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DESCRIPCION
Complejos moleculares diméricos
Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona complejos moleculares diméricos que comprenden una primera y segunda proteina
de fusion, en los que cada proteina de fusién comprende de su extremo N a C (a) un resto efector biol6gico, (b) una
regién bisagra de una molécula de IgG unida al resto efector biolégico y (c) un dominio de dimerizacién CH4 de una
molécula de IgE covalentemente unido a la regién bisagra, en los que el complejo molecular comprende un enlace
disulfuro entre un residuo de cisteina en la regién bisagra de la primera proteina de fusién y un residuo de cisteina en la
regién bisagra de la segunda proteina de fusién.

Restos efectores biolégicos preferidos son un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab, un dominio extracelular de
un receptor de membrana de tipo |, una citocina, una quimiocina, una enzima, una toxina o un marcador detectable.
Restos efectores biolégicos mas preferidos son un anticuerpo monocatenario, un fragmento Fab, una toxina o un
marcador detectable.

En una realizacién, el complejo molecular dimérico de la invencién comprende dos proteinas de fusién que
comprenden cada una restos efectores biologicos idénticos. En otra realizacién, las dos proteinas de fusién dentro del
complejo comprenden cada una diferentes restos efectores bioldgicos. En una realizacion preferida, los restos
efectores bioldgicos son sitios de union al antigeno, con tanto las mismas especificidades de unién como diferentes.

Cada proteina de fusion comprende una region bisagra que comprende los residuos de aminoacidos 223 a 243 de
SEC ID N®: 25, en la que las posiciones 240-243 estan ocupadas por el tetrapéptido VFLF. En realizaciones preferidas,
el tetrapéptido VFLF se sustituye con un tetrapéptido seleccionado del grupo que consiste en DSEY, KSKY, DEEY y
KRKY. Son mas preferidas realizaciones en las que el tetrapéptido es DSEY o KSKY.

En otro aspecto, la invencion proporciona moléculas de acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusion que
comprenden los complejos moleculares diméricos. En una realizacién, una molécula de acido nucleico codifica la
proteina de fusion de SEC ID N¢: 1.

En otro aspecto, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen los complejos moleculares
diméricos objeto.

Breve descripcion de las figuras

FIGS. 1A-D. Dibujos esquematicos de diversos complejos moleculares diméricos. En cada caso, enlaces disulfuro
se forman entre las cisteinas en la region bisagra de las proteinas de fusién que comprenden el complejo. FIG.
1A, un complejo molecular dimérico en el que el resto efector biolégico es un anticuerpo monocatenario. FIG. 1B,
dos complejos moleculares diméricos monoespecificos en los que el resto efector bioldgico es un fragmento Fab;
los complejos se diferencian entre si en la secuencia usada para sustituir el tetrapéptido VFLF “natural” dentro de
la bisagra. FIG. 1C, un complejo molecular dimérico biespecifico en el que los restos efectores biolégicos son dos
fragmentos Fab diferentes y en el que cada proteina de fusién comprende ademas una variante de corte y
empalme de IgE M2" diferente en su extremo C (SEC ID N% 26 y 27). FIG. 1D, un complejo molecular dimérico en
el que el resto efector bioldgico es un dominio extracelular de un receptor de membrana de tipo I.

FIG. 2. Esquema que muestra la generacién del anticuerpo monocatenario 19G9scFv. Las regiones VH y VL se
amplificaron por PCR usando cebadores que introdujeron sitios de restriccion y sitios para solapar la extension del
ligador de GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID Ne: 8). Tras 15 ciclos de extension, scFv se amplificé con
los cebadores directos e inversos originales mostrados durante 35 ciclos y luego se cloné por digestion con
restriccion en el vector de expresion bacteriano pz613. Cebador directo de VH, SEC ID N°: 15; cebador inverso de
VH, SEC ID N2: 16; cebador directo de VL, SEC ID N: 17; cebador inverso de VL, SEC ID N°: 18.

FIG. 3A-B. Esquemas que muestran la construccion de construcciones del dominio de dimerizacién CH4 de IgE
usadas para preparar el complejo molecular dimérico que contiene el anticuerpo monocatenario 19G9scFv. FIG.
4A, construccion de un dominio de dimerizacion CH4 de IgE fusionado con una bisagra de IgG1. Cebador de
ATGO001, SEC ID N¢: 9; cebador de ATG003, SEC ID N% 11; cebador de ATG004, SEC ID N2 12; cebador de
ATGO006, SEC ID N 13. FIG. 4B, construccion de un dominio de dimerizacion CH4 de IgE fusionado con una
bisagra de IgG con cuatro aminoacidos mutados para crear una bisagra mas hidrdfila (cebador de ATG019, SEC
ID N2 14). La insercion muestra la secuencia alrededor del sitio de mutacion que incluye tanto la secuencia de
aminodacidos, aminoacidos 252-281 de SEC ID N% 1, como la secuencia de nucleétidos (nucleétidos 783-869 de
SEC ID N2: 2).

FIGS. 4A-B. Secuencias de dos proteinas de fusién 19G9scFv. FIG. 5A, la secuencia de aminoacidos en la parte
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inferior (SEC ID N 3) y la secuencia de &cidos nucleicos en la parte superior (SEC ID N 4) de la proteina de
fusion 19G9scFv “natural” contienen las regiones VH, cursiva negrita; ligador de scFv, cursiva negrita subrayado;
extensién de VL y del extremo C, negrita; bisagra de 1gG, cursiva, con tetrapéptido “natural” subrayado en negrita;
CH4 de IgE, sencillo; marca de epitope del extremo C, subrayado cursiva. FIG. 5B, la secuencia de aminoacidos
en la parte inferior (SEC ID N% 1) y secuencia de acidos nucleicos en la parte superior (SEC ID N% 2) de la
proteina de fusién 19G9scFv “mutante” contiene las regiones VH, cursiva en negrita; ligador de scFv, cursiva en
negrita subrayado; extension de VL y del extremo C, negrita; bisagra de IgG, cursiva, con sustitucion de
tetrapéptidos hidréfilos subrayado en negrita; CH4 de IgE, sencillo; marca de epitope del extremo C, subrayado
cursiva.

FIG. 5A-B. Caracterizacién de un complejo molecular dimérico purificado que comprende dos proteinas de fusion
que contienen el anticuerpo monocatenario 19G9scFv (algunas veces denominado complejo molecular dimérico
19G9scFv). FIG. 6A, perfil de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC), que indica que la proteina pura es
principalmente un dimero (~90 kDa basado en tiempos de elucién de patrones de peso molecular). FIG. 6B, el
anadlisis de SDS-PAGE de proteina de fusion 19G9scFv no reducida (carriles 2 y 3, que contienen 2 pl y 5 pl de
proteina, respectivamente) y proteina de fusién 19G9scFv reducida (carriles 5 y 6, que contienen 2ul y 5 pl de
proteina, respectivamente) esta de acuerdo con el peso molecular calculado del complejo dimérico (85,4 kDa) y
del mon6émero de la proteina de fusién 19G9scFv (42,7 kDa). Los carriles 1 y 7 contienen marcadores de peso
molecular.

FIG. 6. Grafica que muestra datos de ELISA del complejo molecular dimérico 19G9scFv purificado (triangulos
blancos) que se une a proteina BHK-RG-1 en comparacion con la unién del diacuerpo 19G9 correspondiente
(cuadrados rellenos). Gran parte de la secuencia del diacuerpo 19G9 es similar a la secuencia de 19G9 scfv
(aminoacidos 1-251 en SEC ID N2 1). Sin embargo, el ligador entre los dominios VH y VL en el diacuerpo solo
tiene 5 aminoé&cidos en longitud (GGGGS).

FIG. 7. Diagrama del vector pPEP MF-J DSEY2 usado para expresar el complejo de dimeros de Fab, como se
muestra esquematicamente en la FIG. 1B.

FIG. 8. Bio-distribucion in vivo del complejo molecular dimérico 19G9scFv en comparacion con otros formatos de
anticuerpo (IgG de 19G9, anticuerpo monocatenario scFv monomérico 19G9 y diacuerpo 19G9). El eje Y
representa el porcentaje promedio de dosis inyectada por gramo (% medio de DI por gramo) para cuatro tejidos:
sangre (S), tumor (T), higado (H) y rifidn (R). Los valores se muestran para tejidos recogidos 0,25, 3, 6 y 48 h tras
la inyeccién de 2 uCi de anticuerpo marcado con Mn por animal. El % de DI por gramo para la muestra tumoral
de 48 h se indica con una flecha. Mientras que el tumor se marca bien por tanto el complejo molecular dimérico
19G9 scFv como IgG de 19G9, un alto porcentaje de IgG de 19G9 también es retenido en la sangre 48 h, a
diferencia del complejo molecular dimérico. scFv y el diacuerpo no marcan bien el tumor y también producen una
acumulaciéon de marca en los rifiones.

FIG. 9. Esquema que muestra la generacion del plasmido plE-J_DSEY usado para expresar la proteina de fusion
J_DSEY, como se describe en el Ejemplo 5.

FIG. 10. Uni6n del complejo molecular dimérico J_DSEY a la proteina de antigeno biotinilado para la proteina ABJ
de anticuerpo en comparacion con la unién de la forma Fab de ABJ. El complejo molecular dimérico J_DSEY y la
forma Fab de ABJ tienen actividad equivalente, con una CEsy que es aproximadamente nanomolar. Estudios
previos que comparan formas de Fab monomérico y de IgG dimérica de ABJ en ensayos similares muestran que
los anticuerpos monoméricos y diméricos se unen a concentraciones similares. Las concentraciones de
anticuerpo se calcularon basandose en pesos moleculares de 125 kD para el complejo molecular dimérico, 50 kD
para Fab y 150 kD para IgG. El anticuerpo secundario usado en el ensayo fue HRP-anticuerpo anti-Fab humano
(Jackson ImmunoResearch).

FIG. 11. Andlisis de cromatografia de exclusién por tamano (SEC). Tanto el complejo molecular dimérico J_DSEY
como la expresion heterogénea de J_DSEY y J_KSKY dieron el pico principal a aproximadamente 125 kD,
sugiriendo la formacion del complejo dimérico. EI complejo molecular dimérico J_KSKY también mostrd un pico a
aproximadamente 125 kD, aunque no es el pico principal.

FIG. 12. Analisis de masas de MALDI-TOF. El complejo dimolecular J_DSEY (0,26 mg/ml) se mezclé con 10
mg/ml de matriz de MALDI de acido sinapinico en 50 % de acetonitrilo, 0,1 % de TFA a una relacién entre 1:1 y
1:5 y 1 pmol de proteina minima se eligi6 como diana por mancha. El analisis de masa de MALDI-TOF se realiz6
usando un instrumento Bruker UTT calibrado linealmente con patrones Il de proteina Bruker. Se registraron
espectros de iones positivos con un potencial de aceleracién de 25 kV para 100 disparos de laser, acumulados
durante 15 eventos. La masa molecular indicada de 123.962,2 Da estd de acuerdo con el peso molecular
esperado para el complejo molecular dimérico de Fab J_DSEY intacto y estd de acuerdo con la SEC y masa
calculada.
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FIG. 13. Union del complejo molecular dimérico 25_DSEY a proteina de antigeno biotinilado para tanto el
anticuerpo AB25 (mismo que el antigeno para ABJ anterior) en comparacién con la unién de la forma de Fab de
AB25 como la forma de IgG de AB25. La actividad de union del complejo molecular dimérico (25_DSEY) mejor6
en comparacion con la de Fab, y equivalente a la unién encontrada con la forma de IgG. La CEsg para el dimero
de Fab dimérico 25_DSEY vy la IgG estan ambas en el intervalo sub-nanomolar. Estudios previos que comparan
las formas de Fab monomérico y de IgG dimérica de AB25 en ensayos similares muestran que la IgG dimérica se
unié con mayor afinidad que Fab monomérico, de acuerdo con estos resultados. La concentracion de anticuerpo
se calcul6 basandose en pesos moleculares de 125 kD para el complejo molecular dimérico, 50 kD para Fab y
150 kD para IgG. El mismo HRP-anticuerpo anti-Fab humano como se muestra en el Ejemplo 6 se usé como
anticuerpo secundario.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion explota las propiedades de auto-dimerizacién del dominio CH4 de IgE para proporcionar complejos
moleculares diméricos que comprenden restos efectores bioldgicos. Un “resto efector biolégico” es un polipéptido que
comprende la porcién biolégicamente activa de moléculas tales como anticuerpos, receptores de membrana de tipo | y
tipo I, citocinas, enzimas, y similares. Restos efectores biologicos Utiles incluyen anticuerpos monocatenarios,
fragmentos Fab, dominios extracelulares de receptores de membrana de tipo | o tipo Il, citocinas (incluyendo
quimiocinas), dominios de sitios activos de enzimas, hormonas de proteina y moléculas efectoras de péptidos.

Los restos efectores bioldgicos en cada una de las dos proteinas de fusion que comprenden un complejo molecular
dimérico pueden ser idénticos o pueden ser restos con dos funciones diferentes (por ejemplo, un sitio de unién al
antigeno y una toxina). Restos efectores biolégicos que tienen una funcién terapéutica util o dirigida especificamente a
tejido son especialmente Utiles.

