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DESCRIPCION
El interferdn dirigido demuestra potentes actividades apoptéticas y antitumorales
Antecedentes de la invencion

[0001] Aunque las respuestas inmunes espontaneas contra los antigenos asociados a tumores (TAA) (Hrouda et al
(1999) Semin. Oncol. 26: 455-471) se pueden detectar (Disis et al (1997) J. Clin. Oncol. 15: 3363-3367), las células
malignas que causan la enfermedad no generan una respuesta inmune que conduzca al rechazo. Muchos estudios
han demostrado que es posible mejorar la inmunogenicidad de las células tumorales mediante la introduccion de
moléculas inmunoestimulantes tales como citocinas y moléculas coestimulantes en las mismas (Dranoff y Mulligan
(1995) Adv. Immunol. 58: 417-454; Hrouda et al. (1999) Semin. Oncol. 26: 455-471; Hurford et al. (1995) Nat. Genet.
10: 430- 435). Sin embargo, la transferencia génica eficaz sigue siendo todo un reto. Ademas, la erradicacion de las
células cancerosas residuales puede requerir la direccion de depodsitos tumorales micrometastasicos muy dispersos
que no son accesibles a la transferencia directa de genes.

[0002] Las respuestas inmunes tanto innata como adaptativa son esenciales para proporcionar proteccion contra
los patégenos infecciosos y los tumores. La comunicacion entre la inmunidad innata y la adaptativa esta regulada
por las interacciones entre las células y las citocinas. Las citocinas producidas por las células del sistema inmune
innato pueden, directa o indirectamente, activar las células de la respuesta inmune adaptativa, y pueden
desempefar un papel importante en la generacion de la inmunidad antitumoral protectora (Belardelli y Ferrantini
(2002) Trends Immunol. 23: 201-208). Para la activacion del sistema inmune innato es primordial la deteccion de
productos bacterianos o sefiales de "peligro" que conduzcan a la liberacién de citocinas proinflamatorias tales como
IFN-a, TNF-a e IL-1.

[0003] EI IFN-a es una citocina proinflamatoria con potentes actividades antivirales e inmunomoduladoras, y es un
estimulador de la diferenciacion y la actividad de las células dendriticas (DC) (Santini et al. (2000) J. Exp. Med. 191:
1777-1788). Los IFN de tipo | (IFN-a y IFN-B) tienen multiples efectos en la respuesta inmune (Theofilopoulos et al.
(2005) Annu. Rev. Immunol. 23: 307-336). El IFN-a desempefia un papel en la diferenciacion de los linfocitos Th1
(Finkelman et al. (1991) J. Exp. Med. 174: 1179-1188) y la supervivencia a largo plazo de los linfocitos T CD8+ en
respuesta a determinados antigenos (Tough et al. (1996) Science 272: 1947-1950).

[0004] Multiples estudios han demostrado que los IFN también son capaces de ejercer efectos antitumorales, tanto
en modelos animales (Ferrantini et al. (1994) J. Immunol. 153: 4604-4615) como en los pacientes con cancer (14.
Gutterman et al. (1980) Ann. Intern. Med. 93: 399-406). Ademas de mejorar la respuesta inmunitaria antitumoral
adaptativa, el IFN-a puede aumentar la expresion del gen supresor tumoral p53 (Takaoka et al. (2003) Nature 424:
516-523), inhibir la angiogénesis (Sidky y Borden (1987) Cancer Res. 47: 5155-5161) y potenciar la apoptosis
(Rodriguez-Villanueva y McDonnell (1995) Int. J. Cancer 61: 110-11 417) en las células tumorales. Aunque estas
propiedades sugieren que el IFN-a deberia ser un eficaz agente terapéutico para el tratamiento del cancer, su corta
semivida y la toxicidad sistémica han limitado su uso. Huang (“Dissertation”, 1 de enero de 2006, paginas 1-120)
proporcioné 1gG3 anti-HER2/neu-IFNa de para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

Resumen de la invencion
[0005] La invencion es como se proporciona en las reivindicaciones.

[0006] En diversas realizaciones, la presente divulgacion se refiere al descubrimiento de que al unir un interferén a
un resto de direccién (por ejemplo, una molécula que se une especifica y/o preferentemente a un marcador en o
asociado con una célula) se mejora sustancialmente la eficacia terapéutica del interferén y parece que se reduce la
toxicidad sistémica. Por consiguiente, en diversas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una
construccion quimeérica que comprende un interferon unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina intacta que
se une especificamente a CD20, en la que el anticuerpo se une al interferén mediante un enlazador peptidico
resistente a la protedlisis que tiene la secuencia de aminoacidos SGGGGS (SEC ID N° 58), y en la que la
construccion, cuando se pone en contacto con una célula tumoral produce la muerte o la inhibicién del crecimiento o
de la proliferacion de la célula tumoral. La construccion puede ser para su uso en el tratamiento del cancer.

[0007] Por consiguiente, en ciertas realizaciones, la construccién comprende un interferén (por ejemplo, interferén-
a, interferon-B, interferén-y, etc.) unido a un resto de direccién que se une a un antigeno asociado al tumor (TAA),
donde la construccién, cuando entra en contacto con una célula tumoral provoca la muerte o la inhibicién del
crecimiento o de la proliferacion de la célula tumoral. En diversas realizaciones, el interferén es un interferén de tipo
1. En diversas realizaciones, el interferon es un interferéon de tipo 2. En diversas realizaciones, el interferéon es un
interferén-a, un interferén-B o un interferén-y. El enlazador es un enlazador que es resistente o sustancialmente
resistente a la protedlisis. En ciertas realizaciones, la construccién es una proteina de fusidon expresada
recombinantemente. El anticuerpo se une a CD20. En ciertas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo
monocatenario que comprende las CDR y/o las regiones variables de un anticuerpo seleccionado del grupo que
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consiste en anti-CD20 (Rituximab), Ibritumomab tiuxetan, tositumomab, AME-133v, Ocrelizumab, Ofatumumab,
TRU-015, IMMU-106 y similares. El anticuerpo es una IgG (por ejemplo, IgG1, 1IgG3, etc.) o una IgE.

[0008] También se proporcionan formulaciones farmacéuticas. En diversas realizaciones, las formulaciones
comprenden la construccion quimérica segun lo descrito anteriormente (y/o mas adelante en el presente
documento). En ciertas realizaciones, la formulacion es una formulacion de dosificacién unitaria. En ciertas
realizaciones, la formulacién es una féormula para la administracién parenteral. En ciertas realizaciones, la
formulacion es una férmula para la administracién por una via seleccionada del grupo que consiste en la
administracion oral, administracién intravenosa, administracion intramuscular, administracion tumoral directa,
inhalacion, administracion rectal, administracion vaginal, administracion transdérmica y administracion de depdsito
subcutaneo.

[0009] También se proporciona la construccion descrita anteriormente para su uso en métodos de inhibicion del
crecimiento y/o de la proliferacion de una célula cancerosa. Por lo general, los métodos implican poner en contacto
la célula cancerosa con una construccién quimérica como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, la célula cancerosa es una célula metastasica y/o una célula que esta en un tumor sélido. En ciertas
realizaciones, la célula cancerosa es una célula cancerosa de mama. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa
es un linfoma de linfocitos B. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa es una célula producida por un cancer
seleccionado del grupo que consiste en un linfoma de linfocitos B, cancer de pulmoén, un cancer de bronquios, un
cancer colorrectal, un cancer de prostata, un cancer de mama, un cancer de pancreas, un cancer de estbmago, un
cancer de ovario, un cancer de la vejiga urinaria, un cancer del sistema nervioso central o cerebro, un cancer del
sistema nervioso periférico, un cancer de esofago, un cancer cervical, un melanoma, un cancer uterino o
endometrial, un cancer de la cavidad oral o la faringe, una cancer de higado, un cancer de rifién, un cancer de las
vias biliares, un cancer del intestino delgado o del apéndice, un cancer de la glandula salival, un cancer de la
glandula tiroides, un cancer de la glandula suprarrenal, un osteosarcoma, un condrosarcoma, un liposarcoma, un
cancer de testiculos y una histiocitoma fibroso maligno. En diversas realizaciones, la puesta en contacto comprende
administrar sistémicamente el resto quimérico a un mamifero. En ciertas realizaciones, la puesta en contacto
comprende administrar el resto quimérico directamente en un sitio tumoral. En ciertas realizaciones, la puesta en
contacto comprende la administracion intravenosa del resto quimérico. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa
es una célula cancerosa de un ser humano o un mamifero no humano.

[0010] También se desvelan acidos nucleicos que codifican las construcciones quiméricas descritas en el presente
documento. El acido nucleico puede codificar una proteina de fusion segun lo descrito anteriormente. El interferédn
codificado por el acido nucleico puede ser un interferén de tipo I. El interferén puede ser IFN-a o interferén-f3. El
acido nucleico codifica un enlazador peptidico (por ejemplo, como el descrito en el presente documento) que une el
anticuerpo al interferon. El acido nucleico puede codificar las CDR y/o las regiones variables para anti-CD20
(rituximab).

[0011] También se desvela una célula que comprende un acido nucleico segun lo descrito anteriormente, que
codifica una construccion quimérica. La célula puede expresar la construccion quimérica.

[0012] También se proporciona una construccién quimérica segun lo descrito en el presente documento para su
uso en la inhibicién del crecimiento y/o de la proliferacion de una célula cancerosa.

[0013] En ciertas realizaciones, las construcciones descritas en el presente documento se pueden usar en el
tratamiento de patologias tales como la esclerosis multiple, la vasculitis mediada por el VHC, y similares.

Definiciones

[0014] Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para
referirse a un polimero de restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que
uno o mas restos de aminoacidos son un andlogo quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos de origen natural. El término también incluye variantes en el
enlace peptidico tradicional que unen los aminoacidos que constituyen el polipéptido. Los "péptidos", los
"polipéptidos” y las "proteinas" son cadenas de aminoacidos cuyos carbonos a estan ligados a través de enlaces
peptidicos. Por lo tanto, el aminoacido terminal de un extremo de la cadena (amino terminal) tiene un grupo amino
libre, mientras que el aminoacido terminal del otro extremo de la cadena (carboxi terminal) tiene un grupo carboxilo
libre. Como se usa en el presente documento, la expresion "extremo amino" (abreviado extremo N) se refiere al
grupo a-amino libre de un aminoacido del extremo amino de un péptido o al grupo a-amino (grupo imino cuando
participa en un enlace peptidico) de un aminoacido en cualquier otra ubicacion del péptido. Del mismo modo, la
expresion "extremo carboxi" se refiere al grupo carboxilo libre del extremo carboxi de un péptido o el grupo carboxilo
de un aminoacido de cualquier otra ubicacion del péptido. Los péptidos también incluyen esencialmente cualquier
poliaminoacido incluyendo, pero sin limitacion, miméticos de péptidos tales como aminoacidos unidos por un éter en
lugar de un enlace de amida.
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[0015] Como se usa en el presente documento, un "anticuerpo” se refiere a una proteina que consiste en uno o
mas polipéptidos sustancialmente codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de
inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de region constante k, A, a, y, 8, € y
M, asi como millares de genes de region variable de inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras se clasifican bien como k
o A. Las cadenas pesadas se clasifican como v, Y, a, 8, 0 €, que a su vez definen las clases de inmunoglobulinas
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

[0016] Se sabe que una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) tipica comprende un tetramero. Cada
tetramero se compone de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera" (de
aproximadamente 25 kD) y una cadena "pesada" (de aproximadamente 50-70 kD). El extremo N de cada cadena
define una region variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del
reconocimiento del antigeno. Las expresiones “cadena ligera variable (V.)” y “cadena pesada variable (Vy)’ se
refieren a estas regiones de las cadenas ligera y pesada, respectivamente.

