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DESCRIPCION
Semicuerpos: agentes terapéuticos activados por dimerizacién
Antecedentes de la invencion

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere de forma general a un conjunto de inmunoglobulinas modificadas que comprende
dos inmunoglobulinas complementarias, que en el presente documento se denominan "semicuerpos" que son utiles
para dirigirse a células en particular de un sujeto. Mas en particular, la presente invencién proporciona un conjunto
de semicuerpos en el que es necesario que al menos dos moléculas del conjunto, cada una especifica para un
antigeno diferente sobre una célula objetivo, interaccionen entre si en la superficie celular para formar un complejo
activo que dirige la citotoxicidad celular mediada por semicuerpos o por el complemento y/o la funcién indicadora y/o
la actividad terapéutica. Los semicuerpos de la presente invencion son utiles para dirigirse a células en particular
tales como células cancerosas, incluyendo células de leucemia, patégenos, incluyendo agentes de malaria,
bacterianos y viricos, y células madre, incluyendo células madre embrionarias y adultas y células patégenas. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona métodos de tratamiento, diagndstico y realizaciéon de investigaciones y
composiciones que comprenden semicuerpos Utiles para los mismos.

Descripcion de la técnica anterior

Al final de la descripcion se recogen los datos bibliograficos de las publicaciones mencionadas por autor en la
presente memoria descriptiva.

Las referencias a cualquier técnica anterior en la presente memoria descriptiva no son, y no deberian considerarse
como, un reconocimiento o cualquier otra forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del
conocimiento general en ningun pais.

Una caracteristica clave en la busqueda y el desarrollo de agentes terapéuticos es la discriminacion de objetivos o
toxicidad selectiva. En particular, es de importancia capital la capacidad para distinguir células objetivo tales como
células cancerosas o células infectadas con células patégenas entre una poblacidon de células sanas en un sujeto.
Este es, en particular, el caso de los tratamientos contra el cancer donde las células cancerosas objetivo tienen
muchas propiedades fisiologicas, anatdmicas y bioquimicas en comun con las células sanas circundantes. Aunque
algunos farmacos antineoplasicos provocan dafios colaterales a células sanas, su uso puede estar indicado, o al
menos justificado, para canceres de crecimiento rapido, particularmente agresivos.

Los anticuerpos terapéuticos son el campo farmacéutico que esta creciendo mas rapido, con mas de 30 anticuerpos
en fases finales de ensayos clinicos (Hudson y Souriau, Nat Med 9:129-134, 2003). Existen muchas variaciones de
anticuerpos genomanipulados (por ejemplo, monoclonales de ratén, quiméricos, humanizados, monoclonales
humanos, fragmentos de anticuerpo variables monocatenarios (scFv), minicuerpos, aptameros). Los diacuerpos
desarrollados usando tecnologia de ADN recombinante, contienen dos o mas fragmentos de anticuerpo variables
monocatenarios (scFv) con especificidades de unién diferentes y una separacion apropiada entre estos dominios
para permitir que ambos scFv se unan a antigenos de forma simultanea (Hudson y Souriau, supra 2003). Se han
formado anticuerpos scFv bivalentes y biespecificos usando casetes de dimerizacién a base de cremalleras de
leucina unidos a diferentes scFv (de Kruif y Logtenberg, J Biol Chem 271:7630-7634, 1996). Se han disefiado
anticuerpos biespecificos con diferentes dominios scFv conectados por una cadena polipeptidica para entrecruzar
linfocitos T con tumores. Las dos o mas interacciones que tienen estos anticuerpos quiméricos con diferentes
antigenos de superficie sobre una célula aumentarian enormemente la fuerza de union, dado que las constantes de
disociacioén de las interacciones individuales se multiplican.

Aunque los anticuerpos terapéuticos son importantes, los anticuerpos multiespecificos no han tenido tanto éxito. Por
lo tanto, existe la necesidad de desarrollar farmacos y otros agentes terapéuticos a base de anticuerpos que sean
mas altamente selectivos para las células objetivo.

Se han propuesto anticuerpos completos como agentes dirigidos altamente especificos (Carter, Nafure Reviews
1:118-128, 2001). En una propuesta, se enlazan agentes citotdxicos a un anticuerpo especifico para un antigeno
sobre una célula objetivo. Sin embargo, aunque los anticuerpos tienen un alto grado de especificidad por el objetivo,
no han alcanzado un uso terapéutico patolégico extendido y se usan principalmente en aplicaciones clinicas de
formacion de imagenes. Esto puede ser debido a sus semividas en circulacién relativamente largas y a sus
funciones efectoras asociadas.

No obstante, los anticuerpos modificados han alcanzado cierto nivel de aceptacién en aplicaciones inmunoterapicas
(Carter (2001) supra; de Haard et al., Adv. Drug Delivery Rev. 31:5-31, 1998; Chames y Baty, FEMS Microbiol. Lett.
189:1-8, 2000; Funaro et al., Biotechnol. Adv. 18:385-401, 2000; Hudson, Exp. Opin. Invest Drugs 9:1231-1242,
2000).
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En la tabla 1 de Carter (2001) supra, se revisan ejemplos que implican anticuerpos terapéuticos.

Todos estos anticuerpos contienen el dominio Fc que es necesario para la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

Ohiro et al. (Anal. Chem. 74:5786-5792, 2002) describen un inmunoensayo homogéneo y no competitivo basado en
la transferencia de energia de resonancia por fluorescencia potenciada por la interaccion con cremalleras de leucina.

Otro desarrollo util en el uso de fragmentos de anticuerpo es su fusién con agentes activos tales como isétopos
radioactivos (Wu et al., Immunotechnology 2:21-36, 1996; Wu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:8495-8500, 2000;
Adams et al., Nuc. Med. Biol. 27:330-346, 2000), enzimas para producir tratamiento (Bagshawe y Begent, Adv. Drug
Delivery Rev. 22:365-367, 1996) y toxinas para la destruccion dirigida de células (Reiter y Pastan, Tibtech 16:51-
520, 1998; Kreitman, Curr. Opin. Immunol. 11:570-578, 1999).

Son anticuerpos modificados de particular interés los fragmentos variables monocatenarios (scFv) que llevan las
secuencias de la region variable de las cadenas ligera y pesada unidas. Los fragmentos de anticuerpo scFv derivan
de porciones de fragmento de union a antigeno (Fab) de un anticuerpo que comprende la region V de una cadena
pesada enlazada por un tramo de péptido sintético a una regién V de una cadena ligera.

Aunque los fragmentos de anticuerpo scFv han alcanzado un nivel de utilidad razonable como moléculas dirigidas,
carecen del dominio Fc y no pueden inducir ADCC o CDC.

La presente invencion permite el uso de formas modificadas de fragmentos de anticuerpo scFv en tratamiento
celular dirigido y/o diagnostico y/o investigacion.

Sumario de la invencién

A lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entendera que la
palabra “comprende”, o variaciones tales como “comprenden” o “comprendiendo”, implica la inclusion de un
elemento o entero o grupo de elementos indicado pero no la exclusion de cualquier otro elemento o entero o grupo
de elementos o enteros.

La presente invencion proporciona un conjunto de inmunoglobulinas modificadas que comprende dos
inmunoglobulinas complementarias que pueden formar un agente o agentes combinados funcionales con
propiedades especificas después de la unién de la primera y la segunda inmunoglobulinas complementarias a una
célula objetivo; en el que cada inmunoglobulina comprende una primera, segunda y tercera porciones en las que:

(a) cada primera porcion es un scFv u otro fragmento de unién a antigeno de una inmunoglobulina y la primera
porcion de la primera inmunoglobulina complementaria puede interaccionar con un primer antigeno sobre la célula
objetivo y la primera porcion de la segunda inmunoglobulina complementaria puede interaccionar con un antigeno
diferente sobre dicha célula objetivo;

(b) cada segunda porcidon es un agente o una porcién incompleta, no funcional de un agente, de forma que las dos
segundas porciones son:

(i) moléculas indicadoras distintas que, en combinacién, proporcionan una sefial combinada,

(ii) porciones no funcionales complementarias de una Unica molécula indicadora, o

(iii) dominios Fc no funcionales, incompletos que pueden formar un dominio Fc funcional; y

(c) cada tercera porcidon es un miembro diferente de un par de unién complementario que comprende un primer y un
segundo miembros, en la que el par de unidon comprende porciones complementarias de una cremallera de leucina,

un par ligando-receptor, actina y una proteina de unién a actina o aptdmeros de ADN;

en el que después de la union de las inmunoglobulinas complementarias a los dos antigenos se combinan los pares
de union:

(i) permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada,

(i) permitiendo que las porciones no funcionales complementarias de una Unica molécula indicadora reconstituyan
una Unica molécula indicadora, o

(iii) permitiendo que los dominios Fc no funcionales incompletos formen un dominio Fc completo.
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En lo sucesivo, las inmunoglobulinas modificadas se denominan "semicuerpos".

La presente invencion combina la especificidad de las interacciones anticuerpo-antigeno para generar moléculas
inmunointeractivas que se pueden dirigir a células en particular e inducir citotoxicidad y/o funcion indicadora y/o
facilitar el tratamiento celular. En el presente documento se divulgan conjuntos de al menos dos semicuerpos en los
que cada semicuerpo comprende una porcion de union a antigeno, un agente o porcién del mismo y uno u otro
miembro de un par de unién. Dos semicuerpos estan disefiados de forma que, cuando estan muy proximos, cada
miembro constituyente de un par de unién complementario interacciona formando un par de unién. Esto permite a su
vez la interaccién de porciones del agente para generar un agente funcional o la interacciéon de dos agentes, agente
0 agentes que tienen propiedades que dan lugar, por ejemplo, a muerte celular, tratamiento celular o la proporcion
de una sefal indicadora. Por lo tanto, el agente sobre los semicuerpos puede actuar como o formar una molécula
indicadora, una molécula terapéutica o una molécula citotéxica. Preferentemente, los semicuerpos comprenden
porciones no funcionales del agente. Cuando estan muy proximas, las porciones de molécula indicadora o
terapéutica o citotdxica se unen y se reconstituye una molécula funcional que puede proporcionar una sefial o inducir
citoterapia o citotoxicidad. Esto aumenta la especificidad para fines de formacién de imagenes, diagnodsticos y
terapéuticos. Los semicuerpos también son herramientas de investigacién utiles tal como para FACS, citometria de
flujo y cromatografia de afinidad. Los semicuerpos también se pueden usar para detectar productos de células tales
como proteinas o diferentes modificaciones fosforiladas o glucosiladas u otras modificaciones postraduccionales de
las mismas. En esencia, los semicuerpos de la presente invencién permiten una selecciéon inmunofenotipica
potenciada de células, virus o productos de los mismos, tales como proteinas.

La porciéon de unién a antigeno puede derivar de una inmunoglobulina tal como un scFv (o fragmento F'ab) o
cualquier estructura de afinidad tal como una microestructura de afinidad. Los ejemplos incluyen dAb, nanocuerpos,
microproteinas, fibronectinas, microcuerpos, anticalinas, aptameros, darpinas, avimeros, aflinas y dominios de
Kunitz.

Los semicuerpos tienen una especificidad por el objetivo potenciada, ya que cada semicuerpo del conjunto es
especifico para un antigeno en particular. Por lo tanto, la seleccidn de células o virus que tienen un par de antigenos
inusual reduce el riesgo de unién no especifica.

En una realizacion, cada semicuerpo lleva un dominio Fc incompleto pero, después de la uniéon del par de
semicuerpos, los dos dominios Fc incompletos forman un dominio Fc funcional o una porcién funcional del mismo.
Juntos, los semicuerpos unidos tienen un dominio Fc biolégicamente funcional y pueden iniciar actividades
asociadas tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). En otra realizacion, los dos dominios incompletos forman, cuando se reconstituyen, un agente
tal como una molécula indicadora, un agente terapéutico o un agente citotdxico. En otra realizacién, los agentes son
colorantes tales como fluorocromos que, cuando estan juntos, proporcionan una sefial en particular.

Por lo tanto, la presente invencion engloba una composicién que comprende un conjunto de semicuerpos de
acuerdo con la invencion que, juntos, pueden inducir una citotoxicidad altamente selectiva. La toxicidad selectiva es
consecuencia de la interaccion de los semicuerpos con al menos dos antigenos diferentes sobre la superficie de una
célula objetivo. De forma predominante los dos antigenos se expresan soélo simultaneamente sobre una poblacion de
células objetivo. Incluso si uno de estos antigenos (o antigenos analogos) esta representado sobre células sanas, a
menos que ambos antigenos estés presentes sobre la misma célula, el par de semicuerpos no se juntara en la
superficie de la célula por medio de los pares de unidén complementarios para formar un dominio citotéxico funcional
tal como un dominio Fc funcional, una molécula terapéutica, una molécula citotéxica o una molécula indicadora.

En otra realizacion, la reconstitucion de los pares de semicuerpos da lugar a una molécula citotéxica o terapéutica
funcional. Son ejemplos de estas moléculas funcionales reconstituidas las moléculas apoptosicas, estéticas de ciclo
celular, liticas o citotdxicas, antibiodticos, péptidos y citocinas.

En una realizacién alternativa, cada semicuerpo lleva una molécula indicadora funcional tal como un colorante o
marcador fluorescente y cuando los semicuerpos se reconstituyen juntos, la sefial combinada (o colorante
combinado) o sefial fluorescente combinada es diferente de las sefiales (o colorantes) individuales. Los ejemplos de
marcadores fluorescentes incluyen hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul Cascade, amarillo
Lucifer, NBD, ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, Hoechst 33342, DAP1, azul SYTOX, Hoechst 33258,
cromomicina A3, mitramicina, YOYO-1, verde SYTOX, naranja SYTOX, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-1, To-
PRO-1, naranja de tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, colorantes Alexa Fluor incluyendo Alexa Fluor-350, -430, -
488, - -532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; colorantes BoDipy, incluyendo BoDipy
630/650 y BoDipy 650/665; colorantes CY, en particular Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5,5y Cy7; 6-FAM (fluoresceina);
PE-Cy5, PE-Cy7, fluoresceina dT; hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina
(JOE); colorantes Oregon Green, incluidos 488-X y 514; colorantes de rodamina, incluyendo X-rodamina, lisamina
rodamina B, verde rodamina, rojo rodamina y ROX; TRITC, tetrametilrodamina (TMR); carboxitetrametilrodamina
(TAMRA); tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B, FluorX, BODIPY-FL y rojo Texas.

Los semicuerpos de la presente invencion son utiles en el tratamiento de una variedad de afecciones que incluyen el
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cancer, infecciones por agentes patdgenos o la direccion selectiva a cualquier tipo de célula de un sujeto. También
son Utiles para dirigirse a células tales como células madre.

La referencia a un sujeto incluye un ser humano u otro primate, animal de cria, animal de laboratorio, animal de
comparnia o especie aviar. Un sujeto también se puede considerar un paciente.

Por lo tanto, la presente invencion contempla un método de tratamiento en un sujeto, tal como un paciente, que
comprende administrar al sujeto un conjunto de semicuerpos de acuerdo con la invenciéon que, cuando se unen por
medio de pares de union, forman un dominio citotoxico funcional tal como un dominio Fc o una porcion funcional del
mismo que puede inducir citotoxicidad celular tal como ADCC o CDC. De forma alternativa, los semicuerpos
reconstituyen un agente citotdxico o una molécula terapéutica.

También forman parte de la presente invencién composiciones de diagnéstico y métodos de diagnodstico y/o
formacion de imagenes y/o tratamiento.

El par de molécula inmunointeractivas se puede administrar simultdneamente o de forma secuencial.

La presente invencién proporciona ademas un método in vitro para identificar selectivamente una célula,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha célula con un conjunto de inmunoglobulinas como se define
en el presente documento, en el que dichas primeras porciones pueden interaccionar diferentes antigenos sobre la
célula, dichas segundas porciones comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones complementarias no
funcionales de una Unica molécula indicadora y dichas terceras porciones son pares de unién complementarios, en
el que después de la union de las inmunoglobulinas individuales a los diferentes antigenos, los pares de unién se
combinan en la superficie celular permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o
reconstituyan una uUnica molécula indicadora.