Las regiones constantes de inmunoglobulinas se fusionan frecuentemente con restos biolégicamente activos para crear
proteinas quiméricas. La configuracion de la fusién y los dominios de inmunoglobina varian dependiendo de la funcién
prevista. Por ejemplo, el documento WO 2005/017148 desvela una construccién que contiene una region variable
monocatenaria (scFV) fusionada con una bisagra de IgG mutante, en la que se han sustituido las cisteinas que forman
disulfuro y los dominios CH3-CH4 de IgE. La construccion resultante es monomérica. M. Ochino y col. (International
Journal of Molecular Medicine, vol 14, n? 3, 2004, pag. 383-388) también muestran una fusién entre scFV y el dominio
CH4 de IgE. Esta construccion carece de la region bisagra flexible presente en inmunoglobulinas tales como IgG.
Bestagno y col. (Biochemistry, vol 40, n® 25, 2001 pag. 10696-10692) presentan otro ejemplo de una construccién de
fusion dimérica basada en la familia de IgE que carece de una regién bisagra flexible.

Los complejos moleculares diméricos son estables in vivoy se unen a una diana de interés con una afinidad similar a la
de la molécula nativa de la que se deriva el resto efector biolégico.

Los complejos moleculares diméricos de la invencién comprenden dos proteinas de fusion. En algunas realizaciones,
cada proteina de fusion comprende lo siguiente, del extremo N a C: (a) un resto efector bioldgico, (b) una regién
bisagra de una molécula de IgG unida al resto efector bioldgico; y (¢) un dominio de dimerizacion CH4 de IgE
covalentemente unido a la region bisagra. La dimerizacion de los dominios de dimerizacién CH4 de la primera y
segunda proteinas de fusién se produce por formacion de enlaces disulfuro entre cisteinas en la regién bisagra de cada
proteina de fusion. Véanse las FIG. 1A-D.

La molécula efectora puede estar covalentemente unida directamente a la secuencia nativa de la bisagra de IgG+. En
otras realizaciones puede emplearse un aminodcido ligador. En tales realizaciones, la molécula efectora estad unida
covalentemente al ligador, que esta unido covalentemente a la bisagra de 1gGs. La bisagra de IgG es preferentemente
una bisagra de IgGs, preferentemente derivada de IgGs humana, aunque pueden usarse regiones bisagra de IgG; de
otras especies (por ejemplo, ratén, conejo, etc.). En otras realizaciones pueden usarse regiones bisagra de otras IgG
(por ejemplo, 19Gz, 1gGs e 1gGa).

La bisagra de IgGs, como se usa en el presente documento, comprende los residuos de aminoacidos 223 a 243 de
dentro de la primera cadena beta del dominio CH2 de IgGy, en los que la numeracion se basa en la secuencia de la
cadena pesada de IgGi de Eu (SEC ID N 25) como se describe por Edelman y col. (1969) Proc. Natl. Acad. Science
USA, 63, pag. 78 - 85. Esta secuencia contiene un tetrapéptido hidréfobo, VFLF, en las posiciones 240-243
(correspondientes a las posiciones 277-280 en SEC ID N 3). En una realizacién preferida, este tetrapéptido hidréfobo
esta sustituido con un tetrapéptido de aminoéacidos hidréfilos, Asp, Ser, Glu y Tyr (DSEY) (residuos de aminoacidos
277-280 en SEC ID N¢: 1), para aumentar la solubilidad. Las secuencias de CH2 bisagra y del extremo N de IgGo, 1gGs
o lgGs también contienen el tetrapéptido VFLF y, por tanto, las regiones bisagra de estas moléculas de
inmunoglobulina proporcionan las mismas oportunidades de sustitucién en estas posiciones.

En otra realizacion pueden hacerse modificaciones en la region bisagra para aumentar la capacidad para conjugar
diversas moléculas con el complejo molecular dimérico. Aunque los residuos de lisina ya presentes en el dimero
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pueden usarse para la conjugacion, sitios adicionales para la conjugacion pueden proporcionarse alterando el mismo
tetrapéptido hidréfobo (es decir, VFLF, en las posiciones 277-280 en SEC ID N2 3) que se cambi6 a DSEY
(produciendo SEC ID N2 1) a, por ejemplo, el tetrapéptido, KSKY. Los residuos de lisina adicionales proporcionados
por esta sustitucién pueden usarse para afnadir poliglicoles (por ejemplo, PEG, POG) a una molécula dimerizada para
mejorar la eliminacion. Alternativamente, moléculas tales como toxinas, marcas detectables, moléculas radiactivas,
etc., pueden conjugarse con proteinas de fusion del complejo molecular dimérico mediante estos residuos de lisina.
Los procedimientos de conjugacion son muy conocidos en la técnica.

Complejos moleculares diméricos usando anticuerpos como efector bioldgico

Restos
Dimeros de scFv y Fab

Los complejos moleculares diméricos de la invencion pueden formarse usando proteinas de fusién que comprenden
anticuerpos como restos efectores biolégicos. En algunas realizaciones, los restos efectores biolégicos de cada
proteina de fusién comprenden sitios de unién al antigeno. Los sitios de unién al antigeno pueden proporcionarse, por
ejemplo, por un anticuerpo monocatenario (scFv) o un fragmento Fab. El complejo molecular dimérico resultante
comprendera dos sitios de unién al antigeno, que pueden ser de especificidades iguales o diferentes (es decir, que
forman complejos moleculares diméricos monoespecificos o biespecificos, respectivamente).

Un complejo molecular dimérico monoespecifico en el que el resto efector bioldgico en ambas proteinas de fusion es
un anticuerpo monocatenario se muestra esquematicamente en la FIG. 1A. La FIG. 1B es una representacion
esquematica de complejos moleculares diméricos monoespecificos en los que el resto efector bioldégico en cada
proteina de fusién es un fragmento Fab (es decir, “dimero de Fab”). La FIG. 1C es una representacién esquematica de
un complejo molecular dimérico biespecifico en el que los restos efectores biolégicos en las proteinas de fusion son
fragmentos Fab con especificidades diferentes.

Los complejos moleculares diméricos relacionados con anticuerpos de la invencién tienen perfiles farmacocinéticos y
de biodistribucion superiores cuando se comparan con los de anticuerpos monocatenarios monomeéricos, diacuerpos, o
IgG diméricas de tamafio completo. Cuando se comparan con un anticuerpo IgG completo, los complejos moleculares
de la invencidn proporcionan una mayor relacién de concentracién en tumor con respecto a sangre en un momento de
tiempo mas temprano después de la administracion in vivo y muestran mejor penetracion en un tumor. Tales complejos
también muestran una mayor acumulacién en el tumor con menos acumulacién en el riidén en comparacion con tanto
anticuerpos monocatenarios monoméricos como diacuerpos (véase la FIG. 8).

Los complejos moleculares diméricos relacionados con anticuerpos de la invencion pueden usarse diagndsticamente y
terapéuticamente. Por ejemplo, un complejo molecular dimérico puede usarse para la obtencion de imagenes in vivo,
tal como obtencién de imagenes de PET, o para diagndsticos in vitfro. Cuando se conjuga con una molécula
terapéutica, un complejo molecular dimérico puede usarse para dirigir la molécula terapéutica a una diana particular.

En una realizacion preferida, las dos proteinas de fusion dentro del complejo dimérico comprenden cada una
anticuerpos monocatenarios ligados al dominio CH4 de IgE mediante la regidn bisagra y aminoacidos del extremo N
que incluyen una porcién de la primera hoja  del dominio CH» de IgGs humana. El beneficio de esta unién es que los
enlaces disulfuro entre las dos proteinas de fusion se localizaran en el centro del complejo molecular dimérico,
estabilizando asi el complejo. Tales complejos moleculares diméricos normalmente tienen un peso molecular entre 50
kD y 150 kD.

Un ejemplo de una proteina de fusidon que contiene scFv usada en un complejo dimérico de la invencién es SEC ID N
1 (FIG. 5B), que contiene el anticuerpo monocatenario 19G9scFv.

La regién bisagra en esta proteina de fusion THTCPPCPAPELLGGPSDSEY (SEC ID N¢: 5; residuos de aminoacidos
260-280 de SEC ID N2 1) contiene el tetrapéptido hidrdfilo 'DSEY' en los residuos de aminoacidos 277-280, en lugar
del tetrapéptido 'VFLF' “natural” (residuos de aminoacidos 277-280 de SEC ID N¢: 3).

Esta proteina de fusion es soluble y se une al antigeno con una afinidad similar a la de la inmunoglobulina parental.

El ligador entre los dominios VH y VL en la molécula de la proteina de fusién 19G9scFv consiste en los residuos de
aminoécidos 125-144 de SEC ID N2 1: GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID Ne: 8).

Esta proteina de fusion particular también comprende una marca de epitope del extremo C (GAPVPYPDPLEPRAA
(SEC ID N2 23)) en los residuos de aminoacidos 391-405 de SEC ID N 1. Tales marcas de epitopes se usan
frecuentemente para ayudar en la purificacién de moléculas expresadas. En otras realizaciones de la invencién, los
complejos moleculares diméricos de la invencién se producen usando proteinas de fusiéon que no contienen una marca
de epitope o con diferentes marcas de epitopes (por ejemplo, ESSEEGGC (SEC ID N2: 24)).
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Los complejos moleculares diméricos de la invencion también pueden prepararse usando fragmentos de la cadena
pesada de Fab en lugar de anticuerpos monocatenarios como moléculas efectoras bioldgicas en las proteinas de
fusion que constituyen el complejo dimérico (véanse los Ejemplos 5-8). Cuando se forma un complejo molecular
dimérico que comprende los fragmentos Fab, el dominio CH1 de la cadena pesada puede estar directamente unido a la
regién bisagra como en una molécula de inmunoglobulina normal, reduciendo adicionalmente la cantidad de
secuencias inmunogénicas no nativas en la molécula. Cuando las cadenas ligeras de Fab se combinan con el complejo
molecular dimérico de las cadenas pesadas de Fab, se forma un complejo molecular dimérico de Fab.

Un dimero de Fab que tiene la misma afinidad que una IgG, pero un menor peso molecular, puede construirse
eliminando la regién Fc. El menor peso molecular de un dimero tal puede producir una elevada penetracion tumoral.
Ademas, tales dimeros de Fab no se uniran a receptores de Fc celulares (FcR), reduciéndose asi las interacciones
relacionadas con FcA no deseadas. Por ejemplo, un complejo molecular dimérico que usa tales dimeros de Fab puede
usarse para preparar conjugados de toxina que no se uniran a células con FcyR o el receptor de Fc neonatal (FcRn). La
FIG. 7 muestra un vector usado para generar un complejo molecular dimérico que contiene Fab tal que comprende una
cadena ligera (SEC ID N% 19 y 21, secuencias de aminodcidos y de acidos nucleicos, respectivamente) y una cadena
pesada y dominio de IgE (SEC ID N: 20 y 22, secuencias de aminodcidos y de acidos nucleicos, respectivamente). Un
complejo tal tiene un enlace disulfuro interno entre las cadenas ligeras y pesadas del Fab, ademas de enlaces disulfuro
entre las regiones bisagra de las dos proteinas de fusion. Esta molécula no provocara ningun receptor de Fc o
actividades mediadas por C1q in vivo.

Cuando el dominio de unién de Fc se incluye en una proteina de fusién de Fc, el complejo molecular dimérico
generado puede unirse no solo al receptor de Fc, sino también a otras proteinas (por ejemplo, Fcyllla, Feyllb, C1q, etc.)
y puede desencadenar las funciones efectoras de estas moléculas. La unidén a receptores de Fc permite que un
conjugado de anticuerpo-toxina se dirija a células que expresan el receptor de Fc. Las propiedades in vivo de un
anticuerpo que pueden mediarse por la interaccion de receptores de Fc incluyen citotoxicidad celular dependiente de
antigeno (ADCC), fagocitosis, citotoxicidad dependiente del complemento, elevada semivida en suero y eliminacién
disminuida, etc. Los términos 'proteina de fusion de Fc' o 'fusion de Fc' se usan ampliamente para referirse a la practica
de dimerizar proteinas usando la bisagra de IgG y los dominios CH2 y CH3. Tales 'fusiones de Fc' retienen la habilidad
de unirse a receptores de Fc.

Realizaciones preferidas de Fab que contienen complejos moleculares diméricos comprenden regiones bisagra en las
que el tetrapéptido 'VFLF' “natural” dentro de la regién bisagra esta sustituido con el tetrapéptido DSEY “mutante” mas
hidréfilo o con el tetrapéptido 'KSKY"', que proporciona lisinas adicionales para la conjugacion (véanse SEC IDN%: 5y 7,
respectivamente).

