgcagtc tccaggcacc
ctetecttgea gggecagtca gagtgttace
cctggccagg ctcoccagget cctcatcaat
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag
caggggacca aagtggaaat caaa
<210> 155
<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 03C9; VH
<400> 155
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ser
35 40
Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85
Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe

105

ctgtectttgt
agtagctact
gtgggctcce
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly
10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Asn Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Asn Tyr Trp

ctecagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgctteccce

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val

Tyr

Gly Gln Gly

aagagccace
¢ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttecgge

Gly
15

Gly

Ser Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

BO

Tyr
95

Cys

Thr Leu

60

120

180

240

300

324



100
Val Thr val Ser Ser
115
<210> 156
<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 03C9; VH
<40Q0> 156
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tecetgtgecag cctecggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagcet
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatce
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac
tttggtggtt ttaactactg gggccaagga
<210> 157
<211> 108
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 02D07; VL
<400> 157
Glu Tle Val Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Asn Val Gly Ser Arg Arg Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85

118

105

ttyggtacage
agttttgcca
attattggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gin

Thr Gly Thr

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

110

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtagtaa
attccaagaa
attactgtge

cegtetegte

Ser Leu Ser

Ser Val Thr

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Ala Ile Met

cctgagacte
ccgtcagtct
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggigy

C

Proc
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Leu Pro

95

60

120

180

240

300

331



119

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

<210> 158

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 02D07; VL

<40Q00> 138

gaaatcgtygt taacgcagte tccaggcace

ctctecttgea gggecagtca gagtgttacc

cctggecagy ctoccagget ccteatcaat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgteag

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 159

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 02D7; VH

<400> 159

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

i ]

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

B5

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe

100 '

105

ctgtctttgt
agtagctact
gtgggetece
gacttcacte

caggctatta

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Ser
15

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Asn
105

Tyr Trp

ctccagggga
tagecctggta
gtagggecac
tcaccatcag

tgetteoetee

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

aagagccace
ccagcagaaa
tggcacccea
cagactggayg

gacgttcggc

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
85

Cys

Thr Leu

60

120

180

240

300

324



Val Thr val

115
<210> 160
<211> 351
<212> ADN
<213>
<220>
<223> 02p7
<400> 160
gaggtgcaat
tectgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcagatga
tttggtggtt
<210> 161
<211> 108
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 2BH1
<400> 16l

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Ile

50

Gly

Gly Ser Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

Ser Ser

; VH

tgttggagtc
ccteoecggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

ttaactactg

;7 Vi

Leu Thr Gl

Thr
20

Leu Se

Trp Tyr Gl

Ala Ser Th

Ser Gly

70

Phe Ala

B5

Gly
100

Gln Gl

Thr

val

Secuencia artificial

tgggggagge
cacctttagc
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgagygac

gggccaagga

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys

40

r Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr

Tyr

y Thr Lys

120

ttggtacage
agttatgcca
attagtggta
teccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Glin

Thr Gly Ile

Thr Thr

15

Leu

Gln
a0

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtygc

ccgtctegte

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly G1ln Val

Lys

cctgagactc
ccgececagget
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

c

Pro
15

Gly
Ser

Axg

Leu Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
95

Pro

60

120

180

240

300

351



<210> 162
<211> 324
<212> ADN
<213>

<220>

<223> 28H1
<400> 162
gaaatcgtgt
ctctcttgca
cctggccagy
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210> 163
<211> 116
<212> PRT
<213>

<220>

<223> 28H1
<4Q0> 163

Glu Val Gin
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Gly
65

Arg Phe

Gln Met Asn

Lys Gly Trp

Thr vVal Ser

; VL

taacgcagtc
gggccagtca
ctcceagget
gtggcagtygy
ttgcagtgta

aagtggaaat

; VH

Leu Leu Gl

Leu Ser

20

Trp Val Ar

Trp Ala Se

Thr Ile Se

70

Leu Ar
85

Ser

Leu
100

Gly As

Ser

Cys

Secuencia artificial

tccaggecacc
gagtgttage
cctcateatt
atccgggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

u Ser Gly

Ala Ala

g Gln Ala

40

r Gly
55

Glu
r BArg Asp
g Ala

Glu

n Phe Asp

121

ctgtectttgt
cgcagctact
ggggcctcca

gacttcactc

cagggtcagg

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Gln Tyr Tyr

Asn Ser Lys

15

Thr
20

Asp Ala

Tyr
105

Trp Gly

ctecagggyga
tageetggta
ccagggccac
tcaccatcag

ttatteccccce

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Ala
&0

Asp Ser

Asn Thr Leu

Val Tyr Tyr

Gln Thr

110

Gly

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccea
cagactggag

tacgttcggce

Gly Gly

Ser His
Trp Val
Val

Lys

Leu
80

Tyr

Cys Ala

95

Leu Val

&0

120

180

240

300

324



115

<210>
<21i>
«212>
<213>

164
348
ADN

<220>

<223» 2B8H1

<400> 164
gaggtgcaat

tcctgtgeag
ccagggaagyg
gactcecgtga
cagatgaaca
ggtaattttg
<210>
<211>

<212>
<213>

165
108
PRT

<220>
<223>» 22A3

<400> 165
Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Asn Val

50

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

; VH

tgtiggagtc
cctecggatt
ggctggagtg
agggccggtt
gcetgagage

actactggygy

; VL

Leu Thr G1

Thr
20

Leu Se

Trp Tyr Gl

Gly

Ser

Th
70

Ser Gly

Phe Ala

B5

Va

Gly Gln

100

Gl

Arg

Secuencia artificial

tgggggaggce
cacctttagce
ggtctcagcect
caccatctcc
cgaggacacg

ccaaggaace

Secuencia artifiecial

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys

40

Arg Ala

55

r Asp Phe

1 Tyr

Tyr

¥y Thr Lys

122

ttggtacage
agtcatgcta
atttgggcta
agagacaatt
gcegtatatt

ctggtcaccy

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

7%

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctggggggte
tgagectgggt
gtggggagca
ccaagaacac
actgtgcgaa

tctcgagt

Ser Leu Ser

val Thy

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

Lys

cctgagactc
ccgecaggcet
atactacgca
gctgtatctg

agggtggcetg

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Giu
80

Leu

Leu Pro

95

60

120

180

240

300

348



<210> 1686

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 22A3; VL

<400> 166

gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc

ctctettgeca gggeccagtca gagtgttace

cctggecagg ctecccagget cotcatcaat

gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

caggggacca aagtggaaat caaa

<210> 167

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 22A3:; VH

<400> 167

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

BRla Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35 40
Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe
100

Val Thr Val Ser Ser

115

123

ctgtctttgt
agtagcetact
gtgggctcece
gacttcactc

cagggtatta

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Ile Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Asn
105

Tyr Trp

ctccagggga
tagcectggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgctteecee

Val Gin Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

119

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactyggag

gacgttcgge

Gly
1%

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Thr Leu

60

120

180

240

300

324



<210> 168
<211> 351
<212> ADN
<213>
<220>

<223>» 22A3
<400> 168
gaggtgcaat
tcctgtgeag
ccagggaagg
gcagactceceg
ctgcagatga
tttggtggtt
<210> 165
<211> 108
<212> PRT
<213>

<220>

<223> 29B1
<400> 169

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala

35

Tyr

Ile Asn Val

50

Gly Ser

65

Gly

Prc Glu Asp

Pro Thr Phe

<210>
<211>

170
324

; VH

tgttggagtc
cctceggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
acagcctgag

ttaactacty

1l; VL
Thr Gl

Leu

Thr
20

Leu Se

Trp Tyr Gl

Gly Ser Ar

Ser Gly

70

Phe Ala

85

Gly Gln GiL

100

Thr

Val

Secuencia artificial

tgggggaggc

cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac

gggccaagga

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys

40

g Arg Ala

55

Asp Phe

Tyr

Tyr

¥y Thr Lys

124

ttggtacagc
agttatgcca
attattggta
fccagagaca
acggccgtat

accctggtcea

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

15

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctgggggygtce
tgagctgggt
gtggtagtat
attccaagaa
attactgtgc

cecgtctegayg

Ser Leu Ser

Ser Thr

Val
’ 30

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Ile Met

Lys

cctgagacte
ccgccaggct
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

t

Pro
15

Gly

Ser Ser

Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Leu Pro

95

60

120

180

240

300

351



—

<212> ADN
<213>
<220>

<223> 29Bl
<400> 170
gaaatcgtgt
ctctettgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210> 171
<211>» 117
<212> PRT
<213>

<220>

<223> 29B1
<400> 171

Glu Val Gin
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser
35

Sex Ala Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Val Thr val

115

<210> 172

1; VL

taacgcagtc
gggccagtca
ctcceagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

aagtggaaat

1; VH

Leu Leu Gl

Secuencia artificial

tcecaggeacce
gagtgttacc
ccteatcaat
atccgggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

u Ser Gly

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp Val Arg Gln Ala

Ile Gly Se

Phe Thr Il
70

Asn Ser Le
85

Trp Phe Gl
100

Ser Ser

49

r Gly Gly

35

e Ser Arg

u Arg Ala

y Gly Phe

125

ctgtctttgt
agtagctact
gtgggctcce
gacttcactce

cagggtatta

Gly Gly Leu

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ile Thr Tyr

Asp Asn Ser
75

Glu Asp Thr
90

Asn Tyr Trp
105

ctccagggga
tagcctggta
gtagggccac
tcaccatcag

tgcttcccece

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly
110

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

gacgttcgge

Gly Gly
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
BO

Tyr Cys
95

Thr Leu

60

120

180

240

300

324



<211>
<212>
<213>

351
ADN

<220>

<223> 29B1

<400> 172
gaggtgcaat

tcetgtgcag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcagatga
tttggtggtt
<210>
<211>

<212>
<213>

173
108
PRT

<220>
<223> 23C1

<400> 173
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Iie Ile

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

174
324
ADN

1; VH

tgttggagtc
ccteeggatt
ggctggagty
tgaagggccg
acagcctgag

ttaactactg

0; VL

Leu Thr Gi

Thr
20

Leu Se

Trp Tyr Gl

Ala Ser Th

Th
70

Ser Gly

Phe Ala

85

Va

Gly
100

Gln Gl

Secuencia artificial

tgggggaggce

cacctttagc
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac

gggccaagga

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys Arg

n Gln Lys

40

r Arg Ala

55

r Asp Phe

1 Tyr

Tyr

y Thr Lys

Secuencia artificial

126

ttggtacagc
agttatgcta
attattggta
tccagagaca
acggccgtat

accctggtca

Gly Thr

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Prec Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

15

Leu

Gln
90

Cys Gln

Val
105

Glu Ile

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtat
attccaagaa
attactgtge

ccgtctcgag

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

30

Ala Pro

45

Arg

Pro
&80

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln Vval

Lys

cctgagactce
ccgccaggcet
cacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

t

Pro
15

Gly
Arg Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
80

Leu

Ile
85

Pro

60

120

180

240

300

351



<220>

<223> 23C1

<400> 174
gaaatcgtgt

ctctcttgca
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
<210>
<21i1>

<212>
<213>

175
117
PRT

<220>
€223> 23C1

<400> 175
Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys

Val Thr Val

115

<210>
<Z11>
<212>

176
351
ADN

Gly

0; VL

taacgcagtc
gggccagtea
ctcccaggcet
gtggcagtygyg
ttgcagtgta

aagtggaaat

G:; VH

Leu Leu Gl

Leu Serx

20

Trp Val Ar

Ser Thr

Phe Thr Il

70

Ser
85

Asn

Trp Leu Gi

100

Ser Ser

Cys

Asn

Leu

tecaggcacce
gagtgttagc
cctcatcatt
atcegggaca
ttactgtcag

caaa

Secuencia artificial

u Ser Gly

Ala

Ala

Ala
40

g Gln

Gly Asn
55

e Ser Arg

Ala

Arg

y Asn FPhe

127

ctgtctttgt
cgcagcectact
ggggccicca

gacttcacte

cagggtcagg

Gly Gly

10

Leu

Ser Phe

25

Gly

Pro Gly Lys

Tyr Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

Asp
105

Tyr Trp

Val

ctccagggga
tagcctggta
ccagggccac
tcaccatcag

ttattcccec

Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatecca
cagactggag

tacgttcggce

Gly
15

Gly

Ser Ser

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

g0

Tyr
95

Cys

Thr Leu

60

120

180

240

300

3214



<213>

<220>

<223> 23C1

<400> 176
gaggtgcaat

tectgtgcag
ccagggaagg
gcagactceyg
ctgcagatga
ctgggtaatt
<210>
<21il>

<212>
<213>

177
107
PRT

<220>
<223> 2Bl0

<400> 177
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Ala
50

Tyr Ala

Ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<21l>
<212>
<213>

178
321
ADN

<220>

0; VH

tgttggagtc
cctececggatt
ggctggagtyg
tgaagggcecg
acagcectgag

ttgactactg

_C3B6; VL

Met Thr Gl

Thr
20

Ile Th

Tyr Gln Gl

Ser Ser Le

Thr Gl

70

Gly

Ala Thr

85

Gln
100

Gly Th

Tyr

Secuencia artificial

tgggggaggc

cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatc
agccygaggac

gggccaagga

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys

Arg

Pro
40

n Lys

u Gln
55

Ser

u Phe Thr

Tyr

Cys

r Lys Val

Secuencia artificial

128

ttggtacage
agttctgcca
attagtacta
tecagagaca
acggccgtat

accctggtca

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctggggggtc
tgagetgggt
atggtaatta
attccaagaa
attactgtgc

ccgtetcegag

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Arqg

Ser Ser Lewu

Gly Leu Gln

cctgagacte
ccgecaggcet
tacatactac
cacgctgtat

gaaagggtgg

t

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

60

120

180

240

300

351



<223> 2B10
<400> 178
gatatccaga
atcacctgcc
gggaaagcecc
aggttcagcy
gaagattttyg
ggcaccaaag
<210> 179
<211> 121
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 179

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Ala

50

Iie

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Thr

115

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

180
363
ADN

_C3B6: VL

tgacccagtce
gggcaagtca
ctaagcgect
gcagtggatc
¢ccacctatta

tcgagatcaa

2B10_C3B6; VH

Val Gl
5

Leu

Val
20

Ser

Trp Val Ar

Ile Pro I1

Val Thr Il

70

Ser
85

Ser Le

Tyr
100

Gly

Thr Val

Cys

Tyx

Thr

teccatectec
gggcattaga
gatctatgcet
cgggacagag
ctgcttgcag

9

Secuencia artificial

n Ser Gly

Lys Ala

g Gln Ala

49

e Leu
55

Gly

e Thr Ala

u Arg Ser

Ala Tyr

Val Ser

120

Secuencia artificial

128

ctgtctgcat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca

aatggtctyge

Ala Glu

16

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Ile Ala Asn

Asp Ser

75

Lys

Glu Asp Thr

30

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgtcggaga
gctggtacca
tgecagagtgg
ccatcagcag

agccegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gin

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggtcacc
gcagaagcca
cgtcccatca
cttgeagect

gtttggeccag

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

8O

Tyr
95

Cys

Trp Gly

60

120

180

240

300

321



- ——

<220>
<223> 2RB10
<400> 180
caggtgcaat
tecectgeaagyg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tca

<210> 181
<211> 107
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 181

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp
35

Tyr Ala Ala

50
Ser Gly Ser
65
Glu Asp Phe
Thr Phe Gly
<210> 182
<211> 321
<212> ADN
<213>

<220>

_C3B6; VH

tggtgcagtce
ccteccggagqg
ggctegagtg
tccagggcag
gcagcctgag

actacggtgc

2B10_6A12; VL

Met Thr Gl

Thr Ile Th

20

Tyr Gln Gl

Ser Ser Le

Gly Thr Gl
70

tggggctgag
cacattcagc
gatgggagct
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys Arg

Pro
40

n Lys

u Gln Ser
55

u Phe Thr

Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Gln Gly Th
100

r Lys Val

Secuencia artificial

130

gtgaagaagc
agctacgeta
atcatcccga
actgcagaca
accgccgtgt

tggggecaag

Ser Ser Leu
10

Ala Ser Gln
25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile
75

Leu Gln Asn
90

Glu Ile Lys
105

ctgggtecte
taagctgggt
teettggtat
aatccacgag
attactgtge

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg
30

Pro Lys Arg
45

Ser Arg Phe
60

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtc
gcgacaggcee
cgcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctce

Val Gly
15

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Pro Ala
95

60

120

180

24¢

300

360

363



<223> 2B10

<400> 182
gatatccaga

atcacctgcece
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
ggcaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

183
121
PRT

220>
<223>
<400> 183

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

BRla Ile Ser

35

Gly val

50

Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Thr

115

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

184
363
ADN

_6A12; VL

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagegect
gcagtggatc
ccacctatta

tcgagatcaa

2B10_6A12; VH

Leu Val Gl

Val
20

Ser

Trp Val Ar

Iie Pro 1l

Val Thr I1

70

Ser
B5

Ser

Tyr
100

Gly

Thr Val

Cys

Leu

Tyr

Thr

tccatcctee
gggcattaga
gatctatgct
cgggacagag
ctgcttgcag

g

Secuencia artificial

n Ser Gly

Lys Ala

g Gln Ala

40

e Leu
55

Gly

e Thr Ala

Arg Ser

Ala Tyr

Val Ser

120

Secuencia artificial

131

ctgtetgeat
aatgatttag
gcatcecagtt
ttcactctca

aatggtctge

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Asp Ser

15

Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgtcyggaga
gctggtacca
tgcagagtgg
ccatcagcag

agecegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Vval Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggtcace
gcagaagceca
cgtceccatca
cttgcagect

gtttggccag

Gly Ser

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

60

120

180

240

300

321



<220>
<223> 2B10
<400> 184
caggtgeaat
tcctgeaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tca

<210> 185
<211> 107
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 185

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Tyr Asp Ser

Gly Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<2il>
<212>
<213>

186
321
ADN

<220>

_6A12; VH

tggtgcagtc
cecteccggagg
ggctcgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

actacggtgce

2B10_C3A6; VL

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

tggggctgag
cacattcagc
gatgggagtg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

Ser Pro

Cys

Arqg

Preo
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Val

Secuencia artificial

132

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgccgtgt

tggggccaag

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Thr Ile

15

Leu

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtectce
taagctgggt
tcecttggtac
aatccacgag
attactgtgce

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser
60

Arg Phe

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtc
gcgacaggec
cgcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctcc

vVal
15

Gly

Asn Val

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Ala

60

120

180

240

300

360

363



<223> 2B10

<400> 186
gacatccaga

atcacctgce
gggaaagcecce
aggttcagcg
gaagattttg
ggcaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

187
121
PRT

<220>
<223> 2B1l0

<400> 187

Gln
1

Val Gln

Ser val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly

50

Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>

188
363
ADN

_C3A6; VL

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgcct
gcggtggate
ccacctatta

tcgagatcaa

_C3A6; VH
Val

Leu

Val
20

Ser
val

Trp

Ile Pre

Val

Thr

Ser
85

Ser

Tyr
100

Gly

Thr Val

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

tcecttectee
gggcattegt
gatctatgat
cgggacagag
ctgcttgcaqg

g

Secuencia artificial

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Phe
55

Gly

Thr Ala

Arg Ser

Ala Tyr

Val Ser

120

Secuencia artificial

133

ctgtctgcat
aatgttttag
tecgteocagtt
ttcactctca

aatggtctgc

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Giy Gln

Thr Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

30

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagtgyg
ccatcagcag

agccegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggtcacce
gcagaagcca
cgtecccatca
cttgcagect

gtttggceccag

Gly Ser

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

60
120
180
2490
300

321

29 4



<220>
<223>

<400> 188
caggtgcaat

tcctgcaagyg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgeott
tca

<210>
<211>

<212>
<213>

189
107
ERT

<220>
<223>
<400> 189

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Tyxr Asp Ala

50

Gly Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

130
321
ADN

<220>

2B10_C3A6; VH

tggtgcagtc
cctececggagqg
ggctegagtg
tccagggcag
gcagcctgag

actacggtgc

Met Thr Gl

Thr
20

Ile Th

Tyr Gln Gl

Tyr Ser

Gly Thr Gl

70

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

Leu

Tyr

Thr

tggggctgag
cacattcage
gatgggaggg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