[0017] Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como una serie de fragmentos bien
caracterizados producidos por digestion con diversas peptidasas o expresadas de novo. Asi pues, por ejemplo, la
pepsina digiere un anticuerpo por debajo de los enlaces de disulfuro de la regién bisagra para producir F(ab)'z, un
dimero de Fab que, en si mismo, es una cadena ligera unida a V4-Cn1 por un enlace de disulfuro. El F(ab)’; se
puede reducir en condiciones suaves para romper el enlace de disulfuro en la region bisagra convirtiendo de este
modo el dimero F(ab)'z en un monémero Fab'. EIl monémero Fab' es esencialmente un Fab con parte de la region
bisagra (véase, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, Nueva York (1993), para una descripcion
mas detallada de otros fragmentos de anticuerpos). Aunque diversos fragmentos de anticuerpo se definen en
términos de la digestion de un anticuerpo intacto, el experto apreciara que dichos fragmentos Fab' se pueden
sintetizar de novo bien quimicamente o mediante la utilizaciéon de la metodologia del ADN recombinante. Por lo
tanto, el término “anticuerpo”, como se usa en el presente documento, también incluye fragmentos de anticuerpo
bien producidos mediante la modificacién de anticuerpos enteros o sintetizados de novo usando metodologias de
ADN recombinante, incluyendo, pero sin limitacion, F(ab)', IgG, IgM, IgA, IgE, scFv, dAb, nanocuerpos, unicuerpos y
diacuerpos. En diversas realizaciones, los anticuerpos preferidos incluyen, pero sin limitacion, IgG, IgM, IgA y IgE.

[0018] En ciertas realizaciones, los anticuerpos y fragmentos usados en las construcciones de la presente
invencion pueden ser biespecificos. Los anticuerpos o fragmentos biespecificos pueden ser de varias
configuraciones. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden parecer a los anticuerpos individuales (o
fragmentos de anticuerpos), pero tener dos sitios de unién al antigeno (regiones variables) diferentes. En diversas
realizaciones, se pueden producir anticuerpos biespecificos mediante técnicas quimicas (Kranz et al. (1981) Proc.
Natl. Acad. Sci., EE.UU., 78: 5807), mediante técnicas de "polidoma" (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N°
4.474.893) o mediante técnicas de ADN recombinante. En ciertas realizaciones, los anticuerpos biespecificos de la
presente invencion pueden tener especificidades de unién para al menos dos epitopos diferentes, siendo al menos
uno de ellos un antigeno asociado al tumor. En diversas realizaciones, los anticuerpos y fragmentos también pueden
ser heteroanticuerpos. Los heteroanticuerpos son dos o mas anticuerpos, o fragmentos de unién al anticuerpo (por
ejemplo, Fab) unidos entre si, teniendo cada anticuerpo o fragmento una especificidad diferente.

[0019] Un "sitio de unién al antigeno" o "porcidon de unién" se refiere a la parte de una molécula de
inmunoglobulina que participa en la union al antigeno. El sitio de unién al antigeno esta formado por restos de
aminoacidos de las regiones variables ("V") N-terminales de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos
altamente divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera se denominan "regiones
hipervariables", que estan intercalados entre los tramos flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones
marco" o "FR". Por lo tanto, el término "FR" se refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran de manera
natural entre y adyacentes a regiones hipervariables de inmunoglobulinas. En una molécula de anticuerpo, las tres
regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables de una cadena pesada estan
dispuestas unas con respecto a otras en un espacio tridimensional para formar una "superficie" de unién al antigeno.
Esta superficie media el reconocimiento y la unién del antigeno diana. Las tres regiones hipervariables de cada una
de las cadenas pesada y ligera se denominan "regiones determinantes de la complementariedad" o "CDR", y han
sido caracterizadas, por ejemplo, por Kabat et al. “Sequences of proteins of immunological interest”, IV ed. U.S.
Dept. Health and Human Services, Public Health Services, Bethesda, MD (1987).

[0020] EI término "interferén" se refiere a un interferon de longitud completa o a un fragmento de interferon
(interferdn truncado) o mutante de interferén, que conserva sustancialmente la actividad biologica del interferon de
tipo silvestre de longitud completa (por ejemplo, conserva al menos el 80 %, preferentemente al menos el 90 %, mas
preferentemente al menos el 95 %, 98 % o 99 % del anticuerpo de longitud completa). Los interferones incluyen
interferones de tipo | (por ejemplo, interferén-a e interferén-B), asi como interferones de tipo Il (por ejemplo,
interferon-y). El interferon (por ejemplo, IFN-a) puede ser esencialmente de cualquier especie de mamifero. En
ciertas realizaciones preferidas, el interferon es de una especie seleccionada del grupo que consiste en humano,
equino, bovino, de roedor, porcino, lagomorfo, felino, canino, murino, caprino, ovino, un primate no humano, y
similares. En diversas realizaciones, el interferon mutado comprende una o mas sustituciones, inserciones y/o
deleciones de aminoacidos.
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[0021] Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere a un ser humano o animal no
humano, incluyendo, pero sin limitaciéon, un gato, perro, caballo, cerdo, vaca, oveja, cabra, conejo, raton, rata o
mono.

[0022] “CD20" es una fosfoproteina no glucosilada expresada en la superficie de los linfocitos B maduros (véase,
por ejemplo, Cragg et al. (2005) Curr. Dir. Autoimmun., 8: 140-174). También se encuentra en los linfomas de
linfocitos B, leucemia de células pilosas, leucemia linfocitica crénica de linfocitos B sobre células madre de cancer de
piel/de melanoma, y similares.

[0023] La expresion "inhibicion y/o proliferacion del crecimiento” de una célula cancerosa se refiere a la reduccion
de la velocidad del crecimiento y/o la velocidad de la proliferacion de una célula cancerosa. En ciertas realizaciones,
esto incluye la muerte de una célula cancerosa (por ejemplo, mediante apoptosis). En ciertas realizaciones dicha
expresion también se refiere a la inhibicion del crecimiento y/o la proliferacion de un tumor soélido y/o la induccion de
la reduccion del tamafio del tumor o la eliminacion del tumor.

[0024] La expresion "marcador de cancer" se refiere a biomoléculas tales como proteinas, hidratos de carbono,
glucoproteinas, y similares, que se expresan exclusiva o preferente o diferencialmente en una célula cancerosa y/o
se encuentran en asociacion con una célula cancerosa y, por lo tanto, proporcionan dianas preferidas o especificas
para el cancer. En diversas realizaciones la expresion preferida puede ser la expresion preferida en comparacion
con cualquier otra célula del organismo, o la expresion preferida de una determinada zona del organismo (por
ejemplo, de un determinado 6rgano o tejido).

Breve descripcion de las figuras

[0025] Las Figuras 1A-10 muestran las secuencias de acido nucleico y aminoacidos para diversas construcciones
descritas en el presente documento. La Fig. 1A muestra las secuencias de aminoacidos para cadena pesada de
IgG3 anti-HER2/neu-IFNa (SEC ID N° 1) y cadena ligera de 1gG3 anti-HER2/neu (SEC ID N° 2). El subrayado
sencillo es enlazador, el doble subrayado es IFN-a murino, sin subrayado es anti-HER2/neu. Fig. 1B: Secuencia de
acido nucleico (SEC ID N° 3), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 4) de la cadena ligera de aCD20; Fig. 1C:
Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 5), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 6) del enlazador GlysSer de
aCD20-IgG3-mulFNa; Fig. 1D: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 7), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 8)
del enlazador a helicoidal de aCD20-IgG3-mulFNa; Fig. 1E: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 9), secuencia
de aminoacidos (SEC ID N° 10) del enlazador GlysSer de aCD20-IgG3-hulFNag; Fig. 1F: Secuencia de acido nucleico
(SEC ID N° 11), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 12) del enlazador a helicoidal de aCD20-IgG3-hulFNa; Fig.
1G: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 13), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 14) del enlazador GlysSer
de aCD20-IgG1-mulFNag; Fig. 1H: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 15), secuencia de aminoacidos (SEC ID
N° 16) del enlazador a helicoidal de aCD20-lgG1-mulFNa; Fig. 11: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 17),
secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 18) del enlazador GlysSer de aCD20-lgG1-hulFNa; Fig. 1J: Secuencia de
acido nucleico (SEC ID N° 19), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 20) del enlazador a helicoidal de aCD20-
IgG1-hulFNg; Fig. 1K: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 21), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 22) de la
cadena ligera de aHer2/neu; Fig. 1L: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 23), secuencia de aminoacidos (SEC
ID N° 24) del enlazador glyser de aHer2/neu-lgG1-mulFNa; Fig. 1M: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 25),
secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 26) del enlazador a helicoidal aHer2/neu-lgG1-mulFNa; Fig. 1N: Secuencia
de acido nucleico (SEC ID N° 27), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 28) del enlazador glyser de aHer2/neu-
IgG1-hulFNa; Fig. 10: Secuencia de acido nucleico (SEC ID N° 29), secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 30) del
enlazador a helicoidal de aHer2/neu-IgG1-hulFNa. Se apreciara que aunque las construcciones de la presente figura
se muestran con enlazadores particulares, en ciertas realizaciones, se pueden sustituir con otros enlazadores como
se describe en el presente documento.

[0026] Las Figuras 2A, 2B, 2C y 2D ilustran la construccion y caracterizacion de IgG3 anti-HER2/neu-IFNa. Figura
2A: Diagrama esquematico de 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a. Las zona rellenas representan las regiones variables de
anti-HER2/neu. Las zonas sin rellenar representan las regiones constantes k e IgG3 humana. Las regiones
circulares blancas representan IFN-a murino. Figura 2B: SDS-PAGE de IgG3 anti-HER2/neu purificada (carriles 1y
4), IgG3-IFN-a (carriles 2 y 5) y IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a (carriles 3 y 6) en condiciones no reductoras (carriles 1-3)
o reductoras (carriles 4-6). A la izquierda de cada gel, se muestran las proteinas marcadoras del peso molecular.
Figura 2C: IgG3 anti-HER2/neu e IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a se unen a HER2/neu. Se hizo reaccionar CT26/HER2,
una linea celular de colon murino que expresa altos niveles de HER2/neu humano, con IgG3 anti-HER2/neu, 1gG3-
IFN-a o IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a con o sin heparina seguida IgG anti-humana de conejo marcada con PE. Las
lineas discontinuas representan la sefal de las células sin la adicion de proteina recombinante. Figura 2D: Actividad
protectora del patron de IFN-a y diferentes proteinas de fusion IFN-a contra VSV. Se prepararon diluciones de 1 U
de patron de IFN-a, 0,21 ng (10 pM) de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a, 0,21 ng (10 pM) de IgG3-IFN-a o 0,17 ng
(10 pM) de IgG3 anti-HER2/neu en 100 pl y se afiadieron a células L-929. Tras una incubacién de 24 h, se afadieron
4.000 PFU de VSV. Cuarenta y ocho horas mas tarde, se tifieron las células viables con el colorante cristal violeta,
se disolvieron por metanol y se detecto el tinte solubilizado usando un lector de ELISA a 570 nm.
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[0027] Las Figuras 3A y 3B muestran la actividad antltumoral in vivo de diferentes proteinas de fusion IFN-a y
rIFN-a. Se desafiaron ratones C3H/HeN s.c con 1 x 10° células 38C13/HER2 y se trataron i.p. bien con 2,5 ug (Fig.
3A) o 1 ug (Fig. 3B) de las proteinas indicadas en los dias 1, 3 y 5 después de la exposicion del tumor. Se midi6 el
volumen del tumor de cada ratén. Los animales se observaron hasta que el diametro del tumor s.c. hubo alcanzado
15 mm.

[0028] Las Figuras 4A y 4B muestran que la fusion de IgG3 con IFN-a mejord su actividad antitumoral y aumento
su semivida in vivo. Figura 4A: Se trataron los ratones con 9.600 U de rIFN-a 0 9.600 U (4 ug) de IgG3-IFN-a en los
dias 1 y 3 después de la exposicion del tumor. Se hizo un seguimiento de la supervivencia de los animales y se
sacrificaron cuando el diametro del tumor s.c. alcanzé 15 mm. Figura 4B: Grupos de tres ratones C3H/HeN
recibieron por |nyeCC|on i.p. 66 uCi de rIFN-a marcado con 129 IgG3-IFN-a o 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a. A varios
intervalos de la inyeccion de las proteinas marcadas con '?|, se midié la radiactividad residual usando un contador
de cuerpo entero murino. Los resultados representan la media de tres ratones. Barras, D.E.