En otras realizaciones de complejos moleculares diméricos que contienen tanto scFv como Fab, secuencias de
tetrapéptidos distintas de las dos descritas anteriormente pueden usarse para sustituir el tetrapéptido hidréfobo VFLF,
que esta presente en el dominio de dimerizacion “natural” (residuos de aminoacidos 277-280 en SEC ID N: 3) de la
proteina de fusién. La sustitucion de este tetrapéptido con diferentes tetrapéptidos en la primera y segunda proteinas
de fusion que constituyen la construccion dimérica es de particular utilidad en ayudar a promover la formacion de
heterodimeros. En realizaciones preferidas, las sustituciones incluyen: SESE o SDSD en una proteina de fusiéon con
SKSK o SRSR en la segunda proteina de fusién. La sustitucién de secuencias adicionales para el tetrapéptido
hidréfobo que pueden usarse para promover la formacién de heterodimeros de este modo incluyen: SESY o SDSY con
SKSY o SRSY; o DEEY, DDDY, DDEY, DEDY, EEEY, EDDY, EDEY, o EEDY con RRRY, RKRY, RRKY, RKKY, KKKY,
KRRY, KRKY, o KKRY. En la estructura de IgGi humana, los dos residuos de Phe en el tetrapéptido hidréfobo
empezando en Valxo (V240FLF) indican hacia adentro, hacia los residuos de Phe correspondientes de la otra cadena
pesada en el dimero de IgGy. Estos residuos de Phe se extienden hacia estructuras de hidrato de carbono unidas a
CH2 y localizadas entre los dos dominios CH2 (Saphire (2002) J Mol Biol 319, pag. 9-18). Los residuos de Val y Leu en
el tetrapéptido VFLF indican hacia afuera, lejos de los hidratos de carbono y hacia los residuos de aminoacidos en
CH2. La sustitucién de residuos dentro del tetrapéptido VFLF con residuos menos hidréfobos (Ser, Thr, Asp, Glu, Asn,
Gin, Gly, His, Lys, Arg, Cys o Ala) disminuye el nimero de cadenas laterales hidr6fobas expuestas, mejorando asi la
solubilidad del complejo molecular dimérico. La sustitucion con Lys o Cys también proporciona sitios para
modificaciones quimicas. Para promover la formacién de heterodimeros, uno o ambos de los residuos de Phe dentro
de una proteina de fusion del complejo molecular dimérico estan sustituidos con residuos que poseen una carga
opuesta que esta presente en la segunda proteina de fusiéon en el complejo molecular dimérico. La colocacion de
residuos de carga opuesta dirigidos los unos hacia los otros de cada proteina de fusiébn que comprende el
heterodimero permite la interaccion de carga para promover la formacién de heterodimeros. En general, si X es
cualquier aminoacido que no sea hidréfobo, entonces las siguientes combinaciones de secuencias podrian usarse para
preparar heterodimeros por sustitucion del tetrapéptido VFLF en las dos moléculas del heterodimero: 1) XEXY o XDXY
con XKXY o XRXY; 2) XEXE, XEXD, XDXE o XDXD con XRXR, XRXK, XKXR o XKXK; o 3) XRXE, XRXD, XKXE o
XKXD con XEXR, XEXK, XDXK o XDXR.

En otras realizaciones, la secuencia de tetrapéptidos hidréfobos naturales 'VFLF' y el residuo de prolina adyacente
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(residuos de aminoacidos 277-281 de SEC ID N?: 3) pueden sustituirse con secuencias de aminoacidos del bucle que
conecta CH3 y CH4 en la secuencia de IgE humana (SEC ID N¢: 45). Este estiramiento de cinco aminoacidos (VFLFP)
puede sustituirse con tanto LysThrSerGly (residuos de aminoacidos 315 a 318 de SEC ID N 45) como
ThrLysThrSerGly (residuos de aminoacidos 314 a 318 de SEC ID N?: 45). Similarmente, los residuos 277 a 281 en SEC
ID N%: 1 (DSEYP) o residuos de aminoacidos 263 a 267 en SEC ID N% 20 (DSEYP) también pueden sustituirse con
estas secuencias derivadas de IgE con el fin de crear complejos moleculares diméricos compuestos enteramente de la
secuencia nativa de tanto IgG como IgE humana.

Normalmente, un dominio CH4 de IgE se usa para dimerizar proteinas de fusién de la invencion. Sin embargo, con el
fin de estabilizar adicionalmente los heterodimeros, variantes de corte y empalme de CH4 de IgE M2" pueden anadirse
en los extremos C de las proteinas de fusion que comprenden el complejo molecular dimérico. En una proteina de
fusion, una forma acida de la variante de corte y empalme de CH4 de IgE M2" (ESSEEGGC (SEC ID N2: 26)) se afiade
al extremo C, mientras que en la segunda proteina de fusion se afiade una variante de corte y empalme de CH4 de IgE
M2" que contiene aminodacidos basicos (ESSRRGGC (SEC ID N®: 27). Véase la FIG. 1C.

Complejos moleculares diméricos usando otros restos efectores bioldgicos

Puede usarse una variedad de restos efectores biologicos distintos de moléculas relacionadas con anticuerpos en las
proteinas de fusiéon que comprenden los complejos moleculares diméricos de la invencién. En tales proteinas puede o
puede no usarse un aminodcido ligador entre el resto efector bioldgico y la regién bisagra. Si se incluye, el aminoacido
ligador es preferentemente un ligador de poli Gly de 1 a 10 o0 mas aminodacidos y puede incluir otros aminoacidos, que
incluyen Ala, Ser, Thr y Asp. Dependiendo del uso previsto, los complejos moleculares diméricos pueden comprender
proteinas de fusion en las que los dos restos efectores biolégicos son iguales o diferentes (es decir, homodimeros o
heterodimeros, respectivamente). Los heterodimeros se estabilizan de un modo similar al descrito anteriormente.

A. Dominios extracelulares de receptores de membrana de tipo |

Un complejo molecular dimérico que comprende proteinas de fusién en las que el resto efector biolégico es un dominio
extracelular de un receptor de membrana de tipo | se muestra esquematicamente en la FIG. 1D y tales complejos son
utiles como efectores biolégicos o para unirse a ligandos. Los receptores de membrana de tipo | dtiles en la invencion
incluyen receptores de TNF, efrinas, Eph, receptores de VEGF, receptores de IGF, trombospondina, trombomodulina,
receptores de PDGF, IL-2R, componentes complejos de TCR, receptores de EGF, receptores de TGF, factor de tejido,
receptores de factores de crecimiento, receptor de HGH, receptores de IFN, HER2, receptor de insulina, etc.

B. Citocinas

En algunas realizaciones, el resto efector bioldgico es una citocina util para modular respuestas bioldgicas de células.
Citocinas utiles en la invencion incluyen linfocinas tales como factor activador de macréfagos (MAF), factor de inhibicién
de la migracion de macrofagos (MMIF), factor de inhibicién de la migracion de leucocitos (MCF), factor de inhibicion de
la migracién de leucocitos (LMIF), un factor liberador de histamina (HRF), o factor de transferencia (TF). Factores de
necrosis tumoral, tales como TNF-o (caquectina) y TNF-B (linfotoxina) puede ser restos efectores biolégicos. Las
interleucinas, tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, y IL-15, IL-17,
pueden ser restos efectores biolégicos. Los interferones, tales como IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-® y IF-t pueden ser restos
efectores bioldgicos.

Otras citocinas Utiles incluyen factores estimulantes de colonias, quimiocinas y proteinas de estrés. Ejemplos de
factores estimulantes de colonias incluyen factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante
de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) y multi-
CSF (IL-3).

Ejemplos de a-quimiocinas incluyen IL-8, NAP-2 (proteina 2 activadora de neutréfilos), PF-4 (factor 4 de plaquetas) y
BTG (B-tromboglobulina). Las B-quimiocinas incluyen MCP-1 (proteina 1 quimioatrayente de monocitos), MCP-3, MIP-
1o (proteina 1o inflamatoria de macroéfagos), MIP-13 y RANTES (“quimiocina expresada y supuestamente secretada
regulada tras la activaciéon de T normales”). Otras quimiocinas Utiles incluyen, por ejemplo, quimiocinas CCL;
quimiocinas CXC (SCYS) o quimiocinas CX3C; quimiocinas XC; y quimiocinas CC, tales como CCL2, CCL7, CCL11,
CCL8, CCL13, CCL1, CCL5, CCL16, CCL14, CCL15, CCL23, CCL18, CCL3 y CCL4.

Las proteinas de estrés incluyen proteinas de choque térmico (HSP), proteinas reguladas por glucosa (GRP), ubiquitina
y superoxido dismutasa.

C. Enzimas

En otras realizaciones, un resto efector biolégico es una enzima, por ejemplo, una enzima proteolitica (una amino
peptidasa, una aspartil proteasa, una serina proteasa, una metaloproteasa, una cisteinil proteasa, pepsina, tripsina,
trombina, lisozima, factor VII, factor X, factor IX). También pueden usarse otras enzimas, tales como glicosidasas,
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esterasas, hidrolasas, nucleasas, sintasas, isomerasas, polimerasas, cinasas, fosfatasas, reductasas, que incluyen
oxido-reductasas, transferasas, ligasas, enzimas de restriccion, amidasas, ATPasas, carbohidrasas, lipasas, celulasas,
deshidrogenasas y oxidasas.

D. Toxinas

También pueden usarse toxinas terapéuticamente Utiles como restos efectores bioldgicos en las proteinas de fusion
que comprenden los complejos moleculares diméricos de la invencion. Hay numerosos ejemplos de tales toxinas, muy
conocidos para aquellos expertos en la materia, tales como las toxinas bacterianas exotoxina A de Pseudomonas y
toxina diftérica, y las toxinas de planta ricina, abrina, modecina, saporina y gelonina.

Produccion de complejos moleculares diméricos

Las proteinas de fusion para complejos moleculares diméricos de la invencion pueden producirse recombinantemente
o sintéticamente, o usando una combinacién de los dos enfoques. Para la producciéon recombinante, la invencién
proporciona moléculas de &cidos nucleicos que codifican proteinas de fusion de la invencion (véase mas adelante).

Es posible producir una proteina de fusién de la invencién usando procedimientos quimicos para sintetizar la secuencia
de aminodcidos de la proteina de fusion. Los procedimientos incluyen sintesis directa de péptidos usando técnicas en
fase solida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149-2154, 1963; Roberge y col., Science 269, 202-204, 1995). La
sintesis de proteinas puede realizarse usando técnicas manuales o por automatizacion. La sintesis automatizada
puede lograrse, por ejemplo, usando el sintetizador de péptidos Applied Biosystems 431 A (Perkin Elmer).
Opcionalmente, los fragmentos de una proteina de fusion pueden sintetizarse por separado y combinarse usando
procedimientos quimicos para producir una proteina de fusién de longitud completa. Véase el documento WO
01/98340.

Moléculas de acidos nucleicos

Las moléculas de acidos nucleicos de la invencion pueden comprender cualquier secuencia de nucledtidos que
codifique la proteina de fusién deseada. Las moléculas de &cidos nucleicos de la invencion incluyen ADN mono y
bicatenario (incluyendo ADNc) y ARNm. Muchos kits para construir proteinas de fusién estan disponibles de empresas
tales como Promega Corporation (Madison, WI), Stratagene (La Jolla, CA), CLONTECH (Mountain View, CA), Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), MBL International Corporation (MIC; Watertown, MA) y Quantum Biotechnologies
(Montreal, Canada; 1-888-DNA-KITS).

Procedimientos que son muy conocidos para aquellos expertos en la materia pueden usarse para construir moléculas
de acidos nucleicos de la invencion. Estos procedimientos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro y técnicas
sintéticas. Tales técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook y col. (1989) y en Ausubel y col., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., 1989.

En algunas realizaciones, las moléculas de acidos nucleicos son construcciones de expresién que contienen los
elementos necesarios para la transcripcion y traduccién de una secuencia codificante insertada que codifica una
proteina de fusion. Las construcciones de expresién de dimeros de Fab pueden incluir una secuencia codificante para
la cadena ligera con una cisteina del extremo C. Una construccién de expresion puede estar presente en un vector
adecuado para introducir proteinas de fusién de la invencion en una célula.

Las proteinas de fusion de la invencion pueden expresarse recombinantemente en una variedad de células huésped.
Estas incluyen, pero no se limitan a, microorganismos, tales como bacterias transformadas con vectores de expresién
de ADN en bacteri6fago, plasmido o césmido recombinantes; levadura transformada con vectores de expresion en
levadura, sistemas de células de insecto infectadas con vectores de expresion en virus (por ejemplo, baculovirus),
sistemas de células de planta transformados con vectores de expresién en virus (por ejemplo, virus del mosaico de la
coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o con vectores de expresion bacterianos (por ejemplo, plasmidos Ti
o0 pBR322), o sistemas de célula animal, particularmente sistemas de mamifero, que incluyen sistemas humanos.
Véase el documento WO 01/98340, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. La
eleccion de componentes de vector y células huésped apropiadas esta perfectamente dentro de las capacidades de los
expertos en la materia.

En algunas realizaciones de la presente invencién, ambas proteinas de fusion de un complejo molecular dimérico se
expresan en la misma célula, preferentemente del mismo plasmido, por ejemplo, como un operén dicistrénico (Skerra y
col., Protein Eng. 4, 971,1991). Una secuencia sefial puede incluirse para dirigir las proteinas de fusion a la localizacién
celular deseada. La expresion de las dos proteinas de fusion de un complejo molecular dimérico del mismo plasmido
conduce a que se forme una elevada cantidad de dimero biespecifico, ya que cantidades equivalentes de cada
componente estan siendo producidas dentro de la célula.