2B10_D1A2_wt; VL

n Ser Pro

r Cys

Arg

Bro
40

n Lys

Gln
55

Ser

u Phe Thr

Tyr

Cys

Lys Val

Secuencia artificial

134

gtgaagaagc
agctacgcta
atcatceccta
actgcagaca
accgccgtgt

tggggccaaqg

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln
a0

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtecte
taagctgggt
tctitggtac
aatccacgag
attactgtgc

ggaccacegt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

agtgaagqgte

gcgacagygec

agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtetee

Val
15

Gly

Asn Val

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

85

60

120

180

240

300

360

363



<223>

<4QC>
gatatccaga

2B10_DiA2 wt; VL

190

atcacctgce

. gggaaagcce

aggttcagcg

gaagattttg

ggcaccaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

191
121
PRT

tgacccagte tccatectee
gagcaagtca ggggattegt
ctaagcgcct gatctatgat
gcggtggate cgggacagag

ccacctatta ctgcttgecag

tcgagatcaa g

Secuencia artificial

2B10_D1AZ_wt: VH

191

Gin Val Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gin

65

Met

Rla

Gln

Val

Ile

Gly

Gly

Glu

Arg

Gly

<210>
<Z2il>
<212>
<213>

Lys

Ser
35

Ile

Arg

Leu

Leu

Thr

115

192
363
ADN

Leu

Val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Tyr

100

Thr

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Ile

Thr Ile

70

Ser Leu

g5

Gly Tyr

Val Thr

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Ala

Val

Secuencia artificial

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser
120

135

ctgtctgeat
aatgttttag
gcttacaget
ttcactctca

aatggtetgc

Glu
10

Ala Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gin

Thr Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgtcggaga
gctggtacca

tgcagagtgy
ccatcagcag

agcccgcgac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggtcacc
gcagaagcca
cgtcecatea
ctitgcagect

gtttggccag

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

60

120

180

240

300

321



<220>

<223> 2B10_D1A2Z wt; VH

<400> 192

caggtgcaat tggtgcagtc tggggctgag

tcectgcaagg cctccggagg cacattcage

cctggacaag ggctcgagtg gatgggaggyg

gcacagaagt tccagggcag ggtcaccatt

atggagctga gcagcctgag atctgaggac

ggttacgcit actacggtgc ttttgactac

tca

<210>» 193

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2B10_Dl1A2 VD; VL

<400> 193

Asp Ile Gln Met Thr Gin Ser Pro

i 3

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20
Leuw Gly Trp Tyr Gln Gin Lys Pro
35 40

Tyr Asp Ala Tyr Ser Leu Gln Ser
50 55

Gly Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100

<210> 194

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

136

gtgaagaage
agctacgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgcecgtgt

tggggeccaag

Ser Leu

10

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys BAla

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gin
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtecte
taagetgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgce

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser Fhe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctcc

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

60

120

180

240

300

360

363



<223>

<400> 194
gacatccaga

atcacctgee
gggaaagccec
aggttcagcecg
gaagattttg
ggcaccaaag
<210>
<21il>

<212>
<213>

195
121
PRT

<220>
<223>
<400> 195

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>

1%6
363
ADN

tgacccagtc
gggcaagtca
¢ctaagcgcect
gecggtggate
ccacctatta

tcgagatcaa

val Gl
5

Leu

Val
20

Ser

Trp Val

Ile Pro Il

Val Thr Il

70

Ser Le

85

Ser

Tyx
100

Gly

Thr Val

Cys

Arg

Tyr

Thr

2B10_DI1A2 _VD; VL

teccatecetee
ggggattcgt
gatctatgat
cgggacagag
ctgctigcag

g

Secuencia artificial

2B10_D1A2_VD: VH

n Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

e Phe
S5

Gly

e Thr Ala

u Arg Ser

Ala Tyr

Val Ser

120

Secuencia artificial

137

ctgtctgcat
aatgatttag
gcttacagcect
ttcactctca

aatggtctgc

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgteggaga
gctggtacca

tgcagagtgg
ccatcagcag

agccegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tvr

110

ccgggteace
gcagaagcca
cgtcccatca
cttgcagcct

gtttggeecag

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

60

120

180

240

300

321



<220>
223>
<400> 1986
caggtgcaat
tcetgecaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgcectt
tca

<210> 197
<211> 107
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 2B10
<400> 197

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

Tyr Asp Val

Gly
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

198
321
ADN

<220>

tggtgcagtc
cctecggagy
ggcicgagty
tccagggeag
gcagcctgag

actacggtgc

_07D8; VL

Met Thr Gl

Thr
20

Ile Th

Tyr Gln Gl

Ser Ser Le

Thr Gl

70

Gly

Ala Thr

85

Gln
100

Gly Th

Tyr

2B10_D1A2_VD; VH

tggggctgag
cacattcage
gatgggagygg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

n Ser Pro

r Cys Arg

n Lys Pro

40

u Gln
55

Ser
u Phe Thr
Tyr

Cys

r Lys Val

Secuencia artificial

138

gtgaagaagc
agctacgceta
atcatcccta
actgcagaca
accgeccgtigt

tggggccaag

Ser Ser

10

Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln
a0

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtccte
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Ser Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Aryg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtc
gcgacaggec
agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtetce

Val
15

Gly

Asn Val

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

60

120

180

240

300

360

363



<223> 2B1O

<400> 198
gatatccaga

atcacctgce
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
ggcaccaaag
<210>
<211>

<212>
<213>

199
121
PRT

<220>
<223> 2B10

<400> 199
Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>

200
383
ADN

_07D8; VL

tgacccagte
gggcaagtca
ctaagcgcect
gcggtggate
ccacctatta

tcgagatcaa

_07DB; VH
Val Gl

Leu

Val
20

Ser

Trp Val Ar

Ile Pro Il

Val Thr Il

70

Ser Le

85

Ser

Tyr
100

Gly Ty

Thr Val Th

Cys

tccatcectece
gagcattcgt
gatctatgat
cgggacagag
ctgcttgcag

g

Secuencia artificial

n Ser Gly

Lys Ala

g Gln Ala

40

e FPhe
55

Gly

e Thr Ala

u Arg Ser

r Ala Tyr

r Val Ser

120

Secuencia artificial

139

ctgtetgeat
aatgttttag
gtgtccagtt
ttcactctca

aatggtctge

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgtcggaga
gctggtacca

tgcagagtgg
ccatcagcag

agceegegac

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggtcacc
gcagaagcca
cgtcccatea
cttgcagcct

gtttaggecag

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

B0

Tyr
85

Cys

Trp Gly

60

120

180

240

300

321



<220>
223>
<400> 200
caggtgcaat
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tca

<210> 201
<211> 107
<212> PRT
<213>
<220>
<223> 2B10
<400> 201

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

Tyr Asp Ala

Gly
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

202
321
ADN

<220>

2B10_07D8; VH

tggtgcagte
ccteccggagg
ggctcgagtg
tccagggcag
gcagcctgag

actacggtgc

_O1F7; VL

Met Thr Gl

Thr
20

Ile

Tyr Gin Gl

Ser Ser Le

Gly Thr Gl

70

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

Thr

Tyr

Thr

tggggctgag
cacattcage
gatgggaggyg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttitgactac

Secuencia artificial

n Ser Pro

Cys Arg

n Lys Pro

40

u Gln
55

Ser
u Phe Thr
Tyr

Cys

Lys Val

Secuencia artificial

140

gtgaagaagc
agctacgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgecegtgt

tggggceaag

Ser Leu

1C¢

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtectc
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser
60

Arg Phe

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtce
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagcecctac
gagactgtac

gacegtetee

Val
15

Gly

Asn Val

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

60

120

180

240

360

360

363



<223>

<4Q0> 202
gatatccaga
atcacctgcce
gggaaagccce
aggttcagcg
gaagattittg
ggcaccaaag
<210> 203
<211> 121
<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400> 203

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ile Ser

Ala
: 35

Gly Gly Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>

204
363
ADN

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgcct
gcggtggatce

ccacctatta

2B10_Q1F7; VL

tcgagatcaa g

Leu

val

20

Trp

Ile

Val

Ser

Tyr

100

Thr

2B10_O1F7; VH

Val Gln

Ser Cys

Val Arg

Pro Ile

Thr Ile

70

Ser Leu

a5

Gly Tyr

Val Thr

Secuencia artificial

Ser

Lys.

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Ala

Val

Secuencia artificial

tcecatectee
gggcattcgt
gatctatgat
cgugacagag

ctgcctgecag

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Sex

Tyr

Ser
120

141

ctgtctgeat
aatgttttag
gegtecagtt
ttcactectca

aatggtctgc

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Ala

105

Gly

Ser

ctgteggaga
gctggtacca
tgcagagtgg
ccatcageag

agcccgegac

Lys Lys Fro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

Phe Asp Tyr

110

ccgggteace
gcagaagcca
cgtceccatea
cttgcagect

gtttggccag

Gly
15

Ser

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
85

Cys

Trp Gly

60

1290

180

240

300

321



<220>

<223> 2B10_O1F7; VH

<400> 204

caggtgcaat tggtgcagtc tggggctgag

tcctgecaagg cctcecggagg cacattcage

cctggacaaq ggctcogagtg gatgggaggyg

gcacagaagt tccagggeag ggtcaccatt

atggagctga gcagcctgag atctgaggac

ggttacgctt actacggtgec ttttgactac

tca

<210> 205

<211> 107

<212> PBRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 2B10_6H10; VL

<400> 205

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20
Leu Gly Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Gln Ala Ala Thr Ser Leu Gln Ser
50 55

Gly Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

B5
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
1C0

<210> 206

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

142

gtgaagaagc
agctacgeta
atcatcccta
actgcagaca
accgccgtgt

tggggccaag

Ser Ser Leu

10

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

ctgggtecte
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc

ggaccaccgt

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

ggtgaaggtc
gcgacaggce
agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctece

Val
15

Gly

Asn Val

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

85

60

120

180

240

300

360

363



<223> 2B1O
<400> 2086

gacatccaga

atcacctgce

gggaaagcce

aggttcagcg

gaagattttg

ggcaccaaag

<210> 207

<211> 121

<212> PRT

<213>

<220>

<223> 2B1l0
<400> 2907

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

&la Arg Leu

Gln Gly Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>

208
363
ADN

_6H10; VL

tgaccecagtc
gggcaagtca
ctaagecgcet
gcggtggate
ccacctatta

tcgagatcaa g

_6H10; VH
Val Gln

Leu

Val
20

Ser Cys

Trp Val Arg

Ile Pro Ile

Val Thr Ile

70

Ser Leu

BS5

Ser

Tyr
100

Gly Tyr

Thr Val Thr

Secuencia artificial

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Ala

Val

Secuencia artificial

tcecatectec
gggcattcgt
gatccecaggcet
ctgggacagag

ctgcttgcag

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Tyr

Ser
120

143

ctgtetgeat
aatgttttag
gctaccagtt

ttcactctca

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagigyg

ccatcagcag

ccgggtcace
gcagaagecca
cgtececatea

cttgcagcct

aatggtctge

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Gly

Val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ala

agcccgegac

Lys

Thr

Gly

Tyx

60

Thr

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr
110

gtttggccag

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Trp

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

g0

Cys

Gly

60

120

180

240

300

321



<220>
<223>
<400> 208
caggtgcaat
tcectgecaagy
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tca

<210> 209
<211> 605
<212> PRT
<213>
<220>
<223> Fab-
<400> 209

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Val Thr Vval

115

Ala Pro Ser

130

2B10_6K10; VH

tggtgcagte
cctecggagg
ggctegagig
tccagggecag
gcagectgag

actacggtge

ILZ-Fab 3F2

Leu Leu Gl

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Gly

Phe Thr Il

70

Asn Ser

B5

Trp Phe G1

100

Ser Ser

Ser Lys

Cys

Arg

Ser

Leu

Ala

Ser

tggggctgag
cacattcagc
gatgggaggyg
ggtcaccatt
atctgaggac

ttttgactac

Secuencia artificial

{constructo de fusidén cadena

u Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly Gly

e Ser Arg
Arg Ala
Phe

y Gly

Thr
120

Ser

Thr
135

Ser

144

gtgaagaagc
agctacgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgccgtgt

tggggccaag

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser

75

Glu Asp Thr

Asn
105

Tyr Trp

Lys Gly Pro

Gly Gly Thr

ctgggtccte
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc

ggaccaccgt

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

3C

Gly Leu Glu

45

Tyr RAla

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

Val
125

Ser Phe

Ala
140

Ala Leu

ggtgaaggtce
gcgacaggce
agcaaactac
cacagcctac
gagactgtac

gaccgtctce

pesada-citoquina)

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyx
85

Cys
Thr Leu
Leu

Pro

Gly Cys

60

1290

180

240

300

360

363



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

21¢

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

Val

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

Asn

355

Gly

Gln

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leu

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ille

Gly

Glu

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

295

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Glu

His

Ser

Cys

20C

Glu

Ser

Leu

Iie

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

360

Gly

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

145

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

380

Val

Ser

Val

Preo

Lys

205

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gin

Trp

Leu

Ser

1990

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Leu

Pro

Gly

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

235

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

240

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly



385

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

465

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

545

Ser

Leu

Thr

Leu

Mat

Ala

Gly

450

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

530

Ala

Gly

Gly

Lys

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Arg

Ser

Iie

435

Arg

Met

Gly

Val

Ser

515

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

595

210
1818
ADN

Leu

Trp

420

Ser

Phe

BAsn

Trp

Ser

500

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

580

Asp

Ser

405

Val

Gly

Thr

Ser

Phe

485

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

565

Thr

Lys

330

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

470

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

550

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gln

Gly

Ser

455

Arg

Gly

Ser

Thr

Pro

535

Val

Ser

Ile

Val

Secuencia artificial

Fab-IL2-Fab 3F2

Ala

Ala

Gly

44Q

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

520

Glu

His

Ser

Cys

Glu
600

Ser

Pro

425

Ser

Asp

Glu

Asn

Lys

505

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

585

Pro

146

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyrn

490

Gly

Gly

Val

Phe

Val

570

Val

Lys

395

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

475

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

555

Thr

Asn

Ser

Thr

Gly

Tyr

Lys

460

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

540

Ala

Val

His

Cys

Phe

Leu

Ala

445

Asn

Val

Gln

Val

Ala

525

Ser

Val

Pro

Lys

Asp
605

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

510

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
590

Ser
415

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

495

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

575

Ser

400

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

480

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

560

Ser

Asn

{constructo de fusién cadena pesada-citoguina)



<400> 210
gaggtgcaat

tcetgtgeag
ccagggaagyg
gcagactccg
ctgcagatga
tttggtggtt
aagggcccat
gccctggget
ggcgcectga
teccctcagea
aacgtgaatc
gactccggeg
agttctacaa
ttgaatggaa
tacatgcecca
cctctggagg
ttaatcageca
tgtgaataty
gcccaaagca
ggcggiggcyg
tcectgagac
gtcegecagg
agcacatact
aacacgectgt
gcgaaagggt
agtgctagca
gggggcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacatct

cccaaatott

tgttggagtce
ccteceggatt
ggctggagty
tgaagggccy
acagcctgag
ttaactactg
cggtetteee
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccay
gaggagggag
agaaaacaca
ttaataatta
agaaggccac
aagtgctaaa
atatcaacgt
ctgatgagac
tcatctcaac
gagaggtgea
tctectgtge
ctccagggaa
acgcagactc
atctgcagat
ggtttygtgg
ccaagggccc
cggccctggyg
caggcgccect
actccctcag
gcaacgtgaa

gtgactga

tgggggagge
cacctttage
ggtcteaget
gttecaccate
agccgaggac
gggccaagga
cctggcaccc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctece
caacaccaag
cggcggagat
gctacaactg
caagaatccce
agaactgaaa
tttagctcaa
aatagttctg
agcaaccatt
actgacttce
attgttggag
agcctecgga
ggggctggag
cgtgaagygge
gaacagcctg
ttttaactac
atcggtette
ctgecctggtce
gaccagcggc
cagcgtggtyg

tcacaagccc

147

ttggtacagc
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggcegtat
accctggtca
tcctccaaga
cccgaaccgg
ccggetgtce
agcagcttgg
gtggataaga
ggctecggag
gagcatttac
gaactcacca
catcttcagt
agcaaaaact
gaactaaagg
gtagaattte
ggcggaggag
tctgggggag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagg
tggggcecaag
cccetggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeccct

agcaacacca

ctggggggice
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
ccgtctegag
gcacctctygg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagce
gtggcggagc
tgectggattt
ggatgctcac
gtctagaaga
ttcacttaag
gatctgaaac
tgaacagatg
gatccggeygg
gcttggtaca
gcagttatge
ctattagtgy
tctccagaga
acacggccgt
gaaccctggt
cctectecaa
tcececgaace
tcceggetgt
ccagcagctt

aggtggataa

cctgagacte
ccgccagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaagggtgyg
tgctageacc
yggcacageg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctgc
caaatctigt
acctacttca
acagatgatt
atttaagttt
agaactcaaa
acccagggac
aacattcatg
gattaccttt
aggtggctet
gectgggagy
catgagctgg
tagtggtggt
caattccaag
atattactgt
caccgtctcg
gagcacctcet
ggtgacyggtyg
cctacagtcce
gggcacccag

gaaagttgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1818



148

<210> 211
<211> 60%
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-IL2-Fab 4GB {constructo de fusién cadena pesada-citoquina)

<400> 211

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 5% 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 a0 95

Ala Lys Gly Trp Leu Gly Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
120 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 i70 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 180

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205



Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Ser

Lys

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

Val

Leu

Met

Ala

Gly
450

Val

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

Asn

355

Gly

Gln

Arg

Ser

Ile

435

Arg

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

420

Ser

Phe

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Iie

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Ser

405

Val

Gly

Thr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

ile

Gly

Glu

390

Cys

Arg

Ser

Ile

Val
215
Gly
Gln
Gly
Lys
Leu
295
Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
375
Ser
Ala
Gln

Gly

Ser
455

Glu

Ser

Leu

Ile

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

360

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

440

Arg

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyxr

Glu

Asn

Val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

425

Ser

Asp

149

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu

385

Phe

Lys

Tyr

Ser

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys
460

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

445

Asn

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Rla

Leu

Pro

Gly

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Gly

Thr

Leu

255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Leu

Gly

Ser

2490

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Giu

Glu

Leu

Gly

Gly

400

Tyx

Val

Val

Tyr



150

Leu Gln

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
465 470 475 480
Ala Lys Gly Trp Leu Gly Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

485 490 495
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
500 505 510

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys

515 520 525
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser

530 535 540
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
545 550 555 560
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
565 570 575
Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
580 585 590

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

5395 600 605
<210> 212
<211> 1818
<212> ADN
<213> BSecuencia artificial
<220>
<223> Fab-ILZ2-Fab 4G8 (constructo de fusidn cadena pesada-citogquina)
<400> 212
gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc ttggtacage ctggggggic cctgagactc 60
tcctgtgecag cctecggatt cacctttage agitatgcca tgagectgggt ccgeccagget 120
ccagggaagg ggctggagty ggtctcaget attagtggta gtggtggtag cacatactac 180
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgetgtat 240
ctgcagatga acagcctgag agccgaggac acggecgtat attactgtgc gaaagggtgg 300
ctgggtaatt ttgactactg gggccaagga accctggtca ccgtctcgag tgctagcacce 360
aagggcccat cggtctitcee cectggecacce tcctccaaga geacctctgg gggcacagceg 420
gcecectggget gectggtcaa ggactacttc ccoccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca 4840
ggcgeectga ccagcggegt gcacaccttce ccggetgtec tacagtccte aggactetac 540




tccectecagea
aacgtgaatc
gactccggeg
agttctacaa
ttgaatggaa
tacatgcecca
cctectggagg
ttaatcagca
tgtgaatatg
gcccaaagca
ggcggtgygcyg
tcecectgagac
gtcecgecagg
agcacatact
aacacgctgt
gcgaaagggt
agtgctagca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatcit
<210>
<211>

<212>
<213>

213
605
PRT

<220>

<223>

<400> 213

gcgtggtgac
acaagcccag
gaggagggayg
agaaaacaca
ttaataatta
agaaggccac
aagtgctaaa
atatcaacgt
ctgatgagac
tcatcteaac
gagaggigca
tctectgtge
ctccagggaa
acgcagacte
atctgcagat
ggctgggtaa
ccaagggece
cggccctggg
caggegeect
actccectcag
gcaacgtgaa

gtgactga

cgtgccctee
caacaccaag
cggcggagyt
gctacaactg
caagaatccc
agaactgaaa
tttageteaa
aatagttctg
agcaaccatt
actgacttce
attgttggag
agcctecgga
ggggctggag
cgtgaagggc
gaacagcctg
ttttgactac
atcggtcttc
ctgcctggte
gaccagcggc
cagcgtggtg

tcacaagccce

Secuencia artificial

151

agcagettgg
gtggataaga
ggetecggag
gagcatttac
aaactcacca
catcttcagt
agcaaaaact
gaactaaagq
gtagaattte
ggcggaggag
tctgggggag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagg
tggggccaag
ceccetggeac
aaggactact
gtgcacacct
acecgrgecct

agcaacacca

gecacccagac
aagitgagcc
gtggcggage
tgctggattt
ggatgctcac
gtctagaaga
ttecacttazag
gatctgaaac
tgaacagatg
gateccggegyg
gcttggtaca
gcagttatgce
ctattagtgg
tctecagaga
acacggcecgt
gaaccctyggt
ccteetecaa
teceegaacc
tcececggetgt
ccagcagcett

aggtggataa

ctacatctge
caaatcttgt
acctacttca
acagatgatt
atttaagttt
agaactcaaa
acccagggac
aacattcatg
gattaccttt
aggtggectet
gcetgggggy
catgagctgg
tagtggtggt
caattccaag
atattactgt
caccgtcteg
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcec
gggcacccayg

gaaagttgaq

Fab-IL2-Fab 3D9 {constructo de fusién cadena pesada-citoquina)