[0029] Las Figuras 5A, 5B, 5C y 5D muestran que las proteinas de fusion IFN-a inhibieron la proliferacion celular e
indujeron la apoptosis en células 38C13/HER2 in vitro. Las proteinas de fusion IFN-a inhibieron la proliferacion de
las células tumorales. Tras la incubacion durante 48 h con diferentes dosis de las diferentes proteinas de fusion, se
midieron las células 38C13/HER2 viables (Fig. 5A) o 38C13 (Fig. 5B) usando el ensayo de MTS. Estos experimentos
se realizaron tres veces por triplicado; barras de error, D.E. de las mediciones. Figura 5C Las proteinas de fusion
IFN-a inducen la apoptosis en células 38C13/HER2. En resumen, se incubaron 1 x 10° células 38C13/HER2 con
1 nM de las proteinas indicadas durante 72 h. A continuacién, se lavaron las células, se tifieron con Alexa Fluor 488,
anexina V y PI, y se analizaron por citometria de flujo. En la esquina, se indica el porcentaje de células situadas en
cada cuadrante. Figura 5D: Las proteinas de qu|on IFN-a inhibieron la proliferaciéon de células 38C13/HER2
supervivientes. En resumen, se marcaron 1 x 10° células 38C13/HER2 con CFSE 2,5 uM y se fijaron de inmediato
(linea discontinua) o se trataron con PBS (linea fina de color negro) o 1 nM bien de 1gG3 anti-HER2/neu (linea fina
de color negro, se solapa con el control de PBS), IgG3-IFN-a (linea gruesa de color negro) o IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-a (zona de color negro) durante 48 h. A continuacion, se lavaron las células y se analizaron por citometria de
flujo. El histograma se obtuvo con la ventana de analisis en la poblacion de células vivas.

[0030] Figuras 6A, 6B y 6C muestran que las protelnas de fusion IFN-a indujeron la activacion de STAT1 en las
células 38C13/HER2. En resumen, se trataron 1 x 10" células 38C13/HER2 con 1.000 U/ml bien de IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-a (Fig. 6A) o IgG3-IFN-a (Fig. 6B) durante los tiempos indicados. Se separaron los lisados celulares
mediante SDS-PAGE y se analizaron por transferencia Western usando un anticuerpo policlonal de conejo anti-
phosphoSTAT1. Para confirmar la igualdad de carga de las muestras de proteinas, se sondaron las transferencias
con un Ac policlonal de ratén conjugado con HRP contra GAPDH. Figura 6C: Se normalizé la intensidad de
antiphosphoSTAT1 con la intensidad de anti-GAPDH para cada punto temporal indicado, y se dividieron los valores
obtenidos entre el valor en el punto temporal 0 para obtenerse las veces de activacion para STAT1. Estos
experimentos se realizaron dos veces; barras de error, D.E. de las mediciones. *, Unico punto donde los dos grupos
difieren con una p <0,05.

[0031] Figura 7. Las proteinas de fusion IFN-a inhiben el crecimiento del tumor establecido. Ratones C3H/HeN
recibieron por inyeccioén s.c. 1 x 10° células 38C13/HER2. Después de 12 dias, se trataron los ratones i.p. con 5 ug
de la proteina indicada durante 3 dias consecutivos. Se midié el volumen del tumor de cada ratén. Los animales se
sacrificaron cuando el diametro del tumor s.c. hubo alcanzado 15 mm.

[0032] La Figura 8 muestra la unién de anticuerpos recombinantes con células humanas que expresan CD20. Se
incubaron células Daudi bien con IgG3 recombinante o Rituximab seguidos por IgG anti-humana de rata biotinilada y
estreptavidina marcada con PE, y se analizaron por citometria de flujo. A, células con solo el anticuerpo secundario;
B, células con IgG3 recombinante; C, células con Rituximab.

[0033] La Figura 9 muestra un diagrama de la cadena pesada del anticuerpo-proteina de fusién IFN-a. En
particular, la figura ilustra que el acortamiento de (GlysSer)s (SEC ID N° 31) hasta un enlazador GlysSer (SEC ID N°
32) permite la produccion de aCD20-lgG3-mIFNa de longitud completa.

[0034] La Figura 10 muestra el analisis SDS-PAGE de las fracciones eluidas de la proteina A sefarosa. Se hicieron
pasar los sobrenadantes de cultivo de las células que expresaban IgG3 anti-CD-20-IFN-a con el enlazador
(GlysSer)s (SEC ID N° 31) a través de la proteina A sefarosa y la proteina de fusion unida antes de la elucién. A. Las
proteinas se procesaron sin reduccion. Carril 1, IgG3; carriles 2-6, fracciones eluidas de la proteina A sefarosa. B.
Las proteinas se redujeron antes del analisis. Carril 2, 1gG3; Carriles 3-7, fracciones eluidas de la proteina A
sefarosa.

[0035] La Figura 11 muestra el analisis SDS-PAGE de las proteinas producidas mediante la expresion transitoria
en células HEK293T. Carril 1, IgG3 anti-CD20-hulFN-a con enlazador (GlysSer)s extendido (SEC ID N° 31); Carril 2,
IgG3 anti-CD20-hulFN-a con enlazador GlysSer acortado (SEC ID N° 32); Carril 3, 1IgG3 anti-CD20-mulFN-a con
enlazador (GlysSer)s extendido (SEC ID N° 31); Carril 4, IgG3 anti-CD20-mulFN-a con enlazador GlysSer acortado;
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Carril 5, IgG3 anti-CD20.

[0036] La Figura 12 muestra un analisis de la proteina de unién a las células Daudi usando citometria de flujo. Se
tiieron 1 x 10” células Daudi con 1 ug de proteina de fusién que contenia IFN-a humano o Rituxan.

[0037] La Figura 13 muestra un analisis de la unién de la proteina a 38C13/CD20 por citometria de flujo.

[0038] Figura 14. Se incubaron células Daudi con varias concentraciones de IFN-a, anticuerpo o proteina de fusion
durante 72 h. Se evalué la inhibicion del crecimiento usando el ensayo de proliferacion celular CellTiter 96 AQueous.

[0039] Figura 15. Se ftrataron células Daudi con 10 pM de las proteinas indicadas durante 72 horas. Se
determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tincion con anexina V y Pl, y el andlisis por citometria de flujo.

[0040] Figura 16. Se trataron células 38C13/CD20 con 10 pM de las proteinas indicadas durante 48 horas. Se
determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tincion con anexina V y PI, y el analisis por citometria de flujo.

[0041] Figura 17. Inhibicion de la proliferacion celular después del tratamiento con distintas proteinas a
concentraciones variables. Se trataron las células 38C13-CD20 con las proteinas indicadas a concentraciones
variables durante 48 horas. Después del tratamiento, se monitorizé el grado de proliferacion usando el ensayo de
MTS.

[0042] Figura 18. Se trataron células 38C13/CD20 con las diferentes concentraciones de las proteinas indicadas
durante 48 horas. Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tincion con anexina V y PI, y el analisis
por citometria de flujo.

[0043] Figura 19. Se incubaron células Daudi durante 72 horas con diferentes concentraciones de la proteina de
fusion. Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tincion con anexina V y PI, y el analisis por
citometria de flujo.

[0044] Figura 20. Se trataron células Daudi durante 72 horas con diversas concentraciones de proteinas de fusion.
Se afadié solucion MTS para cuantificar la viabilidad celular.

[0045] Figura 21. Se incubaron células Daudi durante 72 horas con 1 pM de IgG3 anti-CD20-hIFNa con el
enlazador GlysSer (32) (enlazador Gly-Ser) o con 1 pM de IgG3 anti-CD20-hIFNa con el enlazador a helicoidal
(enlazador helicoidal a). Se determinaron la viabilidad celular y la apoptosis tras la tincion con anexina V y PI, y el
analisis por citometria de flujo.

[0046] La Figura 22 muestra la supervivencia de ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en
los dias 1, 2 y 3 con HBSS o las cantidades indicadas de las proteinas de fusién anti-CD20-IFN-a.

[0047] La Figura 23 muestra la supervivencia de ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en
los dias 5, 6 y 7 con 10 ug de IgG1 anti-CD20, IgG3 anti-CD20, Rituximab o IgG3 anti-CD20-mIFNa.

[0048] Figura 24. Supervivencia de los ratones inoculados con 5.000 células 38C13-CD20 y tratados en los dias 5,
6y 7 con 10 ug de IgG3 anti-CD20, IgG3 anti-CD20 + IFNa, IgG3 anti-DNS o IgG3 anti-CD20-mIFFNa.

[0049] Figura 25. Grupos de ocho ratones recibieron por inyeccion 5.000 células 38C13-CD20 en los dias 0. En los
dias 8, 9 y 10 se trataron con HBSS o 100 pg de IgG3 anti-CD20-mIFNa. Se monitorizé el crecimiento tumoral a lo
largo del tiempo.

[0050] Figura 26. Grupos de ocho ratones recibieron por inyeccion 5.000 células 38C13-CD20 en los dias 0. En los
dias 8, 9y 10, se trataron con HBSS o 100 ug de IgG3 anti-CD20-mIFNa. Se controlé la supervivencia a lo largo del
tiempo.

Descripcion detallada

[0051] El interferén a (IFN-a) es una citocina importante en la iniciacion de la respuesta inmune innata y también
demuestra un amplio espectro de actividades antitumorales. No obstante, el uso clinico del interferén (por ejemplo,
IFN-a) como farmaco contra el cancer se ve obstaculizado por su corta semivida, lo que compromete
significativamente su efecto terapéutico. En ciertas realizaciones, la presente divulgacion se refiere al
descubrimiento de que es posible mejorar el indice terapéutico del interferén uniendo el interferon a un resto de
direccion que se una especifica/preferentemente a un marcador en o asociado con la célula diana (por ejemplo, una
célula tumoral). Esto permite la administracion de dosis mas elevadas de interferon en el sitio diana con menos
complicaciones sistémicas. Esto se ilustrd6 mediante la construccion y el uso de una proteina de fusiéon que consiste
en una IgG3 anti-HER2/neu e IFN-a (IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a) y mediante la construccion y el uso de una proteina
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de fusion anti-CD20-IFN-a.

[0052] La eficacia de las construcciones de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a se ensay6 en un linfoma de linfocitos B
murino, 38C13, transducido con HER2/neu humano. La proteina de fusion IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a presenta un
potente efecto en la inhibicidn del crecimiento de tumores 38C13/HER2 in vivo, e incluso la administracion de 1 ug
de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a produjo un 88 % de supervivientes a largo plazo tras la exposicion del tumor.

[0053] Sorprendentemente, IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a demostré una potente actividad contra tumores
38C13/HER2 establecidos, observandose la remisién completa del tumor en el 88 % de los ratones tratados. Esta
espectacular actividad antitumoral fue mediada por la apoptosis inducida por IFN-q, y la direccion de IFN-a a células
tumorales 38C13/HER2 por el anticuerpo IgG3 anti-HER2/neu fue esencial para potenciar estos efectos.

[0054] Se observaron resultados similares para la construccion de IgG3 anti-CD20-IFN-a (véase, Ejemplo 2). Estos
resultados indican que la unién (por ejemplo, la fusion) de un interferén (por ejemplo, IFN-a) con un resto de
direccion (por ejemplo, con un anticuerpo especifico del tumor) produce un agente terapéutico eficaz que se puede
usar para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion o incluso para matar a la/s célula/s diana. Asi pues, por ejemplo,
las construcciones ejemplares descritas en el presente documento se pueden usar facilimente para el tratamiento del
linfoma de linfocitos B y otros tipos de cancer en el entorno clinico.