Opcionalmente, una proteina de fusion puede comprender un resto que puede usarse como marca de deteccion o de
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purificacién, tal como péptidos que comprenden al menos cinco residuos de histidina, o las marcas c-myc y FLAG
comunmente usadas.

Procedimientos de diagndstico

Los complejos moleculares diméricos de la invencion también pueden ser Utiles para fines de diagnéstico. Por ejemplo,
el complejo puede comprender dos proteinas de fusidén, una proteina que comprende un resto efector bioldgico
disefiado para unirse a un analito de interés y la otra proteina que comprende una molécula efectora biolégica que es,
0 esta unida a, una marca detectable que puede cuantificarse facilmente, por ejemplo, una enzima, una proteina
fluorescente, un radiondclido, etc.

Procedimientos terapéuticos

Los complejos moleculares diméricos de la invencion pueden proporcionarse en una composicion farmacéutica para
administracién a un mamifero, preferentemente un ser humano. Los complejos compuestos de fragmentos de
anticuerpos (tanto mono- como bi-especificos) son particularmente Utiles en terapia tumoral. Por ejemplo, una proteina
de fusion del complejo puede comprender una molécula que se une a un marcador tumoral y la otra proteina de fusion
puede comprender una molécula que se une a un epitope de linfocitos T, una toxina, o un péptido o proteina que se
une a radionuclido para llevar una funcién destructora préxima a la célula tumoral.

Para preparar composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden complejos moleculares diméricos de la
invencion, un experto en la materia pueden usar disoluciones estériles fisioldgicamente aceptables inyectables
conocidas. Para preparar una disolucion lista para uso para inyeccidén parenteral o infusién, disoluciones isotdnicas
acuosas, tales como, por ejemplo, solucion salina o disoluciones de proteina plasmatica correspondientes, estan
facilimente disponibles. Las composiciones farmacéuticas pueden estar presentes como liofilizados o preparaciones
secas, que pueden reconstituirse con una disolucion inyectable conocida directamente antes de uso bajo condiciones
estériles. Una composicion farmacéutica puede complementarse con sustancias de vehiculo o/y aditivos conocidos (por
ejemplo, albimina de suero, dextrosa, bisulfito de sodio, EDTA, etc.).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse por diferentes vias de administracion
conocidas para un experto en la materia, particularmente mediante inyeccion intravenosa o inyeccion directa a los
tejidos diana. Para administracién sistémica pueden usarse vias intravenosa, intravascular, intramuscular, intraarterial,
intraperitoneal, oral o intratecal. Mas administracion local puede efectuarse subcutdneamente, intracutdaneamente,
intracardicamente, intralobalmente, intramedularmente, intrapulmonarmente o directamente en o cerca del tejido que va
a tratarse (tejido conjuntivo, 6seo, muscular, nervioso, epitelial). Dependiendo de la duracién y eficacia deseada del
tratamiento, las composiciones pueden administrarse una vez o varias veces, también intermitentemente, por ejemplo,
diariamente durante varios dias, semanas o meses y en diferentes dosificaciones.

La dosificacién dependera de la edad, condicion, sexo y grado de la enfermedad en el paciente y puede variar de 0,1
mg/kg a 200 mg/kg, preferentemente de 0,1 mg/kg o 100 mg/kg/dosis, en una o mas administraciones de dosis diarias,
durante uno a varios dias.

Todas las patentes, solicitudes de patente y referencias citadas en esta divulgacion se incorporan expresamente en el
presente documento por referencia. La divulgacién anterior, en general, describe la presente invencion. Puede
obtenerse un entendimiento mas completo por referencia a los siguientes ejemplos especificos, que se proporcionan
solamente a fin de ilustracién y no pretenden limitar el &mbito de la invencién.

Ejemplo 1
Produccién de complejos moleculares diméricos de scFv

Este ejemplo demuestra la produccién de dos complejos moleculares diméricos con la estructura mostrada en la FIG.
1A. Se prepararon dos construcciones. En ambas construcciones se afiadié un ligador de poli-Gly al extremo N de la
regién bisagra de IgGy natural. En una construccion “natural”, éste fue seguido de la secuencia nativa de alguna de la
primera cadena beta de CH2 de IgG1 humana. En la construcciéon “mutante”, las mutaciones se introdujeron para
eliminar residuos hidréfobos presentes en la cadena beta “natural” que de otro modo se expondrian al disolvente y
podrian posiblemente impedir la solubilidad. Dos residuos hidréfobos, Valoso y lle2s> dentro de la regién constante
pesada de IgG1 (SEC ID N¢: 25), tienen interacciones hidréfobas con el dominio CHz de IgG, y dos fenilalaninas, Phezss
y Pheas, interaccionan con los grupos hidrato de carbono. Estos aminoéacidos hidréfobos Val, Phe, Leu y Phe en las
posiciones 240-243 de SEC ID N2 25 se sustituyeron con los residuos hidrofilos Asp, Ser, Glu y Tyr, respectivamente.
Dos grupos de cisteina en la region bisagra producen enlaces covalentes entre cada proteina de fusion tras la
dimerizacion de las regiones CH4.
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Generacion del anticuerpo monocatenario

Se gener6 un anticuerpo monocatenario llamado 19G9scFv a partir de las cadenas de VH y VL que se amplificaron por
PCR usando cebadores que introdujeron sitios de restriccion y sitios para solapar la extensién del ligador de 16
aminoacidos GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID N2: 5). Después de 15 ciclos de extension, scFv se amplifico
con los cebadores directos e inversos originales y se clon6 por digestion con restriccion en el vector de expresion
bacteriano pz613. Véase la FIG. 2.

Cebador directo de VH: GCGGCCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTTCAGCTGGTGCAGTC (SEC ID Ne: 15);
Cebador inverso de VH:

CCACCGGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGAACCACCACCACCTGAAGAGAC GGTGACC
(SEC ID N2: 16);

Cebador directo de VL:
GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGATCCGAAATTGTGTTGACGCAGTC (SEC ID N2: 17);
Cebador inverso de VL: GCGGCCGCTTTGATCTCCACCTTGGTCC (SEC ID N2: 18).
Generacion del dominio de dimerizacién CH4

El dominio CH4 de IgE se cloné a partir de ARNm comprado de Invitrogen (clon 2132581) usando cebadores de PCR
“ATG001” (IgECH4_bk_a): CCGTCAGTCT TCCTCTTCCC CCCGCGTGCT GCCCCGGAAG (SEC ID N% 9) y
“ATGO003” (IgECH4_for_a): CGGATACGGC ACCGGCGCAC CTTTACCGGG ATTTACAGAC (SEC ID N2 11). La regién
bisagra de IgG1 y la primera cadena beta de CH2 de IgGi se introdujo por PCR usando el cebador “ATG002”:
TTCCTCTTCC CCCCGCGTGC TGCCCCGGAA G (SEC ID N2 10). Se introdujeron sitios Notl y SgrA1 por los
cebadores ATGO01 y ATGO003, respectivamente. Estos sitios permitieron la clonaciéon directa por digestién con
restriccion de la fusion de la region bisagra de IgG1-CH4 de IgE en el vector monocatenario (“19G9”). Véase la FIG. 3.

La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion “natural” 19G9scFv, algunas veces denominada 19G9M1 (SEC
ID N% 3) se muestra en la FIG. 5A. La secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién “mutada”, denominada
19G9M2 (SEC ID N@: 1), que contiene la secuencia DSEY en los residuos de aminoacidos 277-280 en el dominio de
dimerizacion, se muestra en la FIG. 4B.

Ejemplo 2
Expresion, purificacion y funcion de complejos moleculares diméricos de scFv

La construccion del complejo molecular dimérico 19G9scFv “mutante” (19G9M2; SEC ID N¢: 1) descrita en el Ejemplo 1
se clond en el vector de expresion de mamifero pPEP1 poly y se expresé en células CHO. La purificacion se llevo a
cabo usando cromatografia de afinidad por marca de epitope, y el complejo purificado se prob6 para la union,
especificidad por antigenos y afinidad usando un ELISA. Véase la FIG. 5A. El peso molecular del complejo purificado
(reducido y no reducido) se analiz6 en un sistema de SDS-PAGE. Se us6 4 %-12 % de SDS-PAGE, con un tamp6n de
electroforesis de MES SDS en 40 minutos a 120 mA, 200 V. Véase la FIG. 5B.

La FIG. 6 muestra los resultados de la union del complejo molecular dimérico 19G9M2 a la proteina BHK-RG-1 en
comparacién con la unién del diacuerpo correspondiente (el anticuerpo monocatenario dimérico preparado a partir de
VH y VL de 19G9 ligadas por un ligador de cinco aminoacidos acortado). El diacuerpo y la IgG de 19G9 tienen
actividad equivalente. La CEsp es aproximadamente nanomolar. La concentracién de anticuerpo se calculdé basandose
en pesos moleculares de 80 kD para el complejo molecular dimérico y 50 kD para el diacuerpo. El anticuerpo
secundario usado en el ensayo fue HRP-anticuerpo anti-marca E.

Ejemplo 3
Demostracion de la formacion de enlaces disulfuro en la region bisagra

La FIG. 5B es un gel de SDS-poliacrilamida tefido con azul de Coomassie que demuestra que la preparacién del
complejo molecular dimérico descrita en los Ejemplos 1 y 2 comprende predominantemente dimeros de disulfuro
(carriles 2 y 3) con solo una pequeria contaminacién por monémero. Tras la reduccién, todos los dimeros de disulfuro
colapsan a monoémeros (carriles 5 y 6). Este resultado demuestra que la regién bisagra de la IgGs funciona
apropiadamente y que los enlaces disulfuro se forman en la bisagra después de dimerizarse el dominio CH4 de IgE.
Carriles, de izquierda a derecha: 1, 10 ul de marcador; 2, 2 pl de 19G9 M2; 3, 5 pul de 19G9 M2; 4, blanco; 5, 2 pl de
19G9 M2 reducido; 6, 5 pl de 19G9 M2 reducido; 7, 10 pl de marcador.
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Ejemplo 4

Biodistribucion in vivo del complejo molecular dimérico 19G9

Procedimientos de radiomarcado y de unién a quelante se adaptaron de Nikula y col. (1995), Nucl. Med. Biol., 22, 387-
390. El complejo molecular dimérico 19G9scFv purificado, IgG de 19G9, 19G9scFv y el diacuerpo 19G9 se
caracterizaron por SEC y SDS-PAGE antes de uso. El marcado se realizé usando ' In, en tampones y equipo que se
convirtieron en libres de metal por aclarado repetido con disolucion 10 mM de EDTA y tratamiento con Chelex antes de
la filtracién. El quelante p-SCN-CHX-A"-DPTA se comprd de Macrocyclics Inc. El tampdn usado para la conjugacion
contuvo carbonato 50 mM, NaCl 150 mM, pH 6,5. El radiomarcado se realizé en un tampo6n que contenia NaAc 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 6,5.

Las disoluciones de anticuerpo radiomarcado con "n (PBS) de los cuatro grupos de anticuerpos descritos

anteriormente se inyectaron en 8 ratones portadores de tumor LNCaP por grupo (2 puCi por animal). Dos animales por
grupo se pesaron, se sacrificaron y los tejidos se recogieron 15 min, 3 h, 6 h y 48 h tras la inyeccion de anticuerpo
marcado. El tumor, tejido o muestra de sangre se pesé y se determind la radiactividad total. mCi por gramo de muestra
se comparé con mGCi total por peso de animal para determinar el porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido y
el promedio se calcul6 para cada grupo y momento de tiempo (% medio de DI por gramo). Los resultados se muestran
en la FIG. 8.

Ejemplo 5
Produccion de proteinas de fusién de Fab y expresion de complejos moleculares diméricos de Fab

Este ejemplo demuestra la produccion de complejos moleculares diméricos de Fab con la estructura mostrada en la
FIG. 1B (es decir, un complejo molecular dimérico monoespecifico en el que el resto efector biolégico es un fragmento
Fab). Esta construccion no tiene ninguna secuencia de ligador entre el exiremo C del dominio CH1 de Fab y el extremo
N de la region bisagra de IgG1 y la secuencia en esta region es la misma que en una IgG.

En la region bisagra de IgG+, cuatro aminodacidos hidréfobos, Val, Phe, Leu y Phe (residuos de aminoécidos 263-266 de
SEC ID N¢: 20) localizados en el extremo C de la regién bisagra, se sustituyeron con los residuos hidréfilos Asp, Ser,
Glu y Tyr respectivamente, para evitar la posible dificultad en la solubilidad. Los dos grupos de cisteina presentes en la
regién bisagra producen enlaces covalentes entre cada proteina de fusién tras la dimerizacién de las regiones CH4.
Otra cisteina también se localiza en el extremo C de tanto CH1 como CL para permitir que estos dominios se unan por
un enlace disulfuro covalente.