La presente invencidén también proporciona un método para detectar una célula objetivo, comprendiendo dicho
método poner en contacto una muestra que, supuestamente, comprende dicha célula objetivo con un conjunto de
inmunoglobulinas como se define en el presente documento, en el que dichas primeras porciones pueden
interaccionar diferentes antigenos sobre dicha célula, dichas segundas porciones comprenden distintas moléculas
indicadoras o porciones no funcionales complementarias de una Unica molécula indicadora, en el que después de la
unién de las inmunoglobulinas individuales a los diferentes antigenos, los pares de unién se combinan en la
superficie celular permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una
unica molécula indicadora.

En la tabla 1 se proporciona una lista de abreviaturas usadas en el presente documento.

Tabla 1
Abreviaturas
ABREVIATURA DESCRIPCION
Ab anticuerpo
ADCC citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
Ag antigeno
Region C regiéon constante
Antigeno CD agrupacion de antigenos de diferenciacion
CDC citotoxicidad dependiente del complemento
Fragmento Fab fragmento de unién a antigeno
Fc fragmento cristalizable
FcR receptor Fc
Fv fragmento variable
CadenaH cadena pesada
Ig inmunoglobulina
Cadena L cadena ligera
sc monocatenario
SCFv fragmento variable r.n’onocatenario, Fab recombipante
que comprende region V de cadenas pesada y ligera
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Region V region variable

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1A y B son representaciones de las secuencias de aminoacidos para los conjugados de tiorredoxina-
semicuerpo. Trx-CD45-mOrange-E3 (semicuerpo A, DBA, A) y Trx-CD20-T-Sapphire-K3 (semicuerpo B, DBB, B).

Las figuras 2A a 2D son representaciones fotograficas de geles de proteinas.

La figura 3 es una representacion grafica que muestra los espectros de excitacion de fluorescencia de los
semicuerpos TRX replegados. La longitud de onda de emisién se fij6 a 580 nm para TRX-DBA y a 510 nm para
TRX-DBB. Las anchuras de rendija eran ambas de 10 nm y las concentraciones de proteinas eran de 0,1 mg/ml y
~0,9 mg/ml, respectivamente. Se registraron los espectros de excitacion de fluorescencia desde 400-560 nm para
TRX-DBA (naranja) y de 350-460 nm para TRX-DBB (azul).

La figura 4 es una representacion grafica que muestra los espectros de emision de fluorescencia de los semicuerpos
TRX replegados. La longitud de onda de excitacién se fijé a 510 nm para TRX-DBA y a 400 nm para TRX-DBB. Las
anchuras de rendija eran ambas de 10 nm y las concentraciones de proteinas eran de 0,1 mg/ml y ~0,9 mg/ml,
respectivamente. Se registraron los espectros de emision de fluorescencia desde 550-650 nm para TRX-DBA
(naranja) y de 450-600 nm para TRX-DBB (azul).

La figura 5 es una representacion grafica que muestra propiedades de fluorescencia relativas de los semicuerpos.
Se excité una proteina de fusién eGFP (1 uM) a 430 nm (cian oscuro); se excitd el Trx-DBA replegado (~1,5 uM) a
510 nm (naranja); se excité el Trx-DBB (~15 uM) a 400 nm (azul). Las rendijas de excitacidon y emisién eran ambas
de 5 nm en todos los casos.

La figura 6 es una representacién grafica que muestra las propiedades de fluorescencia de una mezcla de TRX-DBA
y TRX-DBB. La longitud de onda se fijé a 400 nm para TRX-DBB; las anchuras de rendija eran ambas de 10 nm y
las concentraciones de proteinas eran de 0,05 mg/ml y ~0,45 mg/ml, respectivamente para TRX-DBA y TRX-DBB.
Esto corresponde a concentraciones activas estimadas de <~ 130 nM y <=~75 nM. Se registré un espectro de emision
de fluorescencia desde 450-600 nm para una mezcla de TRX-DBA y TRX-DBB (ABMIX; verde) y se compara con el
de TRX-DBB solo (azul).

La figura 7 es una representacion fotografica de la identificacion de pET32a-30103 S1 en BL21 de E. coli. M =
Marcador; 1 = Colonia no inducida; 2 = Colonia 1; 3 = Colonia 2; 4 = Colonia 3.

La figura 8 es una representacion fotografica que muestra la deteccion de la solubilidad de 30103 S1. 1 =
sobrenadante de 30103 S1 inducida a 15 °C durante la noche; 2 = sobrenadante de 30103 S2 inducida a 25 °C
durante 6 horas; 3 = precipitado de 30103 S1 inducida a 15 °C durante la noche; 4 = precipitado de 30103 S1
inducida a 25 °C durante 6 horas; M = marcador de bajo peso.

La figura 9 es una representacion diagramatica que muestra una SDS-PAGE de 30103 S1 replegada. M = marcador;
1 =30103 S1 replegada.

La figura 10 es una representacion fotografica de la identificacion de pET32a-30103s2 en BL21 de E. coli. 1 =
marcador; 2 = colonia n.° 1 no inducida; 3-7 = colonia n.° 2-n.° 6 inducidas.

La figura 11 es una representacion fotografica que muestra la deteccién de la solubilidad de 30103s2. 1 = precipitado
de 30103s2 inducida a 15 °C durante la noche; 2 = sobrenadante de 30103s2 inducida a 15 °C durante la noche; 3 =
precipitado de 30103s2 inducida a 25 °C durante 6 horas; 4 = sobrenadante de 30103s2 inducida a 25 °C durante 6
horas.

La figura 12 es una representacion fotografica del SDS-PAGE de 30103S2 replegada. 1 = marcador; 2 = 30103 S2
replegada.

La figura 13 es una representacion esquematica que muestra los dominios polipeptidicos del anticuerpo quimérico
propuesto (semicuerpo).

La figura 14 es una representacion diagramatica que muestra la estructura de los componentes proteicos del
complejo fragmento Fc de h1gG1-Fc RIll. El fragmento Fc de h1gG1 se muestra como un diagrama de cintas con la
cadena A en color claro y la cadena B en color oscuro. Se indican los extremos N y C. Se muestra el sFc Ill como
una representacion de conexiones (coordenadas tomadas del cédigo de acceso a RCSB Protein Databank:1e4k;
Sondermann et al., Nature 406:267-273, 2000).

La figura 15 es una representacion diagramatica que muestra la heterodimerizacion de cremalleras de leucina. Parte
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superior: representacion de rueda helicoidal (mirando hacia abajo a lo largo del eje largo de las hélices) de
heterodimerizacion. Parte inferior: muestra esquematica de que cargas electrostaticas complementarias median la
heterodimerizacion, no la homodimerizaciéon. A = CD19, B = a-CD19-zip-N'-GFP, C = verde, D = CD5, E = o-CD5-
zip-C'-GFP.

La figura 16 es una representacion diagramatica de FACS potenciada usando semicuerpos.

FACS potenciada - un color para dos marcadores

Tipo de célula Especificidad del semicuerpo Dominios Fc reconstituido Deteccién por
TC CD4+ CDh4 g1 anti-lg1-verde
CD3
TC CD8+ CD8 Ig2a anti-lg2a-rojo
CD3
Monocito CD14 IgM anti-lgM-amarillo
Clase Il
Célula dendritica CD83 IgD anti-lgD-azul
Clase Il

La figura 17 es una representacion diagramatica que muestra inmunoensayos potenciados usando semicuerpos
donde A = a-fosfotirosina, B = a-proteina-epitopo y C = por ejemplo, deteccién de proteinas multiméricas
modificadas en una etapa

La figura 18 es una representacion diagramatica que muestra una cromatografia de inmunoafinidad potenciada
usando semicuerpos donde A = a-fosfotirosina, B = a-Fc, por ejemplo, proteina A, y C = a-proteina-epitopo.

La figura 19 es una representacion diagramatica que muestra la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) mediada contra células de leucemia linfocitica crénica (CLL) CD5" CD19" por un par de semicuerpos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon se refiere a un conjunto de moléculas de inmunoglobulina modificadas que forman una
molécula inmunointeractiva de tipo anticuerpo. El término "inmunointeractivo" en este contexto se usa para destacar
una de las caracteristicas principales de un anticuerpo, es decir, la capacidad de un anticuerpo para interaccionar
especificamente con un antigeno. Como cada molécula es realmente la mitad de una molécula de tipo anticuerpo,
se denomina en el presente documento "semicuerpo”. La presente invencion engloba, por lo tanto, anticuerpos
modificados de forma recombinante y/o quimica para formar un fragmento variable monocatenario (por ejemplo,
scFv) con especificidad para un antigeno. Dichos semicuerpos también se pueden denominar en el presente
documento moléculas inmunointeractivas o inmunoglobulinas modificadas o quiméricas o anticuerpos modificados o
quiméricos.

Los semicuerpos descritos en el presente documento comprenden:

(i) una porcion de union a antigeno scFv;

(i) un agente o porcion no funcional del mismo; y

(iii) un miembro de un par de unién que puede interaccionar con un miembro o un segundo semicuerpo, formando de
este modo un par de heterodimeros pero no homodimeros.

En uso, se seleccionan al menos dos semicuerpos que tienen:
(i) porciones de union a antigeno scFv dirigidas a diferentes antigenos sobre una célula objetivo;

(i) un agente o porcién no funcional del mismo de modo que si se unieran entre si ambos semicuerpos, se forma un
agente funcional; y

(iii) dos miembros de unién de modo que, cuando estan muy préximos, ambos miembros pueden interaccionar para
formar un par de unién entre compafieros complementarios.

En una realizacion de la invencion, la porcion incompleta no funcional de un agente es un dominio Fc 0 una porcion
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funcional del mismo. En este caso, se usan dominios Fc complementarios, incompletos y no funcionales sobre cada
semicuerpo. En otra realizacion, las porciones incompletas no funcionales son moléculas indicadoras distintas o
porciones no funcionales complementarias de una Unica molécula indicadora. Las porciones no funcionales podrian
ser una molécula citotdoxica o una molécula indicadora o una molécula terapéutica. En otra realizacion mas, el
agente es funcional pero cuando ambos agentes estan juntos, se produce un resultado particular (tal como una
sefial) en ausencia de un agente anterior.

Por tanto, el agente, cuando se reconstituye, puede tener propiedades citotoxicas, medicinales, terapéuticas o
indicadoras de sefalizacion.

Los semicuerpos tienen una serie de aplicaciones, incluyendo direccion citotdxica a células cancerosas o patdgenos,
deteccion selectiva de células tales como células cancerosas, células madre (embrionarias o adultas) o células
infectadas con patogenos. Se puede facilitar la deteccion celular con FACS, citometria de flujo y microscopia
fluorescente. Los semicuerpos también tienen aplicaciones en investigacion tales como cromatografia de afinidad.
Los semicuerpos también se pueden usar para detectar productos de células tales como proteinas o diferentes
modificaciones fosforiladas o glucosiladas u otras modificaciones postraduccionales de las mismas. La deteccion de
diferentes formas de proteinas es particularmente Util para diagnosticar o pronosticar estados de enfermedad o
niveles de salud.

En relaciéon con una realizacion, la formacién del par de uniéon da como resultado la formacién de un dominio Fc
funcional o porcién del mismo. En general, el dominio Fc corresponde a dominios Cx2 y Cn3 apareados y es la parte
de un anticuerpo que interacciona con moléculas efectoras y células que llevan receptores de Fc. La union de los
dominios Fc incompletos para formar un dominio Fc funcional quiere decir que se forma una cantidad suficiente de
Fc necesaria para interaccionar con moléculas efectoras o receptores de Fc sobre las células. Aun puede
representar un dominio Fc incompleto. La presente invencién engloba, por lo tanto, el uso de dominios Fc completos
o incompletos siempre que el dominio Fc sea funcional con respecto a la interaccion con moléculas o células
efectoras cuando dos semicuerpos se unen entre si. Las moléculas inmunointeractivas individuales tienen dominios
Fc incompletos no funcionales.

En una realizacion preferida, los dominios Fc incompletos no funcionales corresponden a las cadeny2a y y2b.
Cada semicuerpo, en una realizacion preferida, lleva una cadena y2a o bien una cadena y2b del dominio Fc.

Por lo tanto, se apreciara que en funcionamiento, se necesita un conjunto de al menos dos semicuerpos que sean
complementarios con respecto a los dominios Fc y los miembros de unién y que tengan porciones de unién a
antigeno dirigidas a diferentes antigenos, antigenos que se coexpresan sobre una célula objetivo.

En consecuencia, un semicuerpo puede comprender una primera, segunda y tercera porciones en las que:

dicha primera porcidn puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;

dicha segunda porcion es un dominio Fc incompleto no funcional; y

dicha tercera porciéon es un miembro de un par de unién complementario;

en el que dicho semicuerpo puede formar un dominio Fc cuando el semicuerpo se une a un segundo semicuerpo
complementario que comprende una porcidn que interacciona con otro antigeno sobre dicha célula objetivo.

El dominio Fc funcional es util para mediar la ADCC de células objetivo.

Un conjunto de semicuerpos puede comprender un primer semicuerpo con primera, segunda y tercera porciones en
las que:

dicha primera porcién puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;
dicha segunda porcién es un dominio Fc no funcional incompleto; y
dicha tercera porcién es un miembro de un par de unién complementario; y

un segundo semicuerpo comprende una primera porcion que puede interaccionar con un antigeno diferente sobre
dicha célula objetivo;

una segunda porcién que, en combinaciéon con la segunda porcién del primer semicuerpo mencionado forma un
dominio Fc funcional Fc; y

una tercera porcién que es el miembro de unién complementario de dicho par de union.
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Un método para inducir selectivamente la citotoxicidad de una célula puede comprender poner en contacto células
con el primer y segundo semicuerpos en el que dicho primer semicuerpo comprende una primera, segunda y tercera
porciones en las que:

dicha primera porcion puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;

dicha segunda porcion es un dominio Fc incompleto no funcional; y

dicha tercera porcion es un miembro de un par de unidon complementario; y

dicho segundo semicuerpo comprende una primera porcidon que puede interaccionar con un antigeno diferente sobre
dicha célula objetivo;

una segunda porcién que, en combinaciéon con la segunda porcién del primer semicuerpo mencionado forma un
dominio Fc funcional Fc; y

una tercera porcion que es el miembro de unién complementario de dicho par de unioén;

administrados dichos semicuerpos durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para que se reconstituya un
anticuerpo que contiene un Fc funcional y para mediar la lisis de dicha célula.

Aunque estos aspectos se refieren al dominio Fc como la porcion funcional (es decir, el agente), se pueden emplear
otros dominios citotoxicos tales como dominios apoptésicos o dominios de lisis de agentes que inducen la detencion
del ciclo celular, y dominios de moléculas terapéuticas.

Como alternativa a los dominios Fc incompletos, por lo tanto se pueden emplear dominios incompletos para
moléculas citotoxicas, moléculas terapéuticas y moléculas indicadoras.

En consecuencia, un semicuerpo puede comprender una primera, segunda y tercera porciones en las que:

dicha primera porcién puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;

dicha segunda porcion es un dominio incompleto no funcional de molécula citotdxica o terapéutica o indicadora; y
dicha tercera porciéon es un miembro de un par de unién complementario;

en el que dicho semicuerpo puede formar una molécula funcional citotéxica o terapéutica o indicadora cuando el
semicuerpo se une a un segundo semicuerpo complementario que comprende una primera porcién que puede

interaccionar con otro antigeno sobre dicha célula objetivo;

una segunda porcién que, en combinacion con la segunda porcién del primer semicuerpo mencionado forma un
dominio Fc funcional Fc; y

una tercera porcion que es el miembro de unién complementario de dicho par de unién.

El semicuerpo es, en efecto, una molécula modular o quimérica que tiene un primer, segundo y tercer modulos
equivalentes a la primera, segunda y tercera porciones definidas anteriormente.