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

S

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

30

600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818



Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Ser

Thr

Met

Met
275

Trp

Gly

Phe

Asn

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Val

Val

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Gln

Thr

55

Ser

Arg

Pre

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Thr

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Leu

Ile

Phe
280

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

263

Tyr

152

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

vVal

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thx

1535

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Gly
Ser
Ala
140
Val
Ala
Val
His
Cys
220
Gly
His

Lys

Lys

Leu
45

Ala
Asn
Val
Gln
Val
125
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
205
Asp
Ala
Leu
Asn

Lys
283

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

2535

Lys

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Sex

240

Asp

Leu

Glu



Leu

Val

305

Leu

Thr

Fhe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

465

Ala

Val

Ala

Leu

Lys

280

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

val

Leu

Met

Ala

Gly

450

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

His

Asn

Ser

FPhe

Asn

355

Gly

Gln

Arg

Ser

Ile

435

Arg

Met

Gly

Val

Ser

S15

Lys

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

420

Gly

Phe

Asn

Trp

Ser

500

Ser

Asp

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Ser

405

val

Val

Thr

Ser

Leu

485

Ser

Lys

Tyr

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ile

Gly

Glu

390

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

470

Gly

Ala

Ser

Phe

Leu

295

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Ala

Gln

Thr

Ser

455

Arg

Proc

Ser

Thr

Pro

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

380

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

440

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

5290

Glu

Glu

Asn

Val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

425

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

505

Gly

Pro

153

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Giy

410

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

490

Gly

Gly

Val

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu

395

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

475

Trp

Pro

Thr

Thr

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

460

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

445

Asn

Val

Gln

Val

Ala

525

Ser

Leu

Pro

Gly

Iie

350

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

510

Leu

Trp

Giu

Arg

Ser

335

val

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

495

Pro

Gly

Asn

Glu

Asp

320

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

400

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

480

Leu

Leu

Cys

Ser



330

Gly Ala Leu Thr Ser

545

Ser Gly Leu Tyr Ser

Leu Gly Thr Gla Thr

Thr Lys Val Asp Lys
595

<210>
<211>
<212>
<213>

214
ADN
<220>
<223>

<400> 214
gaggtgcaat

tcctgtgcecag
ccagggaagg
gcagactccyg
ctgcagatga
ctgggtecctt
aagggcccat
gccectggget
ggcgcecctga
tccectcageca
aacgtgaatc
gactccggceg
agttctacaa
ttgaatggaa
tacatgcccea
cctctggagy
ttaatcagca

tgtgaatatyg

1818

535

550

3685

580

Fab-ILZ-Fab 3D9

tgttggagte
cctccggatt
ggctggagig
tgaagggcceg
acagcctgag
ttgactactyg
cggtcttecce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccagqg
gaggagggagy
agaaaacaca
ttaataatta
agaaggecac
aagtgctaaa
atatcaacgt

ctgatgagac

600

Secuencia artificial

(constructo de fusién cadena

tgggggaggce
cacctttage
ggtctcaget
gttcaccatce
agccgaggac
gggccaagga
cctggcacce
ggactactte
gcacacctte
cgtgecectee
caacaccaag
cggcggagygt
gctacaactyg
caagaatccc
agaactgaaa
tttagctcaa
aatagttctg

agcaaccatt

154

Gly Val His Thr Phe Pro

555

Leu Ser Ser Val Val Thr

570

Tyr Ile Cys Asn Val Asn

585

Lys Val Glu Pro Lys Ser

ttggtacage
agttatgcta
attggtgtta
tccagagaca
acggccgtat
accctggtca
tcctecaaga
cccgaaccgg
ceggetgtee
agcagcttgg
gtggataaga
ggctccggag
gagcatttac
aaactcacca
catcttcagt
agcaaaaact
gaactaaagg

gtagaatttce

540

Ala Val Leu

Val Pro Ser

His Pro

590

Lys

Cys Asp

605

ctggggggte
tgagctgggt
gtactggtag
attccaagaa
attactgtgc
cegtctcegag
gcacctctgyg
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacccagac
aagttgagcec
gtggcggage
tgctggattt
ggatgctcac
gtctagaaga
ttcacttaag
gatctgaaac

tgaacagatg

Gln Ser
560

Ser Ser
375

Ser Asn

pesada-citoguinal

cctgagacte
cegeecagact
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggttag
tgctagcacc
gggceacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
acctacttca
acagatgatt
atttaagttt
agaactcaaa
acccagggac
aacattcatyg

gattaccttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gcccaaagcea
ggcggtggeg
tccectgagac
gtccgceccaga
agcacatact
aacacgctgt
gcgaaaggtt
agtgctagca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
<210> 215
<211> 605
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 215

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

tcatctecaac
gagaggigca
tectectgtge
ctccagggaa
acgcagactc
atctgcagat

ggctgggtee

ccaagggccece
cggcectgygy
caggcgeccct
actccctcag
gcaacgtgaa

gtgactga

Fab-ILZ2-Fab 2F11

Leu Leu Gl

Leu Ser Cy

20

Trp Val Ar

Ser Gly Se

Phe Thr Il
70

actgacttece
attgtiggag
agcctccgga
ggggctggag
cgtgaaggge
gaacagcctg
ttttgactac
atcggtctte
ctgcctggte
gaccagcggc
cagegtggtyg

Lcacaagcceco

Secuencia artificial

(constru

u Ser Gly

5 Ala Ala

g Gln Ala
40

r Gly Gly
95

e Ser Arg

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

85

Aia Lys Trp Arg Trp Me

t Met Phe

155

ggcggaggag
tctygggyag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagg
tggggccaag
ccecctggcac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct

agcaacacca

cto de fusién cadena pesada-citoquinal

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser
75

Glu Asp Thr
90

Asp Tyr Trp

gatccggegg
gcttggtaca
gcagttatgce
ctattggtgt
tctccagaga
acacggceccgt
gaaccectggt
cctecctecaa
tccecgaacce
tcccégctgt
ccagcagctt

aggtggataa

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

aggtggectcet
geetggggyyg
tatogagctygg
tagtactggt
caattccaag
atattactgt
caccgtctecg
gagcacctet
ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag

gaaagttgag

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Tyr Ala Asp Ser Val

60

Lys Asn Thr Leu Tyx

80

ala val Tyr Tyr Cys

95

Gly Gln Gly Thr Leu

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818

450



Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Thx

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met
340

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

2935

Ser

Val

Tyr

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Leu

Ile

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp
345

156

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Ala

14¢

Val

Ala

val

His

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Leu

Pro

Gly

ile
350

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

240

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu

Glu



Phe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

465

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

545

Ser

Leuy

Thr

Leu

Ser

370

Val

Leu

Met

Ala

Gly

450

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

530

Ala

Gly

Lys

Asn

355

Gly

Gln

Arg

Ser

Ile

435

Arg

Met

Trp

Val

Ser

515

Lys

Leu

Leu

Thr

Val
595

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

420

Ser

Phe

Asn

Arg

Ser

500

Ser

Asp

Thr

Tyxr

Gln

580

Asp

Trp

Gly

Leu

Ser

405

Val

Gly

Thr

Ser

Trp

485

Ser

Lys

Tyzr

Ser

Ser

565

Thr

Lys

Ile

Gly

Glu

350

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

470

Met

Ala

Ser

Phe

Gly

550

Leu

Tyr

Lys

Thr

Ser

375

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

455

Arg

Met

Ser

Thr

Pro

535

Val

Ser

Tle

Val

Phe

360

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

440

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

520

Glu

His

Ser

Cys

Glu
600

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

425

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

505

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

585

Pro

157

Gln

Gly

Gly

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

490

Gly

Gly

Val

Phe

Val

57¢

Val

Lys

Ser

Gly

Leu

395

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

473

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

355

Thr

Asn

Ser

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

460

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

540

Ala

Val

His

Cys

Ile

365

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

445

Asn

Val

Gln

Val

Ala

525

Ser

vVal

Pro

Lys

Asp
605

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

310

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
590

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

495

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

575

Ser

Leu

Gly

Gly

400

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

480

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

560

Ser

Asn



<210>
<21il>
<212>
<213>

216
1818
ADN

<220>
<223>

<400> 216
gaggtgcaat

tcctgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcagatga
tggatgatgt
aagggeccat
gccetggget
ggcgecctga
tececectecagea
aacgtgaatc
gactccggcg
agttctacaa
ttgaatggaa
tacatgccca
cctetggagg
ttaatcagca
tgtgaatatg
gccecaaagca
ggcggtyggeg
tcecctgagac
gtcecgecagyg
agcacatact
aacacgctgt
gcgaaatgga
agtgctagea

gggggcacag

Fab-IL2-Fab 2F1l1

tgttggagtc
ccteccggatt
ggctggagtg
tgaagggccyg
acagcctgag
ttgactactg
cggtcttccce
geetggteaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
gaggagggag
agaaaacaca
ttaataatta
agaaggccac
aagtgctaaa
atatcaacgt
ctgatgagac
tcatctcaac
gagaggtgca
tetectgtge
ctccagggaa
acgcagactc
atctgcagat
gatggatgat
ccaagggccece

cggcectggg

Secuencia artificial

tgggggagygce

cacctttage
ggtctcagct
gttcaccatc
agccgaggac
gggccaagga
cctggecacee
ggactacttce
gcacacctte
cgtgcecctce
caacaccaag
cggcggaggt
gctacaactg
caagaatcce
agaactgaaa
tttagctcaa
aatagttctyg
agcaaccatt
actgacttcee
attgttggag
agcctcegga
ggggctggag
cgtgaaggge
gaacagcctyg
gtttgactac
atcggtctte

ctgcectggte

158

ttggtacagc
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
accgecgtat
accctggtca
tcectecaaga
cccgaaccgg
ccggetgtce
agcagcttgg
gtggataaga
ggctceggag
gagcatttac
aaactcacca
catcttcagt
agcaaaaact
gaactaaagg
gtagaatttce
ggcggaggag
tetggyggag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagqg
tggggccaag
ccectggcac

aaggactact

ctgggggygtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactotge
ccgtetegag
gcacctctgg
tgacggtagtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagce
gtggcggagc
tgctggattt
ggatgctcac
gtctagaaga
ttcacttaag
gatctgaaac
tgaacagatg
gatccygegg
gcttggtaca
gcagttatgce
ctattagtgg
tctccagaga
acaccgecgt
gaaccctggt
cctectecaa

tececcegaace

(constructo de fusién cadena pesada-citoquina)

cétgagactc
ccgecagget
cacatactac
cacgetgtat
gaaatggaga
tgctagcacc
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
acctacttca
acagatgatt
atttaagttt
agaactcaaa
acccagggac
aacattcatg
gattacecttt
aggtggctct
gcctgggggyg
catgagctgg
tagtggtggt
caattccaag
atattactgt
caccgtctcg

gagcacctct

ggtgacggty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



159

tegtggaact caggegecct gaccagcgge gtgcacacct tcccggctgt cctacagtec 1680
tcaggactct actccctcag cagegtggtg accgtgccct ccagecagett gggcacccag 1740
acctacatct gcaacgtgaa tcacaagccc agcaacacca aggtggataa gaaagttgag 18090
cccaaatctt gtgactga 1818
<210> 217
<211> 605
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-IL2-Fab 4B3 {(constructo de fusibdn cadena pesada-citoquina)

<400> 217

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Alé Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
B5 a0 95

Ala Lys Gly Trp Leu Gly Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
i30 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175



Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

Val

Leu

Met

Leu

Thr

195

Val

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

Asn

355

Gly

Gln

Arg

Ser

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp
420

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Ser

405

Val

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ile

Gly

Glu

390

Cys

Arg

Ser

Ile

val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

295

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Ala

Gln

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Leu

Ile

Fhe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

360

Gly

Gly

Ala

Ala

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro
425

160

Val

Val

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

33¢

Glu

Gln

Gly

Gly

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu

395

Phe

Lys

Val

His

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Pro

Lys

205

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gln

Phe

Leu

Ser

150

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Leu

Pro

Gly

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu
430

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Asn

Gly

Ser

240

RAsp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

400

Tyr

Val



Ser

Lys

Leu

465

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

545

Ser

Leu

Thr

Ala

Gly

450

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

530

Ala

Gly

Gly

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaggtgcaat tgttggagtc tgggggaggc
tecctgtgecag ccteeggatt cacctitage
ccagggaagyg ggctggagty ggtctcaget

gcagactccyg tgaagggccqg gttcaccatc

Ile

435

Arg

Met

Gly

val

Ser
515

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

585

218
1818
ADN

Ser

Phe

Asn

Trp

Ser

500

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

580

Asp

Gly

Thr

Ser

Leu

485

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

565

Thr

Lys

Ser

Ile

Leu

470

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

550

Leu

Tyr

Lys

Gly

Ser

455

Arg

Asn

Ser

Thr

Pro

535

Val

Ser

Ile

Val

Secuencia artificial

Fab-ILZ-Fab 4B3

218

(constructo de fusidn cadena pesada-citogquina)

Gly

440

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

520

Glu

His

Ser

Cys

Glu
600

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

505

Gly

Fro

Thr

Val

Asn

585

Pro

161

Thz

Asn

Asp

Tyr

490

Gly

Gly

Val

Phe

Val

370

Val

Lys

Tyr

Ser

Thr

475

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

555

Thr

Asn

Ser

ttggtacage

agttatgcca

attagtggta

tccagagaca

Tyr Rla Asp
445

Lys Asn Thr
460

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

Ser Val Phe
510

Ala Ala Leu
525

Val Ser Trp
540

Ala Val Leu

Val Pro Ser

His Lys Pro
590

Cys Asp
605

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag

attccaagaa

Ser Val

Leu Tyr

Tyr Cys
480

Thr Leu
495

Pra Leun

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser
560

Ser Ser
575

Ser Asn

cctgagactc
cecgceecagget
cacatactac

cacgctgtat

60

120

180

240



ctgcagatga
ctgggtaatt
aagggcccat
gccctggget
ggcgecctga
tcccteagea
aacgtgaatc
gactccggceg
agttctacaa
ttgaatggaa
tacatgccea
cctctggagyg
ttaatcagca
tgtgaatatg
gcccaaagca
ggcggtggcy
tccctgagac
gtcecgcecragg
agcacatact
aacacgctgt
gcgaaagggr
agtgctagca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccecaaatctt
<210>
<211>

<212>
<213>

219
993
PRT

<220>
<223>
citogquina)

acagcctgag
ttgactactg
cggtettcee
gcetggteaa
ccagcggcgt
gecgtggtgac
acaagcecag
gaggagggayg
agaaaacaca
ttaataatta
agaaggccac
aagtgctaaa
atatcaacgt
ctgatgagac
tcatctcaac
gagaggtgca
tctcetgtge
ctcecagggaa
acgcagactc
atctgcagat
ggctgggtaa
ccaagggccce
cggeccetyggg
caggcgcect
actcccteag
gcaacgtgaa

gtgactga

Fab-IL12-Fab 4GS

agccgaggac
gggccaagga
cctggeacec
ggactactte
gcacacctte
cgtgcectec
caacaccaaqg
cggcggaggt
gctacaactg
caagaatcecce
agaactgaaa
tttagctcaa
aatagttctg
agcaaccatt
actgacttce
attgttggag
agcctccgga
ggggctggay
cgtgaagggc
gaacagcctg
ttttgactac
atcggtette
ctgectggte
gaccagcggco
cagcgtggtg

tcacaagecce

Secuencia artificial

(IL-12 murina;

le2

acggcegtat
accctggtcea
tcectccaaga
ccegaaccgg
ccggetgtee
agcagcettgy
gtggataaga
ggctccggag
gagcatttac
aaactcacca
catcttcagt
agcaaaaact
gaactaaagg
gtagaatttc
ggcggaggag
tetgggggag
ttcaccttta
tgggtctcag
cggttcacca
agagccgagg
tggggccaag
cccetggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcecct

agcaacacca

attactgtgc
cecgtctecgag
gcacctctygg
tgacggtgtc
tacagtccte
gcacccagac
aagttgagcc
gtggcggage
tgctggattt
ggatgctcac
gtctagaaga
ttcacttaag
gatctgaaac
tgaacagatg
gatcecggcgg
gcttggtaca
gcagttatgc
ctattagtgg
tctccagaga
acacggeccgt
gaaccctggt
cctecteoecaa
tccccgaacce
tceceggetgt
ccagcagctt

aggtggataa

gaaagggtgy
tgctagcacc
gggcacagcy
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
acctacttca
acagatgatt
atttaagttt
agaactcaaa
acccagggac
aacattcatg
gattaccttt
aggtggctct
gcctggyggyg
catgagcigg
tagtggtggt
caattccaag
atattactgt
caccgteteg
gagcacctcet
ggtgacggig
cctacagtece
gggcacccag