[0055] Por lo tanto, la presente invencidon proporciona una construccién quimérica que comprende un interferon
unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina intacta que se une especificamente a CD20, en la que el
anticuerpo se une al interferon mediante un enlazador peptidico resistente a la protedlisis que tiene la secuencia de
aminoacidos SGGGGS (SEC ID N° 58), y en la que la construccion, cuando se pone en contacto con una célula
tumoral, produce la muerte o la inhibicién del crecimiento o de la proliferacién de la célula tumoral. También se
desvelan acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusién, asi como células transfectadas con los acidos
nucleicos para expresar las proteinas de fusion. También se desvelan métodos de inhibicion del crecimiento y de la
proliferacion de células cancerosas, asi como kits que comprenden, por ejemplo, los restos quiméricos descritos en
el presente documento, para el tratamiento de diversos canceres.

l. Construcciones quiméricas que comprenden un resto de direcciéon unido a un interferén

[0056] Fue un descubrimiento sorprendente que las construcciones quiméricas que comprenden un resto de
direccion (por ejemplo, un anticuerpo marcador antitumoral) unido a un IFN nativo (de tipo silvestre) o modificado
(por ejemplo, IFN-a) se pueden usar con eficacia para inhibir el crecimiento y/o la proliferaciéon de células cancerosas
diana que expresan o se asocian con el marcador al que se dirige el resto de direccion. En ciertas realizaciones, los
restos de direccidon se conjugan quimicamente con el interferén, mientras que, en otras realizaciones, el resto de
direccion se expresa como una proteina de fusion con el IFN-a. Cuando se produce en forma de una proteina de
fusion, el componente de resto de direccion (por ejemplo, el anticuerpo) se puede fusionar directamente con el IFN-a
0 unirse por medio de un enlazador peptidico (por ejemplo, un enlazador (GlysSer)s (SEC ID N°: 31), un enlazador
GlyGlyGlyGlySer (SEC ID N°: 32), un AEAAAKEAAAKA (SEC ID N°: 33), y similares.

A) Restos de direcciéon

[0057] El resto de direccion es una molécula que se une especifica o preferentemente a un marcador expresado
por (por ejemplo, en la superficie de) o asociado con la/s célula/s diana. Aunque la direccion se puede realizar
esencialmente hacia cualquier célula, ciertas células preferidas incluyen aquellas asociadas con una patologia
caracterizada por la hiperproliferacion de una célula (es decir, un trastorno hiperproliferativo). Los trastornos
hiperproliferativos ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, soriasis, neutrofilia, policitemia, trombocitosis y cancer.

[0058] Los trastornos hiperproliferativos caracterizados como cancer incluyen, pero sin limitacién, tumores sélidos
tales como cancer de mama, del tracto respiratorio, de cerebro, de érganos reproductores, del tracto digestivo, del
tracto urinario, ocular, de higado, de piel, de cabeza y cuello, de tiroides, de paratiroides y su metastasis a distancia.
Estos trastornos también incluyen linfomas, sarcomas y leucemias. Los ejemplos de cancer de mama incluyen, pero
sin limitacién, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in
situ. Los ejemplos de canceres del tracto respiratorio incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de pulmoén de células
pequefias y de células no pequefias, asi como adenoma bronquial y blastoma pleuropulmonar. Los ejemplos de
canceres cerebrales incluyen, pero sin limitacion, del tallo cerebral y glioma hipotalamico, astrocitoma cerebeloso y
cerebral, meduloblastoma, ependimoma, asi como tumor neuroectodérmico y pineal. Los tumores de los érganos
reproductores masculinos incluyen, pero sin limitacion, cancer de prostata y testicular. Los tumores de los érganos
reproductores femeninos incluyen, pero sin limitacion, cancer endometrial, cervical, ovarico, vaginal y vulvar, asi
como sarcoma del Utero. Los tumores del tracto digestivo incluyen, pero sin limitacion, anal, de colon, colorrectal, de
esofago, de vesicula biliar, gastrico, pancreatico, rectal, del intestino delgado y de las glandulas salivales. Los
tumores del tracto urinario incluyen, pero sin limitacion, cancer de vejiga, pene, rifién, pelvis renal, uréter y uretral.
Los canceres oculares incluyen, pero sin limitacion, melanoma intraocular y retinoblastoma. Los ejemplos de
canceres de higado incluyen, pero sin limitacion, carcinoma hepatocelular (carcinomas de células hepaticas con o
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sin variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar intrahepatico) y colangiocarcinoma
hepatocelular mixto. Los canceres de piel incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de células escamosas, sarcoma
de Kaposi, melanoma maligno, cancer de piel de células de Merkel y cancer de piel no melanoma. Los canceres de
cabeza y cuello incluyen, pero sin limitacion, de laringe/hipofaringe/nasofaringe/orofaringe, y cancer de labio y
cavidad oral. Los linfomas incluyen, pero sin limitacion, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma de no Hodgkin,
linfoma cutaneo de linfocitos T, enfermedad de Hodgkin y linfoma del sistema nervioso central. Los sarcomas
incluyen, pero sin limitacion, sarcoma de los tejidos blandos, osteosarcoma, histiocitoma fibroso maligno,
linfosarcoma y rabdomiosarcoma. Las leucemias incluyen, pero sin limitacion, leucemia mieloide aguda, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielégena crénica y leucemia de células pilosas.

[0059] Estos trastornos se han caracterizado bien en seres humanos, pero también existen con una etiologia
similar en otros mamiferos, y se pueden tratar mediante la administracion de las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion.

[0060] Un resto de direccion es un resto que se une a un marcador de cancer (por ejemplo, un antigeno asociado
a un tumor). Los expertos en la materia conocen una amplia variedad de marcadores del cancer. Los marcadores no
necesitan ser Unicos para las células cancerosas, sino que también pueden ser eficaces cuando la expresion del
marcador esta elevada en una célula cancerosa (en comparacion con las células sanas normales) o cuando el
marcador no esta presente a niveles comparables en los tejidos circundantes (especialmente cuando la fraccion
quimérica se administra a nivel local).

[0061] Los marcadores del cancer incluyen, por ejemplo, el marcador tumoral reconocido por el anticuerpo
monoclonal ND4. Este marcador se encuentra en el cancer colorrectal poco diferenciado, asi como en tumores
neuroendocrinos gastrointestinales (véase, por ejemplo, Tobi et al. (1998) “Cancer Detection and Prevention”, 22(2):
147-152). Otras dianas importantes para la inmunoterapia del cancer son las glucoproteinas reguladoras del
complemento unido a la membrana: CD46, CD55 y CD59, que se ha encontrado que se expresan en la mayoria de
las células tumorales in vivo e in vitro. Las mucinas humanas (por ejemplo, MUC1) son conocidos marcadores
tumorales, como lo son gp100, tirosinasa y MAGE, que se encuentran en el melanoma. El gen del tumor de Wilms
de tipo silvestre WT1 se expresa a altos niveles, no solo en la mayoria de las leucemias mielociticas agudas,
linfociticas agudas y mielociticas cronicas, sino también en diversos tipos de tumores solidos, incluyendo el cancer
de pulmédn.

[0062] La leucemia linfocitica aguda ha sido caracterizada por los TAA HLA-Dr, CD1, CD2, CD5, CD7, CD19 y
CD20. La leucemia mielégena aguda ha sido caracterizada por los TAA HLA-Dr, CD7, CD13, CD14, CD15, CD33 y
CD34. El cancer de mama ha sido caracterizado por los marcadores EGFR, HER2, MUC1, Tag-72. Diversos
carcinomas han sido caracterizados por los marcadores de MUC1, TAG-72 y CEA. La leucemia linfocitica cronica ha
sido caracterizada por los marcadores CD3, CD19, CD20, CD21, CD25 y HLA-DR. La leucemia de células pilosas
ha sido caracterizada por los marcadores CD19, CD20, CD21, CD25. La enfermedad de Hodgkin ha sido
caracterizada por el marcador Leu-M1. Varios melanomas han sido caracterizados por el marcador HMB 45. Los
linfomas de no Hodgkins han sido caracterizados por el marcador CD20, CD19 e la. Y diversos tipos de cancer de
prostata han sido caracterizados por los marcadores PSMA y SE10.

[0063] Ademas, muchos tipos de células tumorales muestran antigenos inusuales que son inapropiados para el
tipo de célula y/o su entorno, o que normalmente solo estan presentes durante el desarrollo de los organismos (por
ejemplo, antigenos fetales). Los ejemplos de dichos antigenos incluyen el glucoesfingolipido GD2, un
disialogangliésido que normalmente solo se expresa a un nivel significativo en las membranas de la superficie
externa de las células neuronales, donde su exposiciéon al sistema inmune esta limitada por la barrera
hematoencefalica. GD2 se expresa en las superficies de una amplia seleccion de células tumorales, incluyendo
neuroblastoma, meduloblastomas, astrocitomas, melanomas, cancer de pulmén de células pequefias,
osteosarcomas y otros sarcomas de tejidos blandos. Por lo tanto, GD2 es una diana especifica del tumor
conveniente para las inmunoterapias.

[0064] Otros tipos de células tumorales muestran receptores de la superficie celular que son raros o estan
ausentes en las superficies de las células sanas, y que son responsables de la activacion de vias de sefializacion
celulares que causan el crecimiento y la divisién no regulados de la célula tumoral. Los ejemplos incluyen (ErbB2).
HER2/neu, un receptor de superficie celular constitutivamente activo que se produce a niveles anormalmente
elevados en la superficie de las células tumorales del cancer de mama.

[0065] En la Tabla 1, se proporciona una lista de marcadores tumorales. Los anticuerpos frente a estos y otros
marcadores del cancer son conocidos por los expertos en la materia, y se pueden obtener en el mercado o producir
facilmente, por ejemplo, usando la tecnologia de presentacion de fagos.
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Tabla 1. Marcadores del cancer y referencias asociadas

Marcador

Referencia

5 areductasa

Délos et al. (1998) Int J Cancer, 75:6 840-846

a-fetoproteina

Esteban et al. (1996) Tumour Biol., 17(5): 299-305

AM-1 Harada et al. (1996) Tohoku J Exp Med., 180(3): 273-288
APC Dihlmannet al. (1997) Oncol Res., 9(3) 119-127

APRIL Sordat et al. C998) J Exp Med., 188(6): 1185-1190
BAGE Boel et al. (1995) Immunity, 2: 167-175.

B-catenina Hugh et al. (1999) Int J Cancer, 82(4): 504-11

Bcl2 Koty et al (1999) Lung Cancer, 23(2): 115-127

becr-abl (b3a2)

Verfaillie et al. (‘996) Blood, 87(11): 4770-4779

CA-125

Bast et al. (‘998) Int J Biol Markers, 13(4): 179-187

CASP-8/FLICE

Mandruzzato et al. (1997) J Exp Med., 186(5): 785-793.

Catepsinas Thomssen et al. (1995) Clin Cancer Res., 1(7): 741-746
CD19 Scheuermann et al. (1995) Leuk Lymphoma, 18(5-6): 385-397
CD20 Knox et al. (1996) Clin Cancer Res., 2(3): 457-470

CD21, CD23 Shubinsky et al. (1997) Leuk Lymphoma, 25(5-6): 521-530
CD22, CD38 French et al. (1995) Br J Cancer, 71(5): 986-994

CD33 Nakase et al. (1996) Am J Clin Pathol., 105(6): 761-768
CD35 Yamakawa et al. Cancer, 73(11): 2808-2817

CD44 Naot et al. (1997) Adv Cancer Res., 71: 241-319

CD45 Buzzi et al. (1992) Cancer Res., 52(14): 4027-4035

CD46 Yamakawa et al. (1994) Cancer, 73(11): 2808-2817

CD5 Stein et al. (1991) Clin Exp Immunol., 85(3): 418-423
CD52 Ginaldi et al. (1998) Leuk Res., 22(2): 185-191

CD55 Spendlove et al. (1999) Cancer Res., 59: 2282-2286.