Un conjunto de semicuerpos también puede comprender un primer semicuerpo con primera, segunda y tercera
porciones en las que:

dicha primera porcién puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;
dicha segunda porcién es una molécula no funcional, incompleta citotéxica o terapéutica o indicadora; y
dicha tercera porcidn es un miembro de un par de unién complementario; y

un segundo semicuerpo que comprende una primera porcién que puede interaccionar con un antigeno diferente
sobre dicha célula objetivo;

una segunda porcién que, en combinacion con la segunda porcion del primer semicuerpo mencionado forma una
molécula funcional citotdxica o terapéutica o indicadora; y

una tercera porcién que es el miembro de unién complementario de dicho par de unién.

Un método para detectar o dirigir selectivamente una célula puede comprender poner en contacto células con el
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primer y segundo semicuerpos en el que dicho primer semicuerpo comprende una primera, segunda y tercera
porciones en las que:

dicha primera porcion puede interaccionar con un primer antigeno sobre una célula objetivo;
dicha segunda porcion es una molécula no funcional, incompleta citotéxica o terapéutica o indicadora; y
dicha tercera porcion es un miembro de un par de unidon complementario; y

dicho segundo semicuerpo comprende una primera porcidén que puede interaccionar con un antigeno diferente sobre
dicha célula objetivo;

una segunda porcién que, en combinacién con la segunda porcion del primer semicuerpo mencionado forma una
molécula funcional citotdxica o terapéutica o indicadora; y

una tercera porcién que es el miembro de unién complementario de dicho par de unién.

En una realizacién de la invencién, cada semicuerpo lleva una molécula indicadora tal como un colorante que,
cuando los dos semicuerpos se reconstituyen conjuntamente, las moléculas indicadoras combinadas (por ejemplo,
colorantes combinados) proporcionan una sefial distintiva. Los ejemplos de colorantes incluyen colorantes
fluorescentes tales como hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul Cascade, amarillo Lucifer, NBD,
ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, Hoechst 33342, DAP1, azul SYTOX, Hoechst 33258, cromomicina A3,
mitramicina, YOYO-1, verde SYTOX, naranja SYTOX, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-1, To-PRO-1, naranja de
tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, colorantes Alexa Fluor incluyendo Alexa Fluor-350, -430, -488, - 532, -546, -
555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; colorantes BoDipy, incluyendo BoDipy 630/650 y BoDipy
650/665; colorantes CY, en particular Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 5,5 y Cy7; 6-FAM (fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7,
fluoresceina dT; hexaclorofluoresceina (Hex); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE); colorantes
Oregon Green, incluyendo 488-X y 514; colorantes de rodamina, incluyendo X-rodamina, lisamina rodamina B, verde
rodamina, rojo rodamina y ROX; TRITC, tetrametilrodamina (TMR); carboxitetrametilrodamina (TAMRA);
tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B, FluorX, BODIPY-FL y rojo Texas.

Un método para identificar selectivamente una célula puede comprender poner en contacto dicha célula con un par
de semicuerpos en el que cada semicuerpo comprende una primera, segunda y tercera porciones en el que dichas
primeras porciones pueden interaccionar con uno o dos antigenos sobre la célula, dichas segundas porciones
comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones complementarias no funcionales de una unica molécula
indicadora y dichas terceras porciones son pares de unidon complementarios, en el que después de la unién de los
semicuerpos individuales con los dos antigenos, los pares de unidon se combinan permitiendo que las moléculas
indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una unica molécula indicadora.

En los aspectos anteriores, la porcién de union a antigeno se puede derivar de una inmunoglobulina o puede ser
cualquier estructura de afinidad tal como pero sin limitacion, dAb, nanocuerpos, microproteinas, fibronectinas,
microcuerpos, anticalinas, aptameros, darpinas, avimeros, aflinas, y dominios de Kunitz.

La administracion puede ser secuencial o simultanea. La administracion secuencial incluye la administracion
separada de ambos semicuerpos en nanosegundos, segundos, minutos, horas o dias. La administracion simultéanea
incluye la coadministracion en una unica composicion o en dos composiciones separadas.

El sujeto puede ser un ser humano u otro primate, un animal de cria (por ejemplo, oveja, vaca, cerdo, caballo, burro,
cabra), animales de laboratorio (por ejemplo, ratén, rata, conejo, cobaya), animal salvaje en cautiverio o especie
aviar (por ejemplo, aves de corral, aves enjauladas, aves de aviario, aves de caza, aves salvajes en cautiverio). Un
sujeto también se puede considerar un paciente.

La porcion de unién a antigeno, en general, es un fragmento Fab recombinante. Este fragmento corresponde a los
brazos de una molécula de anticuerpo que contiene las cadenas ligeras completas apareadas con los dominios Vy y
Cu de las cadenas pesadas.

En general, la porcion de uniéon a antigeno es una porcion scFv de un anticuerpo. En general, los scFv son
monomeéricos aunque el grado de monomerismo en comparacion con dimerismo o multivalentismo puede depender
del tamafo del enlazador entre los dominios Vy y V|.. La construccion de moléculas de scFv se describe en Hudson
(1999) supra y en Kortt et al, Biomolecular Engineering 18:95-108, 2001.

La presente invencion se extiende a otras porciones de unién a antigeno de inmunoglobulinas tales como pero sin
limitacion, dAb, nanocuerpos, microproteinas, fibronectinas, microcuerpos, anticalinas, aptameros, darpinas,
avimeros, aflinas, y dominios de Kunitz u otras estructuras de afinidad tales como pero sin limitacién
microestructuras.

10
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La porcién de union a antigeno es especifica para un antigeno sobre la superficie 0 una subsuperficie co-continua
con el entorno externo sobre una célula objetivo. La célula objetivo puede ser una célula cancerosa, una célula
infectada por un patdgeno o parasito u otra célula no deseada. Un patégeno incluye un microorganismo eucariota o
procariota incluyendo un parasito de la malaria. También incluye un virus. Ademas, una célula infectada viricamente
puede expresar receptores derivados viricamente sobre su superficie. La direcciéon especifica de una célula de este
tipo puede dar como resultado la pérdida de células productoras de virus. Este podria ser un ejemplo de una célula
no deseada.

La presente invencién es particularmente Util en la generacion de agentes terapéuticos para células cancerosas
objetivo incluyendo subconjuntos de leucocitos. En general, las células cancerosas se definen por la expresion de
antigenos CD particulares. Sin embargo, la direccion de un Unico antigeno CD puede provocar un dafio colateral a
células sanas que llevan el mismo antigeno CD. Se propone que se resuelva este problema por la presente
invencioén ya que un unico tipo de semicuerpo solo no podria inducir ADCC ni CDC debido a la ausencia de un
dominio Fc funcional y a una incapacidad para entrecruzarse. Sin embargo, cuando se usan dos semicuerpos que
tienen miembros de unidon complementarios que se dirigen a dos antigenos CD diferentes u otros antigenos
presentes sobre una célula cancerosa, entonces sdlo las células con este par inusual de moléculas de superficie se
dirigen citotoxicamente después de que se hayan unido ambos semicuerpos. Una vez unidos, el antigeno CD se
movera libremente en las dos dimensiones de la bicapa lipidica y finalmente los semicuerpos estaran muy préximos
entre si. En ese punto, los miembros del par de unién interaccionan dando como resultado un par de unién y los dos
dominios Fc incompletos forman un dominio Fc funcional. La citotoxicidad selectiva se induce ahora para esa célula.
La esencia de este aspecto de la presente invencidon es la combinacién inusual de moléculas de superficie que
corresponden a células no deseadas o cancerosas particulares u otras células objetivo.

Con respecto al tratamiento del cancer, son particularmente preferentes los antigenos CD tales como dos o mas
antigenos CD seleccionados de los enumerados en la tabla 2.

Tabla 2
Resumen de antigenos CD
Denominacién CD Cancer hematolégico
CD5 + CD19/CD20 leucemia linfocitica cronica (CLL)
CD19/CD20 + k (0 A) se dirigiria Sela”rr:;gé/;t);isagsnlzlsezoblaciones
CD19/CD20 + CD10 linfoma no hodgkiniano folicular (NHL)
CD19/CD20 + bcl-2 linfoma folicular (FL) CLL
CD103 + CD22 (o CD25) (o CD19) leucemia de células pilosas (HCL)
CD4 + CD8 leucemia Iinfoc2%552122;3ig:icliglf"c))citos T (T-ALL)
CD8 + CD57 leucemia de linfocitos granulares grandes/células NK
CD10 + CD34 ALL pre-B
CD34 + marcador mieloide (es decir, CD13 o CD33) leucemia mielégena aguda (AML)
CD117 (c-kit) + marcador mieloide AML
CD13 0 CD33 (My) + CD14 (Mo) leucemias
CD41 o CD61 + CD33 leucemias megacariociticas

Los compafieros de union pueden constituir cualquiera de un nimero de entidades que pueden interaccionar entre si
para formar una asociaciéon o enlace. En la presente invencién, los compafieros de unidon pueden ser porciones
complementarias de una cremallera de leucina, un receptor-ligando (por ejemplo citocina y receptor de citocinas),
actina y una proteina de union a actina o aptameros de ADN. La naturaleza real de los pares de unién no es critica
para la presente invencion siempre que después de la unién en dos dimensiones de forma muy préxima, ambos
miembros del par de unién formen una asociacién o enlace.

En una realizaciéon preferida, los pares de unién comprenden porciones complementarias de una cremallera de
leucina. Las secuencias de aminoacidos de cremallera de leucinas se muestran en la tabla 3. La heterodimerizacion
se produce entre, por ejemplo, SEQ ID NO:1y 2, SEQ ID NO:3 y 4, y SEQ ID NO:3 y 5. La longitud de la cremallera
de leucina u otras porciones de unién complementarias incluyen, pero sin limitacion, de 10 aminoacidos a 100
aminoacidos tales como 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,

11




ES 2413493713

65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99 o 100 aminoacidos.

Tabla 3
Secuencia de cremallera de leucina
SEQID NO: SECUENCIA
1 LEI EAAFLEQ ENTALET EVAELEQ EVQRLEN EVSQYET RYGPLGGGK

KGGGLEI RAAFLRR RNTALRT RVAELRQ RVQRARN RVSQYRT RYGPL

LEI RAAFLRQ RNTALRT EVAELEQ EVQRLEN EVSQYET RYGPLGGGK

2
3
4 KGGGLEI EAAFLER ENTALET RVAELRQ RVQRARN RVSQYRT RYGPL
5 LEI EAAFLER ENTALET RVAELRQ RVQRLRN RVSQYRT RYGPLGGGK

GGTACCGATGATGATGATAAACAGGTGCAGCTGGT TGARAGCGGCGGTGGTCTGGTTCAG
CCGGGTGGCTCTCTGAAACTGAGCTGCGCGGCGTCTGGCTTTGATTTTAGTCGTTATTGG
ATGAGCTGGGTTCGTCAGGCACCGGGTAAAGGCCTGGAATGGATTGCCGAAATTAATCCG
ACGAGTAGCACCATTAATTTTACCCCGAGCCTGAAAGATAAAGTGTTCATTAGCCGTGAT
AACGCGAARAACACCCTGTACCTGCAGATGAGTARAGTTCGCAGCGAAGATACCGCCCTG
TATTATTGCGCACGTGGTAACTATTACCGTTACGGCGATGCCATGGATTATTGGGGTCAG
GGCACCAGTGTTACCGTTAGCAARATTAGCGGCGGCGETGGTAGCGGTGGCGGTGGCAGT
GGCGGTGGCGGECAGCGGTGETEGCGGTAGCGGCGGCGETGGTTCTAGTGATATCGTGCTG
ACCCAGAGTCCGGCGAGCCTGGCCGTTTCTCTGGGTCAGCGTGCAACCATCAGCTGCCGC
GCGAGCRAAAGTGTGAGCACCTCTGGTTATTCTTATCTGCATTGGTATCAGCAGAAACCG
GGCCAGCCGCCGAAACTGCTGATTTATCTGGCGTCTAATCTGGAATCTGGCGTGCCGGCG
CGCTTCAGCGGTTCTGGCAGTGGCACCGATTTTACCCTGAACATTCATCCGGTGGAAGAA
GAAGATGCCGCCACCTATTACTGCCAGCATAGCCGTGAACTGCCGTTTACCTTTGGCAGC
GGTACGAARCTGGARAT CAAAGTCGACGGTGGTGETGETTCTGGTGGTGGTGGTAGCGGT
6 GGCGGTGGTAGCGGTGETGGCAGATCTATGGTCAGCARAGGCGAAGAARAACAACATGGCA
ATCATCAAAGAATTTATGCGTTTTAAAGTTCGCATGGARGGCAGCGTTAACGGCCATGAG
TTTGARATCGRAGGCGRAGGTGAAGGCCGTCCTTATGAAGGCTTCCAGACTGCTARACTG
AAAGTCACAARAGGCGGTCCGCTGCCTTTTGCATGGGATATTCTGAGCCCTCARTTTACA
TACGGCAGCAAAGCGTATGTTAAACATCCGGCTGATATCCCTGATTATTTTAAGCTGTCT
TTTCCGGAAGGCTTTAAGTGGGAACGTGTGATGAACTTCGRAGATGGGGGGGTTGTGACC
GTGACCCAGGATTCATCTCTGCAGGATGGAGAATTTATTTATAAGGTAARACTGCGTGGC
ACGAATTTCCCTAGCGATGGCCCAGTGATGCAGAAAAAGACCATGGGTTGGGAAGCTAGC
TCTGAACGTATGTATCCGGAGGATGGCGCTCTGAAAGGCGAGATCAAAATGCGTCTGARL
CTGAAAGATGGTGGCCACTATACGTCCGAAGTAAAAACGACCTACAAAGCARARAAGCCG
GTTCAGCTGCCGGGTGECGTATATTGTCGGGATTARACTGGATATTACAAGCCATART GAR
GATTATACGATTGTGGAGCAATATGAACGTGCGGAAGGCCGCCACAGTACGGGTGGTATG
GATGRACTGTACAAACTCGAGGGTGETGGTGGTAGCGGTGGTGCTGGTTCTGGTGGTGGC
GGTAGCGGTGGCGGTACTAGTGAAATTAGCGCCCTGGARARAGAAATCAGCGCGCTGGAA
AAAGARAATTAGCGCGCTGGARAAAGCGAGCTAATAAGAATTC
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GGTACCGACGACGACGACAAGATGGATGTGGTGATGACCCAGACCCCGGCEAGCCTGAGC
GCGAGCGTGGGCGARACCGTGACCATTACCTGCCGTGCGAGCGGCAGCATTCATAACTAT
CTGGCGTGGTATCAGCAGAARCTGGGTARAAGCCCGCAGCTGCTGGTGTATAACGCGARA
ACCCTGGCGGATGETGTGCCGAGCCGTTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCAGTTTAGC
CTGARAATTRACAGCCTGCACCCGGAAGATTTTGGCAGCTATTATTGCCAGCATTTTTIGG
AGCATTCCGTGGACCTTTGGTGGTGGECACCARACTGGAACTGAAACGTGETGGCGGETGGT
GGCGGCGGETGGETAGCGGTGECEECGGECAGCEETEGCEETGGCAGCCAGGTGCAGCTGCAG
CAGAGCGGCACCGAACTGGTGARACCGGTGGCGAGCGTGARAATGAGC TGCARAGCGAGC
GGCTTTACCTTTACCGATTATAATATGCATTGGGTGARACAGACCCCGGGTCAGGGLCTG
GAATGGATTGGCGCGAT TTATCCGGARAACGGCGATACCAGCTATRACCAGCGCTTTARA
GGCAAAGCGACCCTGACCGCGGATAAAAGCTTTAGCACCGCGTATATGCATCTGAGCAGC
CTGACCAGCGAAGATACCGCGGTGTATTTTTGCGCGCGTTTTTATTATTAT GGCAGCTAT
TATGGCGCGCTGGATTATTGGEGCCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGATAGCGGC
GCGGAATTTGRAGTCCGACGGTCETGGCGETTCTGGTGETGGTGGTAGCGGTGGTGGTGET
AGCGGCGGTGGTAGATCTATGAGCAAAGGCGAAGAACTGTTTACCGGCGTTGTTCCGATC
CTGGTGGAACTGGATGGCGATGTGAATGGCCATAAATTTAGCGTTAGCGCGCGAAGGCGAA
GGCGATGCCACCTATGGCARACTGACCCTGAAATTCATTTGCACCACCGGTARACTGCCG
GTGCCGTGGCCGACCCTGGTGACCACCTTTAGCTATGGTGTGATGCTGTTTAGCCGTTAT
CCGGATCATATGARACAGCATGATTTCTTTARAAGCGCGATGCCGGARGGCTATGTGCAG
GAACGTACCATTTTCTTTAAAGATGATGGCARTTATARRACCCGTGCGGAAGTGARATTT
GAAGGTGATACCCTGGTGRACCGCATTGAACT GAARGGCATTGATTTTARAGAAGATGGT
AATATCCTGGGCCACAAACTGGAATATAATTATAATAGCCATAATGTGTATATTATGGCG
GATARACAGAAARATGGCATCAAAGCGAACTTCAARATTCGCCATARTATTGAAGATGGET
GGTGTGCAGCTGECGGATCATTATCAGCAGAATACCCCGATTGGCGATGECCCGGETTCTS
CTGCCGGATAACCATTATCTGAGCATTCAGAGCGCGCTGAGCARAGATCCGAATGARARR
CGTGATCACATGGTTCTGCTGGAAT TTGTGACCGCGGCGGETATCACCCATGGTATGGAT
GAACTGTATAAACTCGAGGETGGTGGTGCTTCTGGTGCETGETGGTAGCGGCGGCGGTGGT
AGCGGTGGTGGTACTAGTAAAATTAGCGCGCTGARAGARARAATTAGCGCCCTGAAAGAR
AARATCAGCGCGCTGAARAGAAGCGAGCTAATARGAATTC