gaaagttgag

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818

constructo de fusién cadena pesada-



<400>

Glu

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly
225

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Thr

Pre¢

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

219

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Val

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thx

195

Val

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Leu

Ser

Lys

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

G

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly
230

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Asn

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Gly

Pre

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

163

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly
235

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Ser

Met

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Trp

Gly

Tyx

Val

Val

Tyr

BO

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Glu
240



Leu

Pro

Ile

Thr

Cys

305

Lys

Asn

Thr

Lys

Ala

385

Lys

Glu

Tyr

Asp

Glu

465

Phe

Glu

Gly

Thr

Leu

290

His

Lys

Lys

Cys

Ser

370

Sex

Tyr

Thx

Glu

Pro

450

Val

Ser

Lys

Glu

Trp

275

Thr

Lys

Glu

Thr

Sex

3535

Ser

Leu

Ser

Leu

Asn

435

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

260

Thx

Ile

Gly

Asn

Phe

340

Trp

Ser

Ser

Val

Pro

420

Tyr

Lys

Trp

Lys

Val

245

Val

Ser

Thr

Gly

Gly

325

Leu

Leu

Ser

Ala

Ser

405

Ile

Ser

Asn

Glu

Phe
485

Tyr

Asn

Asp

Val

Glu

310

Ile

Lys

Val

Pro

Glu

350

Cys

Glu

Thr

Leu

Tyr

470

Phe

Val

Leu

Gln

Lys

295

Thr

Trp

Cys

Gln

Pro

375

Lys

Gln

Leu

Ser

Gln

455

Pro

Val

Val

Thr

Arg

280

Glu

Leu

Ser

Glu

Arg

360

Asp

Val

Glu

Ala

Phe

440

Met

Asp

Arg

Glu

Cys

265

His

Phe

Ser

Thr

Ala

345

Asn

Ser

Thrx

Asp

Leu

425

Phe

Lys

Ser

Ile

164

Val

250

Asp

Gly

Leu

His

Glu

330

Pro

Met

Arg

Leu

Val

410

Glu

Ile

Pro

Trp

Gln
490

Asp

Thr

Val

Asp

Ser

315

ile

Asn

Asp

Ala

Asp

395

Thr

Ala

Arg

Leu

Ser

475

Arg

Trp

Pro

Ile

Ala

300

His

Leu

Tyr

Leu

vVal

380

Gln

Cys

Arg

Asp

Lys

460

Thr

Lys

Thr

Glu

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Ser

Lys

365

Thr

Arg

Pro

Gln

Ile

445

Asn

Pro

Lys

Pro

Glu

270

Ser

Gln

Leu

Asn

Gly

350

Phe

Cys

Asp

Thr

Gln

430

Ile

Ser

Arg

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Tyr

Leu

Phe

335

Arg

Asn

Gly

Tyr

Ala

415

Asn

Lys

Gln

Ser

Lys
495

Ala

Asp

Lys

Thr

His

320

Lys

Phe

Ile

Met

Glu

400

Glu

Lys

Pro

Val

Tyr

480

Met



Lys

Lys

Ala

Pro

545

Gly

Leu

Thr

Asp

Leu

625

Thr

Leu

Tyr

His

Leu

705

Pro

Leu

Glu

Thr

Gln

230

Cys

Gly

Ser

Ala

His

610

Pro

Ser

Met

Gln

Gln

690

Met

Val

Leu

Thr

Ser

515

Asp

Arg

Gly

Gln

Arg

595

Glu

Leu

Ser

Met

Thr

675

Gln

Gln

Gly

His

Glu

500

Thr

Arg

Val

Gly

Ser

580

Glu

Asp

Glu

Thr

Thr

660

Glu

Ile

Ser

Glu

Ala

Glu

Glu

Tyr

Arg

Ser

565

Arg

Lys

Ile

Leu

Thr

645

Leu

Phe

Ile

Leu

Ala

725

Phe

Gly

Val

Tyr

Ser

550

Arg

Asn

Leu

Thr

His

630

Arg

Cys

Gln

Leu

Asn

710

Asp

Ser

Cys

Gln

Asn

535

Gly

Val

Leu

Lys

Arg

615

Lys

Gly

Leu

Ala

Asp

695

His

Pro

Thr

Asn

Cys

520

Ser

Gly

Ile

Leu

His

600

Asp

Asn

Ser

Gly

Ile

680

Lys

Asn

Tyr

Arg

Gln
505
Lys
Ser
Asp
Pro
Lys
585
Tyr
Gln
Glu
C'y.'s
Ser
665
Asn
Gly
Gly

Arg

Val

165

Lys

Gly

Cys

Gly

Val

570

Thr

Ser

Thr

Ser

Leu

650

Ile

Ala

Met

Glu

Val

730

Val

Gly

Gly

Ser

Ser

535

Ser

Thr

Cys

Ser

Cys

635

Pro

Tyr

Ala

Leu

Thr

115

Lys

Thr

Ala

Asn

Lys

540

Gly

Gly

Asp

Thr

Thr

620

Leu

Pro

Glu

Leu

Val

700

Leu

Met

Ile

Phe

Val

525

Trp

Gly

Pro

Asp

Ala

605

Leu

Ala

Gln

Asp

Gln

685

Ala

Arg

Lys

Asn

Phe

510

Cys

Ala

Gly

Ala

Met

590

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

670

Asn

Ile

Gln

Lenu

Arg

Val

Val

Cys

Gly

Arg

575

Val

Asp

Thr

Arg

Thr

655

Lys

His

Asp

Lys

Cys

735

Val

Glu

Gln

Val

Ser

560

Cys

Lys

Ile

Cys

Glu

640

Ser

Met

Asn

Glu

Pro

720

Ile

Met



Gly

Gly

Gln

785

Phe

Leu

Ala

Asn

Val

865

Gln

Val

Ala

Ser

Val

945

Pro

Lys

Tyr

Gly

770

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

850

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

930

Leu

Ser

Pro

Leu

755

Gly

Gly

Ser

Trp

Ser

835

Leu

Tyr

Thr

Pro

Gly

915

Asn

Gln

Ser

Ser

740

Ser

Gly

Gly

Tyr

Val

820

Val

Tyr

Cys

Leu

Leu

900

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
980

Ser

Glu

Ser

Ala

805

Ser

Lys

Leu

Ala

Val

885

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

965

Thr

Ala

Val

Leu

790

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

870

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

950

Gly

Lys

Gly

Gln

779

Arg

Ser

Ile

Arg

Met

855

Gly

Val

Ser

Lys

Leu

935

Leu

Thr

Val

Gly

760

Leu

Leu

Tep

Ser

Phe

840

Asn

Trp

Ser

Ser

Asp

920

Thr

Tyr

Gln

Asp

745

Gly

Leu

Ser

val

Gly

825

Thr

Ser

Leu

Ser

Lys

905

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys
985

166

Gly

Giu

Cys

Arg

810

Ser

Ile

Leu

Gly

Ala

890

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

970

Lys

Ser

Ser

Ala

795

Gln

Gly

Ser

Arg

Asn

875

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

955

Ile

Val

Gly

Gly

780

Ala

Ala

Gly

Arg

Ala

B60

Phe

Thr

Ser

Glu

His

940

Ser

Cys

Glu

Gly

765

Gly

Ser

Pro

Ser

RAsp

845

Glu

Asp

Lys

Gly

Pro

925

Thr

Val

Asn

Pro

750

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

830

Asn

Asp

Tyr

Gly

Gly

910

Val

Phe

Val

Val

Lys
990

Gly

Leu

Phe

Lys

B15

Tyr

Ser

Thr

Trp

Pro

895

Thr

Thx

Pro

Thr

Asn

975

Ser

Ser

Val

Thr

8¢0

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

BBO

Ser

Ala

Val

Ala

Val

960

His

Cys



Asp

<210>
<21l>
212>
<213>

220
2982
ADN

<220>

<223>

citogquina)
cons

<400> 220
gaggtgcaat

agctgcgceg
cctggaaagg
gccgacagceg
ctygcagatga
ctgggcaact
aagggcccat
gccetggget
ggcgecctga
tccetcagcea
aacgtgaatc
gactccggceg
ctggaaaagg
gtgaacctga
cacggcgtga
ggccagtaca
aagaaagaga
ctgaagtgcg
aacatggacc
acctgcggca
aagtacagcg
atcgagctgg
ttcateceggg

aacagecagg

truct)

tgctggaaag
ccagcggctt
gcctggaatg
tgaagggccg
acagcctgag
tcgactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtgac
acaagcccag
gaggagggag
acgtgtacgt
cctgegacac
tcggeagegg
cctgeccacaa
acggcatety
aggcccccaa
tgaagttcaa
tggcecagect
tgagctgecca
ccctggaage

acatcatcaa

tggaggtgtce

Secuencia artificial

Fab-IL12-Fab 4G8 (IL-12 murina;

cggcggagga
caccticagc
ggtgtececgee
gttcaccatc
agecgaggac
gggccagggce
cctggcacce
ggactactte
gcacacctte
cgtgcectcee
caacaccaag
cggcggaggt
ggtggagygty
ccccgaagag
caagaccctg
gggcggcgayg
gtccacecgag
ctacagcggce
catcaagagc
gagcgeegag
ggaagatgtc
ccggcagceag
gccecgacecce

ctgggagtac

167

ctggtgcagc
agctacgeca
atcagcggca
agccgggaca
acegccgtgt
actctggtca
tcecteccaaga
cccgaaccgqg
ccggetgtece
agcagcttgg
gtggataaga
ggctceggag
gactggacce
gacgacatca
accatcaccg
acactgagec
atcctgaaga
cggttecacct
agcagcagcc
aaggtgaccc
acctgececca
aacaagtacg
cccaagaacce

cctgacaget

ctggecggcag
tgtettgggt
gcggeggeag
acagcaagaa
actactagcgce
cagtgtctag
gcacctctgg
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
aagttgagce
ggggcggage
ccgacgeccec
cctyggaccag
tgaaagagtt
acagccacct
acttcaagaa
gcagctgget
ccectgacag
tggaccagag
ccgcegagga
agaactactc
tgcagatgaa

ggtccacccec

cctgagactg
ccgecaggec
cacctactac
caccctgtac
caagggctygg
cgctagcace
gggcacagcyg
gtggqaactca
aggactctac
ctacatetge
caaatcttgt
catgtgggag
tggcgagaca
cgaccagcgg
tctggacgec
gctgctgeac
caagaccttce
ggtgcagegy
cagggccgtyg
ggactacgag
aaccctgeccece
taccagctte
gccectgaag

cagaagctac

constructo de fusién cadena pesada-

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ttcagcctga
gaaggetgca
aagggcggea
tgggectgeg
ggcggagggyg
cggaacctgce
tacagctgea
ctgaaaacct
acaagcagcea
ctgtgcctgg
aacgccgcce
gccatcgacg
cccgtgggceg
ttcageaccee
gggggatccg
ggaggactgg
ttcagcagcet
tccgecatca
accatecagece
gaggacaccg
cagggcactc
gcaccctect
tacttcccceg
accttecegg

ccctecagea

accaaggtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

221
603
PRT

<220>

<223>

<400> 221

agttcttcgt
accagaaggqg
acgtgtgcgt
tgecctgeag
gcagcagagt
tgaaaaccac
cagccgagga
gcctgoecct
ccaccegggyg
gcagcatcta
tgcagaacca
agctgatgca
aggccgacce
gggtggtgac
gcggaggtgy
tgcagcctgg
acgccatgte
gcggcagcygg
gggacaacag
ccgtgtacta
tggtcacagt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca

gecttgggcac

ataagaaagt

Fab-IL2-Fab 28H1

gagaatccag
cgecettctte
gcaggcccag
agtgcggtct
gatcccecegtg
cgacgacatg
catcgaccac
ggaactgcac
cagctgcectg
cgaggacctg
caatcaccag
gagcctgaac
ctaccgggtyg
catcaaccqgg
ctetggeggt
cggcagectg
ttgggteege
cggcagcacc
caagaacacc
ctgcgceccaag
gtctagcget
ctctggggge
ggtgtcgtygg
gtectcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

Secuencia artificial

168

cggaagaaag
gtcgagaaaa
gaccggtact
ggcggcegacg
agcggccctg
gtgaaaaccyg
gaggacatca
aaaaacgaga
cctececcaga
aagatgtacc
cagatcatece
cacaacggcyg
aagatgaagc
gtgatgggct
ggcggagagyg
agactgagct
caggccectg
tactacgccg
ctgtacctge
ggctggctgg
agcaccaagyg
acagcggccce
aactcaggcg
ctctactecece
atctgcaacg

tcttgtgact

aaaagatgaa
ccagcaccga
acaacagcag
gctectggegg
cccggtgecet
ccagagagaa
ccecgggacca
gctgcctggce
aaaccteccct
agaccgagtt
tggacaagug
aaaccctygcyg
tgtgcatcet
acctgtecte
tgcaattgct
gegeegeeag
gaaagggcct
acagcgitgaa
agatgaacag
gcaacttcga
gcccatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa

ga

agagacagag
ggtgcagtge
ctgcagcaag
cggaggaagc
gagccagage
gctgaagcac
gaccagcacce
cacccgggag
gatgatgacc
ccaggccatc
catgetggte
gcagaaacce
gctgeacgec
tgccggggga
ggaaagcggce
cggecttcace
ggaatgggtg
gggceggtte
cctgagagcce
ctactgggac
cttcececectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg

gcccageaac

(constructo de fusidn cadena pesada-citoguina)

1500

1560

1620

1680

174¢

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2%40

2982



Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

65

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

225

Ser

Val

Leu

Met

Ala

50

Arg

Met

Gly

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Ser

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Trp

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Gly

Lys

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Leu

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Gly

Lys

Leu

Ser

Val

Ala

Ile

Leu

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyxr

Lys

Gly

Thr
245

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

10

Arg

Asn

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ser

ile

Val

Gly

230

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Ser

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Asp

Glu

Asp

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Gly

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asn

Asp

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

vVal

Lys

Gly

Leu

169

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

a0

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Gly

Glu
250

Leu

FPhe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

His

Val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Val

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Ser

Pro

Leu

Pro

Serx

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Thr

i10

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Gly

Thr

Leu

Gly

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

Gly

Ser

Asp
255

Gly

His

Val

Lys

Leu

80

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

240

Leu



Gin

Arg

Lys

Leu

305

Ile

Thr

Leu

Ser

Val

385

Leu

Met

Ala

Arg

Met

465

Gly

Val

Met

Met

His

290

Asn

Ser

Phe

Asn

Gly

370

Gln

Arg

Ser

Ile

Phe

450

Asn

Trp

Ser

Iie

Leu

275

Leu

Leu

Asn

Met

Arg

355

Gly

Leu

Leu

Trp

Trp

435

Thr

Ser

Leu

Ser

Leu

260

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

340

Trp

Gly

Leu

Ser

Val

420

Ala

Ile

Leu

Gly

Ala
500

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

325

Giu

Ile

Gly

Glu

Cys

4345

Arg

Ser

Ser

Arg

Asn

485

Ser

Gly

Lys

Leu

Ser

310

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser

390

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

470

Phe

Thr

Ile

Phe

Glu

295

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

375

Gly

Ala

Ala

Glu

Asp

455

Glu

Asp

Lys

Asn

Tyr

280

Glu

Asn

Val

Asp

ala

360

Gly

Gly

Serx

Pro

Gln

440

Asn

Asp

Tyr

Gly

Asn

265

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

345

Gln

Gly

Gly

Gly

Gly

425

Tyr

Ser

Thr

Trp

Pro
505

170

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

330

Thr

Ser

Gly

Leu

Phe

410

Lys

Tyr

Lys

Ala

Gly

490

Ser

Lys

Lys

Lys

Leu

315

Leu

Ala

Ile

Ser

Val

395

Thr

Gly

Ala

Asn

Val

475

Gln

Val

Asn

Lys

Pro

300

Arg

Lys

Thr

Ile

Gly

380

Gln

Phe

Leu

Asp

Thr

460

Tyr

Gly

Phe

Pro

Ala

285

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser

365

Gly

Pro

Ser

Glu

Ser

145

Leu

Tyr

Thr

Pro

Lys

270

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

350

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

430

Val

Tyr

Cys

Leu

Leu
510

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

335

Glu

Leu

Gly

Gly

His

415

Val

Lys

Leu

Ala

Val

4595

Ala

Thr

Leu

Val

Leu

320

Thr

Fhe

Thr

Glu

Ser

400

Ala

Ser

Gly

Gln

Lys

480

Thr

Pro



Ser Ser Lys

515

Lys Asp

530

Tyr

Leu Thr Ser

545

Leu Tyr Ser

Thr Gln Thr

Val Asp Lys

595

<210>
<211>
<212>
<213>

222
1812
ADN

<220>
<223>

<400> 222
gaagtgcagec

tcectgegecyg
cctggcaaag
gactctgtga
cagatgaact
ggcaacttceg
ggaccctccg
ctgggectgce
geccctgacca
ctgtectcceg
gtgaaccaca
agtggtgggg
agcaccaaga

aacggcatca

Ser Thr

Phe

Pro

Gly val

Ser

Glu

His

Gly Gly
520

Pro Val
535

Thr Phe

550

Ser
565

Leu

Tyr Ile

5806

Lys Val

Fab-IL2-Fab Z2BH1

tgctggaatc
ccteeggett
gecctyggaatg
agggecggtt
ccectgcggge
actactgggyg
tgttcccecect
tggtcaagga
gcggegteca
tcgtgacegt
agcecctccaa
gaggatctgqg
aaacccagct

acaactacaa

Ser

Cys

Glu

val val

Asn Val

Pro Lys

600

Secuencia artificial

¢ggcggaggc
caccttctec
ggtgtccgee
caccatctcc
cgaggacace
acagggcacc
ggcecccetee
ctactteccecc
cacctttcca
gccctecage
caccaaggtg
tggcggaggt
ccagctggaa

gaaccccaag

171

Thr Ala Ala

Thr Val Ser

Ala Val

555

Pro

Thr vVal

570

Pro

Asn His

585

Lys

Ser Cys Asp

ctggtgcagc
tcccacgceca
atctgggcct
cgggacaact
gcecgtgtact
ctggtcaccyg
agcaagtcta
gagccegtga
gcegtgetge
tctetgggea
gacaagaagqg
tctggeggag
catctectyge

ctgacecgga

Leu Gly

525

Cys

Trp Asn
540

Ser

Leu Gln Ser

Ser Ser Ser

Asn
580

Pro Ser

ctggcggatc
tgtcectgggt
ccggcgagca
ccaagaacac
actgtgccaa
tgteccagege
cctetggegg
ccgtgtectg
agtcctocgyg
cccagaccta
tggaacccaa
gtggcgceteco
tggatctgca

tgetgacctt

Leu Val

Gly Ala

Ser Gly

560

Leu
575

Gly

Thr Lys

(constructo de fusidn cadena pesada~citoquina)

tctgagactg
ccgacagget
gtactacgece
cctgtacctg
gggctyggety
tagcaccaag
caccgeeget
gaactctgge
cctgtactee
catctgcaac
gtcctgegac
tacatcctce
gatgatcctg

caagttctac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



atgcccaaga
ctggaagagg
atctccaaca
gagtacgccg
cagtccatca
ggaggcggag
ctgagactgt
cgacaggctc
tactacgccg
ctgtacctge
ggctggctgg
tctaccaagy
accgccgetc
aactctggeg
¢tgtactcee
atctgcaacg
tcctgecgact
<210>
<211>

212>
<2i3>

223
605
PRT

<220>
<223>
<400> 223

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Lys
65

Gly Arg

aggccaccga
tgctgaacct
tcaacgtgat
acgagacagc
tctccaccct
aagtgcagct
cctgcgeegce
caggcaaggqg
actctgtgaa
agatgaactc
gcaacttcga
geccceteegt
tgggctgect
ccetgaccag
tgtectecgt
tgaaccacaa

ga

Fab-IL2-Fab 29B11

Leu Leu

Leu
20

Ser

Trp Val

Ile Gly

Phe Thr Il

70

Glu

Cys

Arg

Ser

gctgaaacat
ggcccagtec
cgtgctggaa
taccatcgtyg
gacctceggt
gctggaatce
cteeggette
cctggaatgg
gggecggtte
cctgegggcee
ctactgggge
gttcectetg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
cgtgaccgty

gcecetccaac

Secuencia artificial

(constr

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Gly
55

Gly

e Ser Arg

172

ctgecagtgee
aagaacttce
ctgaagggct
gaatttctga
ggtggcggat
ggcggaggcec
accttcteet
gtgtccgceca
accatctcee
gaggacaccg
cagggcacce
gccceceteea
tacttcececg
acctttccag
cccotecaget

accaagqgtagg

ucto de

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Ile Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

tggaagagga
acctgaggee
ccgagacaac
accggtggat
ccgggggagy
tggtgcagcc
cccacgccat
tctgggcetce
gggacaactce
ccgtgtacta
tggtcaccgt
gcaagtctac
agcccgtgac
ccgtgectgea
ctetgggeac

acaagaaggt

Val Gln

Thr Phe

30

Leu
45

Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

actgaagcct
tcgggacety
cttecatgtge
caccttegee
gggttctgge
tggcggatct
gtcctgggtce
cggcgageag
caagaacacc
ctgtgccaag
gtccteceogece
ctctggcggce
cgtgtccetgg
gtcctcocegge
ccagacctac

ggaacccaag

Gly Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

144¢

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1812

fusidn cadena pesada-citoquina)



Leu

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Gln

Lys

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Met
Gly
Val
115
Ser
Lys
Leu
Leu
Thr
195
Val
Ser
Thr
Met
Met
275
His

Asn

Ser

Asn

Trp

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Ser

85

Phe

Ser

Lys

Tyrx

Serx

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cvys

Gln

310

AsSn

Arg

Gly

Ser

Thr

135

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

295

Ser

val

Ala

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Leu

Iie

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Glu

Asn

105

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

Val

173

Asp

90

Tyr

Gly

Gly

Val

Phe

170

val

Val

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

FPhe

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

130

Pro

Ser

Pro

Leu

FPro

270

Ala

Leu

Pro

Gly

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

Cys

Leu

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

240

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu



Thx

Phe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

465

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

545

Ser

Thr

Leu

Ser

370

Val

Leu

Met

Ala

Gly

450

Gln

Lys

Thr

Pro

Val

530

Ala

Gly

Phe

Asn

355

Gly

Gln

Arg

Ser

Ile

435

Arg

Met

Gly

Val

Ser

515

Lys

Leu

Leu

Met

349

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

420

Iie

Phe

Asn

Trp

Ser

500

Ser

Asp

Thr

Tyr

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Ser

405

Val

Gly

Thr

Ser

Phe

485

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser
565

Glu

Ile

Gly

Glu

390

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

470

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

550

Leu

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

455

Arg

Gly

Ser

Thr

Fro

535

Val

Ser

Ala

Phe

380

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

440

Arg

Ala

Phe

Thr

Ser

520

Glu

His

Ser

Asp

348

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

425

Ile

Asp

Glu

Asn

Lys

505

Gly

Pro

Thr

Val

174

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

490

Gly

Gly

Val

Phe

Val
570

Thr

Ser

Gly

Leu

395

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

475

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

555

Thr

Ala

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

460

Ala

Gly

Ser

Ala

Val

540

Ala

Val

Thr
Ile
365
Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
445
Asn
Val
Glin
vVal
Ala
525
Ser

vVal

Pro

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Tyr

Gly

Phe

510

Leu

Trp

Leu

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

495

Pro

Gly

Asn

Gln

Serx
575

Glu

Leu

Gly

Gly

400

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

480

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

560

Ser



175

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn

580

585

590

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

595

<210>
<21i>
<212>
<213>

224
1818
RDN

<220>
<223>

<400> 224
gaagtgcagc

tcctgcgecyg
cctggcaaag
gccgactectg
ctgcagatga
ttecggagget
aagggaccct
gctctggget
ggcgecetyga
tccectgtect
aacgtgaacc
gacagtggtyg
tececageacca
ctgaacggeca
tacatgccca
cctectggaag
ctgatctcca
tgcgagtacg
gcccagteca
ggcggaggcyg
tctctgagac
gtcegacagg

atcacctact

Fab-IL2-Fab 29B11

tgctggaatce
cctecggett
gcctggaatg
tgaagggeeg
actccctgcg
tcaactactyg
ccgtgtteee
gcctggtcaa
ccagcggegt
ccgtegtgac
acaagcccte
ggggaggatc
agaaaaccca
tcaacaacta
agaaggccac
aggtgctgaa
acatcaacgt
ccgacgagac
tcatctecac
gagaagtgca
tgtcctgege
ctccaggcaa

acgcecgacte

600

Secuencia artificial

¢ggcggaggce
caccttctce
ggtgtecegee
gttcaccatc
ggccgaggac
gggacaggge
cectggeeccece
ggactacttc
ccacaccttt
cgtgcectcce
caacaccaag
tggtggcgga
gctecagetg
caagaaccceds
cgagctgaaa
cctggcccag
gatcgtgctg
agctaccatce
cctgacctec
gctgctggaa
cgeccteeogyge
gggcctggaa

tgtgaagggce

ctggtgcagc
tecctacgeca
atcatcgget
tccecgggaca
accgeegtgt
accctggtca
tccagcaagt
cccgagcceg
ccagecgtge
agctctctgg
gtggacaaga
ggttctggeg
gaacatctce
aagctgaccc
catctgcagt
tccaagaact
gaactgaagg
gtggaatttc
ggtggtggcg
tceggeggag
ttcaccttct
tgggtgtecyg

cggttcacca

605

ctggcggatc
tgtcctgggt
ccggeggeat
actccaagaa
actactgtgc
ccgtgtccag
ctacctctgg
tgaccgtgte
tgcagtccte
gcacccagac
aggtggaacce
gaggtggegce
tgctggatct
ggatgctgac
gcctggaaga
tccacctgag
gcetecgagac
tgaaccggtg
gatceggggyg
gcctggtgea
cctecctatge
ccatecatcgg

tctcecggga

tctgagactg
ccgacaggct
cacctactac
caccctgtac
caagggcelgg
cgctagcacc
cggcaccgcc
ctggaactct
cggcctgtac
ctacatctge
caagtcctge
tectacatcce
gcagatgatc
cttcaagttc
ggaactgaag
gcctcgggac
aaccttcatg
gatcaccttc
agggggttet
gcctggegga
catgtectygg

ctcecggegge

caactcecaag

(constructo de fusién cadena pesada-citeoquina}

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



aacaccctgt
gccaagggct
tcecgecteta
ggcggceaccy
tcctggaact
tceggectgt
acctacatct
cccaagtcecct
<210>
<211>