(a) Insercion de la region bisagra de IgG1 y dominio CH4 de IgE en el vector de expresion de IgG1

El ADN que codifica la regién bisagra de IgG1 y el dominio CH4 de IgE se amplificé por PCR usando cebadores que
introdujeron sitios de restriccion Pcil y Fsel, y entonces esta region se cloné por digestion con restriccion en el vector de
clonacién pCR2.1_TOPO para producir pCR2.1_bisagra_IgE CH4 para crear la cadena pesada de la proteina de fusién
de Fab del complejo molecular dimérico J_DSEY.

Cebador directo de ATG47: CTCACACATGTCCACCGTGCCCAGCACCTGAAC (SEC ID N2: 31);
Cebador inverso de ATG46: TGTGGCCGGCCCTATTTACCGGGATTTACAGACACCGCT (SEC ID Ne: 32);

Los dominios de VH y CH de un anticuerpo Fab (ABJ) se amplificaron por PCR usando cebadores que introdujeron un
sitio de restriccion Pcil, y se clonaron por digestidon con restriccion (EcoRV y Pcil) en pCR2.1_bisagra_IgE CH4.

Cebador directo de ATG51: GTTGAAATTAAACGTACGGTGGCTGC (SEC ID N®: 33);

Cebador inverso de ATG56: GACATGTGTGAGTTTTATCGCAGCTTTTCGGTTCCACTTTTTTATCC (SEC ID N
34);

El complejo de la cadena pesada entero se amplific6 por PCR usando cebadores que introdujeron un sitio de
restriccion Xma, y luego se clond por digestién con restriccion (Blpl y Xmal) en un vector de expresion de IgGs,
plE_ABJ para producir el vector plE-J_DSEY. Véase la FIG. 9

Cebador directo de ATG75: CAGGTGCAATTGGTTCAGAGCG (SEC ID N¢: 35);
Cebador inverso de ATG76: CGACTCCCGGGTTACTATTTACCGGGATTTACAGACAC (SEC ID N2: 36).
(b) Generacion de una segunda proteina de fusion de Fab de la cadena pesada

Se gener6 una segunda construccion molecular dimérica de Fab con un dominio bisagra de IgG; diferente (mas basico)
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a partir de la cadena pesada del dimero J_DSEY y el dominio CH4 de IgE (SEC ID N% 20) sustituyendo los
aminodacidos Asp, Ser, Glu y Tyr en las posiciones 263 a 266 de SEC ID N°: 20 con Lys, Ser, Lys y Tyr (KSKY) usando
el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Il proporcionado por Stratagene y un conjunto apropiado de
cebadores.

Cebador directo de ATG85: GGGGGACCGTCAAAAAGCAAATACCCGCCGCGTGC(SEC ID Ne: 37);
Cebador inverso de ATG86: GCACGCGGCGGGTATTTGCTTTTTGACGGTCCCCC (SEC ID N@: 38);
produciendo el vector plE-J_KSKY.
Ejemplo 6
Expresion y purificacion de los complejos moleculares diméricos de Fab J_DSEY y J KSKY

Las construcciones de proteinas de fusion de la cadena pesada de Fab J_DSEY y J_KSKY descritas en el Ejemplo 5
se clonaron cada una en el vector de expresion de mamifero plE-ABK y se expresaron en células CHO-K1. La
purificacién de cada producto de expresion se llevd a cabo usando cromatografia de afinidad por proteina L, y los
complejos purificados se probaron para union, especificidad por antigenos y afinidad usando un ELISA. El peso
molecular de los complejos purificados se analiz6 en un sistema de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras (4 %-12 %
de SDS-PAGE, con un tamp6n de electroforesis de MOPS SDS en 60 minutos a 120 mA, 200 V) y se mostrdé que
poseian el peso molecular predicho.

Ejemplo 7
Produccion de otra proteina de fusion Fab de la cadena pesada
Se produjo otro complejo molecular dimérico de Fab usando un anticuerpo para el mismo antigeno (AB25).

La regién variable de la cadena pesada de AB25 (SEC ID N2: 42) se cloné por PCR usando cebadores que introdujeron
un sitio de restriccién Mfel, y se insertd por digestion con restriccion (Notl y Blpl) en el vector de expresion plE-J_DSEY.

Cebador directo de ATG 105:

GCGCGGCCGCGCCACCATGAAACACCTGTGGTTCTTCCTCCTGCTGGTGGCAGCTCCCA
GATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAATTGGTTCAGAGCGGCGCG (SEC ID Ne: 39);

Cebador inverso de ATG106: CCTTTGGTCGACGCTGAGCT (SEC ID N¢: 40);

La region variable de la cadena ligera de AB25 (SEC ID N2 44) se insert6 por digestion con restriccion (EcoRI y BsiWl)
en el vector de expresion plE-J_DSEY.

Ejemplo 8
Expresion y purificacion del complejo molecular dimérico de Fab 25 DSEY

La construccién del complejo molecular dimérico 25_DSEY Fab descrita en el Ejemplo 7 se expresé en células CHO-
K1. La purificacion se llevd a cabo usando cromatografia de afinidad por proteina L, y el complejo purificado se prob6
para la union, especificidad por antigenos y afinidad usando un ELISA. El peso molecular del complejo purificado se
analiz6 en un sistema de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras y se mostré que poseia el peso molecular predicho.
Como era de esperar, la actividad de unién del complejo molecular dimérico (25_DSEY) mejord en comparacion con la
de Fab, y equivalente a la unién encontrada con la forma de IgG. La CEsp para el dimero de Fab 25_DSEY dimérico y
la IgG estan ambas en el intervalo sub-nanomolar. Estudios previos que compararon las formas de Fab monomeérico y
de IgG dimérica de AB25 en ensayos similares muestran que la IgG dimérica se uni6 con mayor afinidad que el Fab
monomeérico, de acuerdo con estos resultados. Véase la FIG. 13.
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<223> construccién dimérica 19G9scFv, bisagra mutante hidréfila

<400> 1

Gln

Ser

Vval

Ser

Gly

65

Gln

Arg

Ile

Ser

val

Leu

Met

val
50

-Arg

Met

Trp

Txp

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Gly

‘Gly

115

Gly

Leu

Leu
20

Trp

Gly

Thr

Ser

Tyr
100

Gln

Gly

val

Ser

Leu

Thr

Ile

Leu
85

Tyr

Gly

Gly

Gln
Cys
Arg
Gly
Ser
70

Arg
Gly

Thr

Ser

Ser

Ala
Gln
Gly
55

Arg
Ala
Ser

Met

Gly

Gly Gly

Gly Ser
25

Ala Pro
40

val Thr
Asp Asn
Glﬁ Asp
Gly Ser

105

val Thr
120

Gly Gly

13

Gly
10 .
Gly
Gly
His
Ala
Thr
90

Tyr

vVal

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Glu

Ser

Ser

val

Thr

Gly

ala

60

Asn

val

Asn

Ser

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Tyr

Asp

Gly

125

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Leu
Tyr
Ala
110

Gly

Gly

Gly

15

Ser

Trp

val

Tyx

Cys

95

Phe

Gly

Gly

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala

Asp

Gly

Ser
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130 135 140

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
145 . 150 155 160

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
165 170 175

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
180 185 190

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
195 200 - 205

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
210 215 220

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Ser Ser Leu
225 230 235 240

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Ala Ala Ala Gly Gly
245 250 255

Gly Gly Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
260 265 270

Gly Gly Pro Ser Asp Ser Glu Tyr Pro Pro Arg Ala Ala Pro Glu Val
275 280 : 285

Tyr Ala Phe Ala Thr Pro Glu Trp Pro Gly Ser Axg Asp Lys Arg Thr
290 295 300

Leu Ala Cys Leu Ile Gln Asn Phe Met Pro Glu Asp Ile Ser Val Gln
305 310 - 315 320

Trp Leu His Asn Glu Val Gln Leu Pro Asp Ala Arg His Ser Thr Thr
325 330 335

Gln Pro Arg Lys Thr Lys Gly Ser Gly Phe Phe Val Phe Ser Arg Leu
340 » 345 350

Glu val Thr Arg Ala Glu Trp Glu Gln Lys Asp Glu Phe Ile Cys Arg
355 360 . 365

Ala val His Glu Ala Ala Ser Pro Ser Gln Thr Val Gln Arg Ala Val
370 375 380

Ser val Asn Pro Gly Lys Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro Leu
385 390 395 400

Glu Pro Arg Ala Ala
405

<210> 2
<211> 1224
<212> ADN

<213> artificial
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<220>

<223> proteina de fusion 19G9scFyv, bisagra mutante hidréfila

<400> 2

atggcccagg
agactctecct
caggctccag
tatgcagact
tatcttcaaa
ggttactatg
atggtcaccg
tcecggtggtyg
ccaggggaaa
gectggtace
agggccactg
accatcagca
tcgectcactt
tccactcaca
gagtacccece
agﬁcgggaca
gtgcagtggc
cgcaagacca
tgggagcaga
accgtccagce

ccgectggaac

<210>3

<211> 405

<212> PRT

<213> artificial

<220>

ttcagctggt
gtgcaggcetc
gaaaaggtct
ccgtgaaggg
tgaacagcct
gttcggggag
tctcttcagg
gtggatccga
gagccaccct
agcagaaacc
gcatcccaga
gactggagcc
tcggcggggg
catgcccacc
cgcgtgectge
agcgcaccct
tacacaacga
agggctccgg
aagatgagtt
gagcagtgtc

cgegtgecge
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gcagtctggg
tggattcacc
ggagtgggta
ccgattcacc
gagagccgag
ttatgagaat
tggtggtggt
aattgtgttg
ctcctgcagg
tggccagget
caggttcagt
tgaagatttt
gaccaaggtg
gtgcccagca
cccggaagte
cgectgectg
ggtgcagcte
cttecttegtce
catctgecegt
tgtaaatcce

atag

ggaggcttgg
ttcagtagcet
tcagttattg
atctccagag
gacacggctg
gatgcttteg
tctggtggtg
acgcagtctc
gccagtcaga
cccaggetcece
ggcagtgggt
gcagtgtatt
gagatcaaag
cctgaactcc
tatgcgtttg
atccagaact

ccggacgecec

ttecagcegece

gcagtccatg

ggtaaaggtg

<223> dominio de dimerizacion CH4 de IgE, bisagra natural

<400> 3

15

tacaacctgg
atgttatgca
gtactggtgg
acaatgccaa
tgtattactg
atatctgggg
gtggttctgg
caggcaccct
gtgttagcag
tcatctatgg
ctgggacaga
actgtcagca
cggccgcagg
tggggggacc
cgacgcegga
tcaﬁgcctga
ggcacagcac
tggaggtgac
aggcagcgag

cgceggtgee

ggggtccctyg
ctggcttege
tgtcacacac
gaactccttg
tgcaagatag
ccaagggaca
cggcggeggce
gtctttgtet
cagctactta
tgcatccage
cttcactctc
gtatagtagc
cggcggtggt
gtcagacagc
gtggccgggyg
ggacatctcg
gacgcagccce
cagggccgaa
cccctcacag

gtatccggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1224
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Gln
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Glu

Tyr

Ile

Gly

Val

Leu

Met

val

50

Arg

Met

Trp

Trp

Gly

130

Ile

Arg

Leu

Tyx

Ser
210

Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Gly

115

Gly

Val

Ala

Ala

Gly

195

Gly

Leu
Leu
20

Trp
Gly
Thr

Ser

Tyr
100
Gln
Gly
Leu
Thr
Trp
180

Ala

Ser

val

Ser

Leu

Thr

Ile

Leu
85

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu
165

Tyr

Ser

Gly
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Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Gly

Thr

Ser

Gln

150

Ser

Gln

Ser

Thr

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Arg
Ala
Ser
Met
Gly
135
Ser
Cys
Gln

Arg

Asp
215

Gly

Gly

Ala
40

val T

Asp
Glu
Gly
val
120
Gly
Pro
Arg
Lys
Ala

200

Phe

Gly
Ser

25

Pro

Asn

Asp

Ser

105

Thr

Gly

Gly

Ala

Pro

185

Thr.