GGGGS GGGGS GGGGS GGG

MSDKITIHLTDDSFDTDVLKADGAILVREWARBWCGPCKMIARP I LDETADEY
QGRLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGOL
KEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMRKETAAAKFERQHMDSPD
LGTDDDDKOVOLVESGGGLVOPGESLKLSCAASGEDESRYUMSWVROAPG
KGLEWIGEINPTSSTINFTPSLKDKVEFISRONAKNTLYLOMSKVRSEDTA
LYYCARGNYYRYGDAMDYWGQGTSVIVSKISGGEGSGGGGSGGEGSEEGE
SGGGGSSDIVLTOSPASLAVSLGORATISCRASKSVSTSGYSYLHWYQOK
EGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGSGSGTDETLNTIEPVEEEDAATYYCQ
HSRELPETEFGSGCTKLEIKvdGGEGESGEGESGGGEESGGEGrsMVEKGEENNHY
ALTKEFMRFKVRMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGEQTAKLKVTKGEPLE
FAWDILSPQFTYGSKAYVEHPADIPDY PRKLSFPEGERKWERVMNEFEDGGVV
TVIQDSSLODGEFIYRKVKLRGTNEFPSDGPVMOKKTMGWEASSERMYPEDG
ALKGEIKMRLKLEKDGGHYTSEVKTTYKAKKPVQLPGAYIVGIKLDITSHN
EDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYK1eGGGGSGGGGSGGEGGSGGGETSET
SALEREISALEKEISALERKAS

13




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2413493713

MSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEY
QGRLTVAKLNIDONPGTAPKYGIRGI PTLLLFENGEVAATKVGALSKGQL
KEFLDANLAGSGSCGHMHHHHHHSSGLYVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPD
LGTDDDRXMDVVMTQTPASLSASVGETVTITCRASGS THNYLAWYQOKLG
KSPQLLVYNAKTLADGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLQPEDFGSYYCQHF
WSIPWTFGGGTKLELKRGGGGGGEGSGGGEIGGEESQVOLOQSGTELVER
VASVEMSCKASGFTFTDYNMHWVKQT PGOGLEWIGAIYPENGDTSYNQRF
10 KGKATLTADKSFSTAYMHLS SLTSEDTAVYFCARFYYYGSYYGALDYWGQ
GTSVTVSSDSGARFEvAGGGGESGGGGSGGEGSGEGrsMSKGEELFTGVVE
ILVELDGDVNGHKF SVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTT
FSYGVMVFE SRYPDHMKQHDF FKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVK
FEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKA
NFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSIOSALSKDPNE
KRDEMVLLEFVTAAGITHGMDEL YK1eGGGGSGEGGSGEGGSGCEt KIS
ALKEKISALKEKISALKEAS

En una realizacion, la presente invencidén contempla un conjunto de semicuerpos en el que cada semicuerpo
comprende una porcién Fab (scFv) o derivada de la misma, un dominio Fc incompleto, no funcional {2a o Cy2b)
que son miembros de un par de unién, y un miembro de un par de unién complementario como se describe
anteriormente en el que dicho semicuerpo puede formar un dominio Fc funcional cuando la molécula
inmunointeractiva se une a un segundo semicuerpo complementario que comprende una porcién Fab, una cantidad
de dominio Fc necesaria para complementar el dominio Fc incompleto sobre el primer semicuerpo para formar de
este modo un dominio Fc activo con el otro miembro del par de union.

Preferentemente, los pares de unién comprenden una cremallera de leucina.

Preferentemente, la porcion Fab es un fragmento scFv.

Preferentemente, el fragmento Fab o scFv tiene especificidad por un antigeno sobre una célula cancerosa tal como
un antigeno CD.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un conjunto de semicuerpos en el que cada conjunto comprende al
menos dos semicuerpos teniendo cada uno la estructura:

x - (Fc')i - scFv(Ag"); o

y - (Fc")i - scFv(Ag?);

en la que:

X e y son compaferos de uniéon que pueden formar una asociacion o unirse entre si en la que los pares de unién
comprenden porciones complementarias de una cremallera de leucina, un par receptor-ligando, actina y una

proteina de union a actina o aptameros de ADN;

(Fc')i y (Fc”)i son cada uno dominios Fc incompletos, no funcionales que pueden formar un dominio Fc funcional
después de launidénde xevy;y

scFv(Ag") y scFv(Agz) son fragmentos variables monocatenarios que tienen especificidad por dos antigenos (Ag)
diferentes, Ag1 o Ag”.

Preferentemente, (Fc')i es la cadena y2a del dominio Fcy (Fc”)i es la cadena y2b del dominio Fc.

Como se indica anteriormente, las porciones Fc se pueden reemplazar con un agente tal como un colorante o
porciones de un agente tal como una molécula citotoxica, molécula terapéutica o molécula indicadora.

Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencién proporciona un conjunto de semicuerpos en el que cada conjunto
comprende al menos dos semicuerpos teniendo cada uno la estructura:

X - (Mo')i - scFv(Ag'); o
y- (Mo")i - scFv(AgZ);

en la que:

14




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2413493713

X e y son compaferos de unidn que pueden formar una asociacidon o unirse entre si en la que los pares de unién
comprenden porciones complementarias de una cremallera de leucina, un par receptor-ligando, actina y una
proteina de unién a actina o aptameros de ADN;

(Mo')i y (Mo")i son cada uno porciones de una molécula indicadora que pueden formar un indicador funcional
después de la unidénde xevy;y

scFv(Ag y scFv(Ag son fragmentos variables monocatenarios que tienen especificidad por dos antigenos (Ag)
diferentes, Ag' o Ag”.

Con relacién a las formulas anteriores, el scFv se puede reemplazar por otra porcién de unién a antigeno de una
inmunoglobulina o cualquier estructura de afinidad tal como pero sin limitacién dAb, nanocuerpos, microproteinas,
fibronectinas, microcuerpos, anticalinas, aptameros, darpinas, avimeros, aflinas, y dominios de Kunitz.

Los semicuerpos pueden estar en diferentes composiciones o en la misma composicion. Como se establece
anteriormente, se contemplan envases farmacéuticos con compartimentos mudltiples en los que los semicuerpos se
mezclan antes de su uso.

Puede ser necesario desinmunizar los semicuerpos de la presente invencion antes de su administracion. El término
"desinmunizado” incluye, con relacion a seres humanos, la humanizacion. Se puede usar cualquier técnica de
desinmunizacion incluyendo generacion de anticuerpos quiméricos o insercién de CDA en un anticuerpo.

La composicion de este aspecto también puede incluir uno o mas vehiculos y/o diluyentes farmacéuticos. La
preparacién de composiciones farmacéuticas se describe bien en la técnica, tal como Remington's Pharmaceutical
Sciences; 18?2 ed. (Mack Publishing Company, Easton, PA, EE. UU., 1990). Como se establece anteriormente, una
realizacion particularmente Util se refiere a semicuerpos especificos para antigenos CD sobre células cancerosas.
Convenientemente, los repertorios de los antigenos CD expresados por células cancerosas se determinan por una
micromatriz de anticuerpos CD.

Una micromatriz particularmente util se divulga en la solicitud de patente internacional n.° PCT/AU99/01156
(documento WO 00/39580).

Una vez se ha determinado el patron de expresion de antigeno CD, los semicuerpos especificos para los dos
antigenos CD que ese expresan sobre las células objetivo, por ejemplo células cancerosas, pero no comunmente
sobre células sanas se seleccionan y se usan en tratamiento, por ejemplo en tratamiento del cancer.

Se puede adoptar un enfoque similar para dirigir otras células tales como células infectadas viricamente.

En una realizaciéon alternativa, la porcion Fc comprende partes de una molécula indicadora. Cuando dos
semicuerpos estan muy proximos, se reconstituye una molécula indicadora funcional que puede dar una sefal
identificable. Esto permite el disefio de agentes de diagndstico e imagen altamente especifico.

Un semicuerpo puede comprender una porcién de un farmaco u otro agente terapéutico que se reconstituye cuando
se une un par de semicuerpos. El farmaco o agente terapéutico también se puede internalizar.

Un método para diagnosticar cancer en un sujeto puede comprender poner en contacto dicha célula con un par de
semicuerpos en el que cada semicuerpo comprende una primera, segunda y tercera porciones en el que dichas
primeras porciones pueden interaccionar con uno o dos antigenos especificos de cancer sobre la célula, dichas
segundas porciones comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones complementarias no funcionales de
una unica molécula indicadora y dichas terceras porciones son pares de unidon complementarios, en el que después
de la unién de los semicuerpos individuales con los dos antigenos, los pares de unién se combinan permitiendo que
las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una Unica molécula indicadora. La
primera porcidn puede ser una porciéon de unién a antigeno de una inmunoglobulina u otra estructura de afinidad tal
como pero sin limitacién dAb, nanocuerpos, microproteinas, fibronectinas, microcuerpos, anticalinas, aptameros,
darpinas, avimeros, aflinas, y dominios de Kunitz.

Un método para detectar una molécula objetivo puede comprender poner en contacto una muestra que comprende
supuestamente dicha molécula objetivo con un par de semicuerpos en el que cada semicuerpo comprende una
primera, segunda y tercera porciones en el que dichas primeras porciones pueden interaccionar con un epitopo
especifico de molécula diana, dichas segundas porciones comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones
complementarias no funcionales de una unica molécula indicadora y dichas terceras porciones son pares de union
complementarios, en el que después de la unién de los semicuerpos individuales con los dos epitopos, los pares de
uniéon se combinan permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan
una unica molécula indicadora. Preferentemente, la molécula objetivo es un producto celular tal como una proteina
incluyendo una proteina modificada postraduccionalmente. Los ejemplos incluyen una proteina fosforilada o
glucosilada. Dichas proteinas o su nivel de modificacion postraduccional pueden ser indicativas de un estado de
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enfermedad o nivel de salud.

La presente invencion se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes.

En los ejemplos, se emplearon los siguientes materiales y métodos:

Materiales

Se adquirié medio RPMI 1640 (modificacion Hepes) de Sigma Aldrich (Castle Hill, NSW, Australia). Gentamicina (50
mg de sulfato de gentamicina/ml), L-glutamina (200 mM) y suero fetal bovino (FCS) eran de Invitrogen (Mulgrave,

Victoria, Australia).

Diseno de semicuerpos

Las secuencias de proteinas (figuras 1A y B) se derivaron de:

e |a variante de dsRED de proteinas de fluorescencia (FP) mOrange (Shaner et al, Nature Biotechnology 22:1567-
1572, 2004) y la variante de GFP T-Sapphire (Zappater-Hommer y Griesbeck, BMC Biotechnol 3:5, 2003);

o un scFV CD45 (Lin et al, Cancer Res 66:3884-92, 2006);
e un scFV CD20 (Shan et al, J. Immunol 162:6589-95, 1999); y

e cremalleras de leucina artificiales (LZ) ISAL E3 y ISAL K3 (Litowski y Hodges, J. Biol. Chem. 277:37272-
37279,2002).

Los semicuerpos se disefiaron como scFV-enlazador-FP-enlazador-LZ, en las siguientes disposiciones:

e Semicuerpo A (DBA; CD45-mOrange-E3); y

e Semicuerpo B (DBB; CD20-Sapphire-K3).

Los enlazadores fueron (GGGGS GGGGS GGGGS GGG glicina serina) [SEQ ID NO:8]. Un unico sitio de
endonucleasa de restriccion de 6 pb colocado en cada lado de cada enlazador en el nivel génico dio lugar a pares

de residuos adicionales.

Sintesis génica de semicuerpos, expresion de proteinas y purificacion

Las secuencias génicas se disefiaron basandose en estas secuencias de proteinas usando preferencias de codones
de E. coli.

Concentraciones de proteinas

Las concentraciones de proteinas se estimaron a Azso nm Usando coeficientes de extincion tedricos de Ab 0,1% de
1,26 y 1,21 para Trx-DBA y Trx-DBB, respectivamente.

SEC/MALLS

Los estados de agregacion de las proteinas se evaluaron por SEC/MALLS (cromatografia de exclusion por tamarfio
monitorizada por dispersion de luz laser multiangulo). Se filtraron las muestras usando un filtro de 0,22 uM y se
sometieron a SEC en un Akta Basic (GE Healthcare) usando una columna Superose-6 (GE Healthcare) usando un
caudal de 0,4 ml‘min”". Ademas de monitorizar la absorbancia a (215 nm, 280 nm y 400 o 550 nm), se monitorizaron
el indice de refraccion de la muestra y los datos de dispersiéon en tres angulos diferentes por un refractémetro
interferométrico Optilab DSP en linea e instrumentos MiniDawn (Wyatt). Se us6 BSA como estandar de calibracion.

Analisis de fluorescencia

Se midieron experimentos de fluorescencia en un espectrofotémetro de fluorescencia Cary Eclipse (Varian Inc., Palo
Alto, CA). Se usaron proteinas (0,1-0,9 mg/ml) en Tris-HCI (100 mM) NaCl (50 mM), pH 8,5 que contenia glicerol al 5
% viv (0,1 % v/v) 5 mm manteniendo un volumen de ~250 pl. Se midieron la fluorescencia de T-Sapphire y FRET por
excitacion a 400 nm, y los espectros de emisiéon de fluorescencia registrados de 450-600 nm, usando anchuras de
rendija de 10 nm. Se midié la fluorescencia de mOrange por excitacion a 510 nm y los espectros de emision de
fluorescencia registrados de 550-650 nm, usando anchuras de rendija de 10 nm. Se registraron barridos a una tasa
de 60 nm-min™". Se procesaron los datos usando el Scan Software v.1.1.
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Lineas celulares y su cultivo

Las células MEC1 se obtuvieron del Dipartimento di Scienze Biomediche e Oncologia Umana, Universita di Torino,
Ospedale Mauriziano Umberto 1°, ltalia. Las células Raji (linfoma de Burkitt de linfocitos B) y las células CCRF-CEM
(leucemia linfocitica aguda de linfocitos T) fueron de la American Type Culture Collection (Manassas, VA, EE. UU.).
Se hicieron creer las lineas celulares en medio RPMI 1640 complementado con FCS al 10% v/v, 50 ug/ml de
gentamicina y L-glutamina 2 mM a 37 °C en una atmoésfera no humidificada. Se cultivaron muestras de cultivos
celulares (10 ml) a una densidad de 8 x 10° células/ml por centrifugacion (600 g, 10 min, 4 °C), se lavaron en un
volumen igual de solucién de Hank y se resuspendieron en solucion de Hank para la interaccién de uno o ambos
semicuerpos.