<212>
<213>

225
605
PRT

<220>
<223>
<400> 225

Glu
1

Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ser

35

Ala
50

Ser Ile

Lys
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Lys Gly

Val Thr Val

115

Ala Pro Ser

130

acctgcagat

ggttcggagg
ccaagggccee
ccgetetgagg
ctggcgccct
actccctgtc
gcaacgtgaa

gcgactga

Leu Leu Gl

Leu Ser

20

Trp Val Ar

Ile Ser Se

Phe Thr Il

70

Ser Le

85

Asn

Trp Phe Gl

100

Ser Ser Al

Ser Lys Se

Cys

gaactccetyg
cttcaactac
ctcecgtgttc
ctgecctggte
gaccagcgge
ctccgtegtg

ccacaagccc

Secuencia artificial

Fab-TIL2-Fab 19Gl {(constructo

u Ser Gly

ala

Ala

Ala
40

g Gln
r Gly Gly
e Ser

Arg

u Arg Ala

y Gly Phe

Thr
120

a Ser

r Thr
135

Ser

17¢

cgggccgagg
tggggecagy
ccrctggecee
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct

tccaacacca

Gly Gly Leu

Ser Phe

25

Gly

Fro Gly Lys

Leu Thr Tyr

Ser
75

Asp Asn

Glu Asp Thr

90

Asn
105

Tyr Trp

Lys Gly Pro

Gly Gly Thr

acaccgeegt
gcaccctggt
cctccagcaa
tcececgagece
ttccageegt
ccagctctct

aggtggacaa

VYal Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala

60

Asp

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Gly Gln Gly

110

Val
125

Ser Phe

Ala
140

Ala Leu

gtactactgt
caccgtgtce
gtctacctct
cgtgaccgtyg
gctgecagtcc
gggcaceceag

gaaggtggaa

de fusién cadena pesada-citoguina)

Gly
15

Gly

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
85

Cys
Thr Leu
Leu

Pro

Gly Cys

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818



Leu

145

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu
385

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

210

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

Val

Lys

Leu

Leu

Thr

195

Val

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

Asn

355

Gly

Gln

Asp

Thr

Tyr

180

Gln

Asp

Gly

Lys

ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leuy

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ile

Gly

Glu
380

Pro

Val

Ser

Ile

Val

215

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

295

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Glu

His

Ser

Cys

200

Glu

Ser

Leu

Ile

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

360

Gly

Gly

Pro

Thr

Val

185

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

177

Val

Phe

170

Val

Val

Lys

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

235

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu
395

Val

Ala

Val

His

Cys

220

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

360

Val

Ser

Val

Pro

Lys

205

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gln

Trp

Leu

Ser

190

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Leu

Pro

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu
255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

160

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

240

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly
400



178

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
405 410 415

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
420 425 430

Ser Ala Ile Ile Ser Ser Gly Gly Leu Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
435 440 445

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
450 455 440

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
4565 470 475 480

Ala Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
485 490 495

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
500 505 510

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
515 520 525

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
530 535 540

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro ARla Val Leu Gln Ser
545 550 555 560

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
565 570 575

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
580 585 580

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

595 600 605
<210> 226
<211> 1818
<212> ADN

«213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-IL2-Fab 19%Gl (constructo de fusién cadena pesada-citogquina)

<400> 226
gaggtgcagc tgctegaaag cygceggagga ctggtgcagc ctggeggcag cctgagactg 60



tctigegecy
cctggeaagy
gccgacageg
ctgcagatga
ttcggegget
aagggaccea
gcectggget
ggagccchga
agcctgageca
aacgtgaacc
qactccggeqg
agctccacca
ctgaacggca
tacatgccca
cctctggaag
ctgatcagca
tgecgagtacg
gcccagagea
ggcggaggag
agcctgagac
gtccgccagy
ctgacctact
aacaccctgt
gccaagggat
agcgccagcea
ggcggaacag
tcetggaaca
agcggcctgt
acctacatct

cccaagagct

<210> 227

ccagcggett
gactggaatg
tgaagggeeg
acagcctgeg
tcaactactg
gecgtgttcee
gcetggtcaa
ccagcggcgt
gcgtggtcac
acaagcccag
gaggeggatc
agaaaaccca
tcaacaacta
agaaggccac
aggtgctgaa
acatcaacgt
ccgacgagac
tcatcageac
gcgaggtcca
tgtettgege
cccctggcaa
acgccgacag
acctgcagat
ggttcggcegg
ccaagggcce
ccgecetggg
gcggagecet
acagcctgag
gcaacgtgaa

gcgactga

caccttcage
ggtgtcegee
gttcaccatc
ggccgaggac
gggacagggce
cctggecccec
agactacttc
gcacaccttt
cgtgcctage
caacaccaag
tggcggtgoa
gciccagetg
caagaacccce
cgaactgaaa
cctggeccag
gatcgtgctyg
agccaccatc
cctgacaagce
gctgctcgaa
cgocagegyge
gggactggaa
cagtgaagggc
gaacagcctyg
cttecaactac
cagegtgtte
ctgectggte
gaccagcggc
cagcgtggtce

ccacaagcge

179

agctacgeea
atcatcaget
agccgggaca
accgccgtgt
accctggtca
agcagcaaga
cccgagecceg
ccagecgtge
tctageetgg
gtggacaaga
ggcteccggag
gaacatctgc
aagctgaccc
catctgcagt
agcaagaact
gaactgaagyg
gtggaatttc
ggaggcggceg
agcggceggag
ttcaccttcea
tgggtgtceg
cggttcacca
cgggccgagyg
tggggacagg
cceetggecce
aaagactact
gtgcacacct
accgtgecta

agcaacacca

tgagctgggt
ctggeggecet
acagcaagaa
actactgcge
cagtgtccag
gcacatctgg
tgaccgtgte
tgcagagcag
gcacccagac
aggtggaacc
gcggaggege
tgctggatct
ggatgctgac
gcctggaaga
tccacctgag
gcagcgagac
tgaaccggtyg
gatccggegg
gactggtgca
gcagctacgce
ccatcatcag
tcagceggga
acaccgccgt
gcaccctggt
ccagcagcaa
teccegagece
ttccageegt
gctctageet

aggtggacaa

ccgccaggcc
gacctactac
caccctgtac
caagggatgg
cgctagcacc
cggaacagcc
ctggaacagc
cggectgtac
ctacatctgce
caagagctgc
tcectactage
gcagatgatc
cttcaagtte
ggaactgaag
gcccagggac
aaccttcatyg
gatcacctte
aggcggatcet
geetggegge
catgagctgg
ctctggegge
caacagcaag
gtactactge
cacagtgtce
gagcacatct
cgtgaccagtg
gctgcagage
gggcacccag

gaaggtggaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818



180

<211> 605
€212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
€223> Fab-IL2-Fab 20G8 (constructo de fusién cadena pesada-citoguina)

<400> 227

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Bla Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ile Gly Ser Gly Ser Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr lLeu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 a0 95

Rla Lys Gly Trp Phe Gly Gly Phe Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Ser Gly Gly
210 215 220



Gly

225

Ser

Leu

Thr

Leu

Val

305

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu

385

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

290

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

370

Val

Leu

Met

Ala

Gly

450

Gln

Ser

Thr

Met

Met

275

His

Asn

Ser

Phe

Asn

355

Gly

Gin

Arg

Ser

Ile

435

Arg

Met

Gly

Lys

Ile

260

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

340

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

420

Ile

Phe

Asn

Gly

Lys

245

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

325

Cys

Trp

Gly

Leu

Ser

405

Val

Gly

Thr

Ser

Gly

230

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

310

Asn

Glu

Ile

Gly

Glu

380

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

295

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

375

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

455

Arg

Ser

Leu

Ile

Phe

280

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

360

Gly

Gly

Ala

Ala

Ser

440

Arg

Rla

Gly

Gln

Asn

265

Tyr

Glu

Asn

val

Asp

345

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

425

Arg

Asp

Glu

181

Gly

Leu

250

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

330

Glu

Gln

Gly

Gly

Gly

410

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

235

Glu

Tvr

Pro

Leu

His

315

Glu

Thr

Ser

Gly

Leu

395

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

Gly

His

Lys

Lys

Lys

300

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

380

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

460

Ala

Ala

Leu

Asn

Lys

285

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

365

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

445

Asn

Val

Pro

Leu

Pro

270

Ala

Leu

Pro

Gly

Ile

350

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

430

Asp

Thr

Tyr

Thr

Leu

255

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

335

Val

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Trp

Ser

Leu

Tyr

Ser

240

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

320

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

400

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys



465

Ala Lys Gly

Val Thr Val

Ala Sex

515

Pro

Val
530

Leu Lys

Gly
545

Ala Leu

Ser Gly Leu

Leu Gly Thr

Thr Val

593

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

228
1818
ADN

<220>
<223>

<400> 228
gaggtgcagc

tecttgecgeeg
cctggecaagyg
gccgacageg
ctgcagatga
tteggegget
aagggaccca
gcectggget
ggagccctga

agcctgagea

470

Phe
485

Trp

Ser Ser

500

Ser Lys

Asp

Tyr

Thr Ser

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

Gly Phe

Ser Thr

Thr Ser

520

Pro Glu

535

Val His

550

Ser
565

Tyr

Gln
580

Thr

Asp Lys

Fab-IL2-Fab 20G8

tgctcgaaag
ccagcggett
gactggaatg
tgaagggccg
acagcctgeg
tcaactactyg
gcgtgttecee
gectggteaa
ccageggegt

gegtggtcac

Leu

Tyxr

Lys

Ser Ser

Ile Cys

Val Glu

€00

Secuencia artificial

cggcggagga
caccttcagc
ggtgtccgcee
gttcaccatce
ggccgaggac
gggacagggc
cctggcceccee
agactacttc
gcacacettt

cgtgcctage

Asn

Lys

505

Gly

Prao

Thr

Val

Asn

585

Pro

182

475

Tyr
490

Trp

Gly Pro

Gly Thr

Val Thr

Phe Pro

555

Val
570

Thr

Val Asn

Lys Ser

ctggtgcagc
agctacgcca
atcatcggcet
agccgggaca
accgeccgtgt
accctggtca
agcagcaaga
cccgageoeceg
ccagccgtgce

tctagcctgg

Gly Gln Gly

Val Phe

510

Ser

Alz Ala

525

Leu

val
540

Ser Trp

Ala Val Leu

Val Pro Ser

Pro
590

His Lys

Cys Asp

605

ctggcggeag
tgagctgggt
ctggcageccg
acagcaagaa
actactgecgc
cagtgtccag
gcacatctgg
tgacégtgtc
tgcagagcag

gcacccagac

480

Thr
495

Leu

Pro Leu

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

560

Ser Ser

575

Ser Asn

(constructo de fusién cadena pesada~citeguina}

cctgagactg
ccgccaggcec
gacctactac
caccctgtac
caagggatgg
cgetageace
cggaacagcc
ctggaacage
cggcetgtac

ctacatctgc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



aacgtgaacc
gactccggeg
agctccacca
ctgaacggca
tacatgccca
cctctggaag
ctgatcagcea
tgecgagtacg
gecccagagea
ggcggaggag
agcctgagac
gtccgccagg
cggacctact
aacaccctgt
gccaagggat
agcgecagca
ggcqgaacég
tcctggaaca
ageggectgt
acctacatct
cccaagagct
<210>
<211>

<212>
<213>

229
215
PRT

<220>

<223>

<400> 229

acaagcccag
gaggcggatc
agaaaaccca
tcaacaacta
agaaggccac
aggtgctgaa
acatcaacgt
ccgacgagac
tcatcagcac
gcgaggteca
tgtcttgege
ccecectggecaa
acgccgacag
acctgcagat
ggtteggegg
ccaagggccc
ccgeccctggg
gcggagcect
acagcctgag
gcaacgtgaa

gecgactga

caacaccaag
tggcggtgga
gcteccagetyg
caagaaccec
cgaactgaaa
cctggcccag
gatcgtgctg
agccaccatc
cctgacaagc
gctgctcgaa
cgceagogge
gggactggaa
cgtgaagggc
gaacagcctg
cttcaactac
cagecgtgttc
ctgectggte
gaccagecggc
cagegtggtce

ccacaagccce

Secuencia artificial

cadena ligera de 3F2

183

gtggacaaga
ggctccggag
gaacatctgc
aagctgaccc
catctgecagt
agcaagaact
gaactgaagg
gtggaattte
ggaggcggcy
agcggeggag
ttcaccttca
tgggtgtecy
cggttcacca
cgggccgagy
tggggacagy
ccecetggecee
aaagactact
gtgcacacct
accgtgecta

agcaacacca

aggtggaacc
gcggaggcge
tgetggatcet
ggatgctgac
gcectggaaga
tccacctgaqg
gcagcgagac
tgaaccggtg
gatccggecgg
gactggtgca
gcagctacge
ccatcategg
tcagccggga
acaccgcegt
gcaccctggt
ccagcagcaa
tccecgagee
ttccageegt
gctctagect

aggtggacaa

caagagctgce
tcctactage
gcagatgatc
cttecaagtte
ggaactgaag
gcccaggygac
aaccttecatg
gatcacctic
aggcggatct
gectggegge
catgagctgg
ctectggcage
caacagcaag
gtactactgc
cacagtgtcc
gagcacatct
cgtgaccgtyg
gctgcagagc
gggcacccag

gaaggtggaa

Glu Ile Val Leu Thr Gin Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser EBro Gly

1

5

10

15

Glv Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Thr Ser Ser

20

25

30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1818



Ile

Gly

65

Pro

Pro

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Asn

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gagatcgtgce
ctgtcctgca
ceccggceecagy

gaccggttet

35

Val Gly

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
i00

Ser Vval
115

Ala Ser

Val Gln

Ser Val

Thr Leu
180

Cys Glu
185

Asn Arg

230
648
ADN

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Arg

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

Secuencia artificial

cadena ligera de 3F2

230

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

cccctecgget gctgatcaac

184

Thr Gly Tle

Thr Leu Thr
75

Cys Gln Gln
90

Val Glu Ile
105

Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu
155

Ser Lys Asp
170

Ala Asp Tyr
185

Gly Leu Ser

tgacccagte cecccggrace ctgtctetga

gagcctcecceca gtccgtgace tcctectace

gtgggcagtc

cecggetectgg ctceccggecacc gacttcacce

Pro

60

1le

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

geectggega gagagecacce
tegectggta tcagcagaag
ggagagccac cggcatccct

tgaccatctc ccggectggaa

45

Asp

Ser

Ile

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Arg

Arg

Met

Thx

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

150

Val

Phe

Leu

Leu

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

Lys

60

120

180

240



ccegaggact
cagggcacca
ccctccgacg
taccccegeg
caggaatccg
accctgtceca
ggcctgtcea
<210>
<211>

<212>
<213>

231
215
PRT

<220>
<223>
<400> 231

Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Ile

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu

Asp

Pro Thr Phe

Ala Pro Ser

115

Gly Thr

130

Ala

Ala Lys Val

Leu

Thr

20

Trp

Aia

Ser

Phe

Gly

100

val

Ser

Gln

tcgecgtgta
aggtggaaat
agcagctgaa
aggccaaggt
tcaccgagea
aggccgacta

gcececegtgac

cadena ligera

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

ctactgccag
caagcgtacg
gtccggcace
gcagtggaag
ggactccaag
cgagaagcac

caagtcctte

185

cagggcatca
gtggcecgecte
gcctceccgteg
gtggacaacg
gacagcacct
aaggtgtacg

aaccggggcy

tgctgeccccce
cctccgtgtt
tgtgcctgcet
ccctgeagtce
actccctgte
cctgcgaagt

agtgctga

cacctitggce
catcttceccecca
gaacaacttc
cggcaactcc
ctccaccctg

gacccaccaqg

Secuencia artificial

de 4G8

Gln

Ser

Gln

Thr

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Lev

Gln

9C

Glu

Ser

Asn

Ala

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

15

Gln

Ile

Esp

Asn

Leu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gln

Arg

Gln

125

Tyx

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Val

Thr

110

Leu

Pre

Gly

Pro

15

Arg

Leu

Phe

Leu

Ile

95

Val

Lys

Arg

Asn

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

g0

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

300

360

420

480

540

600

648



186

145 150 155
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<2i0> 232
<211> 648
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena ligera de 4GB
<400> 232
gagatcgtgc tgacccagtc ccccggcace ctghbetetga
ctgtectgca gagectecca gtecgigteco cggtocctace
ccecggecagg ceectegget goctgatcatc ggcegcctceta
gaccggttct ccggetetgg cteccggcace gacttcacce
cccgaggact tegcecgtgta ctactaccag cagggccagg
cagggcacca aggtggaaat caagegtacg gtggccagctce
ccectecgacg agcagetgaa gtecggeace gcctcegteg
taccecoegeg aggcecaaggt gcagtggaag gtggacaacy
caggaatceg tcaccgagca ggactccaag gacagcacct
accctgtceca aggeccgacta cgagaagcac aaggtgtacg
ggcctgtceca gecccgtgac caagteccttc aaccggggeg
<210> 233
<211> 215
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena ligera de 3D9
<400> 233

Ser Thr Tyr

Glu Lys His
180

Ser Pro Val
205

geectggega
tcgecetggta
ccagagceac
tgaccatctce
tcatccctece
ccteegtgtt
tgtgectget
ccetgecagtce
actcecctgte
cctgcgaagt

agtgctga

160

Ser Leu
175

Lys Val

Thr Lys

gagagccacce
tcagcagaag

cggecatccct

-ccggcectggaa

cacctttgge
catcttccca
gaacaacttc
cggcaactce
ctccaccetyg

gacccaccag

Giu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648



Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

FPhe
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Bla Thr
20

Ala Trp
35

Gly Ala

Gly Ser

Asp Phe

Phe Gly
100

Ser Val
115

Ala Ser

Val Gln

Ser val

Thr Leu
180

Cys Glu
195

Asn Arg

234
648
ADN

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Cys

Gln

Arqg

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

Secuencia artificial

cadena ligera de 3D9

234

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

187

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

50

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gln

Arg

Gin

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Leu

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

1380

Val

Ser

Leu

Phe

Leu

Ile

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



gaaatcgtgt
ctctecttgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtyg
acgctgagea
ggcctgaget
<210>
<211>