Thr

16

Gly
10

Gly
Gly
His
Ala
Thr
90

Tyr
Val
Gly

Thr

Ser

170

Gly

Gly

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Glu

Ser
Ser
Leu
155
Gln
Gln

Ile

Thr

val

Thr

Gly

Ala

60

Asn

val

Asn

Ser

Gly

140

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile
220

Gln

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Tyr

Asp

Cly

125

Gly

Leu

Val

Pro

Asp

205

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyr

Ala

110

Gly

Gly

Ser

Ser

Arg

190

Arg

Arg

Gly
15

Ser
Trp
val
Tyr
Cys
95

Phe
Gly
Gly
Pro
Ser
175
Leu

Phe

Leu

Gly

Tyr

val

Lys

Leu

80

Ala

Asp

Gly

Ser

Gly

160

Sér
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Ser
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Pro Glu
225

Thr Phe

Gly Gly

Gly Gly

Tyr aAla
290

Leu Ala
305

Trp Leu

Gln Pro

Glu val

Ala Val
370

Ser val
385

Glu Pro

<210>4
<211> 1224
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> construccién dimérica 19G9scFv, bisagra natural

<400> 4

Asp

Gly

Ser

Pro

275

Phe

Cys

His

Arg

Thr

355

His

Asn

Arg

Phe

Gly

Thr

260

Ser

Ala

Leu

Asn

Lys

340

Arg

Glu

Pro

Ala

Ala
Gly
245
His
val
Thr
Ile
Glu
325
Thr
Ala
Ala

Gly

Ala
405
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val

230

Thr

Thr

Phe

Pro

Gln

310

val

Lys

Glu

Ala

Lys
390

Tyr

Lys

Cys

Leu

Glu

295

Asn

Gln

Gly

Trp

Ser

375

Gly

Tyr

val

Pro

Phe

280

Trp

Phe

Leu

Ser

Glu

360

Pro

Ala

Cys

Glu

Pro

265

Pro

Pro

Met

Pro
Gly
345
Gln

Ser

Pro

Gln
Ile
250
Cys
Pro
Gly
Pro
Asp
330
Phe
Lys

Gln

val

Gln
235
Lys
Pro
Arg
Ser
Glu
315
Ala
Phe
Asp

Thr

Pro

395

TYyr

Ala

Ala

Ala

Arg

300

Asp

Arg

val

Glu

val

380

Tyr

Ser Ser

Ala Ala

Pro Glu
270

Ala Pro
285

Asp Lys

Ile Ser

His Ser

Phe Ser

350

Phe Ile
365

Gln Arg

Pro Asp

Ser

Gly

255

Leu

Glu

Arg

val

Thr

335

Arg

Cys

Ala

Pro

Leu
240
Gly
Leu
Val
Thr
Gln
320
Thr
Leu

Arg

Val

Leu

400

atggcccagg ttcagetggt gcagtetggg ggaggettgg tacaacctgg ggggtccctg

agactectect gtgcaggete tggattcace ttcagtaget atgttatgca ctggcttege

caggctccag gaaaaggtct ggagtgggta tcagttattg gtactggtgg tgtcacacac

17

60
120
180
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tatgcagact
tatcttcaaa
ggttactatg
atggtcaccg
tccggtggtg
ccaggggaaa
gcetggtace
agggccactg
accatcagca
tcgetcactt
tccactcaca
ctcttceccce
agtcgggaca
gtgcagtggc
cgcaagacca
tgggagcaga
accgtccage

ccgetggaac

<210>5
<211> 21
<212> PRT

<213> artificial

<220>

ccgtgaaggg
tgaacagect
gttcggggag
tctcttcagg
gtggatccga
gagccaccct
agcagaaacc
gcatcccaga
gactggagcc
tcggeggagg
catgcccacc
cgcgtgetge
agcgcaccct
tacacaacga
agggctccgg
aagatgagtt
gagcggtgte

cgcgtgececgce
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ccgattcace
gagagccgag
ttatgagaat
tagtagtagt
aattgtgttg
ctcctgecagg
tggccaggcect
caggttcagt
tgaagatttt
gaccaaggtg
gtgceccagcea
cccggaagte
cgcctgectyg
ggtgcagctc
cttcttegte
catctgcegt
tgtaaatccce

atag

atctccagag
gacacggctg
gatgcttttg
tctggtggtg
acgcagtctc
gccagtcéga
cccaggctce
ggcagtgggt
gcagtgtatt
gagatcaaag
cctgaactcc
tatgcgtttg
atccagaact
ccggacgcecce
ttcagccgéc
gcagtccatg

ggtaaaggtg

<223> construccién de bisagra mutante hidréfila

<400> 5

acaatgccaa
tgtattactg
atatctgggg
gtggttctag
caggcaccct
gtgttagcag
tcatctatgg
ctgggacaga
actgtcagca
cggccgcagg
tggggggacc
cgacgccgga
tcatgcctga
ggcacagcac
tggaggtgac
aggcagcgag
cgecggtgee

gaactccttg
tgcaagatgg
ccaagggaca
cggcggcgge
gtctttgtct
cagctactta
tgcatccage
cttcactctce
gtatagtagce
cggcggtggt

gtcagtcttc

gtggcegggg |

ggacatctcg
gacgcagecce
cagggccgaa
cccctcacag

gtatccggat

240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1224

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
1 5

Ser Asp Ser Glu Tyr
20

<210>6
<211>110
<212> PRT

<213> artificial

10

18
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<220>

<223> dominio CH4 de IgE de complejo molecular dimérico

<400> 6

Pro Pro Arg Ala Ala Pro Glu Val Tyr Ala Phe Ala Thr Pro Glu Trp

Pro Gly Ser Arg Asp Lys Arg Thr Leu Ala Cys Leu Ile Gln Asn Phe
20 25 30

Met Pro Glu Asp Ile Ser Val Gln Trp Leu His Asn Glu Val Gln Leu
35 40 45

Pro Asp Ala Arg His Ser Tgr Thr Gln Pro Arg Lys Thr Lys Gly Ser
50 5 60

Gly Phe Phe Val Phe Ser Arg Leu Glu Val Thr Arg Ala Glu Trp Glu
65 70 75 80

Gln Lys Asp Glu Phe Ile Cys Arg Ala Val His Glu Ala Ala Ser Pro
85 90 95

Ser Gln Thr Val Gln Arg Ala Val Ser Val Asn Pro Gly Lys
100 105 110

<210>7
<211> 21
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> construccién de variante de lisina-region bisagra mutante

<400> 7
Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
1 5 10 15
Ser Lys Ser Lys Tyr
20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT

<213> artificial
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<220>

<223> ligador

<400> 8

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser

<210>9
<211>40
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador de ATG001

<400>9

cegtcagtct tectetteee ceegegtget geceeggaag

<210> 10
<211> 31
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador de ATG002

<400> 10

ttectettce ceceegegtge tgececggaa g 31

<210> 11
<211>40
<212> ADN

<213> artificial

20

40

20
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<220>
<223> cebador de ATG003

<400> 11

cggatacgge accggegceac ctttaccggg atttacagac

<210> 12
<211> 86
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador de ATG004

<400> 12

cggceggtggt tccactcaca catgcccacce gtgcccagca cctgaactec tggggggace

gtcagtctte ctettcecee cgegty

<210> 13
<211> 36
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> cebador de ATG006

<400> 13

agatcaaagc ggccgeagge ggeggtggtt ccacte

<210> 14
<211> 113
<212> ADN

<213> artificial

<220>

36

21

40

60
86



ES 2469 676 T3

<223> cebador de ATG019

<400> 14
caaagcggec geaggeggcg gtggttecac tcacacatge ccacegtgec cageacctga 60

actcetgggg ggaccgtcag acagcgagta ccccccgegt getgcccecegg aag 113

<210> 15
<211> 41
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de VH

<400> 15

gcggeccagce cggecatgge ccaggticag ctggtgeagt ¢ 41

<210> 16
<211> 66
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de VH

<400> 16
ccaccggagc cgccgecgee agaaccacca ccaccagaac caccaccacc tgaagagacg 60

gtgacc . 66

<210> 17
<211> 50
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de VL

22
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<400> 17

ES 2469 676 T3

ggcggeggceg getceggtgg tggtggatee gaaattgtgt tgacgeagte 50

<210> 18
<211> 28
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de VL

<400> 18

gcggcecgctt tgatctccac cttggtce

<210> 19
<211> 234
<212> PRT

<213> artificial

<220>

28

<223> cadena ligera de dimero de Fab

<220>
<221> regiones CDR
<222> (1)..(234)

<223> Xaa indica bucles de CDR

<220>
<221> misc_feature

<2225 (44) . . (54)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>
<221> misc_feature

<222> (69) . . (76)

23
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ES 2469 676 T3

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<222> (109)..(116)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 19

Met Leu Gly

Phe Pro Glu

Ser Pro Gly

35

Xaa Xaa Xaa
50

Arg Leu Leu

65

Arg Phe Ser

Ser Leu Glu

Xaa Xaa Xaa

Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His

Gly
225

val Le

Asp Il
20

u Val Leu

e Val Leu

Glu Arg Al

Xaa Xaa Xa

Ile Xaa Xa

Gly Ser

85

Pro G1
100

Xaa Thr

115

val Ala Ala

130

Lys Ser Gly

Arg Glu Ala

Asn Ser Gln

180

Ser Leu Ser
195

Lys Val Tyr

210

Thr Lys Ser

70

a Thr

a Trp
55

a Xaa

Cly Ser

u Asp Phe

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe Gly

Gly Ala Le

10

Thr Gln Se

25

40

Tyr Gln

Xaa Xaa

Gly Thr

Ala Thr

Leu Ser Cy

90

105

Gln Gly Th

120

Ser Val Phe
135

Ala Ser Val

150

val Gln Trp

Ser val Thr

Thr Leu Thr

200

Cys Glu val
215

Asn Arg Gly

230

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

24

Gln

Xaa

Asp

Tyr

u Ala

r Pro

S Arg

r Lys

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Lys
Xaa

75

Phe

TYX

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

val

30

45

Leu Ala Gly Leu

15

Ala Thr Leu Ser
Xaa Xaa Xaa Xaa
Pro Gly Gln Ala
60 .

Xaa Gly Val Pro

Thr Leu Thr Ile

95

Cys Xaa Xaa Xaa

110

125

Pro Ser
140

Leu Asn
Asn Ala
Ser Lys
Ala Asp

205

Gly Leu
220

Glu Ile Lys

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

val

Leu

Xaa

PIO'

Ala

80

Ser

Xaa

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<210> 20
<211> 376
<212> PRT

ES 2469 676 T3

<213> artificial

<220>

<223> proteina de fusion de Fab, cadena pesada y dominio CH4 de IgE

<220>

<221> regiones CDR

<222> (1) .. (376)

<223> Xaa indica bucles de CDR

<220>

<221> misc_feature

<222> (46) .

. (54)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<222> (66) .

. (85)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<2225 (118) .. (129)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 20

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

25



val
Pro
Xaa
Glu
65

Xaa

Thr.

Xaa
Gly
145
Gly
val
Phe
Val
Val
225

Lys

Leu

Gly

Xaa

50

Xaa

Xaa

Ala

TYY

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Ser
Glu
35

Xaa

Xaa

Xaa

Cys
115
Gly
Ser
Ala
val
Ala
195
val

His

Cys

Gln
20

Ser
Xaa
Xaa
Xaa
Leu
100
Ala
Gln
val
Ala
Ser
180
val
Pro

Lys

Asp

val
Leu
Xaa
Xaa
Xaa
85

Gln
Arg
Gly
Phe
Leu
165
Trp
Leu
Ser
Pro

Lys
245

ES 2469 676 T3

Gln

Lys

Xaa

Xaa

70

Gln

Trp

Xaa

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Leu

Ile

Trp

55

Xaa

val

Ser

Xaa

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

val

Ser

40

val

Xaa

Thr

Ser

Xaa

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Gln

25

Cys

Axg

Xaa

Ile

Leu

105

Xaa

Thr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

26

10

Ser

Lys

Gln

Xaa

Ser

90

Lys

Xaa

val

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

val

Pro
250

Gly

Gly

Met

Xaa

75

Ala

Ala

Xaa

Ser

Ser

155

Asp

’I‘hr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Ala

Ser

Pro

60

Xaa

Asp

Ser

Xaa

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Glu

Gly

45

Gly

Xaa

Lys

Asp

Xaa

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
205

Tyr

Lys

‘Pro

val
30

Xaa
Lys
Xaa
Ser
Thr
110
Xaa
Ser
Thrx
Pro
val
190
Ser
Ile

val

Ala

15.