CD59 (791Tgp72)

Jarvis et al. (1997)Int J Cancer, 71(6): 1049-1055

CDC27 Wang et al. (1999) Science, 284(5418): 1351-1354
CDK4 Wolfel et al. (1995) Science, 269(5228): 1281-1284
CEA Kass et al. (1999) Cancer Res., 59(3): 676-683
c-myc Watson et al. (1991) Cancer Res., 51(15): 3996-4000
Cox-2 Tsujii et al. (1998) Cell, 93: 705-716

10
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Marcador Referencia

DCC Gotley et al. (1996) Oncogene, 13(4): 787-795
DcR3 Pitti et al. (1998) Nature, 396: 699-703

E6/E7 Steller et al. (1996) Cancer Res., 56(21): 5087-5091
EGFR Yang et al. (1999) Cancer Res., 59(6): 1236-1243.
EMBP Shiina et al. (1996) Prostate, 29(3): 169-176.
Ena78 Arenberg et al. (1998) J. Clin. Invest., 102: 465-472.

FGF8b y FGF8a

Dorkin et al. (1999) Oncogene, 18(17): 2755-2761

FLK-1/KDR

Annie y Fong (1999) Cancer Res., 59: 99-106

Receptor de acido félico

Dixon et al. (1992) J Biol Chem., 267(33): 24140-72414

G250 Divgi et al. (1998) Clin Cancer Res., 4(11): 2729-2739
Familia GAGE De Backer et al. (1999) Cancer Res., 59(13): 3157-3165
gastrina 17 Watson et al. (1995) Int J Cancer, 61(2): 233-240
Hormona liberadora de

gastrina (bombesina)

Wang et al. (1996) Int J Cancer, 68(4): 528-534

GD2/GD3/GM2 Wiesner y Sweeley (1995) Int J Cancer, 60(3): 294-299

GnRH Bahk et al.(1998) Urol Res., 26(4): 259-264

GnTV Hengstler et al. (1998) Recent Results Cancer Res., 154: 47-85
gp100/Pme117 Wagner et al. (1997) Cancer Immunol Immunother., 44(4): 239- 247
gp-100-in4 Kirkin et al (1998) APMIS, 106(7): 665-679

gp15 Maeurer et a/.(1996)Melanoma Res., 6(1): 11-24

gp75/TRP-1 Lewis et a/.(1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327

hCG Hoermann et al. (1992) Cancer Res., 52(6): 1520-1524
Heparanasa Vlodavsky et al. (1999) Nat Med., 5(7): 793-802

HER2/neu Lewis et al (1995) Semin Cancer Biol, 6(6): 321-327

Her3

HMTV Kahl et al.(1991) Br J Cancer, 63(4): 534-540

Hsp70 Jaattela et al. (1998) EMBO J., 17(21): 6124-6134

hTERT (telomerasa) Vonderheide et al (1999) Immunity, 10: 673-679. 1999.

IGFR1 Ellis et al. (1998) Breast Cancer Res. Treat., 52: 175-184

11
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Marcador Referencia

IL-13R Murata et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun., 238(1): 90-94
iNOS Klotz et a./ (1998) Cancer, 82(10): 1897-1903

Ki 67 Gerdes et al. (1983) Int J Cancer, 31: 13-20

KIAA0205 Gueéguen et al (1998) J Immunol., 160(12): 6188-6194

K-ras, H-ras, N-ras

Abrams et al. (1996) Semin Oncol, 23(1): 118-134

KSA . .
(CO17-1A) Zhang et al (1998) Clin Cancer Res., 4(2): 295-302
LDLR-FUT Caruso et al. (1998) Oncol Rep., 5(4): 927-930
Familia MAGE

(MAGE1, MAGES3, etc.)

Marchand et al. (1999) Int J Cancer, 80(2): 219-230

Mammaglobina

Watson ef al. (1999) Cancer Res., 59: 13 3028-3031

MAP17 Kocher et al. (1996) Am J Pathol., 149(2): 493-500

mzllgtll:ﬁ/ Lewis y Houghton (1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327
mesotelina Chang et al. (1996) Proc. Nati. Acad. Sel, EE.UU., 93(1): 136-140
MICA/B Groh et al.(1998) Science, 279: 1737-1740

MT-MMP tales como
MMP2, MMP3,

Sato y Seiki (1996) J Biochem (Tokio), 119(2): 209-215

MMP7, MMP9

Mox1

Candia et al. (1992) Development, 116(4): 1123-1136

Mucina tal como MUC-1,
MUC-2, MUC-3 y MUC-4

Lewis y Houghton (1995) Semin Cancer Biol., 6(6): 321-327

MUM-1 Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

NY-ESO-1 Jager et al. (1998) J. Exp. Med., 187: 265-270

Osteonectin Graham et al. (1997) Eur J Cancer, 33(10): 1654-1660

P15 Yoshida et al. (1995) Cancer Res., 55(13): 2756-2760

P170/MDR1 Trock et al. (1997) J Natl Cancer Inst., 89(13): 917-931

p53 Roth et al. (1996) Proc. Nati. Acad. Sci, EE.UU., 93(10): 4781-4786.

12
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Marcador Referencia

p97/melanotransferrina Furukawa et al. (1989) J Exp Med., 169(2): 585-590

PAI-1 Grgndahl-Hansen et al. (1993) Cancer Res., 53(11): 2513-2521
PDGF Vassbotn et al. (1993) Mol Cell Biol., 13(7): 4066-4076

Plasmindgeno (uPA)

Naitoh et al. (1995) Jpn J Cancer Res., 86(1): 48-56

PRAME

Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

Probasina

Matuo et al. (1985) Biochem Biophys Res Commun., 130(1): 293- 300

Progenipoyetina

PSA Sanda et al. (1999) Urology, 53(2): 260-266.

PSM Kawakami et al.(1997) Cancer Res., 57(12): 2321-2324
RAGE-1 Gaugler et al. (1996) Immunogenetics, 44(5): 323-330
Rb Dosaka-Akita et al. (1997) Cancer, 79(7): 1329-1337
RCAS1 Sonoda et al (1996) Cancer, 77(8): 1501-1509.

SART-1 Kikuchi et al.(1999) Int J Cancer, 81(3): 459-466

Familia de genes SSX

Gure et al. (1997) Int J Cancer, 72(6): 965-971

STAT3

Bromberg et al. (1999) Cell, 98(3): 295-303

STn

(asociado con mucina) .

Sandmaier et al. (1999) J Immunother., 22(1): 54-66

TAG-72 Kuroki et al. (1990) CancerRes., 50(16): 4872-4879
TGF-a Imanishi et al. (1989) Br J Cancer, 59(5): 761-765
TGF-B Picon et al. (1998) Cancer Epidemiol Biomarkers Prey, 7(6): 497- 504

Timosina B 15

Bao et al. (1996) Nature Medicine. 2(12), 1322-1328

IFN-a Moradi et al. (1993) Cancer, 72(8): 2433-2440

TPA Maulard et al. (1994) Cancer, 73(2): 394-398

TPI Nishida ef al. (1984) Cancer Res 44(8): 3324-9

TRP-2 Parkhurst et al. (1998) Cancer Res., 58(21) 4895-4901
Tirosinasa Kirkin et al. (1998) APMIS, 106(7): 665-679

VEGF Hyodo et al. (1998) Eur J Cancer, 34(13): 2041-2045
ZAG Sanchez et al. (1999) Science, 283(5409): 1914-1919
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Marcador Referencia

P16INK4 Quelle et al. (1995) Oncogene, 17 de agosto de 1995; 11(4): 635-645

Glutationa S-transferasa Hengstler (1998) et al. Recent Results Cancer Res., 154: 47-85

[0066] CD20 es la diana para las construcciones de la presente invencion

Anticuerpos

[0067] EI anticuerpo se une especifica o preferentemente a CD20. Los anticuerpos anti-CD20 son bien conocidos
por los expertos, e incluyen, pero sin limitacion, rituximab, ibritumomab tiuxetan y tositumomab, AME-133v (Applied
Molecular Evolution), Ocrelizumab (Roche), Ofatumumab (Genmab), TRU-015 (Trubion) e IMMU-106
(Immunomedics).

B) IFN-a e IFN-a modificado

[0068] Los restos quiméricos de la presente invencion comprenden un interferén (por ejemplo, IFN-a) unido al
anticuerpo. El interferon puede ser un interferon de tipo silvestre de longitud completa (por ejemplo, IFN-a, IFN-3,
IFN-y, etc.), un fragmento de interferon (por ejemplo, un fragmento de IFN-a) y/o un interferon mutado. Por lo
general, el fragmento de interferén es aquel que posee la actividad enddgena preferentemente a un nivel de al
menos 80 %, mas preferentemente al menos 90 % o 95 %, lo mas preferentemente al menos 98 %, 99 %, 100 % o
un nivel superior al del interferén de tipo silvestre.

[0069] Los medios de identificacion de dichas moléculas de interferon modificadas son habituales para los
expertos en la materia. En una metodologia ilustrativa, se produce una biblioteca de IFN-a truncados y/o mutados, y
se rastrea en cuanto a la actividad de IFN-a. Los métodos de produccién de bibliotecas de variantes polipeptidicas
son bien conocidos por los expertos en la materia. Asi pues, por ejemplo, se puede usar la PCR propensa a errores
para crear una biblioteca de IFN-a mutantes y/o truncados (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 6.365.408).

[0070] A continuacidon, se pueden rastrear los miembros de la biblioteca resultante de acuerdo con métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia. Asi pues, por ejemplo, se puede ensayar la actividad de
IFN-a midiendo la actividad antiviral contra un determinado virus de ensayo. Los kits para ensayar la actividad de
IFN-a se encuentran disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, el kit del alfabeto iLite™ por Neutekbio,
Irlanda).

[0071] Estos métodos pretenden ser ilustrativos y no limitantes. Usando la ensefianza proporcionada en el
presente documento, se pueden identificar facilimente otros interferones modificados adecuados (por ejemplo, IFN-q,
IFN-B, IFN-y, etc. modificados).

C. Unién del anticuerpo al IFN-a

[0072] En términos generales, el anticuerpo anti-CD20 se puede unir en cualquier orden. Asi pues, por ejemplo, el
anticuerpo se puede unir bien con el extremo amino o con el extremo carboxi del interferén. El anticuerpo también se
puede unir a una region interna del interferdn, o por el contrario, el interferén se puede unir a una ubicacién interna o
a cualquier extremo del anticuerpo, siempre y cuando la unién no interfiera con la unién del anticuerpo al marcador
diana.

[0073] EIl anticuerpo y el interferén (por ejemplo, IFN-a) se pueden unir mediante cualquiera de una serie de
medios bien conocidos por los expertos en la materia. En ciertas realizaciones, el interferén se conjuga, ya sea
directamente o través de un enlazador (espaciador), con el anticuerpo. En ciertas realizaciones, sin embargo, es
preferible expresar de forma recombinante el resto quimérico en forma de una proteina de fusion.

i) Conjugacion quimica del resto de direccién con el interferén

[0074] EIl anticuerpo se une a la molécula de interferén (por ejemplo, IFN-a) mediante un enlazador resistente a la
protedlisis que tiene la secuencia de aminoacidos SGGGGS (SEC ID N° 58). Un "enlazador", como se usa en el
presente documento, se refiere a una molécula que se usa para unir el anticuerpo al IFN-a. El enlazador es capaz de
formar enlaces covalentes tanto con el anticuerpo como con el IFN-a. En ciertas realizaciones, el/los enlazador/es se
puede/n unir a los aminoacidos constituyentes del anticuerpo y/o al IFN-a a través de sus grupos laterales (por
ejemplo, a través de un enlace disulfuro con cisteina). En ciertas realizaciones preferidas, los enlazadores se unen a
los grupos amino y/o carboxilo del carbono a de los aminoacidos terminales del anticuerpo y/o IFN-a.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2536772 T3

[0075] Para formar el conjugado deseado, se puede usar un enlazador bifuncional que tenga un grupo funcional
reactivo con un grupo en el anticuerpo y otro grupo reactivo en el IFN-a. Como alternativa, la derivatizaciéon puede
implicar el tratamiento quimico del resto de direccion. Los procedimientos de generacion de, por ejemplo, grupos
sulfhidrilo libres en polipéptidos, tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, son conocidos (véase la
patente de Estados Unidos N° 4.659.839).