<212>
<213>

235
215
PRT

<220>
<223>
<400> 235

Glu
1

Ile Val

Glu Arg Ala

Ala
35

Tyr Leu

Ile Tyr

50

Gly

Gly
65

Ser Gly

Pro Glu Asp

Pro Thr Phe

Ala Pro Ser

115

taacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgy
ttgcagtgta
aagtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgccegteac

cadena ligera de

Leu Thr

Thr
20

Leu

Trp Tyr

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly
100

Gln

Val Phe

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ile

tecaggcacce
gagtgttagc
cctcatctat
atccgggaca
ttactgtcag
caaacgtacyg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Secuencia artificial

2F11

Sexr Pro

Cys Arg

Gln Lys

40

Arg Ala

55

Asp FPhe

Tyr Tyr

Thr Lys

Phe Pro

120

188

ctgtectttgt
agcagctact
ggagcatecca
gacttcactc
cagggtcagc
gtggctgcac
gecetetgttyg
gtggataacg
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggad

Thr
10

Gly Leu

Ala
25

Ser Gln

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Thr

75

Leu

Gln
90

Cys Gln

vVal
10%

Glu Ile

Pro Ser Asp

ctecagggga
tagecctggta
gcagggccac
tcaccatcag
ttattcecccce
catctgtctt
tgtgcctyget
cectecaate
acagcctcag
ccigcgaagt

agtgttag

Ser Leu Ser

Val Ser

30

Ser

Ala Pro

45

Arg

Pro
60

Asp Arg

Ile Ser Arg

Gly Gln Tyr

Thr
11¢

Lys Arg

Gln
125

Glu Leu

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccecea
cagactggaqg
tacgttcgge
catctteceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcacccig

cacccatcag

Pro
15

Gly
Ser Ser
Leu

Leu

Phe Ser

Glu
30

Leu

Thr
95

Pro
Val

Ala

Lys Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648



189

Gly Thr Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135
Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155
Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170
Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185
Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<2i0> 236
<211> 648
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220> .
<223> cadena ligera de 2Fil
<400> 236
gaaatcgtgt taacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt
ctectettgea gggccagtca gagtgttage agcagectact
cctggccagg ctcccagget cctcatctat ggagcatcca
gacaggttca gtggcagtgg atccgggaca gacttcactc
cctgaagatt ttgecagtgta ttactgtcag cagggtcagt
caggggacca aagtggaaat caaacgtacg gtggctgcac
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact gecctctgttg
tatcccagag aggccaaagt acagtggaag gtggataacy
caggagagtyg tcacagagca ggacagcaag gacagcacct
acgctgagca aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg
ggcctgaget cgcccgtcac aaagagcecttce aacaggggag
<210> 237
<211> 215
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Phe
140

Tyr Pro

Gln Ser Gly

Ser Thr Tyr

Glu His

190

Lys

Pro Val

205

Ser

ctcecagggga

tagcctggta
gcagggcecac
tcaccatcag
atactecceccee
catctgtctt
tgtgccectget
ccctccaatc
acagcctecag
cctgcgaagt

agtgttag

Arg Glu

Ser
160

Asn

Ser Leu

175

Lys Val

Thr Lys

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
cacgttegge
catcttccceg
gaataacttc
gggtaactce
cagcaccctg

cacccatcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648



<22Q0>
<223>

<400>

237

Glu Ile Val

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Pro

Ala

Gly

aAla

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<2il>

Ala

Ala

35

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

238
648

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gin

vVal

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Ala

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

cadena ligera de

Gln

Ser

Gln

Ile

Thr

70

vVal

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

4B3

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

Pro

Axg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

190

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

20

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Preo

60

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

Val

Pro

45

RAsp

Ser

Gln

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Val

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ile

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 238
gaaatcgtgt

ctctcttgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgaget
<210>
<211>

<212>
<213>

23%
613
PRT

<220>
<223>
<40Q0> 239

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Gly Gly Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

taacgcagtc
gaggecagtca
ctccoccagget
gtggcagtigg
ttgcagtgta
aagtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgcccgtcac

Leu Vval

Val
20

Ser
Trp Val
Ile Pro
Val

Thr

Ser
85

Ser

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Secuencia artificial

cadena ligera de 4B3

tccaggeace
gagtgttagc
cctecatctat
atccgggaca
ttactgtcag
caaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaaqg
cgagaaacac

aaagagcttc

Secuencia artificial

Fab-IL2-Fab 2B10 (constructo

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Phe
55

Gly
Thr

Ala

Arg Ser

191

ctgtctttgt
agcaattact
ggcgcctaca
gacttecactc
cagggtcagg
gtggctgcac
gcectoctgttg
gtggataacyg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Thr Ala Asn

Ser
15

Asp Lys

Glu Asp Thr

ctccagggga

tagcctggta
tcagggccac
tcaccatcag
ttattccecece
catctgtctt
tgtgcctget
cecectccaate
acagcectceag
cctgcgaagt

agtgttag

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

aagagccacc
ccagcagaaa
tggecatcecca
cagactggag
tacgttcgge
catcttcceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

de fusidén cadena pesada-citoquina)

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648



Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

305

Arg

Lys

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Ser

Pro

Leu

Pro

Ala

290

Leu

Pro

Gly

Leu

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Gly

Thr

Leu

Lys

275

Thr

Glu

Arg

Ser

Tyr

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Gly

Ser

Asp

260

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu
349

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

245

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

325

Thr

Tyr

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

230

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

310

Ile

Thr

Ala

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

215

Ser

Thr

Met

Met

His

295

Asn

Ser

Phe

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Lys

Ile

Leu

280

Leu

Leu

Asn

Met

Tyr

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

Lys

Leu

265

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys
345

192

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Gly

Thr

250

Asn

Phe

Cys

Gin

Asn

330

Glu

Ala

Ser

Thr

Pro

155

Val

Ser

Ile

Val

Gly

235

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

315

Val

Tyr

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Ser

Leu

Ile

Phe

Glu

300

Lys

Ile

Ala

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

205

Preo

Gly

Gln

Asn

Tyr

285

Glu

Asn

Val

Asp

Tyr

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

120

Val

Lys

Gly

Leu

Asn

270

Met

Glu

Phe

Leu

Glu
350

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Gly

Glu

255

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

335

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Vail

His

Cys

Gly

2490

His

Lys

Lys

Lys

Leu

320

Leu

Ala



Thr

Ile

Gly

385

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

465

Val

Asp

Lys

Gly

Pro

545

Thr

val

Asn

Ile

Ser

370

Gly

Pro

Ser

Glu

Gln

450

Thx

Tyr

Tyr

Gly

Gly

530

val

Phe

Val

Val

Val

355

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

435

Lys

Ala

Tyr

Trp

Pro

515

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

Glu

Leu

Gly

Ser

Tyr

420

Met

Phe

Tyr

Cys

Gly

500

Ser

Ala

Val

Ala

Val

580

His

Phe

Thr

Gln

Ser

405

Ala

Gly

Gln

Met

Ala

485

Gln

Val

Ala

Ser

Val

565

Pro

Lys

Leu

Ser

Val

390

Val

Ile

Gly

Gly

Glu

470

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

550

Leu

Ser

Pro

Asn

Gly

375

Gln

Lys

Ser

Iie

Arg

455

Leu

Leu

Thr

Pro

Gly

535

Asn

Gln

Ser

Ser

Arg

360

Gly

Leu

Val

Trp

Ile

440

Val

Ser

Tyr

Thr

Leu

520

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Gly

Val

Ser

Val

425

Pro

Thr

Ser

Gly

Val

505

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

585

Thr

193

Ile

Gly

Gln

Cys

410

Arg

Ile

Ile

Leu

Tyr

490

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

370

Gly

Lys

Thr

Ser

Ser

385

Lys

Gln

FPhe

Thr

Arg

475

Ala

Val

Ser

Lys

Leu

555

Leu

Thr

Val

Phe

Gly

380

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

460

Ser

Tyr

Ser

Ser

Asp

540

Thr

Tyr

Glin

Asp

Ala

365

Gly

Ala

Ser

Pro

Thr

445

Asp

Glu

Tyr

Ser

Lys

525

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

Gln

Gly

Glu

Gly

Gly

430

Ala

Lys

bsp

Gly

Ala

510

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

5%0

Lys

Sex

Gly

Val

Gly

415

Gln

Asn

Ser

Thr

Ala

485

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

575

Ile

Val

Ile

Ser

Lys

460

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

480

Fhe

Thr

Ser

Glu

His

560

Ser

Cys

Glu



595

Pro Lys Ser Cys Asp

610

<210>
<2il1>
<212>
<213>

240
ADN
<220>
<223>

<400> 240
caggtgcaat

tectgeaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgctt
tcagctagea
gggggcacayg
tecgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
gcacctactt
ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccaggyg
acaacattca
tggattacct
ggaggtggcet
aagcctgggt
gctataaget
cctatcetttg

gacaaatcca

1842

Fab-ILZ2-Fab 2Bi0

tggtgcagtc
cctcecggagq
ggctcgagtg
tecagggcag
gcagcctgag
actacggtgce
ccaagggecce
cggccetgygyg
caggcgeect
actccctcecag
gcaacgtgaa
gtgactccdg
caagttctac
ttttgaatgg
tttacatgcecce
aacctctgga
acttaatcag
tgtgtgaata
ttgcccaaag
ctggcggtgg
ccteggtgaa
gggtgcgaca
gtacagcaaa

cgagcacagce

600

Secuencia artificial

tggggctgag
cacattcage
gatgggaggg
ggtcaccatt
atctgaggac
ttttgactac
atcggtcttc
ctgcctggtce
gaccageggce
cagcgtggtg
tcacaagccc
¢ggaggaggy
aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcc
ggaagtgcta
caatatcaac
tgctgatgag
catcatctca
cggacaggtg
ggtcteetge
ggecectgga
ctacgcacag

ctacatggag

134

gtgaagaagc
agctacgeta
atcatcccta
actygcagaca
accgcegtgt
tggggccaag
cccciggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccect
agcaacacca
agcggcggag
cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagctc
gtaatagttc
acagcaacca
acactgactt
caattggtgc
aaggcctccecg
caagggctcg
aagttccagg

ctgagcagcc

605

ctgggtccte
taagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtge
ggaccacegt
cctcctecaa
tcececcgaace
tcccggetgt
ccagcagcett
aggtggataa
gtggctcegg
tggagcattt
ccaaacteac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa
ttgtagaatt
ccggeggagg
agtctggggce
gaggcacatt
agtggatggg
gcagggtcac

tgagatctga

(constructo de fusién cadena pesada-citogquina)

ggtgaaggtc
gcgacaggcece
agcaaactac
cacagectac
gagactgtac
gaccgtctecc
gagcacctct
ggtgacggtyg
cctacagtcece
gggcacccag
gaaagttgag
aggtggcgga
actgctggat
caggatgctce
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa
tctgaacaga
aggatccgge
tgaggtgaag
cagcagctac
agggatcatc
cattactgca

ggacaccgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gtgtattact
caagggacca
gcacecctect
tacttceccecceyg
accttccegg
cccteccagca
accaaggtgg
<210>
<211>

<212>
<213>

241
613
PRT

<220>
<223>
<400> 241

Glin Val Gln
1

Ser Val Lys

Ala Ile Ser

35

Ala
50

Gly Ile

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Leu

Gln Gly Thr

115

Val Phe

130

Pro

Ala Leu Gly

gtgcgagact
ccgtgacegt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtectaca
gcttgggcac

ataagaaagt

Leu Val

Vval
20

Ser
Trp Val
Ile

Pro

Val Thr

Ser
85

Ser

Tyr
100

Gly
Thr Val
Ala

Leu

Cys Leu

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Tyr

Thr

Pro

Val

gtacggttac
ctecctcaget
ctctggggge
ggtgtegtag
gtcectcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

Secuencia artificial

Fab-IL2-Fab C3B6 (constructo

Ser Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Leu
55

Gly

Thr Ala

Arg Ser

Ala Tyr

Val Ser

120

Ser Ser

135

Lys Asp

195

gcttactacg
agcaccaagg
acagcggecce
aactcaggey
ctectactece
atctgcaacqg

tcttgtgact

Ala Glu

10

Val

Ser
25

Gly Gly

Pro Gly Gln

Ile Ala Asn

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

90

Tyr Ala

105

Gly

Ser Ala Ser

Lys Ser Thr

Tyr Phe Pro

gtgcttttga
gcccatecggt
tgggctgect
ccetgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa

ga

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Phe Asp Tyr

110

Thr Lys

125

Gly

Ser
140

Gly Gly

Glu Pro Val

ctactgggge
cttcceccty
ggtcaaggac
cggcgtgeac
ggtgaccgtyg

gceccageaac

de fusidn cadena pesada-citogquina)

Gly Ser

15

Ser Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr
95

Cys
Trp Gly
Pro Ser
Thr

Ala

Thr VvVal

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1842



145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

305

Arg

Lys

Thr

Ile

Gly
385

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Ser

Pro

Leu

Pro

Ala

290

Leu

Pro

Gly

Ile

Sear

370

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Gly

Thr

Leu

Lys

275

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

355

Thr

Gly

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Gly

Ser

Asp

260

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

340

Glu

Leu

Gly

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Gly

Ser

245

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

325

Thr

Phe

Thr

Gln

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Gly

230

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

310

Ile

Thr

Leu

Ser

Val
380

Leu

Leu

Thr

Val

215

Ser

Thr

Met

Met

His

285

Asn

Ser

Phe

Asn

Gly

375

Glin

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Gly

Lys

Ile

Leu

280

Leu

Leu

Asn

Met

Arg

360

Gly

Leu

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Gly

Lys

Leu

265

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

345

Trp

Gly

Val

196

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Gly

Thr

250

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

330

Glu

Ile

Gly

Gln

155

Val

Ser

Iie

Val

Gly

235

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

315

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser
345

His

Ser

Cys

Glu

220

Ser

Leu

Ile

Phe

Glu

300

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

380

Gly

Thr

Val

Asn

205

Pro

Gly

Gln

Asn

Tyr

285

Glu

Asn

Val

Asp

Ala

365

Gly

Ala

Phe

Val

190

Val

Lys

Gly

Leu

Asn

270

Met

Glu

Phe

Leu

Glu

350

Gln

Gly

Glu

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Gly

Glu

255

Tyr

Pro

Leu

His

Glu

335

Thr

Ser

Gly

Val

160

Ala

Val

His

Cys

Gly

240

His

Lys

Lys

Lys

Leu

320

Leu

aAla

Ile

Ser

Lys
400



137

Lys Pro Gly Ser Ser val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr
405 410 415

Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly
420 425 430

Leu Glu Trp Met Gly Ala Ile Ile Pro Ile Leu Gly Ile Ala Asn Tyr
435 440 445

2la Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr
450 455 460

Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
465 470 475 480

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Leu Tyr Gly Tyr Ala Tyr Tyr Gly Ala Phe
485 490 485

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr
500 505 510

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser
515 520 525

Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu
530 535 540

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His
545 550 555 560

Thr Phe Prc Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser
565 570 575

Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys
580 585 590

Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu
595 600 605

Pro Lys Ser Cys Asp

610
<210> 242
<211> 1842
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-IL2-Fab C3B6 (constructo de fusién cadena pesada-citoquina)



<400> 242
caggtgcaat

tcctgcecaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggttacgett
tcagctagca
gggggcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacatct
ccecaaatctt
gcacctactt
ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccaggy
acaacattca
tggattacct
ggaggtgqgct
aagcctgggt
gctataagct
ccgatecottg
gacaaatcca
gtgtattact
caagggacca
gcaccctecet
tactteccey
accttecegg
ccctecagea

accaagqtgyg

tggtgcagtc
ccteceggagg
ggctcgagty
tccagggcag
gcagcctgag
actacggtge
ccaagggcece
cggecctggyg
caggcgcect
actcecctcag
gcaacgtgaa
gtgactcegg
caagttctac
ttttgaatgg
tttacatgec
aacctctgga
acttaatcag
tgtgtgaata
ttgcccaaag
ctggcggtgg
cctcggtgaa
gggtgcgaca
gtatcgcaaa
cgagcacagc
gtgcgagact
ccgtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcectaca
gcttgggeac

ataagaaagt

tggggctgag
cacattcagc
gatgggagcet
ggtcaccatt
atctgaggac
ttttgactac
atcggtette
ctgcetggtce
gaccagcggce
cagcgtggtg
tcacaagecc
cggaggagqy
aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcc
ggaagtgcta
caatatcaac
tgctgatgag
catcatctca
cggacaggtg
ggtctecetge
ggcccctgga
ctacgcacag
ctacatggag
gtacggttac
ctectecaget
ctctgggygge
ggtgtcgtgy
gtcctcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

198

gtgaagaagc
agctacgcta
atcatcecga
actgcagaca
accgeegtgt
tggggecaag
cccectggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
agcggceggag
cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagctc
gtaatagttc
acagcaacca
acactgactt
caattaggtgce
aaggcctecg
caagggcteg
aagttccagg
ctgagcagcc
gcttactacyg
agcaccaagqg
acagcggecce
aactcaggeg
ctctactccc
atctgcaacg

tctigtgact

ctgggtecte
taagctgggt
tcettggtat
aatccacgag
attactgtge
ggaccaccegt
cctectecaa
tccecgaacce
tcceggetgt
ccagcagctt
aggtggataa
gtggectecgg
tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa
ttgtagaatt
¢cggeggagg
agtctgggygce
gaggcacatt
agtggatgygg
gcagggtcac
tgagatctga
gtgettttga
gcecatceggt
tgggctgcct
ccectgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa

ga

ggtgaaggtc
gcgacaggcce
cgcaaactac
cacagcctac
gagactgtac
gaccgtctce
gagcacctet
ggtgacggty
cctacagtcc
gggcacccag
gaaagttgag
aggtggcgga
actgctggat
caggatgcte
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa
tctgaacaga
aggatcegge
tgaggtgaay
cagcagctac
agctatcatce
cattactgca
ggacaccgcce
ctactgggge
cttececeety
ggtcaaggac
cggegtycac
ggtgaccgtg

gcccagcaac

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1842



199

<210> 243
<211> 613
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fab-IL2-Fab 6Al2 (constructo de fusidén cadena pesada-citoquina)

<400> 243

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Val Ile Ile Pro Ile Leu Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Tyr Gly Tyr Ala Tyr Tyr Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 123

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala
130 135 140

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Prc Val Thr Val
145 150 155 160