Citometria de flujo

Se lavaron dos veces las células (2 X 10°) en PBS y se resuspendieron en 2,0 ml de tampén FACS (PBS con suero
fetal bovino al 5% v/v, FCS). Se mezclaron alicuotas (300 pl, 3 X 10° células) con el semicuerpo (~200 pg/ml, 20 pl)
y se incubaron a temperatura ambiente, en la oscuridad, durante una hora. Se analizaron las muestras en un
citémetro de flujo LSR Il (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Se recogieron los datos y se analizaron
usando LSR software (Becton Dickenson). Se recogieron los datos desde un minimo de 10.000 acontecimientos.

Ejemplo 1

Generacién de semicuerpos

Se sintetizaron los genes que codifican DBA y DBB (esquemas 1 y 2) y se clonaron en el vector pET32a para
generar pET32a-30103s1, y pET32a-30103s2. Después de la transformacion en BL-21(DE3) de E. coli, se
seleccionaron varias colonias de cada transformacion, y se probaron para determinar la expresion de proteinas. Se
tomo la aparicién de una banda a ~ 78 kDa de una muestra inducida para representar la expresion exitosa de las
proteinas y se usaron colonias que expresaron altamente (colonia 5 para pET32a-30103s2, y colonia 3 para
pET32a-30103s2) en experimentos de expresion sucesivos (figuras 2A, B). En ambos casos, las proteinas se
expresaron como cuerpos de inclusién de modo que después de la expresion a gran escala (1 1), las proteinas se
purificaron por cromatografia de afinidad de metal bajo condiciones de desnaturalizacién, y se replegaron para
proporcionar una concentracion de proteina final de 0,1 y 0,9 mg/ml para Trx-DBA y Trx-DBB, respectivamente. Las
proteinas replegadas eran puras al ~80% a juzgar por SDS-PAGE (figura 2C).

Esquema 1: Secuencia de ADN de 30103 S1 sintética

GGTACCGATGATGATGATARACAGGTGCAGCTGGTTGAAAGCGGLCGGTGGETCTGGTTCAG
CCGGGTGGCTCTCTGARACTGAGCTGCGCGGLCETCTGGCTTTGATTTTAGTCGTTATTGG
ATGAGCTGGETTCGTCAGGCACCGEETARAGGCCTGGAAT GGATTGGCGAAATTAATCCG
ACGAGTAGCACCATTAATTTTACCCCGAGCCTGAAAGATARAGTGTTCATTAGCCGTGAT
AACGCGAARAACACCCTGTACCTGCAGATGAGTARAGTTCGCAGCGARGATACCGCCLTG
TATTATTGCGCACGTGGTAACTATTACCGTTACGGCGATGCCATGGATTATTGGGGTCAG
GGCACCAGTGTTACCGTTAGCAAAAT TAGCGGCGGCGGTGGTAGCGGTGGCGGTGGCAGT
GGCGGTGGCGECAGCEETEGTGECGGTAGCGECEGCGETGGTTCTAGTGATATCGTGCTS
ACCCAGAGTCCGGUGAGCCTGGCCGTTTCTCTGGGTCAGCGTGCAACCATCAGCTGCCGE
GCGAGCAARAGTGTGAGCACCTCTGG T TATTCTTATCTGCATT GG TATCAGCAGARACCS
GGCCAGCCGCCGAAACTGCTGATTTATCTGGCGTCTAATCTGGRATCTGGCGTGCCGGLE
CGCITCAGCGGTTCTGGCAGTGGCACCGATTTTACCCTGAACATT CATCCGGTGGAAGAA
GAAGATGCCGCCACCTATTACTGCCAGCATAGCCGTGAACTGCCGTTTACCTTTGGCAGC
GGTACGAAACTGGARATCAARGTCCACGGTGCTGGTGETTCTGGTGETGGTGGETAGCGGT
GGCGGTGGTAGCGGTGCTGGCAGATCTATGGTCAGCAAAGGCGAAGAARACAACATGGCA
ATCATCARAGAATTTATGCGTTTTAAAGT TCGCATGGARGGCAGCGTTAACGGCCATGAG
TTTGARATCGAAGGCCGAAGGTGAAGGCCGTCCTTATGRAAGGCTTCCAGACTGC TARACTG
AARAGTCACARRAGGCGGTCCGCTGCCTTTTGCATGGGATATTCTGAGCCCTCAATTTACA
TACGGCAGCAAAGCGTATGTTAARCATCCGGCTGATATCCCTGATTATTITAAGCTGTCT
TTTCCGGRAGGCTTTAAGTGGGAACGTGTGATGAACTTCGAAGATCGGGGGETTGTGACC
GTGACCCAGGATTCATCTCTGCAGGATGGAGAAT TTATTTATAAGGTARAACTGCGTGGC
ACGAATTTCCCTAGCGATGGCCCAGTGATGCAGARRARAGACCATGGGTTGGGAAGCTAGC
TCTGAACGTATGTATCCGGAGGATGGCGCTCTGAAAGGCGAGATCARARTGCGTCTGARA
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CTGARAGATGGTGGCCACTATACGTCCGAAGTARARACGACCTACARAGCAAMARAGCCG
GTTCAGCTGCCGGGTGCGTATATTGTCGGECATTAAACTGGATATTACAAGCCATAATGRA
GATTATACGATTGTGGAGCAATATGAACGTGCGGAAGGCCGCCACAGTALGGGTGGTATG
GATGAACTGTACAARCTCGAGGGTGGTGGETGGTAGCGETGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGE
GGTAGCGGTGGCGGTACTAGTGAAATTAGCGCCCTGGRAAAAGAAATCAGCGCGCTGGAA
ARAGARATTAGCGCGCTGGARARAGCCAGCTAATARAGAATTC

Esquema 2: Secuencia de ADN de 30103 S2 sintética:

GGTACCGACGACGACGACAAGATGGATGTGGTGATGACCCAGACCCCGGCGAGCTTGAGE
GCGAGCGTGGGCGARBACCGTGACCATTACCTGCCGTGCGAGCGGCAGCATTCATAACTAT
CTGGCGTGGTATCAGCAGRAACTGGGTAAAACCCCGCAGCTGCTGGTGTATAACGCGAAR
ACCCTGGCGGATGETETGCCGAGCCGTTTTAGCGGCAGCGGCAGCGGLACCCAGTTTAGC
CTGARAATTARCAGCCTGCAGCCGGAAGATTTTGECAGCTATTATTGCCAGCATTTTTGG
AGCATTCCGTGGACCTTTGGTGGTGGCACCAAACTGGAACTGAAACGTGGTGGCGGTGGT
GGCGGLGGTGETAGCGGTGGCEGCGGCAGCGGETGGCGETGGCAGCCAGGTGCAGCTGCAG
CAGAGCGGCACCGAACTGGTGARACCGGTGLCGAGCGTGAAARLTGAGCTGCAAAGCGAGC
GGCTTTACCTTTACCGATTATAATATGCATTGGGTGAAACAGACCCCGGGTCAGGGCCTG
GAATGGATTGGCGCGATTTATCCGGAARACGGCGATACCAGCTATAACCAGCGCTTTARAR
GGCRARAGCGACCCTGACCGCGGATAARAGCTTTAGCACCGCGTATATGCATCTGAGCAGC
CTGACCAGCGAAGATACCGCGGTGTATTTTTGCGCGCGTTTTTATTATTATGGCAGCTAT
TATGGCGCGCTGGATTATTGGGECCAGGGCACCAGCGTGACCGTGAGCAGCGATAGCGGC
GCGGAATTTGAAGTCGACGGTGGTGGLGGETICTGGTGETCETGETAGCGGTGETGETGET
AGCGGCGGTGETAGATCTATGAGCAAAGGCGARAGARACTGTTTACCGGCGTTGTTCCGATC
CTGGTGGAACTGGATGGCGATGTGAATGGCCATAAATTTAGCGTTAGCGGCGRAGGCGAA
GGCGATGCCACCTATGGCARACTGACCCTGARATTCATTTGCACCACCGGTARACTGCCG
GTGCCGTGGCCGACCCTGGTGACCACCTTTAGCTATGGTGTGATGGTGTTTAGCCGTTAT
CCGGATCATATGARACAGCATGATTTCTTTARAAGCGCGATGCCGGAAGGCTATGTGCAG
GRACGTACCATTTTCTTTAARGATGATGGCAATTATARAACCCCTGCGGAAGTGARATTT
GRAGGTGATACCCTGGCTGARCCGCATTGAACTGAAAGGCATTGATTTTAAACGRAGATGGT
AATATCCTGGGCCACARACTGGAATATAATTATRATAGCCATAATGTGTATATTATGGCG
GATAARCAGAAAMATGGCATCARAGCGAACTTCAAAATTCGCCATARTATTGAAGATGGT
GGTGTGCAGCTGGCGGATCATTATCAGCAGAATACCCCGATTGGCCGATGGCCCGGTTCTG
CTGCCGGATAACCATTATCTGAGCATTCAGAGCGCGCTGAGCARAGATCCGAATGARARAR
CGTGATCACATGGTTCTGCTGGAATTTGTGACCGCGGCGGGTATCACCCATGGTATGGAT
GAACTGTATARACTCGAGGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTAGCGGCGGCGGTGET
AGCGGTGETGGTACTAGTARAATTAGCGCGCTGARAGAAAARATTAGCGCCCTGAAAGAA
AARATCAGCGCGCTGARAGAAGCGAGCTARTRAAGARTTC

Expresion de proteinas de semicuerpos solubles de la cepa Origami de E. coli

ElI DBB se subcloné en el vector pGS21a dando como resultado el vector pGS21a-30103s2, que codifica Hise-GST-
DDB. Este vector y la pGEX-30103s1 se transformaron en la cepa de E. coli Origami (Novagen), y se seleccionaron
los transformantes que expresaron altamente como se describe anteriormente para la cepa BL21(DE3). Tanto Trx-
DBA como Hiss-GST-DBB se expresaron en la fraccion soluble con proteina soluble al ~50% (figura 2D).

Propiedades de fluorescencia de semicuerpos-Trx replegados

Se registraron los espectros de excitacion de fluorescencia para TRX-DBA y TRX-DBB. La longitud de onda de
emision se fijé en o cerca del maximo tedrico para cada proteina por resultar practico. TRX-DBA (naranja) y TRX-
DBB (azul) mostraron la maxima excitacion a ~344 nm y 400 nm como se esperaba para sus componentes de
variante GFP, mOrange y T-Sapphire, respectivamente (figura 3). Se registraron los espectros de emisién de
fluorescencia para TRX-DBA y TRX-DBB. TRX-DBA (naranja) y TRX-DBB (azul) mostraron la maxima emisién a
~510 nm y ~560 nm como se esperaba para mOrange y T-Sapphire, respectivamente (figura 4).

Estimacién de concentraciones activas de semicuerpos Trx replegados
La cromatografia de exclusiéon por tamafo, en combinacion con MALLS indicaron que las proteinas replegadas
contenian un amplio rango de moléculas dimensionadas, lo que surge mas probablemente de proteina plegada

incorrectamente. Los fluoréforos en GFP soélo se forman cuando las GFP estan plegadas correctamente, y en
general, las GFP solo son fluorescentes cuando las proteinas con las que estan fusionadas también estan plegadas
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y son solubles. Por tanto, se uso fluorescencia relativa para calcular la concentracion aproximada de proteina activa
en cada muestra. Se evaluaron las propiedades de fluorescencia de una muestra de 1 UM de una proteina de fusion
eGFP conocida. Cuando se us6 una longitud de onda de excitacion de 430 nm (préxima al maximo de excitacion de
fluorescencia) la muestra mostré una fuerte emision de fluorescencia a ~510 nm (figura 5). Esto se comparé con las
propiedades de fluorescencia de las muestras de TRX-DBA y TRX-DBB registradas bajo condiciones similares
(figura 4). La sefal del maximo de fluorescencia en cada caso fue del <10% de la eGFP. Como las concentraciones
de esas proteinas fueron de ~1,5 uM y ~15 uM, respectivamente, era probable que las preparaciones replegadas de
Trx-DBA y Trx-DBB contenian proteina replegada apropiadamente al <~8 % y <~0,5 %, respectivamente.

Fraccionamiento de sulfato de amonio

Debido a que la mayoria de la proteina de DBA y DBB estaba plegada incorrectamente, la muestra total (~ 30 ml) de
cada semicuerpo se sometié a fraccionamiento con sulfato de amonio con saturacion del 60%. El AS sdlido se
afnadié gota a gota a la solucién de semicuerpos diluida y se disolvié triturando con una varilla de vidrio. Entonces,
se dejaron las soluciones durante 30 min en hielo. Se recogi6 la precipita precipitada por centrifugacién (10.000 g,
30 min, 4 °C), se seco cuidadosamente el interior del tubo y se redisolvio la proteina en 0,5 ml de PBS, de nuevo con
trituracion usando una varilla de vidrio. Se retiré el material insoluble, probablemente semicuerpo inactivo
desnaturalizado, por centrifugacion (10.000 g, 30 min, 4 °C). Se retir6 el sulfato de amonio residual en estas
soluciones de semicuerpos concentradas por intercambio de tampén usando concentradores de centrifuga
Centricon. Los resultados citométricos de flujo obtenidos con estas soluciones de semicuerpos fraccionados y
concentrados mostraron una retirada significativa de proteina inactiva en esta etapa.

Transferencia de energia por resonancia Férster

En ausencia de células a las que se unen tanto DBA como DBB, a concentraciones de proteinas inferiores a 10°
M”, no se deberia observar FRET. Se registro el espectro de emision de una mezcla de TRX-DBA y TRX-DBB
(figura 6). Fue esencialmente idéntica a la de TRX-DBB, que no muestra indicacién de FRET (lo que se demuestra
por una disminucion en la intensidad del pico de emision a 510 nm y la aparicién de un pico adicional a ~560 nm).

Anaélisis de fluorescencia de células marcadas con semicuerpos por citometria de flujo

Se cultivaron suspensiones de lineas celulares humanas Raji (CD20", CD45"), MEC-2 (CD20", CD45"), CCRF-CEM
(CD207, CD45") (500 g, 10 min, temperatura ambiente), se lavaron con PBS + FCS al 5% v/v, se centrifugé y se
resuspendioé en PBS + FCS al 5% v/v hasta una concentracion final de 1x10° células/ml. Para las células marcadas
con uno o ambos semicuerpos, se incubaron 300 pl de suspension celular (3 X 10° células) con 30 pl de semicuerpo
(200 pg/ml, semicuerpo A (DBA; CD45-mOrange-E3), semicuerpo B (DBB; CD20-T-Sapphire-K3)) durante 60 min en
la oscuridad a temperatura ambiente. Basandose en los inmunofenotipos conocidos de estas lineas celulares, se
esperaron los siguientes patrones.

DBA CD45-mOrange-E3 union a Raji, MEC-2, CCRF-CEM
DBB CD20-T-Sapphire-K3 unién a Raji, MEC-2

Después de la incubacion, se analizaron las células marcadas por citometria de flujo usando un Becton Dickinson
LSR II. La longitud de onda para la deteccion de la emision se enumera seguido de la anchura de banda del filtro.