[0076] Se conocen muchos procedimientos y moléculas enlazadoras para la union de diversos compuestos,
incluyendo quelatos de radionuclidos metalicos, toxinas y farmacos con proteinas tales como anticuerpos. Véase,
por ejemplo, la solicitud de patente europea N° 188.256; las patentes de EE.UU. N° 4.671.958; 4.659.839;
4.414.148; 4.699.784; 4.680.338; 4.569.789; y 4.589.071; y Borlinghaus et al. (1987) Cancer Res. 47: 4071-4075. En
particular, la produccién de diversas inmunotoxinas es bien conocida en la técnica y se puede encontrar, por
ejemplo, en. "Monoclonal Antibody-Toxin Conjugates: Aiming the Magic Bullet", Thorpe et al., “Monoclonal Antibodies
in Clinical Medicine”, Academic Press, pag. 168-190 (1982); Waldmann (1991) Science, 252: 1657; patente de
EE.UU. N° 4.545.985 y 4.894.443, y similares.

ii) Produccioén de proteinas de fusion

[0077] La construccion quimérica se sintetiza usando metodologia de ADN recombinante. En general, esto implica
la creacién de una secuencia de ADN que codifica la proteina de fusion, la colocacion del ADN en un casete de
expresion bajo el control de un determinado promotor, la expresion de la proteina en un huésped, el aislamiento de
la proteina expresada vy, si se requiere, la renaturalizacion de la proteina.

[0078] EI ADN que codifica las proteinas de fusion (por ejemplo, anti-CD20-IFN-q, etc.) de la presente invencion se
puede preparar mediante cualquier método adecuado, incluyendo, por ejemplo, la clonacion y restriccion de
secuencias apropiadas o la sintesis quimica directa mediante métodos tales como el método del fosfotriéster de
Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 90-99; el método del fosfodiéster de Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:
109-151; el método de dietilfosforamidita de Beaucage ef al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862); el método de
soporte sélido de la patente de EE.UU. N° 4.458.066, y similares.

[0079] La sintesis quimica produce un oligonucleétido monocatenario. Este se puede convertir en ADN bicatenario
por hibridaciéon con una secuencia complementaria, o mediante polimerizacién con una ADN polimerasa usando la
cadena sencilla como molde. Un experto reconoceria que aunque la sintesis quimica de ADN se limita a secuencias
de aproximadamente 100 bases, es posible obtener secuencias mas largas mediante la ligacidon de secuencias mas
cortas.

[0080] Como alternativa, se pueden clonar subsecuencias y escindirse las subsecuencias apropiadas usando
enzimas de restriccion apropiadas. A continuacion, se pueden ligar los fragmentos para producir la secuencia de
ADN deseada.

[0081] En ciertas realizaciones, las proteinas de fusidon que codifican el ADN se pueden clonar usando métodos de
amplificacion de ADN tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo tanto, por ejemplo, el gen
para IFN-a se amplifica por PCR, usando un cebador sentido que contiene el sitio de restriccion para, por ejemplo,
Ndel y un cebador antisentido que contiene el sitio de restriccion para Hindlll. Esto puede producir un acido nucleico
que codifique la secuencia de IFN-a madura y que tenga sitios de restriccion terminales. De manera similar, es
posible clonar un anticuerpo que tenga sitios de restriccion "complementarios" y luego ligarlo al IFN-a y/o a un
enlazador unido al IFN-a. La ligacién de las secuencias de acidos nucleicos y la insercion en un vector produce un
vector que codifica IFN-a unido al anticuerpo.

[0082] Sin embargo, fue un descubrimiento sorprendente que ciertos enlazadores no son adecuados para la
preparacion de proteinas de fusion. Asi pues, por ejemplo, el enlazador (GlysSer)s (SEC ID N°: 31) no resultd ser
muy adecuado para la produccién de una construccion de anti-CD20-IFN-a. Sin estar ligados a ninguna teoria en
particular, se cree que el interferén se estaba eliminando de la proteina de fusiéon por protedlisis. El analisis de
transferencia Western usando anti-Fc y anti-interferon, confirmé que ambas bandas superiores eran cadenas
pesadas, pero solo la mayor contenia interferén.

[0083] Las secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas de fusidon se pueden expresar en una
variedad de células huésped, incluyendo E. coli, otros huéspedes bacterianos, levadura y diversas células eucariotas
superiores tales como las lineas de células COS, CHO y Hela y las lineas celulares de mieloma. Por lo general, el
gen de la proteina recombinante esta unido operativamente a secuencias de control de la expresion apropiadas para
cada huésped. Para E. coli, este incluye un promotor tal como T7, trp o promotores A, un sitio de unién al ribosoma y
preferentemente una sefial de terminacion de la transcripciéon. Para las células eucariotas, las secuencias de control
incluiran un promotor y preferentemente un potenciador derivado de genes de inmunoglobulina, SV40,
citomegalovirus, etc., y una secuencia de poliadenilacion, y pueden incluir secuencias donantes y aceptoras de
cortes y empalmes.
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[0084] Los plasmidos se pueden transferir a la célula huésped seleccionada mediante métodos bien conocidos
tales como transformacioén con cloruro de calcio para E. coli y tratamiento con fosfato calcico o electroporacion para
células de mamifero. Las células transformadas por los plasmidos se pueden seleccionar por la resistencia a los
antibiodticos conferida por genes contenidos en los plasmidos tales como los genes amp, gpt, neo y hyg.

[0085] Una vez expresadas, las proteinas de fusién recombinantes se pueden purificar de acuerdo con
procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo la precipitacion con sulfato de amonio, columnas de
afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel y similares (véase, en general, R. Scopes (1982) “Protein
Purification”, Springer-Verlag, N. Y.: Deutscher (1990) “Methods in Enzymology” Vol. 182: “Guide to Protein
Purification”, Academic Press, Inc. N. Y., y similares). Se prefieren composiciones sustancialmente puras del al
menos aproximadamente 90 al 95 % de homogeneidad, siendo la mas preferida para los usos farmacéuticos, la
homogeneidad del 98 al 99 % o superior. Una vez purificados, parcialmente o hasta la homogeneidad deseada, los
polipéptidos se pueden usar entonces terapéuticamente.

[0086] El experto en la materia reconoceria que, tras la sintesis quimica, la expresién bioldgica o la purificacion, la
proteina de fusion (por ejemplo, anti-CD20-IFN-a, etc.) puede poseer una configuracion sustancialmente diferente a
las configuraciones nativas de los polipéptidos constituyentes. En este caso, puede ser necesario desnaturalizar y
reducir el polipéptido, y después hacer que el polipéptido se vuelva a plegar en la configuracion preferida. Los
métodos de reduccion y desnaturalizacion de proteinas, y de induccién del replegamiento son bien conocidos por los
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Debinski et al. (1993) J. Biol Chem., 268: 14065-14070; Kreitman y
Pastan (1993) Bioconjug. Chem., 4: 581-585; y Buchner, et al. (1992) Anal Biochem., 205: 263-270). Debinski et al.,
por ejemplo, describen la desnaturalizacion y reduccion de proteinas de cuerpos de inclusion en guanidina-DTE. La
proteina se repliega entonces en un tampon rédox que contiene glutation oxidado y L-arginina.

[0087] Se puede usar un sistema de expresion transitoria para expresar las construcciones quiméricas descritas en
el presente documento. Aunque se pueden usar muchas lineas celulares, una linea celular que funciona bien para la
expresion transitoria es 293T. Para la expresion transitoria de 293T en el Dia 0, se siembran 9 millones de células en
25 ml por cada placa de cultivo de tejido de 150 mm. Se prepara 1 mg/ml de PEI (polietilenimina) usando agua
estéril. Para la expresiéon de un anticuerpo completo o proteina fusion de anticuerpo, se usan 25 ug de Hy 25 ug de
L (50 ug en total) por placa. Se usa un volumen de 5 ml para la transfeccién de cada placa de 150 mm. Se mezcla el
ADN con DMEM, se afiade entonces la PEI y se incuba la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
usan 1,75 ug de PEI por cada pg de ADN. Para la transfeccion, se retira el medio usado, se desecha y se reemplaza
por 20 ml de medio nuevo (Iscoves + suero de ternera al 5 %). Se afiade la mezcla de transfeccion y se hace girar la
placa. En el Dia 2, se sustituye el medio con 30 ml de medio Iscoves que contiene FBS al 1 % (suero fetal bovino)
para reducir al minimo la cantidad de Ig bovina presente. Se recogen los sobrenadantes de las células en los dias
4,6 y 13, eliminando el medio y reemplazandolo por 30 ml de Iscover nuevo que contiene FBS al 1 %.

[0088] En el Ejemplo de referencia del presente documento, se ilustra la clonacién y expresion de una proteina de
fusion IFN-a anti-HER2/neu, mientras que, en el Ejemplo, se muestra la clonacion y expresion de una proteina de
fusion anti-CD20-IFN-a.

[0089] Un experto reconoceria que estos métodos de expresion son ilustrativos y no limitantes. Se pueden hacer
modificaciones en las proteinas de fusién descritas en el presente documento sin disminuir su actividad/eficacia.
Algunas modificaciones se pueden hacer para facilitar la clonacion, la expresién o la incorporacion de la molécula de
direccion en una proteina de fusion. Dichas modificaciones son bien conocidas por los expertos en la materia, e
incluyen, por ejemplo, una metionina afiadida en el extremo amino para proporcionar un sitio de iniciacion, o
aminoacidos adicionales colocados en cualquier extremo para crear sitios de restriccion o codones de terminacion
convenientemente situados.

[0090] Se pueden realizar otras modificaciones para aumentar la semivida y/o biodisponibilidad en suero. Dichas
modificaciones incluyen, pero sin limitacion, la incorporacion de aminoacidos D (especialmente en el enlazador), el
uso de aminoacidos no naturales, la pegilacion de la proteina de fusion, y similares.

D. Otros restos de direccion multivalentes

[0091] La presente divulgacion contempla el uso de restos de direccion multivalentes, preferentemente trivalentes,
tetravalentes, pentavalentes o superiores (por ejemplo, anticuerpos anti-CD20, etc.) para dirigir el interferon a una
célula diana.

[0092] En ciertas realizaciones, se puede usar la presentacién en fagos, la presentacion en levaduras, la
presentacion bacteriana u otros sistemas de presentacion para expresar y mostrar multiples copias (por ejemplo, al
menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6 copias, etc.) de un anticuerpo de direccion (por ejemplo, anti-CD20,
etc.) y proporcionar eficazmente, de ese modo, un resto de direccién multivalente.
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ll. Usos combinados

[0093] Las construcciones quiméricas de la presente invencién son Uutiles para inhibir el crecimiento y/o la
proliferacion de las células diana (por ejemplo, células cancerosas). En diversas realizaciones, los restos quiméricos
se pueden usar para inhibir la progresion de la enfermedad, para reducir el tamafio del tumor y/o para estabilizar la
regresion/remision.