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
165 170 175

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
180 185 150

Prc Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His
195 200 205



Lys

Asp

225

Ala

Leu

Asn

Lys

Pro

305

Arg

Lys

Thr

Ile

Gly

385

Lys

Phe

Leu

Ala

Pro
210

Ser

Pro

Leu

Pro

Ala

290

Leu

Pro

Gly

Ile

Ser

370

Gly

Pro

Ser

Glu

Gln
450

Ser

Gly

Thr

Leu

Lys

275

Thr

Glu

Arg

Ser

Val

355

Thr

Gly

Gly

Ser

Trp

435

Lys

Asn

Gly

Ser

Asp

260

Leu

Glu

Glu

Asp

Glu

340

Glu

Leu

Gly

Ser

Tyr

420

Met

Phe

Thr

Gly

Ser

245

Leu

Thr

Leu

Val

Leu

325

Thr

Phe

Thr

Gln

Ser

405

Ala

Gly

Gln

Lys

Gly

230

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu

310

Iie

Thr

Leu

Ser

Val

390

Val

Ile

Val

Gly

Val

215

Ser

Thr

Met

Met

His

295

Asn

Ser

Phe

Asn

Gly

375

Gln

Lys

Ser

Ile

Arg
455

Asp

Gly

Lys

Ile

Leu

280

Leu

Leu

Asn

Met

Arg

360

Gly

Leu

Val

Trp

Ile

440

Val

Lys

Gly

Lys

Leu

265

Thr

Gln

Ala

Ile

Cys

345

Trp

Gly

Val

Ser

Val

425

Pro

Thr

200

Lys

Gly

Thr

250

Asn

Phe

Cys

Gln

Asn

330

Glu

Iie

Gly

Gln

Cys

410

Arg

Ile

Ile

Val

Gly

235

Gln

Gly

Lys

Leu

Ser

315

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser

395

Lys

Gln

Leu

Thr

Glu

220

Ser

Leu

Ile

Phe

Glu

300

Lys

Ile

Ala

Phe

Gly

380

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala
460

Pro

Gly

Gln

Asn

Tyr

285

Glu

Asn

Val

Asp

Ala

365

Gly

Ala

Ser

Pro

Thr

445

Asp

Lys

Gly

Leu

Asn

270

Met

Glu

Phe

Len

Glu

350

Gln

Gly

Glu

Gly

Gly

430

Ala

Lys

Ser

Gly

Glu

255

Tyr

Pre

Leu

His

Glu

335

Thr

Ser

Gly

Val

Gly

415

Gln

Asn

Ser

Cys

Gly

240

His

Lys

Lys

Lys

Leu

320

Leu

Ala

Ile

Ser

Lys

400

Thr

Gly

Tyr

Thr



Ser Thr Ala

465

Val Tyr Tyr

Asp Tyr

Lys Gly Pro

515

Gly Gly

530

Thr

Pro Val Thr

545

Thr Phe Pro

Val Val Thr

Asn Val Asn

585

Fro Lys Ser

610

<210>
<21i>
<212>
<213>

244
1842
ADN

<220>
<223>

<400> 244
caggtgcaat

tcctgcaagg
cciggacaag
gcacagaagt
atggagctga

ggttacgett

Trp

Tyr Met

Glu

Leu Ser

470

Ala
485

Cys

Gly Gln

500

Ser Val

Ala Ala

Val Ser

Arg

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu Tyr

Thr Thr

Pro Leu

520

Gly
535

Cys

Asn Ser

550

Ala Val

565

vVal
580

Pro
His

Lys

Cys Asp

Fab-IL2-Fab 6Al2

tggtgcagtc
ccteceggagyg
ggctcgagtyg
tccagggcag
gcagcctgag

actacggtgc

Leu

Ser

Pro

Gln Ser

Ser

Ser

Asn
600

Ser

Secuencia artificial

tggggctgag
cacattcagc
gatgggagtg
ggtecaccatt
atctgaggac

ttttgactac

201

Ser Leu Arg

475

Gly Tyr Ala

490

Val
505

Thr Val

Ala Pro Ser

Leu Val Lys

Gly Ala Leu

555

Ser Gly

570

Leu

Leu
985

Gly Thr

Thr Lys Val

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcccta
actgcagaca
accgecgtgt

tggggccaag

Ser Glu Asp

Tyr Tyr Gly

Ala
510

Ser Ser

Ser Lys Ser

525

Asp Phe

540

Tyr

Thr Ser Gly

Tyr Ser Leu

Gln Thr Tyr

5980

Asp Lys

605

Lys

ctgggtccte
taagctgggt
tccttggtac
aatccacgagq
attactgtgc

ggaccaccgt

Thr Ala

480

Ala
495

Phe

Ser Thr

Thr Ser

Pro Glu

Val His

560

Ser Ser

575

Ile Cys

Val Glu

{constructo de fusién cadena pesada-citoquina)

ggtgaaggtce
grgacaggece
cgcaaactac
cacagectac
gagactgtac

gaccgtectcc

&0

120

180

240

300

360



tcagctagea
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
gcacctactt
ttacagatga
acatttaagt
gaagaactca
agacccaqggy
acaacattca
tggattacct
ggaggtggct
aagccectgggt
gctataagcet
cctatcctitg
gacaaatcea
gtgtattact
caagggacca
gcacecctcect
tacttccceceg
accttccecgg

ccctccagea

accaaggtgyg

<210>
<21il>
<212>
<213>

245
214
PRT

<220>

<223>

<400> 245

ccaagggccc
cggcectgygyg
caggcgeecet
actccctcag
gcaacgtgaa
gtgactccgyg
caagttctac
ttttgaatgyg
tttacatgce
aacctctgga
acttaatcag
tgtgtgaata
ttgcccaaag
ctggcyggtgg
ccteggtgaa
gggtgcgaca
gtaccgcaaa
cgagcacagc
gtgcgagact
ccgtgaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac

ataagaaagt

atcggtcttc
ctgecectggte
gaccagegge
cagcgtggtg
tcacaageccc
cggaggagdag
aaagaaaaca
aattaataat
caagaaggcc
ggaagtgcta
caatatcaac
tgctgatgag
catcatctca
cggacaggtyg
ggtctecetge
ggcecectgga
ctacgcacag
ctacatggag
gtacggttac
ctcctcecaget
ctctgggggc
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

Secuencia artificial

cadena ligera de 2B1l0

202

ccecctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct
agcaacacca
agcggcggag
cagctacaac
tacaagaatc
acagaactga
aatttagcte
gtaatagttc
acagcaacca
acactgactt
caattggtgc
aaggcctccqg
caagggctcg
azgttccagg
ctgagcagce
gcttactacqg
agcaccaagg
acagcggecee
aactcaggceg
ctctactece
atctgcaacg

tcttgtgact

cctecetecaa
tccecegaace
tceceggetgt
ccagcagcett
aggtggataa
ygtggcteegg
tggagcattt
ccaaactcac
aacatcttca
aaagcaaaaa
tggaactaaa
ttgtagaatt
ccggcggagyg
agtctgggge
gaggcacatt
agtggatggy
gcagggtecac
tgagatctga
gtgcttttga
gcccateggt
tgggetgect
ccctgaccag
tcagcagegt
tgaatcacaa

ga

gagcacctct
ggtgacggtyg
cctacagtce
gggcaceccag
gaaagttgag
aggtggegga
actgctggat
caggatgctc
gtgtctagaa
ctttcactta
gggatctgaa
tctgaacaga
aggatecggce
tgaggtgaag
cagcagctat
agtgatcatc
cattactgca
ggacacecgec
ctactggggc
cttecccectyg
ggtcaaggac
cggcgtgeac
ggtgaccgtyg

gcccagcaac

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15

4290

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1842



Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

246
645
ADN

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

B3

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

Cvys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Secuencia artificial

cadena ligera de 2B10

246

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Fro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

203

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Gln

Ala

Pro

Ile

15

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Sex

Gly

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Lys

45

Arqg

Ser

Leu

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Arg

30

Arg

Fhe

Leu

Gln

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

130

Thr

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



gatatccaga
atcacctgcc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagatitig
ggcaccaaaq
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce
<210>
<21l>

<212>
<213>

247
214
ERT

<220>
<223>
<400> 247

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Gly Trp

35

Tyr Asp Ala

Gly
65

Gly Ser

Glu Asp Fhe

Thr Phe Gly

Val
115

Pro Ser

tgacccagtce
gggcaagtca
ctaagcgcct
gcagtggatc
ccacctatta
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

cadena ligera de

Met Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Tyr Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

Phe Ile

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

Phe

tccatcctece
gggcattaga
gatctatgcet
cgggacagag
ctgecttgeag
gcgtacggig
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Secuencia artificial

D1A2
Ser Pro
Cys

Arg

Pro
40

Lys

Gln
55

Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Pro Pro

120

204

ctgtctgeat
aatgatttag
gcatccagtt
ttcactctca
aatggtctge
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccce
agcacctaca

gtctacgect

aggggagagt

Ser Leu

1C

Ser

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln
90

Leu Asn

Glu
105

Ile Lys

Ser Asp Glu

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagtgg
ccatcageag
agcccgcogac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Ser Ala Ser

Gly Ile Arg

30

Pro Lys

45

Arg

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Gly Leu Gln

Thr val

110

Arg

Gln Leu

125

Lys

ccgggtcace
gcagaagceca
cgtcccatca
cttgcagect
gtttggccag
cttccegeca
taacttctat
taactcecag
caccctgacyg

ccatcagggce

Val
15

Gly

Asn Asp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Ala

95

Ala Ala

Ser Gly

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



Thr Ala

130

Ser

Lys Val Gln

145

Glu Ser Val

S5er Thr Leu

Ala Glu

195

Cys

Phe Asn

210

Arg

£210>
<211>
<212>
<213>

248
645
ADN

<220>
<223>

<40C0> 248
gacatccaga

atcacctgce
gggaaagcce
aggttcagcg
gaagatttig
ggcaccaaag
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaaqg
ctgagetege
<210>
<21l>

<212>
«<213>

249
214
PRT

Val val

Trp Lys

Cys

Val

Leu Leu

135

Asp Asn

150

Thr Glu

165

Thr
180

Leu

Val Thr

Gliy Glu

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgecet
geggtggate
ccacctatta
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Gln

Ser

His

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

200

Cys

Secuencia artificial

cadena ligera de D1AZ

tccatectee
ggggattcgt
gatctatgat
tgggacagag
ctgcttgcag
gcgtacggtyg
tggaacfgcc
gtggaaggty
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Secuencia artificial

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

205

Asn Phe

Gln
155

Leu

Asp Ser

170

Tyr Glu

Ser Ser

ctgtctgecat
aatgatttag
gcttacagcet
ttcactctca
aatggtctge
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgccee
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

190

Val
205

Pro Thr

ctgtcggaga
gctggtacea
tgcagagtgg
ccatcagcag
agcccgcgac
ctgtcttcat
gcctgetgaa
tccaatcggyg
gcctecagcag
gcgaagtcac

gttag

Glu Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

175

val Tyr

Lys Ser

ccgggtcace
gcagaagcca
cgtcccatca
cttgcagect
gtttggccag
cttcecegeca
taacttectat
taactcccag
caccctgacyg

ccatecagggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



<220>
<223>

<400>

249

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Gly

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Arg

Gly

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210>
<211>

val

Trp

Val

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

250
645

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

cadena ligera de

Gln

Thr

Gin

Leu

Glu

10

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

07D8

Ser

Cys

Lys

Gin

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

2086

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Gly

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

Leu

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

30

Arg

Phe

Leu

Gln

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Val

Ile

Gly

Pro

80

Ala

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 250
gatatccaga

atcacctgece
gggaaagccc
aggttcageg
gaagattttg
ggcaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaaqg
ctgagectege
<210>
<211>

<212>
<213>

251
615
PRT

<220>
<223>
<400> 251

Glu Val Gin
1

Ser Leu Arg

Met Asn

35

Trp

Ala Glu

50

Ile

Ser Val

65

Lys

Leu Tyr Leu

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagcgccet
geggtggatce
ccacctatta
tcgagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Fab-ILZ2~-Fab MHLGI

Leu Val Gl

Leu Ser

20

Trp Val Ar

Arg Leu

Gly Ph

70

Arg

Gln Met

g5

As

Cys

Lys

Secuencia artificial

cadena ligera de O7D8

tccatectce
gagcattcgt
gatctatgat
tgggacagag
ctgcttgeag
gegtacggty
tggaactgcee
gtggaaggty
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Secuencia artificial

{constr
u Ser Gly
Ala

Ala

Ala
40

g Gln

Ser Asn

35

e Thr Ile

n Ser Leu

207

ctgtctgcat
aatgttttag
gtgtccagtt
ttcactetea
aatggtctgce
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

ucto de

Gly Gly

10

Leu

Ser
25

Gly Phe

Pro Gly Lys

Asn Phe Gly

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

ctgtcggaga
gctggtacca
tgcagagtygg
ccatcagecag
agccecgegac
ctgtcttcat
gcectgetgaa
tccaatcggg
gectecageay
gcgaagtcac

gttag

Val Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Arg
60

Tyr Tyr

Asp Ser Lys

Asp Thr Ala

ccgggtcace
gcagaagcca
cgtcccatca
cttgcagect
gtttggccecag
cttceccgeca
taacttctat
taactcccag
caccectgacg

ccatcagggce

fusidén cadena pesada-citoquina)

Gly
15

Gly
Asn Tyr
Trp Val
Ala

Ala

Thr
80

Asn

val
95

Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



Tyr

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

His

Lys

Lys

Lys

305

T.eu

Leu

Cys

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Ala

Leu

Asn

Lys

290

Pro

Arg

Lys

Thr

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Ser

Pro

Leu

Pro

275

Ala

Leu

Pro

Gly

Thr

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

260

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser
340

Tvyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

245

Asp

Leu

Glu

Glu

Asp

325

Glu

Gly

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

230

Ser

Leu

Thr

Leu

vVal

310

Leu

Thr

Asn

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Gly

Ser

Gln

Arg

Lys

295

Leu

Ile

Thr

Tyr

Val

12C

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

val

Ser

Thr

Met

Met

280

His

Asn

Ser

Phe

Val

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

265

Leu

Leu

Leu

Asn

Met
345

208

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

250

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

330

Cys

His

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

235

Thr

Asn

Phe

Cys

Gln

315

Asn

Glu

Tyr

Ser

Thr

140

Pro

Val

Sern

1le

Val

220

Gly

Gln

Gly

Lys

Leu

300

Ser

val

Tyr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Ser

Leu

Ile

Phe

285

Glu

Lys

Ile

Ala

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

150

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

270

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp
350

His

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Leu

255

Asn

Met

Glu

Phe

Leu

335

Glu

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

240

Glu

Tyr

Pro

Leu

His

320

Glu

Thr



Ala

Ile

Ser

385

Val

Thr

Gly

Arg

Asp

465

Asp

Tyr

Ser

Thr

Pro

545

Val

Ser

Ile

Thr

Ile

370

Gly

Lys

Phe

Leu

Tyr

450

Ser

Thr

Phe

Thr

Ser

530

Glu

His

Ser

Cys

Ile

355

Ser

Gly

Pro

Sex

Glu

435

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

515

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Val

Thr

Gly

Gly

Asn

420

Trp

Ala

Asn

Val

His

500

Gly

Gly

Val

Phe

Val

580

Val

Glu

Leu

Gly

Gly

405

Tyr

Val

Ala

Thr

Tyr

485

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

565

Thr

Asn

Phe

Thr

Glu

390

Ser

Trp

Ala

Ser

Leu

470

Tyr

Gly

Ser

Ala

Val

550

Ala

Val

His

Leu

Ser

375

Val

Leu

Met

Glu

Val

455

Tyr

Cys

Gln

Val

Ala

535

Ser

Val

Pro

Lys

Asn

360

Gly

Gln

Arg

Asn

Ile

440

Lys

Leu

Thr

Gly

Phe

520

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

425

Arg

Gly

Gln

Thr

Thr

505

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

585

Ser

209

Trp

Gly

Val

Ser

410

Val

Leu

Arg

Met

Tyr

490

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

570

Ser

Asn

Ile

Gly

Glu

395

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

475

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

555

Ser

Leu

Thr

Thr

Ser

380

Ser

Ala

Gln

Ser

Thr

460

Sexr

Asn

Thr

Pro

Val

540

Ala

Gly

Gly

Lys

Phe

3865

Gly

Gly

Ala

Ala

Asn

445

Ile

lLeu

Tyr

Val

Ser

525

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

430

Asn

Ser

Lys

Val

Ser

510

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

590

Asp

Gln

Gly

Gly

Gly

415

Gly

Phe

Arg

Thr

Gly

495

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

575

Thr

Lys

Ser

Gly

Leu

400

Phe

Lys

Gly

Asp

Glu

480

His

Ala

Ser

Phe

Gly

560

Leu

Tyr

Lys



585

600

Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp

610

<210>
<21i>
<212>
<213>

252
ADN
<220>
<223>

<400> 252
gaagtgcagc

tcctgtgeag
cctgoaaagg
tattacgctg
ctgtacectge
tacggcaact
teccagtgeta
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctecaggac
cagacctaca
gagecccaaat
ggagcaccta
gatttacaga
ctcacattta
gaagaagaac
ttaagaccca
gaaacaacat
agatggatta
ggcggaggty
gtcaagccectyg
tattggatga
agattgaaat

atcagcagag

1848

Fab-IL2-Fab MHLG1

tggtggagtc
ccteecggatt
gcctcgagtyg
caagcgtgaa
agatgaacag
acgttgggca
gcaccaaggg
cagcggeect
actcaggcgc
fctactcecet
tctgecaacgt
cttgtgacte
cttcaagttc
tgattttgaa
agttttacat
tcaaacctct
gggacttaat
teatgtgtga
cctttgecea
gctctggegg
gcgggteccet
actgggtgcy
ccaataactt

atgattccaa

615

Secuencia artificial

tggaggaggc
cacatttagce
ggtggccgag
gggccggttc
cctgaagace
ctacttcgac
cccatcggtce
gggcetgectyg
cctgaccage
cagcagcgtyg
gaatcacaaq
cggcggagga
tacaaagaaa
tggaattaat
gcccaagaag
ggaggaagig
cagcaatatc
atatgctgat
aagcatcatc
Lggcggagaa
gcggctctece
gcaggctect
cggaagatat

gaacacgctg

2310

ttggtcaagc
aactattgga
atcagattga
accatcagca
gaggatacgg
cactggggec
ttccecectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cccagcaaca
gg9gagcyggcyg
acacagctac
aattacaaga
gccacagaac
ctaaatttag
aacgtaatag
gagacagcaa
tcaacactga
gtgcagcetgg
tgtgcagect
ggaaagggec
tacgctgcaa

tacctgcaga

605

ctggegggte
tgaactgggt
aatccaataa
gagatgattc
ccgtgtatta
aagggaccac
cacccteccte
acttcceccga
ccttccegge
cctececagcag
ccaaggtgga
gaggtggcte
aactggagca
atcccaaact
tgaaacatct
ctcaaagcaa
ttctggaact
ccattgtaga
ctteecggegg
tggagtctgg
cecggattcac
tcgagtgggt
gcgtgaaggg

tgaacagcct

cctgcggete
gcggeaggcet
cticggaaga
caagaacacg
ctgtaccaca
cgtcacecgte
caagagcacc
accggtgacyg
tgtcctacag
cttgggcacc
taagaaagtt
cggaggtggce
tttactgctg
caccaggatyg
tcagtgtcta
aaactttcac
aaagggatct
atttctgaac
aggaggatcc
aggaggcttyg
atttagcaac
ggccgagatc
ccggttcacc

gaagaccgag

(constructo de fusidn cadena pesada-citoquinal

60

120

180

240

300

360

420

480

540

60C

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gatacggccg
tggggeccaag
ccectggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgececct
agcaacacca
<210>
<211>

212>
<213>

253
214
PRT

€220>
<223>
<400> 253

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Val Ala Trp

35

Ser Ala

50

Tyr

Ser Ser

65

Gly

Glu Asp FPhe

Thr Phe Gly

Val
115

Pro Ser

Thr Ala

130

Ser

Lys Val Gln

tgtattactg
ggaccaccgt
ccteccteccaa
tcececgaace
teccecggotgt
ccagcagctt

aggtggataa

cadena ligera de

Leu Thr

Thr
20

Ile

Tyr Gln

Ser Tyr

Gly Thrx

Ala Thr

BS

Gly
100

Gly
Phe Ile
Val

Val

Trp Lys

Gln

Thr

Gln

Arg

Glu

10

Tyr

Thr

Fhe

Cys

Val

taccacatac
caccgtctce
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtce

gggcacccag

gaaagttgag

Secuencia artificial

KvVo
Ser Pro
Cys

Lys

Pro
40

Lys

Tyr Thr

55

Phe Thr

Tyr Cys
val

Lys

Pro
120

Pro

Leu Leu

135

Asp Asn

211

ggcaactacg
agtgctagca
gggggcacag
tegtggaact
tcaggactct
acctacatct

cccaaatctt

Phe
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Gln Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

g0

Tyr

Glu
105

Ile Lys

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

Ala Leu Gln

ttgggcacta
ccaagggccc
cggceciggg
caggcgecct
actccctcag
gcaacgtgaa

gtgactga

Ser Ala Ser

Asn Val Asp

30

Pro Arg Pro

45

Ser

60

Arg Phe

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Thr Val

110

Arg

Gln Leu

125

Lys

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

cttcgaccac
atcggtcttc
ctgecectggte
gaccagcggc
cagegtegtg

tcacaagccc

Val
1%

Gly

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

PFro
95

Leu
Ala Ala
Ser Gly
Glu

Ala

Ser Gln

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1848



145

Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Ala Glu

195

Cys

Phe Asn

210

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

254
645
ADN

<220>
<223>

<400> 254
gatatccagt

atcacctgca
gggcaggceac
aggttcageg
gaagatticg
ggtaccaagg
tctgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge
<210>
<211>

<212>
<213>

255
615
PRT

<220>

<223>

<400> 255

150

Thr Glu
165

Thr Leu
180

Val Thr

Gly Glu

tgacccagtc
aggccagtca
ctaggeccectct
gcagtggate
caacttacta
tggagatcaa
agttgaaate
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

Gln

Ser

His

Asp Ser

Gln Gly
200

Cys

Secuencia artificial

cadena ligera de KV9

tccatcctte
gaatgtggat
gatctattcg
cgggacagag
ctgtcaacag
gcgtacggtg
tggaactgce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttcaac

Secuencia artificial

212

155

Lys Asp Ser
170

Lys Ala Asp Tyr Glu

185

Leu Ser Ser

ctgtctgcat
actaacgtgg
gcatcctace
ttcactctca
tacaatagtt
gctgcaccat
tectgitgtgt
gataacgecc
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

Thr Tyr Ser

Lys His Lys
is0

Pro Val Thr
205

ctgtgggcga
cttggtacca
ggtacactgg
caatctcaag
accctctgac
ctgtcttcat
gcectgetgaa
tcecaateggyg
gcctcagecag
gcgaagtcac

gttag

160

Leu Ser

175

Val Tyr

Lys Ser

cecggygteace
gcagaagcca
cgtcccatceca
cctgcaacct
gtteggegga
cttcececgeca
taacttctat
tazactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Fab-IL2-Fak MHLG {(constructoc de fusidn cadena pesada-citoguina)