DBA (mOrange) DBB (T-Sapphire) DBA+DBB FRET
Excitacion 488 nm 407 nm 407 nm
Emisién 575/26 nm 525/50 nm 585/42 nm

Los resultados obtenidos usando citometria de flujo se resumen en la tabla 4. El desplazamiento de mas de 7 veces
en la fluorescencia media detectada a 575 nm (nimeros en rojo) indica la uniéon de DBA a las tres lineas celulares
como se esperaba, puesto que expresan CD45 que se une a DBA. Se detectd un desplazamiento menor en la
fluorescencia para la union de DBB en células Raji y MEC-2. Se detect6 una sefial FRET menor para la linea celular
d de Raji. Estos datos también se presentan en la tabla 5 como una proporcién con valores de fluorescencia para las
células solas. La presencia de uniéon y FRET para combinaciones de células y semicuerpos se resume en la tabla 6.

Los datos (tablas 4-6) muestran que DBA (CD45-mOrange-E3) se une fuertemente a las 3 lineas celulares, ya que
todas expresan el marcador panleucocitario, CD45. Los datos también muestran una unién significativamente mayor
de DBB (CD20-T-Sapphire-K3) para células Raji y MEC-2 que expresan el marcador B-linfoide, CD20. Se observd
FRET significativa para Raji + DBA + DBB, pero no para MEC-2. Esta discrepancia podria deberse a la menor
expresion de CD20 en MEC-2, y a la baja proporcion de DBB activos en la preparacion actual. La excitacion de
(células Raji + DBA + DBB) con luz de 407 nm proporcioné FRET con luz emitida a la longitud de onda de 585 nm.
Esta FRET solo se puede explicar por combinacion de DBA y DBB en la superficie de células Raiji por medio de las
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cremalleras de leucina complementarias incluidas en las construcciones (figuras 1A y B). No se observé dicha FRET
para DBA + DBB con células omitidas (figura 6).

Tabla 4
Analisis de citometria de flujo de células marcadas con semicuerpos

La fluorescencia media se proporciona para combinaciones de células y semicuerpos en las longitudes de onda
indicadas. La fluorescencia de T-Sapphire en DBB (CD20-T-Sapphire-K3) esta destacada en azul, la fluorescencia
de mOrange en DBA (CD45-mOrange-E3) en naranja, y la transferencia de energia de resonancia de Forster
(FRET) en rojo.

Excitacion/emisién 407/525 nm 488/575 nm 407/585 nm
Linea celular/semicuerpo unién de DBB unién de DBA FRET
Células Raji 222 218 998
Raji+DBA 293 1678 1399
Raji+DBB 380 306 1408
Raji+DBA+DBB 387 1301 1551
Células MEC-2 210 247 929
MEC-2+DBA 242 1926 1139
MEC-2+DBB 375 307 1231
MEC-2+DBA+DBB 335 1416 1239
Células CCRF-CEM 280 323 1261
CCRF-CEM+DBA 289 2411 1414
CCRF-CEM+DBB 379 384 1360
CCRF-CEM+DBA+DBB 389 1623 1454
Tabla 5

Analisis de citometria de flujo de células marcadas con semicuerpos

Los valores para la fluorescencia se expresan como proporciones de (células + semicuerpo)/(células) como se indica
usando los datos de la tabla 4.

Linea celular Unién de DBB Unién de DBA FRET
Proporcion de Proporcion de Proporcion de
la fluorescencia media la fluorescencia media la fluorescencia media
(células + semicuerpo/células) (células + semicuerpo/células) (células + semicuerpo/células)

Raji 1,7 7,7 1,6

MEC-2 1,8 7,8 1,3

CCRF-CEM 1,4 7,5 1,2

Tabla 6

Analisis de citometria de flujo de células marcadas con semicuerpos

La observacion de la unién de un semicuerpo a una linea celular particular esta indicada por +/notacién con FRET
hallada sélo para células Raji con DBA + DBB, usando los datos de la tabla 4. ++ union fuerte de semicuerpo a la
célula, + unién de semicuerpo a la célula, +/- unién débil de semicuerpo a la célula (fondo).

Linea celular Unién de DBB Unién de DBA DBA + DBB FRET
Raiji + ++ Si

MEC-2 + ++ No
CCRF-CEM +/- ++ No
Ejemplo 2
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Expresion y purificacion

Subclonacién de 30103 S1 en el vector pET32

(1) Se sintetiz6 el gen de 30103 S1 y se clond para el vector pET32 usando Kpn |'y Hind 111
(2) El clon resultante pET- 30103 S1 se verificd por secuenciacion de ADN.

Transformacién de BL-21(DE3) de E. coli

(3) Se transformaron cinco nanogramos del plasmido pET-30103 S1 en BL-21 (DE3) de E. coli.
(4) Se seleccionaron tres colonias. Se inocularon estos clones y se hicieron crecer en medio LB y se indujeron por

0,5 mM/I de IPTG durante 4 h a 37 °C. Los resultados de expresion se detectaron por SDS-PAGE (12% p/v) (figura
7). Se selecciono la colonia 3 para la futura expresion.

Optimizacion
(5) Se expreso la proteina de fusién a 25 °C y 15 °C . Los resultados se muestran en la figura 8.

Expresion de proteinas

(6) Se cultivd la cepa de E. coli en 1 | de medio LB durante 4 horas y después de indujo por 0,5 mM/l de IPTG
durante 4 horas adicionales a 37 °C.

(7) Se cultivaron las células por centrifugacion. Se resuspendié la pasta celular en 70 ml de PBS y después se
sonico en hielo.

Purificacién de proteinas

(8) Se centrifugé el lisado después de la sonicacion a alta velocidad durante 10 min, y se recogieron los cuerpos de
inclusion.

(9) Se lavaron dos veces los cuerpos de inclusién con urea 2 M, Triton X-100 al 2 % v/v, EDTA 5 mM, BME al 0,5 %,
NaCl 1 M, tampén Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 y agua, respectivamente.

(10) Se redisolvieron los cuerpos de inclusion por urea 8 M, tampoén fosfato 20 mM, pH 8,0 y después de centrifugd
para mantener el sobrenadante.

(11) Se replegaron los cuerpos de inclusion dializando frente a Tris Cl 100 mM, NaCl 50 mM vy glicerol al 5% v/v, pH
8,5 con una concentracion final de 0,1 mg/ml. Se detecto la proteina replegada por SDS-PAGE como se muestra en
la figura 9.
Ejemplo 3

Expresion y purificacion

Subclonacion de 30103 S2 en el vector pET32

(1) Se sintetiz6 el gen de 30103 S2 y se clond para el vector pET32 usando Kpn | y Hind III.
(2) El clon resultante pET- 30103 S2 se verificd por secuenciacion de ADN.

Transformacion de BL-21(DE3) de E. coli

(3) Se transformaron cinco nanogramos del plasmido pET-30103 S2 en BL-21 (DE3) de E. coli.

(4) Se seleccionaron siete colonias. Se inocularon estos clones y se hicieron crecer en medio LB y se indujeron por
0,5 mM/I de IPTG durante 4 h a 37 °C. Los resultados de expresion se detectaron por SDS-PAGE (12% p/v) (figura
10). Se selecciond la colonia 5 para la futura expresion.

Optimizacion

(5) Se expreso la proteina de fusion a 25 °C y 15 °C. Los resultados se muestran en la figura 11.
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Expresién de proteinas

(6) Se cultivo la cepa de E. coli en 1 | de medio LB durante 4 horas y después de indujo por 0,5 mM/l de IPTG
durante 4 horas adicionales a 37 °C.

(7) Se cultivaron las células por centrifugacion. Se resuspendi6 la pasta celular en 70 ml de PBS y después se
sonico en hielo.

Purificacién de proteinas

(8) Se centrifugo el lisado después de la sonicacién a alta velocidad durante 10 min, y se recogieron los cuerpos de
inclusion.

(9) Se lavaron dos veces los cuerpos de inclusién con urea 2 M, Triton X-100 al 2 % v/v, EDTA 5 mM, BME al 0,5 %,
NaCl 1 M, tampdn Tris-HCI 100 mM, pH 8,0 y agua, respectivamente.

(10) Se redisolvieron los cuerpos de inclusion por urea 8 M, tampon fosfato 20 mM, pH 8,0 y después de centrifugd
para mantener el sobrenadante.

(11) Se replegaron los cuerpos de inclusion dializando frente a Tris Cl 100 mM, NaCl 50 mM vy glicerol al 5%, pH 8,5
con una concentracion final de 0,1 mg/ml. Se detecté la proteina replegada por SDS-PAGE como se muestra en la
figura 12.

Ejemplo 4

Construccion de fragmentos scFv

Los fragmentos scFv se derivan de anticuerpos completos. Se construyen enlazando los dominios Vy y Vi de union
a antigeno de un anticuerpo con un enlazador de polipéptido flexible. El enlazador puede comprender una
combinacion de residuos glicina y serina para proporcionar flexibilidad y para potenciar hidrofilicidad del esqueleto
peptidico para permitir la uniéon a hidrégeno con moléculas de disolvente asi como que sea resistente a la digestion
por proteasas. La construccion de fragmentos scFv se describe en Kort et al. (2001) supra y en publicaciones
descritas en ella. En la figura 13 se muestra una representacion esquematica que muestra segmentos de
polipéptidos en el semicuerpo. En la figura 14 se muestra un diagrama de los componentes estructurales del
fragmento Fc de IgGl humana. El dominio Fc se divide preferentemente en las cadenas y2a y y2b. Esto esitil en la

generacion de la porcién Fc del semicuerpo. La figura 15 muestra la heterodimerizacion de la cremallera de leucina.

Ejemplo 5

Generaciéon de anticuerpos

Se usan anticuerpos especificos para antigenos objetivo para desarrollar fragmentos scFv. Se usan antigenos (por
ejemplo antigenos CD) de células objetivo en forma aislada o en forma recombinante o sintética, o células completas
que expresan antigenos de superficie, para desarrollar anticuerpos monoclonales o policlonales. Los anticuerpos se
aislan y los fragmentos scFv se generan como se describe en los ejemplos 1y 2.

Ejemplo 6

Herramientas para diagndstico e investigacion

Se usan anticuerpos biespecificos para el diagndstico como reactivos que se unen a un marcador especifico y
proporcionan un sitio de unién para un agente que permitiria la deteccién del anticuerpo. Por ejemplo, en
aplicaciones de tomografia de emision de positrones (PET), el anticuerpo biespecifico proporciona un sitio de unién
para un radiomarcador.

Los semicuerpos permiten aplicaciones de diagndstico potenciadas tales como clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS), microscopia de fluorescencia e inmunoensayos. El principio unificador es que una sefial s6lo
se obtiene después del apareamiento de cremallera de las dos proteinas de fusion scFv, por marcado indirecto de
dominio Fc recién formado con un anticuerpo anti-Fc marcado con enzima o de fluorescencia, o bien por la
denominada "complementacion de fragmentos de proteinas" (PCA), donde cada una de las proteinas de fusion scFv
podrian contener la mitad de una enzima o proteina fluorescente y sélo después del apareamiento de cremallera
dicha enzima o proteina fluorescente se vuelve activa. En principio, esto seria una combinacién de los enfoques de
complementacion fluorescente bimolecular (BiFC)/PCA y semicuerpo.

FACS
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Para la FACS, se tifien las mismas combinaciones de antigenos/epitopos. Los semicuerpos disefiados
especificamente permiten la tincién de combinaciones de antigenos/epitopos sélo con un color y por tanto quedan
"libres" otros colores para antigenos adicionales (por ejemplo CD4+ linfocito T auxiliar: CD3 y CD4 - rojo y verde
real, con el semicuerpo sélo en rojo o verde). Los semicuerpos que forman diferentes dominios Fc (por ejemplo,
isotipos de 1gG) permiten el marcado diferencial con anticuerpos especificos de subtipo de IgG secundarios. En
combinacién con BiFC o incluso transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (o transferencia de energia
de resonancia Forster, FRET) en lugar del marcado indirecto del dominio Fc con un anticuerpo marcado, cada
proteina de fusién scFv podria llevar una parte de una proteina fluorescente, que después del apareamiento de
cremallera podria complementarse cada una con una proteina fluorescente (en el caso de FRET una proteina de
fluorescencia completa que en combinacién podria permitir la transferencia FRET). Véanse las figuras 16A y B.

Microscopia de fluorescencia

Para la microscopia de fluorescencia, se usan los mismos reactivos que para las aplicaciones de FACS, incluyendo
histologia con fines de diagnéstico clinico.

Inmunoensayos

Los semicuerpos disefiados especificamente permiten la deteccion de proteinas modificadas multiméricas y
permiten su diferenciacion, por ejemplo proteinas fosforiladas (1 scFv frente a fosfotirosina, 1 scFv frente a la
proteina, anticuerpo de captura frente a una segunda subunidad), o isoformas glucosiladas (1 scFv frente a acido
sidlico, 1 scFv frente a la proteina, anticuerpo de captura frente a la segunda subunidad) [figura 17].

Herramientas de investigacion

Los reactivos de semicuerpos utiles para diagndstico se podrian usar en investigacion basica como herramientas
para, por ejemplo, marcado y clasificacion celular avanzados, o analisis basados en anticuerpos novedosos.

Ejemplo: Purificacion de proteinas

Los semicuerpos se pueden usar para la purificacién de complejos, tales como proteinas multiméricas, o proteinas
modificadas por purificacion de afinidad. Un ejemplo seria la purificacién en una etapa de una proteina fosforilada
(anti-proteina scFv, anti-fosfo-tirosina scFv) [figura 18].

Ejemplo 7

Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

La figura 19 es una representacion diagramatica que muestra el uso de dos semicuerpos especificos para CD5 o
CD19. Los semicuerpos comprenden una porcidon scFv que se puede unir a CD5 o CD19, una porcién Fc
incompleta, no funcional y mitad de una cremallera de leucina. Las secuencias de aminoacidos de porciones de la
cremallera de leucina se muestran en la tabla 3 (véanse SEQ ID NO:1-5). Los pares apropiados incluyen SEQ ID
NO:1y 2, SEQID NO:3y4,y SEQID NO:3y 5.