[0094] Particularmente en el tratamiento del cancer, las composiciones y los métodos de la invencion también
pueden incluir agentes terapéuticos y/o farmacolégicamente aceptables adicionales. Por ejemplo, las composiciones
o los métodos pueden incluir otros agentes para el tratamiento del cancer. Dichos agentes incluyen, pero sin
limitacién, agentes alquilantes (por ejemplo, mecloretamina (Mustargen), ciclofosfamida (Cytoxan, Neosar),
ifosfamida (lfex), mostaza de fenilalanina; melfalén (Alkeran), chlorambucol (Leukeran), mostaza de uracilo,
estramustina (Emcyt), tiotepa (Thioplex), busulfan (Myerlan), lomustina (CeeNU), carmustina (BiCNU, BCNU),
estreptozocina (Zanosar), dacarbazina (DTIC-Dome), cis-platino, cisplatino (Platinol, Platinol AQ), carboplatino
(Paraplatin), altretamina (Hexalen), etc.); antimetabolitos (por ejemplo, metotrexato (Amethopterin, Folex, Mexate,
Rheumatrex), 5-fluorouracilo (Adrucil, Efudex, Fluoroplex), floxuridina, 5-fluorodesoxiuridina (FUDR), capecitabina
(Xeloda), fludarabina: (Fludara), arabindsido de citosina (Cytaribine, Cytosar, ARA-C), 6-mercaptopurina (Purinethol),
6-tioguanina (Thioguanina), gemcitabina (Gemzar), cladribina (Leustatin), desoxicoformicina; pentostatina (Nipent),
etc.); antibiéticos (por ejemplo, doxorubicina (Adriamycin, Rubex, Doxil, preparacion liposomal Daunoxome),
daunorubicina (Daunomycin, Cerubidine), idarubicina (Idamycin), valrubicina (Valstar), mitoxantrona (Novantrone),
dactinomicina (Actinomycin D, Cosmegen), mitramicina, plicamicina (Mithracin), mitomicina C (Mutamycin),
bleomicina (Blenoxane), procarbazina (Matulane), etc.); inhibidores de la mitosis (egpaclitaxel (Taxol), docetaxel
(Taxotere), sulfato de vinblatina (Velban, Velsar, VLB), sulfato de vincristina (Oncovin, Vincasar PFS, Vincrex),
sulfato de vinorelbina (Navelbine), etc.); inhibidores de la funciéon de la cromatina (por ejemplo, topotecan
(Camptosar), irinotecan (Hycamtin), etopdsido (VP-16, VePesid, Toposar), tenipdésido (VM-26, Vumon), etc.);
hormonas e inhibidores hormonales (por ejemplo, dietilestilbestrol (Stilbesterol, Stilphostrol), estradiol, estrégeno,
estrogenos esterificados (Estratab, Menest), estramustina (Emcyt), tamoxifeno (Nolvadex), toremifeno (Fareston)
anastrozol (Arimidex), letrozol (Femara), 17-OH-progesterona, medroxiprogesterona, acetato de megestrol
(Megace), goserelina (Zoladex), leuprolida (Leupron), testosteraona, metiltestosterona, fluoxmesterona (Android-F,
Halotestin), flutamida (Eulexin), bicalutamida (Casodex), nilutamida (Nilandron), etc.); inhibidores de la sintesis (por
ejemplo, aminoglutetimida (Cytadren), ketoconazol (Nizoral), etc.); inmunomoduladores (por ejemplo, rituximab
(Rituxan), trastuzumab (Herceptin), denileucina diftitox (Ontak), levamisol (Ergamisol), bacilo de Calmette-Guerin,
BCG (TheraCys, TICE BCG), interferon a-2a, a-2b (Roferon-A, Intron A), interleucina-2, aldesleucina (Proleukin),
etc.) y otros agentes tales como 1-aspariginasa (Elspar, Kidrolase) , pegaspasgasa (Oncaspar), hidroxiurea (Hydrea,
Doxia), leucovorina (Wellcovorin), mitotano (Lysodren), porfimero (Photofrin), tretinoina (Veasnoid), y similares.

lll. Composiciones farmacéuticas

[0095] Se pueden usar uno o mas agentes activos (construcciones quiméricas) para su administracion, por
ejemplo, a un individuo diagnosticado con un cancer. El/los agente/s activo/s se puede/n administrar en la forma
"nativa" o, si se desea, en forma de sales, ésteres, amidas, profarmacos, derivados, y similares, siempre que la sal,
el éster, la amida, el profarmaco o el derivado sea farmacoldgicamente adecuado, es decir, eficaz en el presente
método. Las sales, los ésteres, las amidas, los profarmacos y otros derivados de los agentes activos se pueden
preparar usando procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la materia de la quimica organica
sintética y descritos, por ejemplo, por March (1992) “Advanced Organic Chemistry; Reactions, Mechanisms and
Structure”, IV Ed. N. Y. Wiley-Interscience.

[0096] Por ejemplo, se preparan sales de adicion de acido a partir de la base libre usando la metodologia
convencional, que normalmente implica la reacciéon con un acido adecuado. En general, se disuelve la forma de
base del farmaco en un disolvente organico polar tal como metanol o etanol, y se afiade el acido al mismo. La sal
resultante bien precipita o se puede sacar de la solucién mediante la adicion de un disolvente menos polar. Los
acidos adecuados para la preparacion de sales de adicion de acido incluyen tanto acidos organicos, por ejemplo,
acido acético, acido propionico, acido glicolico, acido pirdvico, acido oxalico, acido malico, acido maldnico, acido
succinico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido
mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido salicilico, y similares, asi
como acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido
fosférico, y similares. Una sal de adicion de acido se puede reconvertir en la base libre mediante el tratamiento con
una base adecuada. Las sales de adicién de acido particularmente preferidas de los agentes activos del presente
documento son sales de haluro, tales como las que se pueden preparar usando acidos clorhidrico o bromhidrico. Por
el contrario, la preparacion de sales basicas de los agentes activos de la presente invencion se preparan de una
manera similar usando una base farmacéuticamente aceptable tal como hidréxido de sodio, hidréxido de potasio,
hidréxido de amonio, hidréxido de calcio, trimetilamina, o similares. Las sales basicas particularmente preferidas
incluyen sales de metales alcalinos, por ejemplo, la sal de sodio y las sales de cobre.
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[0097] La preparacion de ésteres normalmente implica la funcionalizacién de grupos hidroxilo y/o carboxilo que
pueden estar presentes dentro de la estructura molecular del farmaco. Por lo general, los ésteres son derivados de
grupos alcohol libres sustituidos con acilo, es decir, restos que se obtienen de acidos carboxilicos de féormula
RCOOH, donde R es alquilo, y preferentemente es alquilo inferior. Los ésteres se pueden reconvertir en los acidos
libres, si se desea, mediante el uso de procedimientos de hidrogendlisis o hidrélisis convencionales.

[0098] También se pueden preparar amidas y profarmacos usando técnicas conocidas para los expertos en la
materia o descritas en la literatura pertinente. Por ejemplo, se pueden preparar amidas a partir de ésteres, usando
reactivos de amina adecuados, o se pueden preparar a partir de un anhidrido o un cloruro de acido mediante la
reaccién con amoniaco o una amina de alquilo inferior. Normalmente, los profarmacos se preparan mediante la
unién covalente de un resto que produce un compuesto que es terapéuticamente inactivo hasta que es modificado
por el sistema metabdlico de un individuo.

[0099] Los agentes activos identificados en el presente documento son utiles para la administracion parenteral,
topica, oral, nasal (o inhalados de otra manera), rectal o local, tal como por aerosol o por via transdérmica, para el
tratamiento profilactico y/o terapéutico de una o mas de las patologias/indicaciones descritas en el presente
documento (por ejemplo, aterosclerosis y/o los sintomas de la misma). Las composiciones farmacéuticas se pueden
administrar en una variedad de formas de dosificacion unitaria dependiendo del método de administracion. Las
formas de dosificacion unitaria adecuadas incluyen, pero sin limitacion, polvos, comprimidos, pildoras, capsulas,
pastillas, supositorios, parches, aerosoles nasales, inyectables, formulaciones de liberaciéon sostenida implantables,
complejos de lipidos, etc.

[0100] Por lo general, los agentes activos de la presente invencion se combinan con un vehiculo (excipiente)
farmacéuticamente aceptable para formar una composicién farmacolégica. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables pueden contener uno o mas compuestos fisioldgicamente aceptables que actdan, por ejemplo, para
estabilizar la composicion o para aumentar o reducir la absorcion del/de los agente/s activo/s. Los compuestos
fisioldgicamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, hidratos de carbono tales como glucosa, sacarosa o
dextranos; antioxidantes, tales como acido ascorbico o glutation; agentes quelantes, proteinas de bajo peso
molecular, potenciadores de la proteccion y las captacion tales como lipidos, composiciones que reducen el
aclaramiento o la hidrdlisis de los agentes activos, o excipientes u otros estabilizantes y/o tampones.

[0101] Otros compuestos fisiolégicamente aceptables incluyen agentes humectantes, agentes emulsionantes,
agentes o conservantes dispersantes que son particularmente Utiles para prevenir el crecimiento o la accion de
microorganismos. Se conocen bien diversos conservantes, e incluyen, por ejemplo, fenol y acido ascérbico. Un
experto en la materia apreciaria que la eleccién del/de los vehiculo/s farmacéuticamente aceptable/s, incluyendo un
compuesto fisiol6gicamente aceptable depende, por ejemplo, de la via de administracion del/de los agente/s activo/s
y de las caracteristicas fisicoquimicas particulares del/de los agente/s activo/s.

[0102] Los excipientes son preferentemente estériles y, en general, estan exentos de materia no deseada. Estas
composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacién convencionales bien conocidas.

[0103] En aplicaciones terapéuticas, las composiciones descritas en el presente documento se pueden usar para
administrarlas a un paciente que padezca, por ejemplo, un cancer, o que se encuentre en riesgo de padecer cancer
(por ejemplo, tras la extirpacion quirdrgica de un tumor primario) en una cantidad suficiente para prevenir y/o curar
y/o prevenir o detener al menos parcialmente la enfermedad y/o sus complicaciones. Una cantidad adecuada para
lograr esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Las cantidades eficaces para este uso dependeran
de la gravedad de la enfermedad y del estado general de salud del paciente. Las administraciones Unicas o multiples
de las composiciones se pueden administrar dependiendo de la dosis y de la frecuencia segun sea necesario y sean
toleradas por el paciente. En cualquier caso, la composicién deberia proporcionar una cantidad suficiente de los
agentes activos de las formulaciones de la presente invencion para tratar eficazmente (mejorar uno o mas sintomas)
del paciente.

[0104] La concentracion del/de los agente/s activo/s puede variar ampliamente, y se seleccionara principalmente
basandose en volumenes de fluido, viscosidades, peso corporal y similares de acuerdo con el modo particular de
administracion seleccionado y las necesidades del paciente. Sin embargo, normalmente, las concentraciones se
seleccionan para proporcionar dosis que varian de aproximadamente 0,1 o 1 mg/kg/dia a aproximadamente
50 mg/kg/dia y, a veces superiores. Las dosis tipicas varian de aproximadamente 3 mg/kg/dia a aproximadamente
3,5 mg/kg/dia, preferentemente de aproximadamente 3,5 mg/kg/dia a aproximadamente 7,2 mg/kg/dia, mas
preferentemente de aproximadamente 7,2 mg/kg/dia a aproximadamente 11,0 mg/kg/dia, y lo mas preferentemente
de aproximadamente 11,0 mg/kg/dia a aproximadamente 15,0 mg/kg/dia. En ciertas realizaciones preferidas, las
dosis varian de aproximadamente 10 mg/kg/dia a aproximadamente 50 mg/kg/dia. En ciertas realizaciones, las dosis
varian de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 50 mg administrados por via oral dos veces al dia. Se
apreciara que es posible variar dichas dosis para optimizar un régimen terapéutico en un determinado sujeto o grupo
de sujetos.
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[0105] Los agentes activos se pueden administrar por via oral (por ejemplo, mediante un comprimido) o como un
inyectable de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos por los expertos en la materia. Los péptidos
también se pueden administrar a través de la piel usando sistemas convencionales de administracién transdérmica
de farmacos, es decir, "parches" transdérmicos, en los que normalmente el/los agente/s activo/s esta/n contenido/s
dentro de una estructura laminada que sirve como dispositivo de administracién de farmacos para fijarse a la piel. En
dicha estructura, la composicién farmacoldgica normalmente esta contenida en una capa, o "dep6sito”, subyacente a
una capa de soporte superior. Se apreciara que el término "depdsito”, en el presente contexto, se refiere a una
cantidad de "ingrediente/s activo/s" que, en ultima instancia, queda disponible para la administracion en la superficie
de la piel. Asi pues, por ejemplo, el "dep6sito” puede incluir el/llos ingrediente/s activo/s en un adhesivo sobre una
capa de soporte del parche, o en cualquiera de una variedad de diferentes formulaciones de matriz conocidas por
los expertos en la materia. El parche puede contener un solo depdsito o puede contener multiples depositos.