Lys

Xaa

Gly

Xaa

Ile

95

Ala

Xaa

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro
255

Lys

Xaa

Leu

Xaa

80

Ser

Met

Xaa

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val

Asn

-Pro

240

Glu
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15

20

Leu

Glu

Arg

val

305

Thr

Arg

Cys

Ala

<210> 21

<211> 705

<212> ADN

<213> artificial

<220>

Leu

val

Thr

290

Gln

Thr

Leu

Arg

val
370

Gly

Tyx

275

Leu

Trp

Gln

Glu

Ala

355

Ser

Gly

260

Ala

Ala

Leu

Pro

val

340

val

val

Pro

Phe

Cys

His

Arg

325

Thr

His

Asn

ES 2469 676 T3

Ser

Ala

Leu

Asn

310

Lys

Arg

Glu

Pro

<223> cadena ligera de dimero de Fab

<220>

<221> region CDR

<222 (1)..(705)

<223> n es bucles de CDR

<220>

<221> misc_feature

<222 (130)..(162)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<2225 (205) . . (228)

Asp

Thr

Ile

295

Glu

Thr

Ala

Ala

Gly
375

Ser Glu
265

Pro Glu
280

Gln Asn
Val Gln
Lys Gly
Glu Trp

345

Ala Ser
360

Lys

27

Tyr

Trp

Phe

Leu

Ser

330

Glu

Pro

Pro

Pro

Met

Pro

315

Gly

Gln

Ser

Pro
Gly
Pro
300
Asp
Phe
Lys

Gln

Arg

Ser

285

Glu

Ala

Phe

Asp

Thr
365

Ala

270

Arg

Asp

Arg

Val

Glu

350

Val

Ala

Asp

Ile

His

Phe

335

Phe

Gln

Pro

Lys

Ser

Ser

320

Ser

Ile

Arg
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20

25

<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature

<222> (325) . . (348)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 21

atgettgggg
atcgtgctga
agctgcagan
ggtéaagcac
cgttttagceg
gaagactttg
ggtacgaaag
agcgatgaac
ccgegtgaag
gaaagcgtga
ctgagcaaag

ctgagcagcc

<210> 22

<211> 1131
<212> ADN

<213> artificial

<220>

tecetggtect
cccagagecc
nnnannnnnn
cgecgtctatt
gctctggatc
cgacttatta
ttgaaattaa
aactgaaaag
cgaaagttca
ccgaacagga
cggattatga

cggggactaa

ES 2469 676 T3

tggegegetg
ggcgaccctg
nnnnnnnnnn
aattnnnnnn
cggcacggat
ttgennnnnn
acgtacggtg
cggcacggcg
gtggaaagta
tagcaaagat
aaaacataaa

atcttttaat

gcectggeag gectggtett

agectgtctce
nnnnannnnn

nannnnnnan

tttaccctga

nnnnnnnnnn
gctgcetccga
agcgtggtagt
gacaacgecge
agcacctatt
gtgtatgcgt

cgtggcgagt

cgggcgaacg
nntggtacca
nnnnnnnngg
ccattagcag
nnnnnnnnac
gégtgtttat
gcctgctgaa
tgcaaagcgg
ctctgagcag
gcgaagtgac

gctga

<223> cadena pesada de dimero de Fab y dominio CH4 de IgE

<220>

<221> regiones CDR
<222> (1)..(1131)

<223> n representa bucles de CDR

<220>

<221> misc_feature

28

ccccgaggat
tgcgaccctg
gcagaaacca

ggtcccggceg

cctggaacct

ctttggccag .

ttttccgecg
caacttttat
caacagccag
caccctgacc

ccatcaaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705
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15

20

<222> (136) .. (162)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<2225 (196)..(255)

<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature

<222> (352) . . (387)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 22

atgaaacacc
gtgcaattég
tgcaaaggtt
gggaagggtc
nnnnnnannn
caatggagca
nnonnnnnnn
gcgtcgacca
ggcacggctg
tggaacageg
ggcctgtata
tatatttgca
aaaagctgcg
ccgtcagaca
gagtggcegg
gaggacatct
acgacgcagce
accagggccg

agcccctcac

<210> 23
<211> 15
<212> PRT

tgtggttctt
ttcagagcgg
ccggannnnn
tcgagnnnnn
nnnnncaggt
gcctgaaagce
nnnnnnnnnn
aaggtccaag
ccctgggctg
gggcgetgac
gcctgagcag
acgtgaacca
ataaaactca
gcgagtacce
ggagtcggga
cggtgcagtg
cccgcaagac
aatgggagca

agaccgtcca

ES 2469 676 T3

cctectgetg
cgcggaagtg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gaccattagc

gagcgatacg
nnnnnnntgg
cgtgtttceg
cctggttaaa
cagcggcegtg
cgttgtgacc
taaaccgagc
cacatgtcca
cccgegtget
caagcgcacce
gctacacaac
caagggctcce
gaaagatgag

gcgageggtg

gtggcagcectce
aaaaaaccgg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gcggataaaa
gccatgtatt
ggccaaggca
ctggctcecga
gattatttcc
catacctttc
gtgccgageca
aacaccaaag
ccgtgcccag
gcceccggaag
ctcgcctgéc
gaggtgcagc
ggcttcttcg
ttcatctgee

tctgtaaate

29

ccagatgggt
gcgaaagect
nntgggtgcg
annnnnnnnn
gcattagcac
attgcgcgeg
ccectggtgac
gcagcaaaag
cggaaccagt
cggeggtget
gcagcttagg
tggataaaaa
cacctgaact
tctatgcgtt
tgatccagaa
tceceggacge
tcttcagecg
gtgcagtcca

ccggtaaata

cctgtcecag
gaaaattagc
ccagatgect
nnnnnnnnnn
cgcgtatctt
tnnnnnnnnn
ggttagctca
caccagcggce
caccgtgagce
gcaaagcagc
cactcagacce
agtggaaccg
cctgggggga
tgcgacgccg
cttcatgecct
ccggcacagce
cctggaggtyg
tgaggcagcg

g

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1131
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ES 2469 676 T3

<213> artificial

<220>

<223> marca de epitope 1

<400> 23

Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro Leu Glu Pro Arg Ala
1 5 10

<210> 24
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> marca de epitope 2

<400> 24
Glu Ser Ser Glu Glu Gly Gly Cys
1 5

<210> 25

<211> 446

<212> PRT

<213> homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(118)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>
<221> region constante pesada de IgG1 de EU
<222> (119)..(446)

<223> Xaa representa la regién variable ligera

30



<400> 25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

65

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
50

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
Pro
130
val
Ala

Gly

Gly

Xaa

Xaa

Xaa

35

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

115

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
195

Xaa

Xaa

20

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

100

Xaa

Ser

Asp

Thr

Tyr
180

Gln

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
85

Xaa
Xaa
Lyé
Tyr
Ser
165

Ser

Thr

ES 2469 676 T3

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

.Ser

Phe

150

Gly

Leu.

Tyr

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

55

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

Thr

135

Pro

val

Ser

Ile

Xaa
Xaa
Xaa
40

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
Thrv
120
Ser
qu
His
Ser

Cys
200

Xaa

Xaa

25

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

105

Lys

Gly

Pro

Thr

val

185

Asn

31

Xaa

10

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

90

Xaa

Gly

Gly

val

Phe

170

val

val

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

75

Xaa

Xaa

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asn

Xaa
Xaa
Xaa
Xaa
60

Xaa
Xaa
Xaa
Ser
Ala
140
Val
Ala

val

His

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Val

125

Ala

Ser

val

Pro

Lys
205

Xaa

Xaa

30

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa
110
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
190

Pro

Xaa

15

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

95

Xaa

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

Kaa

Xaa

80

Xaa

Xaa

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn



ES 2469 676 T3

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 : 250 255

Pro Glu val Thr Cys Vval val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Gln
260 265 270

val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Gln Val His Asn Ala Lys
275 280 285

Thr Lys Pro Arg Glu Gln Gln Tyr Asp Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser
290 295 300

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asn Trp Leu Asp Gly Lys Glu Tyr Lys
305 310 315 320

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile
325 330 335

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
340 345 350

Pro Ser Arg Asp Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
355 360 365

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
370 375 380

Asp Gly Glu Pro Glu Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
385 390 395 400

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
405 410 415

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser vVal Met His Glu Ala Leu
420 425 430 .

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
435 440 : o 445

<210> 26
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> variante de corte y empalme 1 de IgE de M2"

<400> 26

32



ES 2469 676 T3

Glu Ser Ser Glu Glu Gly Gly Cys
1 : 5 )

<210> 27
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> variante de corte y empalme 2 de CH4 de IgE M2"

<400> 27
Glu Ser Ser Arg Arg Gly Gly Cys
1 5

<210> 28

<211>8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> variante de corte y empalme 3 de CH4 de IgE M2"

<400> 28
Glu Ser Ser Lys Lys Gly Gly Cys
1 .5

<210> 29

<211>8

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> variante de corte y empalme 4 de CH4 de IgE M2"

33
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<400> 29

<210> 30
<211>8
<212> PRT

<213> artificial

<220>

ES 2469 676 T3

Glu Ser Ser Cys Arg Gly Gly Cys
1 5

<223> variante de corte y empalme 5 de CH4 de IgE M2"

<400> 30

<210> 31
<211> 33
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Glu Ser Ser Arg Cys Gly Gly Cys
1 5

<223> cebador directo de ATG47

<400> 31

ctcacacatg tccaccgtge ccagcacctg aac 33

<210> 32
<211> 39
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de ATG46

34
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ES 2469 676 T3

<400> 32

tgtggccggc cetatttace gggatttaca gacaccgct

<210> 33
<211> 26
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de ATG51

<400> 33

gttgaaatta aacgtacggt ggctgc 26

<210> 34
<211>48
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de ATG56

<400> 34

ggacatgtgt gagttttatc gcagcttttc ggttccactt ttttatcc

<210> 35
<211> 22
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de ATG75

<400> 35

caggtgcaat tggticagag cg 22

39

35

48
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<210> 36
<211> 38
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de ATG76

<400> 36

cgactccegg gttactattt accgggattt acagacac

<210> 37
<211> 35
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de ATG85

<400> 37

gggggaccgt caaaaagcaa atacccgecg cgtge

<210> 38
<211> 35
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de ATG86

<400> 38

gcacgcggceg ggtatttget ttttgacggt cceee

<210> 39
<211>100

35

38

35

36
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<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador directo de ATG105

<400> 39

gcgeggecge gecaccatga aacacctgtg gttcttectc ctgetggtgg cagoctcccag

atgggtcctg tcccaggtge aattggttca gagcggegeg

<210> 40
<211> 20
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso de ATG106

<400> 40

cctttggtcg acgctgagcet 20

<210> 41
<211> 417
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> region variable de la cadena pesada de AB25

<220>
<221> misc_feature
<222> (133)..(162)

<223>nesa,c,g,o0t

37
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<220>

<221> misc_feature

<222> (196)..(255)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<2225 (352)..(384)

<223>nesa,c,g,o0t

<400> 41

atgaaacacc
gtgcaattgg
tgcaaagcct
gggcagggtc
nnnnnnnnnn
gaactgagca

nnnnnnnnnn

<210> 42

<211>139

<212> PRT

<213> artificial

<220>

tgtggttctt
ttcagagcgé
cennnnnnnn
tcgagnnnnn
nnnnncgggt
gcctgegtag

nnnnnnnnnn

ES 2469 676 T3

cctectgetg
cgcggaagtg
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gaccatgacc
cgaagatacg

nnnntggggc

gtggcagctc
aaaaaaccgg
nnnnnnnnnn
nnnnnnannn
cgtgatacca
gccgtgtatt

caaggcacce

ccagatgggt
gcgegagegt
nntgggtccg
nnnonnnnan
gcattagcac
attgcgcgceg

tggtgacggt

ccegtcecag
gaaagtgagc
ccaagcccct
nnnnnnnnnn
cgecgtatatg
fnnnnnnnnn

tagctca

<223> region variable de la cadena pesada de AB25, secuencia de aminodcidos

<220>

<221> misc_feature

<2225 (45) . . (54)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<222> (66) . . (85)

38
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<222> (118) .. (128)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 42

Met
val
Pro
Xaa
élu
65

Xaa

Thr

Trp

<210> 43
<211> 390
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> region variable de la cadena ligera de AB25

<220>

Lys
Leu
Gly
Xaa
50

Xaa
Xaa
Alé
Tyr

Gly
130

<221> misc_feature

His

Ser

Ala

35

Xaa

Xaa

Xaa

Tyr

Cys

115

Gln

Leu

Gln

20

Ser

Xaa

Xaa

Xaa

Met

100

Ala

Gly

Trp

Val

val

Xaa

Xaa

Xaa

85

Glu

Arg

Thr

Phe

Gln

Lys

Xaa

Xaa

70

Arg

Leu

Xaa

Leu

Phe

Leu

Val

Trp

55

Xaa

val

Ser

Xaa

val
135

Leu

val

Ser

40

val

Xaa

Thr

Ser

Xaa

120

Thr

Leu
Gln
25

Cys
Arg
Xaa
Met
Leu
105

Xaa

val

39

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Xaa

Thr

90

Arg

Xaa

Ser

val

Gly

Ala

Ala

Xaa

75

Arg

Ser

Xaa

Ser

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Xaa

Asp

Glu

Xaa

Ala
Glu
Xaa
45

Gly
Xaa
Thr

Asp

Xaa
125

Pro

val

30

Xaa

Gln

Xaa

Ser

Thr

110

Xaa

Arg
15

Lys
Xaa
Gly
Xaa
Ile
95

Ala

Xaa

Lys

Xaa

Leu

Xaa

80

Ser

val

Xaa
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<222> (130) . . (165)

<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> misc_feature

<222> (208) . . (231)

<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature

<222> (328) . . (351)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 43

atggtgttge
gatatcgtgc
ctgagctgen
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact

cagggtacga

<210> 44

<211>130

<212> PRT

<213> artificial

<220>

agacccaggt
tgacccagag
nnnnnnnnnn
caccgegtet
gcggetctgg
ttgcggttta

aagttgaaat

ES 2469 676 T3

cttcatttct
cccggegacce
nnnnnnnnnn
attaattnnn
atccggcacg
ttattgennn

taaacgtacg

ctgttgctet
ctgagcctgt
nnnnnnnnnn
nnnnnnnnnn
gattttaccc

nnnnnnnnnn

ggatctctdg
ctccgggcga
nnnnntggta
nnnnnnnnnn
tgaccattag

nnnnnnnnnn

tgcctacgag
acgtgcgacc
ccagcagaaa
nggggtccecg
cagcctggaa

nacctttggce

<223> region variable de la cadena ligera de AB25, secuencia de aminoacidos

<220>

<221> misc_feature

<2225 (44) . . (55)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

40
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<221> misc_feature

<2225 (70) . . (77)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<220>

<221> misc_feature

<2225 (110)..(117)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que se produce naturalmente