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

645



Ser

Trp

Ala

Ser

65

Leu

Tyr

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Cys

225

Gly

His

Leu

Met

Glu

S0

Val

Tyr

Cys

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Asp

Ala

Leu

Arg

Bsn

35

Ile

Lys

Leu

Thr

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Ser

Pro

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Thr

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Gly

Thr

Leu

Ser

Val

Leu

Arg

Met

83

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Gly

Ser

245

Asp

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Gly

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Gly

230

Ser

Leu

Ala

Gln

Ser

55

Thr

Ser

Asn

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Gly

Ser

Gln

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Val

120

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Ser

Thr

Met

Ser

25

Pro

Asn

Ser

Lys

Val

105

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185

Gln

Asp

Gly

Lys

Ile

213

Gly

Gly

Phe

Arg

Thr

90

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser

170

Ser

Thr

Lys

Gly

Lys

250

Leu

Phe

Lys

Gly

Asp

75

Glu

His

BRla

Ser

Phe

1535

Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

235

Thr

Asn

Thr

Gly

Arg

60

Asp

Asp

Tyr

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Ile

Val

220

Gly

Gln

Gly

Phe

Leu

45

Tyxr

Ser

Thr

Phe

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Ser

Leu

Ile

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Asp

110

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

190

Asn

Pro

Gly

Gln

Asn

Asn

Trp

Ala

Asn

Val

95

His

Gly

Gly

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Leu

235

Asn

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asn

Ser

Gly

240

Glu

Tyr



Lys

Lys

Lys

305

Leu

Leu

Ala

Ile

Ser

385

Val

Thr

Gly

Arg

Asp

465

Asp

Tyr

Asn

Lys

290

Pro

Arg

Lys

Thr

Ile

370

Gly

Gln

Phe

Leu

Tyr

450

Ser

Thr

Phe

Pro

275

Ala

Leu

Pre

Gly

Ile

355

Ser

Gly

Pro

Ser

Glu

435

Tyr

Lys

Ala

Asp

260

Lys

Thr

Glu

Arg

Ser

340

Val

Thx

Gly

Gly

Asn

420

Trp

Ala

Asn

Val

His
500

Leu

Glu

Glu

Asp

325

Glu

Glu

Leu

Gly

Gly

405

Tyr

Val

Ala

Thr

Tyr

485

Trp

Thr

Leu

vVal

310

Leu

Thr

Phe

Thr

Glu

390

Ser

Trp

Ala

Ser

Leu

470

Tyr

Gly

Arg

Lys

295

Leu

Ile

Thr

Leu

Ser

375

Val

Leu

Met

Glu

Val

455

Tyr

Cys

Gln

Met

280

His

Asn

Ser

Phe

Asn

360

Gly

Gln

Arg

Asn

Ile

440

Lys

Leu

Thr

Gly

265

Leu

Leu

Leu

Asn

Met

345

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

425

Arg

Gly

Gln

Thr

Thr
505

214

Thr

Gln

Ala

Ile

330

Cys

Trp

Gly

Val

Ser

410

Val

Leu

Arg

Met

Tyr

490

Thr

Phe

Cys

Gln

315

Asn

Glu

Ile

Gly

Glu

395

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

475

Gly

Val

Lys

Leu

300

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

380

Sex

Ala

Gln

Ser

Thr

460

Ser

Asn

Thr

FPhe

285

Glu

Lys

Ile

Ala

Phe

365

Gly

Gly

Ala

Ala

Asn

445

Ile

Leu

Tyr

Val

270

Tyr

Glu

Asn

Val

Asp

350

Ala

Gly

Gly

Ser

Pro

430

Asn

Ser

Lys

Val

Ser
510¢

Met

Glu

Phe

Leu

335

Glu

Gln

Gly

Gly

Gly

415

Gly

Phe

Arg

Thr

Gly

495

Ser

Pro

Leu

His

320

Glu

Thr

Ser

Gly

Léu

400

Phe

Lys

Gly

Asp

Glu

480

His

Ala



Ser Thr Lys

515

Thr Ser

530

Gly

Pro Glu

545

Pro

Val His Thr

Ser Ser Vval

Ile Asn

595

Cys

Val Glu

610

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

256
1848
ADN

<220>
223>

<400> 256
gaagtgcagc

tcetgtgcag
cctggaaagg
tattacgctg
ctgtacctge
tacggcaact

tccagtgcta

tctgggggea
gtgtcgtgga
teccteaggac
cagacctaca
gagcccaaat

ggagcaccta

Gly Pro

Gly

Thr

Val Thr

Ser

Ala

Val

Val FPhe

520

Ala
535

Leu

Ser Trp

550

Phe Pro

565

Val
580

Thr

Val Asn

Lys Ser

tggtggagte
ccteceggatt
gcctcgagtyg
caagcgtgaa
agatgaacag
acgttgggca
gcaccaaggyg
cagcggecect
actcaggcygc
tctactcecect
tctgeaacgt
cttgtgactc

cttcaagttc

Ala

Val

His

Cys

Val Leu

Ser

Pro

Pro
&60C

Lys

Asp
615

Secuencia artificial

tggaggaggce
cacatttagc
ggtggccgag
gggccgygtte
cctgaagacce
ctacttecgac
cccatcggtce
gggctgeetg
cctgaccage
cagcagcgtg
gaatcacaag
tggcggagga

tacaaagaaa

215

Pro Leu Ala

Gly Cys Leu

Asn Ser Gly

585

Gln Ser Ser

376

Ser Ser Leu

585

Ser Asn Thr

ttggtccage
aactattgga
atcagattga
accatcagca
gaggatacgg
cactggggcee
ttececectygy
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
gggagcggcy

acacagctac

Ser Ser

525

Pro

val
540

Lys Asp

Ala Leu Thr

Gly Leu Tyr

Gly Thr Gln

550

Val
605

Lys Asp

ctggcgggte
tgaactgggt
aatccaataa
gagatgattc
ccgtgtatta
aagggaccac
caccctecte
actteccecqga
ccticccogge
cctececageag
ccaaggtgga
gaggtggctce

aactggagca

Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly

560

Ser
575

Leu
Thr

Tyr

Lys Lys

Fab-IL2Z-Fab MHLG (constructo de fusién cadena pesada-citocquina)

cctgeggcte
gcggcaggcet
cttecggaaga
caagaacacg
ctgtaccaca
cgtcaccgtce
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggeace
taagaaagtt
cggaggtgge

tttactgctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gatttacaga
ctcacattta
gaagaagaac
ttaagaccca
gaaacaacat
agatggatta
ggcggaggty
gtccagecetyg
tattggatga
agattgaaat
atcagcagag
gatacggccy
tggggccaag
ccectggceac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcect
agcaacacca
<210>
<211>

<2iz2>
<213>

257
122
PRT

<220>
<223>

<400> 257

Glu Val Gln Leu Val Glu

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

Trp Met Asn Trp Val Arg

35

Ala Glu Ile Arg Leu Lys

50

MHLG1;

tgattttigaa
agttttacat
tcaaacctct
gggacttaat
tcatgtgtga
cctttgecca
gctectggegg
gcgggtecct
actgggtgeg
ccaataactt
atgaticcaa
tgtattactg
ggaccaccgt
cctcctccaa
tccecgaacce
tcceggetgt
ccagcagctt

aggtggataa

VH

5

20

tggaattaat
gcccaagaag
ggaggaagtg
cagcaatatc
atatgctgat
aagcatcatc
tggcggagaa
geggeteteo
gcaggctcct
cgyaagatat
gaacacgctg
taccacatac
caccgtctcc
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtee
gggcacccag

gaaagttgag

Secuencia artificial

Ser

Ala

Gln
40

Ser
55

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala Pro

Asn Asn

216

aattacaaga
gccacagaac
ctaaatttag
aacgtaatag
gagacagcaa
tcaacactga
gtygcagetgg
tgtgcagect
ggaaagggcec
tacgctgeaa
tacctgcaga
ggcaactacg
agtgctagcea
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct

ccecaaatett

Gly Leu

10

Gly Phe

Gly Lys

Phe Gly

atcccaaact
tgaaacatct
ctcaaagcaa
ttctggaact
ccattgtaga
cttccggegg
tggagtctgg
ccggattcac
tcgagtgggt
gcgtgaaggg
tgaacagcct
ttgggcacta
ccaagggcec
cggcecctgygy
caggcgccct
actccctcag
gcaacgtgaa

gtgactga

Val Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Arg Tyr Tyr

caccaggatg
tcagtgtcta
aaactttcac
aaagggatct
atttctgaac
aggaggatcc
aggaggcttg
atttagcaac
ggccgagatc
ccggttcace
gaagaccgag
cttcgaccac
atcggtcttc
ctgectggte
gaccagcgge
cagcgtggtg

tcacaagccc

Gly Gly

15

Asn Tyr

Trp Val

Ala Ala

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1848



Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr
65 70
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser
85
Tyr Cys Thr Thr Tyr Gly Asn
100

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Vval

115 120
<210> 258
<21i> 366
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223>» MHLG1l; VH
<400> 258
gaagtgcagc tggtggagtc tggaggaggce
tcetgtgeag cetececggatt cacatttage
cctggaaagg gcctcgagtg ggtggccgag
tattacgctg caagcgtgaa gggccggttce
ctgtacctgc agatgaacag cctgaagacc
tacggcaact acgttgggca ctacttcgac
tccagt
<210> 259
<21i> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> MHLG KV9; VL
<400> 259
Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys

20

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

217

75

90

105

Ser Ser

ttggtcaagc
aactattgga
atcagattga
accatcagca
gaggatacgyg

cactggggcce

Ser Phe
10

Leu

Ala Ser
25

Gln
Gly Gln

Ala

Gly val Pro

110

ctggcgggte
tgaactgggt
aatccaataa
gagatgattc
ccgtgtatta

aagggaccac

Ser Ala

Asn Val
30

Pro Arg
45

Ser Arg

Ser Val

Asp Thr

Pro Leu

Phe Ser

Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr

80

Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

95

Tyr Val Gly His Tyr Phe Asp His Trp

cctgcggcte
gcggcagget
ctteggaaga
caagaacacg
ctgtaccaca

cgtcacegte

Gly

15

Asn

Ile

Gly

60

120

180

240

300

360

366



218

50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 o0
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 260D
<211> 327
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> MELG KvV%; VL
<400> 260
gatatccagt tgacccagte tccatccttce ctgtetgeat
atcacctgca aggccagtca gaatgtggat actaacgtgg
gggcaggcac ctaggcctct gatctattcg gcatcctace
aggttcageg gcagtggatc cgggacagag ttcactctca
gaagatttcg caacttacta ctgtcaacag tacaatagtt
ggtaccaagqg tggagatcaa gecgtacg
<210> 261
<211> 122
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> MHLG; VH
<4Q0> 261
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 L} 10
S5er Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asn Asn Phe Gly
S50 55

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Arg Thr

ctgtgggcga
cttggtacca
ggtacactgg
caatctcaag

accctctgac

Vval Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu
45

Glu

Arg Tyr
60

Tyr

Gln Pro
80

Pro Leu
95

ccgggtcacc
gcagaagcca
cgtcccatea

cctgcaacct

gtteggcgga

Gly Gly

15

Asn Tyr

Trp Val

Ala Alsz

€0

120

180

240

300

327



Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65 70

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu

85
Tyr Cys Thr Thr Tyr Gly Asn Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Vval
115 120

<210> 262

<211> 366

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> MHLG; VH

<400> 262

gaagtgcagc tggtggagtc tggaggagge

tcctgtgcag ccteecggatt cacatttage

cctggaaaygy gectegagtyg ggtggecgag

tattacgctg caagcgtgaa gggccggttce

ctgtacctgc agatgaacag cctgaagace

tacggcaact acgttgggeca ctacttcecgac

tecagt

<210> 263

<211> 214

<212> PBRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>» KvV1 light chain

<400> 263

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gin Lys Pro
35 40

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

219

Ser
15

Lys
90

Val
105

Ser Ser

ttaggtcecagce
aactattgga
atcagattga
accatcagca
gaggatacgg

cactggggee

Phe
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

110

ctggegggtc
tgaactgggt
aatccaataa
gagatgattc
ccgtgtatta

aagggaccac

Ser Ala Ser

Asn Val Asp

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr

80

Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr

83

Gly His Tyr Phe Asp His Trp

cctgeggetce
geggeaggcet
ctteggaaga
caagaacacg
ctgtaccaca

cgtcaccgte

Val
15

Gly
Thr Asn
Ile

Leu

Ser Gly

60

120

180

240

300

360

366



220

50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 15
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 1290
Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe
130 135
Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155
Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170
Ser Thr Leu Thr ieu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185
Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200
Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210
<210> 264
<211> 645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena ligera de KV1
<400> 264
gatatccagt tgacccagte tccatccttc ctgtctgeat
atcacctgca gggccagtca gaatgtggat actaacttag
gggaaagcac ctaagctcct gatctattcg geatcctacc
aggttcageg geagtggate cgggacagayg ttcactctea
gaagatttcg caacttacta ctgtcaacag tacaatagtt
ggtaccaagg tggagatcaa gcgtacggtg gctgcaccat

60

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Thr Val

110

Arg

Gln Leu

125

Lys

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

190

Val
205

Pro Thr

ctgtgggcga
cttggtacca
gttacactgg
caatctcaag
accctctgac

ctgtcttcat

Gln Pro

80

Pro Leu

95

Ala Ala

Ser Gly
Glu

Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

175

val Tyr

Lys Ser

ccgggtcacc
gcagaagcca
cgtcccatca
cctgeaacct
gttcggegga

cttcccgeca

60

120

180

240

300

360



tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcegce
<Z10>
<211>

<212>
<213>

265
214
PRT

<220>
<223>
<400> 265

Asp Ile Gln
1

Asp Axrg Val

Val Ala Trp

35

Ser
50

Tyr Ala

Ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

Val
115

Pro Ser

Thr Ala

130

Ser

Lys Val Gln

145

Glu 3er Val

agttgaaatc tggaactgec
ccaaagtaca gtggaaggtg
cagagcagga cagcaaggac
cagactacga gaaacacaaa

ccgtcacaaa gagcttcaac

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

cadena ligera de

Gln

Thr

Gin

Arg

Glu

10

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Secuencia artificial

RV7

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

126G

Leu

Asn

Ser

221

tctgttgtgt
gataacgecec
agcacctaca

gtctacgect

aggggagagt

FPhe
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln Gln

90

Tyr

Glu
105

Ile Lys

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

Ala Gln

155

Leu

Lys Asp Ser

gcctgetgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Ser Ala Ser

Asn Val Asp

30

Pro Lys Pro

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Arg Thr Val

1190

Gln Leu

125

Lys

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

Thr

Tyr Ser

taacttctat
taactcccag
caccctgacyg

ccatcagggce

Val
15

Gly

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
85

Leu

Ala Ala

Ser Gly
Glu

Ala

Gln
160

Ser

Leu Ser

420

480

540

600

645



Ser Thr Leu Thr Leu

Ala Cys Glu Val Thr
185

Phe Asn Arg Gly Glu

210

<210>
<211>
<212>
<213>

266
645
ADN

<220>
<223>

<400> 266
gatatccagt

atcacctgea
gggaaagcac
aggttcageg
gaagatttcg
ggtaccaagg
tctgatgage
cccagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaaqg
ctgagctcge
<210>
<21i>

<212>
<213>

267
107
PRT
Mus

<400> 267

165

1890

tgacccagtce
aggccagtca
ctaagcctct
gcagtggatce
caacttacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

musculus

200

Cys

Secuencia artificial

cadena ligera de KV7

tccatectte
gaatgtggat
gatctattcg
¢gggacagag
ctgtcaacag
gcgtacggtyg
tggaactgcce
gtggaaggty
cagcaaggac
gasacacaaa

gagcttcaac

222

170

185

ctgtctgcat
actaacgtgg
gcatecctace
ttcactctca
tacaatagtt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgceece
agcacctaca

gtctacgcct

aggggagagt

130

205

ctgtygggcega
cttggtacca
ggtacactgg
caatctcaag
accctectgac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tecaatcgygg
gecteageag
gcgaagtcac

gttag

175

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

ccgggtcace
gcagaagcca
cgtceccatea
cctgcaacct
gttcggegga
cttcecegeca
taacttctat
taactceccag
caccctgacg

ccatcagggce

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

1

5

10

15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Asp Thr Asn

20

25

30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Glu Pro Leu Len

60

12¢

180

240

300

360

420

480

540

600

645



35

Phe Ser Ala Ser

20

Ser Gly Ser Gly

65

Glu Asp Leu Ala

Thr Phe Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

268
122
PRT

160

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Mus musculus

268

Gln Val Lys

1

Sex

Trp

Ala

Ser

65

Ala

Tyr

Gly

Met

Met

Glu

50

Vval

Tyr

Cys

Gln

<z21i0>
<21l>
<212>
<213>

Lys

Asn
35

Ile

Lys

Leu

Thr

Gly

115

269
163%
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Ser

100

Thr

Gln

Ser

Val

Leu

Arg

Met

85

Tyr

Thr

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Ile

Gly

Val

Tvyr

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Val

Gln

Ser

55

Thr

Asn

Asn

Thr

Secuencia artificial

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Val

Ser

40

Asn

Ile

Leu

Tyr

Val
i20

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Prec

Asn

Ser

Arg

Val

105

Ser

223

Val

Thr

Gln

%0

Ile

Gly

Gly

Glu

Phe

Arg

Ala

90

Gly

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Fhe

Lys

Gly

Asp

15

Glu

His

45

Asp Arg Phe Thr

€0

Ser Asn Val Gln

Asn

Val

Thr

Gly

Arg

60

Asp

Asp

Tyr

Ser Tyr Pro

Gln

Phe

Leu

45

Tyr

Ser

Thr

Phe

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Gly

Asp
110

95

Gly
15

Asn

Trp

Ala

Ser

Ile

95

His

Gly

Ser

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Glu

Ser

80

Tyr

Trp



<220>

<223> KV1; VL

<400> 269

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

BS

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100

<210> 270

<211> 327

<212> ADW

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> KvVi; VL

<400> 270

gatatccagt tgacccagtc tccatectte

atcacctgca gggccagtca gaatgtggat

gggaaagcac ctaagctcct gatctattcg

aggttcagcg gcagtggate cgggacagag

gaagatitcg caacttacta ctgtcaacag

ggtaccaagg tggagatcaa gegtacg

<2i0> 271

<21li> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> KV7; VL

224

Phe
10

Ser Leu

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

Tyr

Glu
105

Ile Lys

ctgtctgeat
actaacttag
gcatcctacc
ttcactctea

tacaatagtt

Ser Ala Ser

Asn Val Asp

30

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Arg Thr

ctgtgggega
cttggtacca
gttacactgg
caatctcaag

accctctgac

Val
15

Gly

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Frc Leu

95

ccgggteace
gcagaagceca
cgtceccatca
cctgcaacct

gttcggcgga

60

120

180

240

300

327



225

<400> 271

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu

1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln

20 25
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Tyr Sexr Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile

65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

85 90
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 272

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> KV7; VL

<400> 272

gatatccagt tgacccagtc tccatecctte ctgtetgeat

atcacctgca aggccagtca gaatgtggat actaacgtgg

gggaaagcac ctaagcctct gatctattcg gecatcctacce

aggttcagcg gcagtggatc cgggacagag ttcactctca

gaagatttcg caacttacta ctgtcaacag tacaatagtt

ggtaccaagq tggagatcaa gcgtacyg

<210> 273

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia lider

<400> 273

Ser Ala Ser

Asn Val Asp

30

Pro Lys Pro

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asn Ser Tyr

Arg Thr

ctgtgggega
cttggtacca
ggtacactgg
caatctcaag

accctetgac

Val
15

Gly

Thr Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu

95

ccgggtcace
gcagaagcca
cgtcccatca

cectgcaacct

gttcggecgga

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly

€0

120

180

240

300

327



2286

Ala His Ser

<210> 274
<211> 57
<Z212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 274
atggactgga cctggagaat cctcttettg gtggeagecag ccacaggagc ccactec

<210> 275
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 275
atggactgga cctggaggat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactcce

<210> 276
<211> 22
<2i2> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 276

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Prc Gly Ala Arg Cys

20
<210> 277
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 2717
atggacatga gggtccccge tcagctoctg ggecctcocctge tgcoctetggtt cccaggtgec

aggtgt

57

57

60

6%



52

227
<210> 278
<211> 1%
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 278

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

<210> 279
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 279

atgggatgga gctgtatcat cctcottcttg gtageaacag ctaccggtgt gcattcce 57
<210> 28C

<211> 357

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 280

atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtggctaccg ccactggagt geattcc 57
<210> 281

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia lider

<400> 281
atgggctggt cctgeatcat cctgtttetg gtegecacag ccaccggegt geactet 57

/
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