Los dos semicuerpos se unen a una célula objetivo que expresa tanto CD5 como CD19. Cuando los dos
semicuerpos unidos estdn muy proximos, las porciones de cremallera de leucina interaccionan y las dos porciones
de Fc incompletas forman un dominio Fc funcional (véase la figura 19). Una célula citotéxica (por ejemplo neutrdfilo,
macrdéfago, linfocito citolitico) con un receptor Fc (FcR; por ejemplo CD16, CD23, CD32, CD64, CD89) media
entonces la lisis celular.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible a
variaciones y modificaciones distintas de aquellas especificamente descritas. Se debe entender que la invencién
incluye todas estas variaciones y modificaciones en la medida en que entren dentro del alcance de las
reivindicaciones. La invencién también incluye todas las etapas, caracteristicas, composiciones y compuestos
referidos o indicados en esta memoria descriptiva, de forma individual o colectiva, y cualquiera o todas las
combinaciones de cualquiera de dos o mas de dichas etapas o caracteristicas en la medida en que entren dentro del
alcance de las reivindicaciones.
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<211> 47

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cremallera de leucina

<400> 2 _

Lys Gly Gly Gly Leu Glu Ile Arg
1 5

Thr Ala Leu Ard Thr Arg Val Ala
20

Ala Arg Asn Arg Val Ser Gln Tyr
35 40

<210> 3

<211> 47

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cremallera de leucina

<400> 3

Leu Glu Ile Arg Ala Ala Phe Leu

1 5

Thr Glu Val Ala Glu Leu Glu Gln
20

Val Ser Gln Tyr Glu Thr Arg Tyr
35 40

<210>4

<211> 47

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cremallera de leucina

<400> 4

Lys Gly Gly Gly Leu Glu Ile Glu
1 - b

Thr Ala Leu Glu Thr Arg Val Ala
20

Ala Arg Asn Arg Val Ser Gln Tyr
35 40

<210>5

<211> 47

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> cremallera de leucina

<400> 5

Leu Glu Ile Glu Ala Ala Phe Leu

1 5

Thr Arg Val Ala Glu Leu Arg Gln
20

val Ser Gln Tyr Arg Thr Arg Tyr
35 40
<210>6
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Ala

Glu
25

Arg

Arg

Glu
25

Gly

Ala

Glu
25

Arg

Glu

Arg
25

Gly

Ala Phe Leu
1Q

Leu Arg Gln

Thr Arg Tyr

Gln Arg Asn

10

Val Gln Arg

Pro Leu Gly

Ala Phe Leu
10

Leu Arg Gln

Thr Arg Tyr

Arg Glu Asn
10

Val Gln Arg

Pro Leu Gly

25

Arg

Arg

Gly
45

Thr

Leu

Gly

Glu

Arg

Gly
45

Thr

Leu

Gly

Arg

Val
30

Pro

Ala

Glu
30

Gly

Arg

Val
30

Pro

Ala

Arg
30

Gly

Arg Asn
Gln Arg

Leu

Leu Arg
15

Asn Glu

Lys

Glu Asn
15

Gln Arg

Leu

Leu Giu
15

Asn Arg

Lys



10

<211> 1722
<212> ADN

<213> 30103 S1 sintético

<400> 6
ggtaccgatg

ccgggtgget
atgagctggg
acgagtagca
aacgcgaaaa
tattattgcé
ggcaccagtyg
ggcggtggog
acccagagtc
gcgagcaaaa
ggecagecoge
cgcttcageg
géagatgccq
ggtacgaaac
ggeggtggta
atcatcaaag
tttgaaatcy
aaagtecacaa
tacggcagca
ttteccggaag
gtgacccagg
acgaattitce
tctgaacgta
ctgaaagatg
gttcagctgce

gattatacga
gatgaactgt

ggtagcggtyg

aaagaaatta
<210>7
<211> 1719
<212> ADN

atgatgataa
ctctgaaact
ttcgtcaggce
ccattaattt
acaccctgta
cacgtggtaa
ttacegttag
gcagcggtgg
cggcgagcct
gtgtgagecac
cgaaactget
gttctggcag
ccacctatta
tgéaaatcaa
geggtggtyy
aatttatgcg
aaégcgaagg
aaggcggtce
aagcgtatgt
getttaagtyg
atteatctet
ctagcgatgg
tgtatccgga
gtggccacta
cgggtgegta

ttgtggagca
acaaactcga

geggtactag

gcgegetgga

<213> 30103 S2 sintético

<400> 7

acaggtgcag
gagctgegeg
accgggtaaa
tacceegage
cctgcagatyg
ctattaccgt
caaaattagce
tggcggtage
ggecgittet
ctctggttat
gatttatctyg
tggcaccgat
ctgceageat
agtcgacggt
cagatctatg
ttttaaagtt
tgaaggcegt
gctgectttt
taaacateccg
ggaacgtgty
gcaggatgga
cccagtgatg
ggatggcgcet
tacgtccgaa
tattgtcggg

atatgaacgt
gggtggtggt

ﬁgaaattagc

aaaagcgage

ES 2413493713

ctggttgaaa
g;gtctggct
ggcctggaet
ctgaaagata

agtaaagtte

tacggegatg

ggcggcagtyg
ggcggeggtg
ctgggtcage
tcttatetge
gcgtctaate
tttaccctga
agccgtgaac
ggtggtggtt
étcagcaaag
cgcatggaag
ccttatgaag
gcatgggata
gctgatatce
atgaacttcg
gaatttattt
c&gaaaaaga
ctgaaaggeg

gtaaaaacga

attaaactgg

gcggaaggec
ggtagcggtg

gceetggaaa

taataagaat

gcggegygtyyg
ttgattttag
ggattggcga
aagtgttcat
gcagcgaaga
ccatggatta
gtagcggtygg
gttctagtga
gtgcaaccat
attggtateca
tggaatctgg
acattcatecc
tgeegtttae
cﬁggtégtgg
gcgaagaaaa
gcagogttaa
gctteccagac
ttetgagece
ctgattattt
aagatggggy
ataaggtaaa
ccatgggttg
agatcaaaat
cctacaaagc
atattacaag

gccacagtac
gtggtggttc

aagaaatcag

te

26

tetggttcag

tegttattgg

aattaatccg
tageegtgat
taccgeectyg
ttggggtcag
cggtggcage
tategtgctg
cagctgeege
gcagaaaccg
cgtgeeggcyg
ggtggaagaa
ctttggcagc
tggtageggt
caacatggca
cggccatgag

tgctaaactg

tcaatttaca

taagctgtct
ggttgtgacec
actgcgtgge
ggaagctagé
gegtctgaaa
aaaaaagccg

ccataatgaa

gggtggtatg
tggtggtgge

cgcgetggaa

60
120
180
240
300
360
420
480

540

. 600

660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560

1820

1680

1722
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ggtaccgacg
gcgagcgtgg
ctggegtggt
accctggegg
ctgaaaatta
agcattcegt
ggcggeggtyg
cagagcggca
ggctttacct
gaatggattg
gqeaaagcga
ctgaccagcyg
tatggcgcege
gcggaatttg
agcggeggtg
ctggtggaac
ggcgatgeca
gtgcegtgge
ccégatcata
gaacgtacca
gaaggtgata

aatatcctgg
gataaacaga

ggtgtgeage

ctgcoggata

cgtgatecaca

gaacfgtata
agcggtogty

aaaatcagcg
<210> 8
<211>18
<212> PRT

acgacgacaa
gcgaaaccgt
atcagcagaa
atggtgtgec
acagcctgeca
ggacctttgg
gtagcggtgg
ccgaactggt
ttaccgatta
gcgcegattta
ccectgacege
aagataccgc
tggattattg
aagtcgacgg
gtagatctat
tggatggega
cctatggeaa
cgacccohggt
tgaaacagca

ttttctttaa

ccctggtaza

gccacaaact
aaaatggcat

tggcggatca
accattatct
tggttctget
aactcgaggg
gtactagtaa

cgctgaaagda

<213> glicina serina

<400> 8

gatggatgtg’

gaccattacc
actgggtaaa
gaéccqtttt
gcecggaagat
tggtaggcacc
cggcggeage
gaaaccggtg
taatatgcat
teceggaaaac
ggataaaage
ggtgtatttt
gggccagggé
tggtggeggt
gagcaaaggce
tgtgaatgge
actgaccetyg
gaccaccettt
tgétttcttt
agatgatgge
ccgcattgég

ggaatataat
caaagcgaac

ttatcagéag
gagca£tcag
ggaatttgtg
tggtggtggt
aattagcgeg

agcgagctaa

ES 2413493713

gtgatgacce
tgcegtgega
agcccgeage
agcggcageqg
tttggcagct
aaactggaac
ggtggeggty
gcogagcgtga
tgggtgaaac
ggcgatacca
ttﬁagcaccg
tgcgegegtt
accagegtga
tctggtggtg
gaagaactgt
cataaattta
aaattcattt
agctatggtg
aaaagcgcga
aattataaaa
ctgaaaggca

tataatagce
ttcaaaatte

aétaccccga
agcgcgcfga
accgeggegg
tetggtggtyg
ctgaaagaasa

taagaattc

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

Gly Gly
<210>9
<211>721
<212> PRT

5

<213> secuencia artificial

10

agaccccgge
gcggcagcat
tgctggtgta
geagcggeac
attattgeca
tgaaacgtgyg
gcagcecaggt
aaatgagctyg
agacccecggg

gctataacca

cgtatatgca

tttattatta
ccgtgagecag
gtggtagegy
ttaccggcgt
gegttagegg
gcaccaccqg
tgatagtgtt
tgecyggaagg
ccegtgegga
ttgattttaa

ataatgtgta
gccataatat

ttggcgatag
gcaaagatcce
gtateacccea
gtggtagegg

aaattagcgce

gagcctgage
tcataactat

taacgcgaaa

ccagtttage

gcatttttgg
tggeggtggt
gcagctgeag
caaagcgagc
tcagggcctg
gcgetttaaa
tctgagcagce
tggcagctat
cgatagegge
tggtggtyggt
tgttcegate
cgaaggcegaa
taaacﬁgccg
tagcecgttat
ctatgtgcag
agtgaaattt
agaagatggt

tattatggcg
tgaagatggt

cceggttotyg
gaatgaaaaa
tggtatggat
cggeggtggt

cctgaaagaa

Gly Gly Gly Ser Gly

27

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380

1446
1500
1560
1626
1680

1719
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<220>

<223> Trx-CD45-mOrange-E3

<400> 9 )

Met Ser Asp Lys Ile Ile His Leu Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr Asp
1 5 10 15

Val Leu Lys Ala Asp Gly Ala Ile Leu Val Asp Phe Trp Ala Glu Trp
20 25 . 30

Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala Pro Ilé Leu Asp Glu Ile Ala Asp
35 40 45

Glu Tyr Gln Gly Lys Leu Thr Val Ala Lys Leu Asn Ile Asp Gln Asn
' 50 55 60 ‘

28



Pxo
65

Leu
Lys
Ser
Arg
His
145
Gln
Lys
Ser
Ile
Lys
225
Met

Gly

Thr

Gly

Phe

Gly

Gly

Gly

13¢

Met

Leu

Leu

Trp

Asn

210

Val

Ser

Asn

Ser

Thr

Lys

Gln

His

115

Ser

Asp

Val

Ser

Val

195

Pro

Phe

Lys

Tyr

Val
215

Ala
Asn
Leu
i00
Met
Gly
Ser
Glu
Cys
180
Arg
Thr
Ile

val

Tyr
260

Thr

Pro
Gly
85

Lys
His
Met
Pro
Ser
165
Ala
Gln
Ser
Ser
Arg
245
Arg

val

Lys

70

Glu

Glu

His

Lys

Asp

150

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

230

Ser

Tyr

Ser

Tyr

Val

Phe

His

Glu

135

Leu

Gly

Ser

Pro

Thr

215

Asp

Glu

Gly

Lys

Gly

Ala

Leu

His

120

Thr

"Gly

Gly

Gly

Gly

200

Ile

Asn

Asp

Asp

Ile
280
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Ile
Ala
Asi:»
105
Ala
Thrr
Leu
Phe

185

Lys

Asn

Ala

Thr

Ala

265

Ser

Arg
Thr
aQ

Ala
His
Ala
Asp
Val
170
Asp
Gly
Phe
Lys
Ala
250

Met

Gly

Gly

75

Lys

Asn

Ser

Ala

Asp

155

Gln

Phe

Leu

Thr

Asn

235

Leu

Asp

Gly

Tle

Val

Leu
Ser
Lys
140
Asp
Pro
Ser
Glu
Bro
220
Thr
Tyr

Tyr

Gly

29

Pro

Gly

Ala

Gly
125

Phe

Asp

Gly

Arg

Trp

205

Ser

Leu

Tyr

Trp

Gly
285

Thr
Ala
Gly
110
Leu
Glu
Lys
Gly
Tyr
120
Ile
Leu
Tyr
Cys
Gly

270

Ser

Leu

Leu

95

Ser

Val

Arg

Gln

Ser

175

Trp

Gly

Lys

Leu

Ala

255

Gln

Gly

Ley
80

Ser
Gly
Pro
Gln
Val
160
Len
Met
Glu
Asp
Gln
240
Arg

Gly

Gly
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Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
290 - 295 300

Gly Ser Ser Asp Ile Val Leu Thr Gln Sex Pro Bla Ser Leu Ala Val
305 310 315 320

Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val
325 . . 330 . 335

Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lyé Pro Gly
340 345 350

Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr lLeu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly
ass5. 360 365

val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
370 375 380

Asn Ile His Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin
385 390 395 . 400

His Ser Arg Giu Leu Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu
405 410 415

Ile Lys Val Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
420 ’ 425 430

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Arg Ser Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Asn
435 440 445

Asn Met Ala Ile Ile Lys Glu Phe Met Arg Phe Lys Val Arg Met Glu
450 455 L 460

Gly Ser Val Asn Gly His Glu Phe Glu Ile Glu Gly Glu Gly Glu Gly
465 470 475 480

Arg .Pro Tyr Glu Gly Phe Gln Thr Ala Lys Leu Lys Val Thr Lys Gly
485 490 495 -

Gly Pro Leu Pro Phe Ala Trp Asp Ile Leu Ser Pro Gln Phe Thr Tyr
500 505 510 -

30
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Gly Ser Lys BAla Tyr Val Lys His Pro Ala Asp Ile Pro Asp Tyr Phe
515 520 525

Lys Leu Ser Phe Pro Glu Gly Phe Lys Trp Glu Arg Val Met Asn Phe
530 535 54¢Q '

Glu Asp Gly Gly Val Val Thr vVal Thr Gln Asp Ser Ser Leu Gln Asp
545 550 555 ’ 560

Gly Glu Phe Ile Tyr Lys Val Lys Leu Arg Gly Thr Asn Phe Pro Ser
565 : 570 575

Asp Gly Pro Val Met Gln Lys Lys Thr Met Gly Trp Glu Ala Ser Ser
580 585 590

Glu Arg Met Tyr Pro Glu Asp Gly &la lLeu Lys Gly Glu Ile Lys Met
595 600 605

Arg Leu Lys Leu Lys Asp Gly Gly His Tyr Thr Ser Glu Val Lys Thr
610 615 620

Thr Tyr Lys Ala Lys Lys Pro Val Gln Leu Pro Gily Ala Tyr Ile Val
625 630 E 635 : 640

Gly Ile Lys Leu Asp Ile Thr Ser His Asn Glu Asp Tyr Thr Ile Val
645 650 655

Glu Gln Tyr Glu Arg Ala Glu Gly Arg His Ser Thr Gly Gly Met Asp
660 665 670

Glu Leu Tyr Lys Leu Glu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Sex
675 680 . 685

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Thr Ser Glu Ile Ser Ala Leu Glu
690 695 ‘ 700

Lys Glu Tle Ser Ala Leu Glu Lys Glu Ile Ser Ala Leu Glu Lys Ala
705 . 710 : 715 120

Ser

<210> 10

<211> 720

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Trx-CD20-T-Sapphire-K3
<400> 10

31



Met

Val}

Cys

Glu

Pro

65

- Len

Lys

Ser

Arg

x

His
145

Val

Thr

Ser

Leu

Gly

Tyr

50

Gly

Phe

Gly

Gly

Gly

130

Met

Val

Val

Asp
Lys
Pro
35

Gln
Thr
Lys
Gin
His
115
Ser
Asp

Met

Thr

Lys

Ala

20

Cys

Gly

Ala

Asn

Leu

100

Met

Gly

Ser

Thr

Ile
180

Ile
Asp
Lys
Lys
Pro
Gly
Lys
His
Met
Pro
Gin
1§5

Thr

Ile

Gly

Met

Leu

Lys

70

Glu

Glu

His

Lys

His

Ala

Ile

Thr

55

Tyr

Val

Phe

His

Glu

135

Asp
150

Thr

Cys

'Leu

Pro

Arg

Leu

Ile

Ala

40

Val

Gly

Ala

Leu

His
120

Thx

Gly
Ala

Alza

ES 2413493713

Thr

Leu

Pro

Ala

Ile

Ala

Asp

105

His

Ala

Thr

Ser

Ser
185

Asp

10

Val

Ile

Lys

Arg

Thr

20 -

Ala

His

Ala

Asp

Leu

170

Gly

Asp

Asp

Leu

Leu

Gly

Lys

Asn

Ser

Ala

Asp

155

Ser

Ser

Ser

Phe

Asp

Asn

60

Ile

Val

Leu

Ser

Lys

140

Asp

Ala

Ile

32

Phe

Trp

Glu
45

Ile

Pro

Gly

Ala

Gly

125

Phe

Asp

Ser

His

Asp
Ala
Ile
Asp
Thr
Ala
Gly
110
Leu
Glu
Lyls
Val

Asn
190

Thy

15

Glu

Ala

Gln

'Leu

Leu

95

Ser

Val

Arg

Met

Gly

175

Tyr

Asp

Trp

Asp

Asn

Leu

80

Ser

Gly

Pro

Gln

Asp

1890

Glu

Leu



ES 2413493713

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Leu Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val Tyr
195 200 205

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
210 . 215 220 ’

Gly Ser Gly Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu
225 230 235 2490

Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Ser Ile Pro Trp Thr
245 250 255

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Gly Gly Gly Gly Gly
260 265 270

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gln val
275 : 280 285

Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Glu Leu Val Lys Pro Val Ala Ser Val
290 295 ' 300

Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Asn Met
305 310 315 320

His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala
325 330 ! 335

Tle Tyr Pro Glu Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Arg Phe Lys Gly
340 345 ! 350.

Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Phe Ser Thr Ala Tyr Met His
355 : 360 365

Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys Ala RAxg
370 ’ 375 380

Phe Tyr Tyr Tyr Gly Ser Tyr Tyr Giy Ala Len Asp Tyr Trp Gly Gln
385 380 395 400

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Asp Ser Gly Ala Glu Phe Glu Vval
405 410 415

33



Asp
Gly
Val
Ser
465
Leu
Leu
Asp
Tyx
Thr
545
Glu
Lys
Lys

Glu

Ile
625

Gly

Gly

Pro

450

Val

Lys

Val

His

Val

530

Arg

Leu

Leu

Gln

Asp

610

Gly

Gly

Gly

435

Ile

Ser

Phe

Thr

Gly
420

Arg

Leu

Gly

Ile

Thr

© 500

Met

515

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys
595

Gly

Asp

Lys

Glu

Glu

‘Gly

Tyr
580
Asn

Gly

Gly

Gly

Ser

Val

Glu

Cys

485

bhe

Gln

Arg

Val

Ile

565

Asn

Gly

Val

Pro

Ser

Met

Glu

Gly-

470

Thr
Ser
His
Thr
Lys
550
Asp
Tyr
Iie
Gln

Val
63Q

Gly
Ser
Leu
455
Glu
Thr
Tyr
Asp
Ile
535
Phe
Phe
Asn
Lys
Ley

615

Leu

Gly
Lys
440
Asp
Gly
Gly
Gly
Fhe
520
Phe
Glu
Lys

Ser

Ala

600

Ala

Leu

ES 2413493713

Gly
425
Gly

Gly

Asp

Lys

Val
505
Phe

Phe

Gly

‘Glu

His

585

Asn

Asp

Pro

Gly

Giu

Asp

Ala

Leu

490

Met

Lys

Lys

Asp

Asp

570

Asn

Phe

His

Rsp

Ser

Glu

Val

Thr

475

Pro

Val

Ser

Asp

Thr

555

Gly

val

Lys

Tyr

Asn
635

34

Gly

Leu

Asn

460

Tyr

Val

Phe

Ela

Asp

540

Leu

Asn

Tyr

Ile

Gln

620

His

Gly

Phe

445

Gly

Gly

Pro

Ser

Met

525

Gly

Val

Ile

Ile

Arg
605

‘Gln

Tyr

Gly

430

Thr

His

Lys

Trp

Arg

510

Pro

aAsn

Asn

Leu

Met

590

His

Asn

Leu

Gly

Gly

Lys

Leu

Pro

Ser

val

Phe

Thr

480

Thr

495

Tyr

Glu

Tyr

Arg

Gly

575

Ala

Asn

Thr

Ser

Pro
Gly
Lys
Ile
560
His
Asp
Ile

Pro

Ile
640



Gln

Leu

Leu

Gly

Lys
705

Ser

Leu

Tyr

Gly

690

Ile

Ala

Glu

Lys

675

Cly

Ser

Leu

Phe

660

Leu

Ser

Ala

Ser

645

Val

Glu

Gly

Leu

Lys

Thr

Gly

Gly

Lys
710

Asp

Ala

Gly

Gly

695

Glu

‘Pro

Ala
Gly
680

Thr

Lys

ES 2413493713

Asn
Gly
665
Gly

Ser

Ile

Glu

650

Ile

Ser

Lys

Ser

Lys Arg Asp His Met Val
655

Thr His Gly Met Asp Glu
670

Gly Gly Gly Gly Ser Gly
685

Ile Ser Ala Leu Lys Glu
700 :

Ala Leu Lys Glu Ala Ser
715 720

35
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REIVINDICACIONES

1. Un conjunto de inmunoglobulinas modificadas que comprende dos inmunoglobulinas complementarias que
pueden formar un agente o agentes combinados funcionales con propiedades especificas después de la unién de la
primera y la segunda inmunoglobulinas complementarias a una célula objetivo; en el que cada inmunoglobulina
comprende una primera, segunda y tercera porciones en las que:

(a) cada primera porcion es un scFv u otro fragmento de unién a antigeno de una inmunoglobulina y la primera
porcion de la primera inmunoglobulina complementaria puede interaccionar con un primer antigeno sobre la célula
objetivo y la primera porcién de la segunda inmunoglobulina complementaria puede interaccionar con un antigeno
diferentes sobre dicha célula objetivo;

(b) cada segunda porcién es un agente o una porcién incompleta, no funcional de un agente, de forma que las dos
segundas porciones son:

(i) moléculas indicadoras distintas que, en combinacion, proporcionan una sefial combinada,
(ii) porciones no funcionales complementarias de una unica molécula indicadora, o
(iii) dominios Fc no funcionales, incompletos que puede formar un dominio Fc funcional; y

(c) cada tercera porcidon es un miembro diferente de un par de unién complementario que comprende un primer y un
segundo miembros en la que el par de unidon comprende porciones complementarias de una cremallera de leucina,
un par ligando-receptor, actina y una proteina de unién a actina o aptameros de ADN;

en el que después de la union de las inmunoglobulinas complementarias a los dos antigenos se combinan los pares
de unién:

(i) permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada,

(ii) permitiendo que las porciones no funcionales complementarias de una Unica molécula indicadoras reconstituyan
una unica molécula indicadora, o

(iii) permitiendo que los dominios Fc no funcionales incompletos formen un dominio Fc completo.

2. El conjunto de inmunoglobulinas como se define en la reivindicacion 1, en el que la primera porciéon es una
estructura de afinidad seleccionada de dAb y nanocuerpos.

3. El conjunto de inmunoglobulinas como se define en la reivindicacion 1 o 2 para su uso en tratamiento o para
diagndstico.

4. El conjunto de inmunoglobulinas como se define en la reivindicacion 1 o 2, en el que la segunda porcién de cada
inmunoglobulina es un dominio Fc no funcional incompleto que puede formar un dominio Fc funcional para su uso en
el tratamiento de cancer o una infeccién induciendo una respuesta citotdxica sobre una célula objetivo en un sujeto,
en el que dichas inmunoglobulinas complementarias se unes a dichos diferentes antigenos sobre la célula objetivo y
después se unen entre si en la superficie de la célula para formar un dominio Fc activo a través del cual se media la
ADCC o la CDC.

5. El conjunto de inmunoglobulinas como se define en la reivindicacion 1 o 2 para su uso en el diagndstico del
cancer, en el que dichas primeras porciones pueden interaccionar diferentes antigenos especificos de cancer sobre
la célula y dichas segundas porciones comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones no funcionales
complementarias de una unica molécula indicadora, en el que después de la uniéon de las inmunoglobulinas
individuales a los diferentes antigenos, los pares de unién se combinan en la superficie celular permitiendo que las
moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una unica molécula indicadora.

6. El conjunto de inmunoglobulinas para su uso en el diagnostico del cancer de acuerdo con la reivindicacion 5, en el
que la molécula o moléculas indicadora(s) es/son colorantes fluorescentes.

7. Uso de las inmunoglobulinas como se definen en la reivindicaciéon 1 o 2 para preparar un agente medicinal, de
diagnéstico o de afinidad.

8. El conjunto de inmunoglobulinas para su uso en el tratamiento del cancer o una infeccién de acuerdo con la
reivindicacion 4, en el que el sujeto es un ser humano, primate, animal de cria, animal de laboratorio, animal salvaje
en cautiverio o especie aviar.

9. El conjunto de inmunoglobulinas o el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que cada
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inmunoglobulina es especifica para un antigeno CD.

10. Un conjunto de inmunoglobulinas como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que cada conjunto comprende
al menos dos inmunoglobulinas, teniendo cada una la estructura:

x - (Fc')i — scFv(Ag');

- (Fc”)i - scFv(AgZ);
en la que:

X € y son comparfieros de uniéon que pueden formar una asociaciéon o unirse entre si en la que los pares de unién
comprenden porciones complementarias de una cremallera de leucina, un par receptor-ligando, actina y una
proteina de union a actina o aptdmeros de ADN;

(Fc')i y (Fc")i con cada uno dominio Fc incompletos, no funcionales que pueden formar un dominio Fc funcional
después de launidonde xevy;y

scFv(Ag") y scFv(Ag son fragmentos variables monocatenarios que tienen especificidad por dos antigenos (Ag)
diferentes, Ag o0 Ag” sobre la célula objetivo.

11. Un conjunto de inmunoglobulinas como se reivindica en la reivindicacion 1, en el que cada conjunto comprende
al menos dos inmunoglobulinas, teniendo cada una la estructura:

- (Mo')i - scFv(Ag1);
o]
y - (Mo")i — scFv(Ag?);
en la que:

X € y son companferos de unidon que pueden formar una asociacidon o unirse entre si en la que los pares de unién
comprenden porciones complementarias de una cremallera de leucina, un par receptor-ligando, actina y una
proteina de unién a actina o aptameros de ADN;

(Mo')i y (Mo”)i son cada uno porciones de una molécula indicadora que puede formar un indicador funcional después
delaunionde xey;y

scFv(Ag y scFv(Ag son fragmentos variables monocatenarios que tienen especificidad por dos antigenos (Ag)
diferentes, Ag 0 Ag” sobre la célula objetivo.

12. Un método in vitro para identificar selectivamente una célula, comprendiendo dicho método poner en contacto
dicha célula con un conjunto de inmunoglobulinas como se define en la reivindicacién 1 o 2, en el que dichas
primeras porciones pueden interaccionar diferentes antigenos sobre la célula, dichas segundas porciones
comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones complementarias no funcionales de una unica molécula
indicadora y dichas terceras porciones son pares de unidon complementarios, en el que después de la unién de las
inmunoglobulinas individuales a los diferentes antigenos, los pares de uniéon se combinan en la superficie celular
permitiendo que las moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una Unica molécula
indicadora.

13. El método de la reivindicacién 12, en el que la molécula o moléculas indicadora(s) es/son colorantes
fluorescentes.

14. El método de la reivindicacion 12 0 13, en el que la célula es una célula cancerosa o una célula madre.

15. El método de la reivindicacion 12 o 13 para identificar células cancerosas en un sujeto, comprendiendo dicho
método poner en contacto células supuestamente cancerosas con un conjunto de inmunoglobulinas como se define
en la reivindicacion 1 o 2, en el que dichas primeras porciones de dichas inmunoglobulinas pueden interaccionar con
diferentes antigenos especificos de cancer sobre la célula.

16. Un método para detectar una célula objetivo, comprendiendo dicho método poner en contacto una muestra que,

supuestamente, comprende dicha célula objetivo con un conjunto de inmunoglobulinas como se define en la
reivindicacion 1 o 2, en el que dichas primeras porciones pueden interaccionar diferentes antigenos sobre dicha
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célula, dichas segundas porciones comprenden distintas moléculas indicadoras o porciones no funcionales
complementarias de una unica molécula indicadora, en el que después de la uniéon de las inmunoglobulinas
individuales a los diferentes antigenos, los pares de unién se combinan en la superficie celular permitiendo que las
moléculas indicadoras proporcionen una sefial combinada o reconstituyan una unica molécula indicadora.

17. El método de la reivindicacién 16, en el que la molécula o moléculas indicadora(s) es/son colorantes
fluorescentes.

18. El método de la reivindicacion 16 o 17, en el que el antigeno objetivo es una proteina.

19. El método de la reivindicacion 18, en el que dicha proteina es una proteina con modificaciéon postraduccional.
20. El método de la reivindicacion 19, en el que dicha proteina es una proteina fosforilada o glucosilada.

21. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, en el que la muestra se ha retirado de un sujeto.
22. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21, en el que el sujeto es un ser humano.

23. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, en el que la célula objetivo es indicativa de una
enfermedad o afeccion.

24. El conjunto de inmunoglobulinas como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 9, 10 o 11 para
su uso en el tratamiento del cancer.

25. El conjunto de inmunoglobulinas o su uso como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
en el que el par de unién es un par receptor-ligando que comprende una citocina y un receptor de citocina.
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Trx—-CD45-mOrange—-e3
MSDKITHLTDDSEDTDVLEADGAILVDEWAEWCGPCKMIAPILDETIADEYQGKLTVAKLN
IDONPGTAPRYGIRGIPTLLLEFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHE
HHSSGLVPRGSGMKETARRKEERQHMDSPDLGTDDDDKQVOLVESGGGLVOPGGSLKLSC
AASGFDPSRYWMSWVRQ&EGKGLEWIGEINPTSSTINFTPSLKDKVFISRDNAHNTLYLQ
MSKVRSEDTALYYCARGNYYRYGDAMDYWGQGTSVTVSKISGGEGGSGGGEGEEGGGEGEIGEGEHE
SGGEGSSDIVLTQSPASLAVS LGORATISCRASKSVSTSGYSYLEHWYQOKPGOPPKLLLY
LASNLESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHEPVEREDARATYYCOHSRELPFTFGSGTKLETKvd
GGGGSGGGESGEEESGEGrsMVSKGEENNMATI TKEFMRFKVRMEGS VNGHEFEIEGEGEG
RPYEGFQTAKLKVTRKGEPLPEFAWDILSPQETYGSKAYVEHPADIPDYFRKLSFPEGFRKWER
VMNFEDGGYVITVTIQDSSLODGEFIYKVEKLRGTNEFPSDGPVMOKKTMGWEASSERMY PEDG
ALKGETEMRLEKLEDGGHYTSEVRTTYKARKPYVQLPGAYIVGIKLDTTSHNEDYTIVEQYE
RAEGEHSTGGMDELYK1eGGGCECSCEGGSGGGGSGGGTSEISALEKEISALERKEISALEKA
S

NUumero de aminodcidos: 721

Peso molecular: 76713,6

pl tedrico: 5,86

Coeficientes de extincidén: (M’ cm™’, 2 280 nm).

Coeficiente de extincidn 97095

Zbs. 0,1 % (=1 g/1) 1,266, suponiendo gque los residuos de Cys
de ALL aparecen como medias cistinas

Figura 1A
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Trx~-CD20-T-Sapphire-k3
MSDKIIELTDDSFDTDVLKADGAILVDEWAEWCGCPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLRN
IDONPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHAHH
HHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKMDVVMIQTPASLSASVGETVTI
TCRASGSTHNYLAWYQOKLGKSPQLLVYNAKTLADGVPSRFSGSGSGTQFSLKINSLOPE
DEGSYYCQHFWS T PATFGGGTKLELKRGGGGGGGGESGEGGESGEEGESQVQLOQSGTELVKE
VASVKMSCKASGFTFTDYNMHWVKQT PGOGLEWIGAIYPENGDTS YNQRFKGKATLTADK
SFSTAYMHLSSLTSERTAVYFCARFYYYGSYYGALDYWGQRGTSVTVSSDSGAEFEvdAGGE
GSGGGGSGGGEEGGGraMSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHRESVSGEGEGDATYGKLT
LKFICTTGKLPVPWPTLVITFSYGVMYFSRYPDEMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDD
GNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKA
NFKIRHNIEDGGVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHEYLSIQSALSKDENEKRDHMVLLEF
VTAAGITHGMPELYKleGGGGSGGGGSGGEESGEGEEsKISALKEKTISALKEKISALKEAS

Numerc de aminoacidos: 720

Peso molecular: 76888,9

pI tedrico: 5,92 ) _
Coeficientes de extincién: (M " cm -, a 280 nm).

Coeficiente de extinciédn 93085
Ebs. 0,1 % (=1 g/1) 1,211, suponiendo que los residuocs de Cys
de ALL aparecen como medias cistinas
Coeficiente de ext. 92710
Figura 1B
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Figura 2D
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