<400> 44

Met

Gly

Leu

Xaa

Pro
65

Ala

Ser

Xaa

Arg

<210> 45
<211> 427
<212> PRT

Val Leu Gln Thr Gln Val Phe
5 .
Ala Tyr Gly Asp Ile Val Leu
20

Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr
35 40

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp
50 55

Arg Leu Leu Ile Xaa Xaa Xaa
70

Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
10 15

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser
25

Leu Ser Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
) 45

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
60

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Val Pro »
75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
85 90

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala vVal Tyr Tyr Cys Xaa Xaa Xaa

100

105 110

Xaa Xaa Xaa Xaa Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

115 120

Thr
130

<213> homo sapiens

<400> 45

125

41
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Ser Thr Gln Ser Pro Ser Val Phe Pro Leu Thr Arg Cys Cys Lys Asn

Ile Pro Ser Asn Ala Thr Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Ala Thr Gly
20 25 30

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Met Val Thr Trp Asp Thr Gly Ser Leu Asn
35 40 45

Gly Thr Thr Met Thr Leu Pro Ala Thr Thr Leu Thr Leu Ser Gly His
50 ) 55 60

Tyr Ala Thr Ile Ser Leu Leu Thr Val Ser Gly Ala Txp Ala Lys Gln

Met Phe Thr Cys Arg Val Ala His Thr Pro Ser Ser Thr Asp Txp Val
85 90 95 i

Asp Asn Lys Thr Phe Ser Val Cys Ser Arg Asp Phe Thr Pro Pro Thr
100 105 110

Val Lys Ile Leu Gln Ser Ser Cys Asp Gly Gly Gly His Phe Pro Pro
115 120 125

Thr Ile Gln Leu Leu Cys Leu Val Ser Gly Tyr Thr Pro Gly Thr Ile
130 135 140

Asn Ile Thr Trp Leu Glu Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp Leu Ser
145 150 155 160

42



Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

225

val

Ala

Arg

Asp

Leu

Ala

Thr

val

Asp

210

Phe

Asp

Ser

Asn

Trp

290

Pro

305

Ala

Arg

Asp

Arg

val

385

Glu

Ala

Asp

Ile

His

370

Phe

Phe

Ser

Leu

Thr

195

Ser

ASp

Leu

Gly

Gly

275

Ile

Arg

Pro

Lys

Sexr

358

Ser

Ser

Ile

Thxr Thr
165

Ser Gln
180

Tyr Gln
Asn Pro
Leu Phe

Ala Pro
245

Lys Pro
260

Thr Leu
Glu Gly
Ala Leu
Glu Val

325

Arg Thr
340 -

val Gln
Thr Thr

Arg Leu

Cys Arg
405

val Gln

ES 2469 676 T3

Gln
Lys
Gly
Arg
Ile
230
Ser
Val
Thr

Glu

Met
310

Tyr
Leu
Trp
Gln
Glu

390

Ala

Arg

Glu
His
His
Gly
215
Arg
Lys
Asn
val
Thr
295

Arg

Ala

‘Ala

Leu

Pro
375

val

val

Ala

420

Gly

Trp

Thr

200

val

Lys

Gly

His

Thr

280

Tyr

Ser

Phe

Cys

His

360

Arg

Thr

His

val Ser Val Asn Pro Gly Lys

Glu

Leu

185

Phe

Ser

Ser

Thr

Ser

265

Ser

Gln

Thr

Ala

Leu

345

Asn

Lys

Arg

Glu

43

Leu

170

Ser

Glu

Ala

Pro

val

250

Thr

Thr

Cys

Thr

Thr

330

Ile

Glu

Thr

Ala

Ala
410.

Ala

Asp

Asp

Tyxr

Thr

235

Asn

Arg

Leu

-Arg

Lys

315

Pro

Gln

val

Lys

Glu

395

Ala

Ser
Arg
Ser
Leu
220
Ile
Leu
Lys
Pro
Val
300
Thr
Glu
Asn
Gln
Gly
380

Trp

Ser

425

Thr

Thr

Thr

205

Ser

Thr

Thr

Glu

val

285

Thr

Ser

Trp

Phe

Leu

365

Ser

Glu

Pro

Gln

Tyr

190

Lys

Arg

Cys

Trp

Glu

270

Gly

His

Gly

Pro

Met

350

Pro

Gly

Gin

Ser

Ser Glu
175

Thr Cys
Lys Cys
Pro Ser

Leu Val
240

Ser Arg
255

Lys Gln
Thr Arg
Pro His

Pro Arg
320

Gly Ser

335

Pro Glu

Asp Ala

Phe Phe

Lys Asp
400

Gln Thr
415
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo molecular dimérico que comprende una primera y una segunda proteina de fusién, en el que cada
proteina de fusién comprende de su extremo N a C:

(A) un resto efector biolégico seleccionado del grupo que consiste en:
(1) un anticuerpo monocatenario;
(2) un fragmento Fab;
(8) un dominio extracelular de un receptor de membrana de tipo |;
(4) una citocina;
(5) una quimiocina;
(6) una enzima;
(7) una toxina; y
(8) un marcador detectable;
(B) una region bisagra de una molécula de IgG unida al resto efector biologico; y

(C) un dominio de dimerizacién CH4 de una molécula de IgE covalentemente unido a la regién bisagra, en el que
el complejo molecular comprende un enlace disulfuro entre un residuo de cisteina en la regién bisagra de la
primera proteina de fusién y un residuo de cisteina en la region bisagra de la segunda proteina de fusion.

2. El complejo molecular de la reivindicaciéon 1, en el que los restos efectores biolégicos de la primera y segunda
proteinas de fusién son idénticos.

3. El complejo molecular de la reivindicaciéon 1, en el que los restos efectores biolégicos de la primera y segunda
proteinas de fusién son diferentes.

4. El complejo molecular de la reivindicaciéon 1, en el que los restos efectores biolégicos de la primera y segunda
proteinas de fusion comprenden cada uno un sitio de unién al antigeno.

5. El complejo molecular de la reivindicacion 4, en el que los dos sitios de unién al antigeno tienen la misma
especificidad.

6. El complejo molecular de la reivindicacion 1, en el que la regidon bisagra de tanto la primera como la segunda
proteinas de fusion es de una molécula de IgG1.

7. El complejo molecular de la reivindicacién 6, en el que la region bisagra comprende los residuos de aminoacidos 223
a 243 de SEC ID N¢: 25.

8. El complejo molecular de la reivindicacion 6, en el que dentro de la region bisagra de al menos una de las dos
proteinas de fusion, el tetrapéptido VFLF, que ocupa las posiciones 240-243 en la IgG, la region bisagra (SEC ID N¢:
25), se sustituye con un tetrapéptido seleccionado del grupo que consiste en DSEY, KSKY 1CSEY, DSCY, DEEY,
KRKY, SESE, SDSD, SKSK, SRSR, SESY, SDSY, SKSY, SRSY, DDDY, DDEY, DEDY, EEEY, EDDY, EDEY, EEDY,
RRRY, RKRY, RRKY, RKKY, KKKY, KRRY, KRKY y KKRY.

9. El complejo molecular de la reivindicacién 8, en el que el tetrapéptido es KSKY.

10. El complejo molecular de la reivindicacion 8, en el que el tetrapéptido VFLF dentro de la regién bisagra de tanto la
primera como la segunda proteinas de fusion se sustituye con el mismo tetrapéptido.

11. El complejo molecular de la reivindicacion 10, en el que el tetrapéptido de sustitucion esta seleccionado del grupo
que consiste en DSEY, KSKY, DEEY y KRKY.

12. El complejo molecular de la reivindicacién 8, en el que el tetrapéptido VFLF dentro de la regién bisagra de cada una
de la primera y segunda proteinas de fusién se sustituye con un tetrapéptido diferente.

13. El complejo molecular de la reivindicacion 12, en el que el tetrapéptido VFLF dentro de la region bisagra de la
primera proteina de fusién se sustituye con el tetrapéptido DSEY y dentro de la regién bisagra de la segunda proteina
de fusion se sustituye con el tetrapéptido KSKY.
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14. El complejo molecular de la reivindicacion 9, que comprende ademads un resto covalentemente unido a una lisina en
la region bisagra, en el que el resto es una toxina o un poliglicol.

15. El complejo molecular de la reivindicacion 1, que comprende ademas una marca de epitope en su extremo C.

16. El complejo molecular de la reivindicacién 15, en el que la marca de epitope comprende GAPVPYPDPLEPRAA
(SEC ID Ne: 23).

17. El complejo molecular de la reivindicacion 1, que comprende ademas una variante de corte y empalme de Igg M2"
que tiene la secuencia de SEC ID N2 26 en el extremo C de la primera proteina de fusién y una variante de corte y
empalme de IgE M2" diferente que tiene la secuencia de SEC ID N% 27 en el extremo C de la segunda proteina de
fusién.

18. El complejo molecular de la reivindicacién 1, que comprende ademas un ligador de aminoacidos entre el resto
efector biolégico y la regién bisagra, en el que el ligador esta covalentemente unido al extremo C del resto efector y el
extremo N de la region bisagra.

19. El complejo molecular de la reivindicacion 5, en el que tanto la primera como la segunda proteinas de fusion
comprenden la secuencia de aminoacidos de SEC ID N2: 1.

20. El complejo molecular de la reivindicacion 5, en el que tanto la primera como la segunda proteinas de fusion estan
codificadas por la secuencia de nucleétidos de SEC ID N¢: 2.

21. El complejo molecular de la reivindicacion 19, en el que los residuos de aminoacidos en las posiciones 277-281 de
SEC ID N% 1 (DSEYP) se sustituyen con residuos de aminoacidos KTSG (residuos 315-318 de SEC ID N2 45) o con
residuos de aminoacidos TKTSG (residuos 314-318 de SEC ID N?: 45).

22. El complejo molecular de la reivindicacion 5, en el que tanto la primera como la segunda proteinas de fusion estan
codificadas por la secuencia de nucleétidos de SEC ID N¢: 22.

23. El complejo molecular de la reivindicacion 22, en el que los residuos de aminoacidos en las posiciones 263 a 267
de SEC ID N2 20 se sustituyen con residuos de aminoacidos KTSG (residuos 315-318 de SEC ID N¢: 45) o con
residuos de aminoacidos TKTSG (residuos 314-318 de SEC ID N 45).

24. Una composicién farmacéutica que comprende: el complejo molecular dimérico de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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FIG. 2

'cebador directo de VH' 'cebador directo de VL'

Neol NADNcY
NADRCY
VH

'‘cebador inverso de VH'VL 'cebador inverso de VL'

l PCR de extension por
solapamiento
| Ncol NN

Ncol l

ligador de 16 aa

Digestion con restriccion y ligacion al
vector de expresidn bacteriano pz613
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FIG. 4A

Secuencias del complejo molecular dimérico 19G9 scFv "natural”
ADN (SEC ID N°: 4) y proteina
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Secuencia de aminoacidos del complejo molecular dimérico 19G9 scFv

"natural" - SEC ID N°: 3
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAGSG?TFSSYWMRQAPGKGLEWSVIGTGGVTHY
ADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARWGYYGSGSYENDAFDIWGQOGTMVT
VSSGGGGCSGGGEGSCCCCSGCCGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSY
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSS
LTFGGGTKVEIKAAAGGGGS THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPRARPEVYAFATPEWPGSRD
KRTLACLIQNFMPEDISVQWLHNEVQLPDARHSTTQPRKTKGSGFFVFSRLEVTRAEWEQKD
EFICRAVHEAASPSQTVQRAVSVNPGKGAPVPYPDPLEPRAA
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FIG. 4B

Secuencias del complejo molecular dimérico 19G9 mutante
ADN (SEC ID N°: 2) y proteina
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Secuencia de aminoacidos del complejo molecular dimérico 19G9 scFv
hidréfilo mutante - SEC ID N°: 1

QVOLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAGSGFTFSSYVMHWLROAPGKGLEWVSVIGTGGVTHY
ADSVKGRFTISRDNARNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARWGYYGSGSYENDAFDIWGQGTMVT
VSSGGGGSGEEGSGEGESGEGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSY
LAWYQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYSSS
LTFGGGTKVEIKAAAGGGGS THTCPPCPAPELLGGPSDSEYPPRAAPEVYAFATPEWPGSRD
KRTLACLIQNFMPEDISVQWLHNEVQLPDARHSTTQPRKTKGSGFFVFSRLEVTRAEWEQKD
EFICRAVHEAASPSQTVQRAVSVNPGKGAPVPYPDPLEPRAA
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FIG. 5A

El tiempo de elucion se corresponde
con ~90 kD de proteina cuando se
compara con patrén de peso molecular
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FIG.10
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FIG. 11

FLD1 A, Ex=280, Em=350 (SEC083006\005-0501.D)
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