[0106] EI depdsito puede comprender una matriz polimérica de un material adhesivo de contacto
farmacéuticamente aceptable que sirva para fijar el sistema a la piel durante la administracion del farmaco. Los
ejemplos de materiales adhesivos de contacto con la piel adecuados incluyen, pero sin limitacion, polietilenos,
polisiloxanos, poliisobutilenos, poliacrilatos, poliuretanos, y similares. Como alternativa, el depdsito que contiene el
farmaco y el adhesivo de contacto con la piel estan presentes como capas separadas y distintas, con el adhesivo
subyacente al deposito que, en este caso, puede ser tanto una matriz polimérica como se ha descrito anteriormente,
o puede ser un depoésito de liquido o hidrogel, o puede tener alguna otra forma. La capa de soporte de estos
laminados que sirve como superficie superior del dispositivo funciona preferentemente como un elemento estructural
primario del "parche", y proporciona al dispositivo gran parte de su flexibilidad. El material seleccionado para la capa
de soporte es preferentemente sustancialmente impermeable al/a los agente/s activo/s y cualquier otro material que
esté presente.

[0107] Es posible mantener la semivida en suero elevada mediante el uso de sistemas de "envase" de proteinas
de liberacién sostenida. Dichos sistemas de liberacion sostenida son bien conocidos para los expertos en la materia.
En una realizacion preferida, el sistema de administracion de microesfera biodegradable ProLease™ para proteinas
y péptidos (véase, por ejemplo, Tracy (1998) Biotechnol. Prog. 14: 108; Johnson ef al. (1996), Nature Med. 2: 795;
Herbert et al. (1998), Pharmaceut. Res. 15, 357), un polvo seco compuesto de microesferas poliméricas
biodegradables que contienen el agente activo en una matriz polimérica que se puede componer de una formulacion
seca con o sin otros agentes.

[0108] EI proceso de fabricacion de microesferas ProLease™ se disefid especificamente para lograr una alta
eficiencia de encapsulacion, a la vez que se mantenia la integridad del agente activo. El proceso consiste en (i) la
preparacion de particulas de farmaco liofilizadas a granel mediante liofilizacién por pulverizacion de la solucion de
farmaco con excipientes estabilizantes, (ii) la preparacion de una suspension de farmaco-polimero seguida del
tratamiento con ultrasonidos o la homogeneizacién para reducir el tamafo de particula del farmaco, (i) la
produccion de microesferas de farmaco-polimero congeladas por atomizacion en nitrégeno liquido, (iv) la extraccion
del disolvente del polimero con etanol, y (v) la filtracién y el secado al vacio, generando el producto final de polvo
seco. El polvo resultante contiene la forma soélida de los agentes activos, que se dispersa homogénea y rigidamente
dentro de particulas de polimero porosas. El polimero mas cominmente usado en el proceso, el poli(lactido-co-
glicdlido) (PLG), es tanto biocompatible como biodegradable.

[0109] La encapsulacion se puede realizar a bajas temperaturas (por ejemplo, -40 °C). Durante la encapsulacion,
la proteina se mantiene en estado sélido en ausencia de agua, minimizando asi la movilidad conformacional de la
proteina inducida por el agua, evitando las reacciones de degradacion de las proteinas que incluyen agua como
reactivo y evitando las superficies de contacto organicas acuosas, donde las proteinas se pueden desnaturalizar. Un
proceso preferido usa disolventes en los que la mayoria de las proteinas son insolubles, produciendo de este modo
altas eficiencias de encapsulacion (por ejemplo, superiores al 95 %).

[0110] En ofra realizacion, se pueden proporcionar uno o mas componentes de la solucibn como un
"concentrado”, por ejemplo, en un recipiente de almacenamiento (por ejemplo, en un volumen previamente medido)
listo para la dilucién o en una capsula soluble lista para la adicion a un volumen de agua.

[0111] Las formulaciones y los métodos de administracién anteriores pretenden ser ilustrativos y no limitantes. Se
apreciara que, usando la ensefanza proporcionada en el presente documento, se pueden idear facilmente otras
formulaciones y otros modos de administracion adecuados.

IV. Kits

[0112] También se desvelan kits para su uso en el tratamiento de un cancer primario y/o en una terapia adjunta.

Por lo general, los kits comprenden un recipiente que contiene una construccion quimérica de la presente invencion.
La construccién quimérica puede estar presente en un excipiente farmacolégicamente aceptable.
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[0113] Ademas, los kits pueden incluir opcionalmente instrucciones que desvelen el medio de uso de la
construccion quimérica (por ejemplo, para tratar un cancer y/o como un agente terapéutico adjunto). Opcionalmente,
las instrucciones también pueden ensefar las dosis preferidas, las contraindicaciones, y similares.

[0114] Los kits también pueden incluir componentes adicionales para facilitar la aplicacion particular para la que el
kit esta disefiado y, por lo tanto, comprender ademas, por ejemplo, medios para la desinfecciéon de una herida, para
reducir el dolor, para la fijacion de un apésito, y similares.

[0115] Aunque, por lo general, las instrucciones comprenden materiales escritos o impresos, estas no se limitan a
los mismos. En la presente invencién, se contempla cualquier medio capaz de almacenar dichas instrucciones y
comunicarlas a un usuario final. DICHOS medios incluyen, pero sin limitacion, medios electronicos de
almacenamiento (por ejemplo, discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios 6pticos (por ejemplo, CD-ROM),
y similares. Dichos medios pueden incluir direcciones de sitios de Internet que proporcionen dichas instrucciones.

Ejemplos
[0116] Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar la invencion reivindicada.
Ejemplo de referencia

La proteina de fusion de IgG3 anti-HER2/neu e IFN-a demuestra potentes actividades apoptoéticas y
antitumorales contra el linfoma de linfocitos B

[0117] En el presente estudio, se ha construido una proteina de fusién que consiste en IgG3 anti-HER2/neu con la
region variable de C6MH3-B1 (20) e IFN-q, y se ha investigado su efecto sobre un linfoma de linfocitos B murino,
38C13, que expresaba HER2/neu humano (38C13/HER?2). Se eligié evaluar IFN-a dirigido hacia un tumor en este
modelo debido a la capacidad de respuesta de este linfoma de linfocitos B hacia IFN-a (21). La fusion de IFN-a con
un anticuerpo aumentoé significativamente su semivida in vivo. Se encontré que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a resultd
ser eficaz en la inhibicion del crecimiento in vivo de tumores 38C13/HER2 tanto pequefios como establecidos sin la
observacion de signos de toxicidad sistémica a dosis eficaces. IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a inhibio el crecimiento de e
indujo la apoptosis en células 38C13/HER2. Estos resultados indican que la fusion de IFN-a con un anticuerpo
especifico del tumor produce un agente eficaz para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

Materiales y métodos

Lineas celulares y condiciones de cultivo

[0118] 38C13 es un linfoma de linfocitos B murino altamente maligno derivado de ratones C3H/HeN. Ya se han
descrito con anterioridad la construccién y la caracterizacion de 38C13 que expresa HER2/neu humano
(38C13/HER2) (6). Se cultivaron tanto 38C13 como 38C13/HER2 en IMDM (Irvine Scientific) suplementado con L-
glutamina 2 mM, 10 U/ml de penicilina, 10 ug/ml de estreptomicina (GPS; Sigma-Aldrich) y suero de ternera al 10 %
(Atlanta Biologicals). Se cultivaron el mieloma murino P3X63Ag8.653 (Coleccién americana de cultivos tipo) y sus
derivados que expresaban IgG3 anti-HER2-IFN-a o IgG3-IFN-a en IMDM suplementado con suero de ternera al
10 % y GPS. Se cultivaron fibroblastos L929 (Coleccion americana de cultivos tipo) en IMDM con suero de ternera al
5 % y GPS. Ya se han descrito con anterioridad la construccion y la caracterizacion de CT26/HERZ2, una linea celular
de adenocarcinoma de colon murino que sobreexpresa HER2/neu humano (6). Se cultivé CT26/HER2 en IMDM con
suero de ternera al 5 % y GPS.

Construccion de plasmidos

[0119] Se insertaron las regiones variables de cadena Hy L de C6MH3-B1, un scFv anti-HER2/neu humano en los
vectores de expresion de cadena H de y3 humano (pAH4802) y de cadena L de k (pAG4622), respectivamente (22),
y se usaron para producir IgG3 quimérica de esta especificidad. Para construir la proteina de fusion 1gG3 anti-
HER2/neu humano (C6MH3-B1)-IFN-a, primero se us6 la PCR para introducir un sitio de enzima de restriccion
BamH1 corriente arriba y un sitio de enzima de restriccion Xbal corriente abajo del gen de IFN-a murino maduro
amplificado por PCR a partir de ADN gendmico de ratones BALB/c con el cebador directo 5-CGC GGA TCC TGT
GAC CTG CCT CAG ACT C-3 (SEC ID Ne°: 55) y el cebador inverso 5-GCT CTA GAT CAT TTC TCT TCT CTC AGT
CTT C-3 (SEC ID N°: 56). Se ligo el producto de PCR final en un vector TA. Se digirié el vector resultante, tras la
secuenciacion, con BamH1 y Xbal para liberar el fragmento de ADN que se insertdé en el vector pAH9612 que
contenia la region constante de IgG3 con la region variable de la cadena H de C6MH3-B1 y un enlazador peptidico
GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID N°: 57) en el extremo de Cx3. El producto de PCR final, pAH9616, contenia IgG3
anti-HER2/neu seguido de un enlazador peptidico GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID N°: 57) e IFN-a murino.
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Produccion y purificacion de proteinas recombinantes

[0120] Se transfectd el plasmido que codificaba la cadena H de IgG3 con la regién variable de C6MH3-B1
fusionada a IFN-a en células P3X63Ag8.653 que expresaban la cadena L con la region variable de C6MH3-B1 (23)
para producir IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a o de la cadena L inespecifica (4D5; Genentech) (6) para producir IgG3-1FN-
a por electroporacion con un pulso de 960 pFd de capacitancia y 0,2 V. Se seleccionaron las transfecciones que
produjeron IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1), 1gG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1)-IFN-a o IgG3-IFN-a, y se
caracterizaron como se ha descrito previamente (6). Se purifico IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1) de sobrenadantes
de cultivo usando la proteina G inmovilizada sobre un flujo rapido de sefarosa 4B (Sigma-Aldrich), y se purificaron
IgG3 anti-HER2/neu (C6MH3-B1)-IFN-a e IgG3-IFN-a de sobrenadantes de cultivo usando la proteina A inmovilizada
sobre flujo rapido de sefarosa 4B (Sigma-Aldrich). Se evaluaron la pureza y la integridad mediante tincion con azul
de Coomassie de las proteinas separadas por SDS-PAGE. Se usé el patréon de referencia internacional para IFN-a
de ratéon proporcionado por los Institutos Nacionales de Salud para determinar la actividad del IFN de las proteinas
de fusion. Se obtuvo rIFN-a de PBL Biomedical Laboratories.

Andlisis de FPLC de la proteina de fusion IgG3-IFN-a

[0121] Para determinar si existe la proteina de fusion como mondmero y/o polimeros en solucion, se analizaron
100 pg de IgG3-IFN-a mezclados con 400 pug de OVA para proporcionar un control interno mediante filtracion en gel
en una columna Superose 6 de 30 x 1,5 cm unida en una cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) usando
PBS y un caudal de 0,5 ml/min. Se usaron la filtracion en gel en la misma columna de IgA2m que existe
predominantemente como anticuerpo dimérico con una masa molecular de 350 kDa y una mezcla de IgG Miles de
masa molecular de 150 kDa y OVA de masa molecular de 45 kDa para proporcionar patrones de masa molecular.

Andlisis de citometria de flujo de la actividad de unién de HER2/neu

[0122] Para detectar la reactividad de diversas proteinas de fusion anti-HER2/neu con células CT26/HER2, se
incubaron 1 x 10° células a 4 °C durante 1 h con 10 pM de la proteina de fusion. Para algunos experimentos, las
proteinas de fusion se preincubaron con 900 U de heparina a 4 °C durante 17 h antes de la incubacién con células
CT26/HER2. A continuacién, se hicieron reaccionar las células con IgG anti-humana de rata biotinilada (BD
Biosciences) diluida 1/100. Se detectaron los anticuerpos biotinilados unidos con estreptavidina marcada con PE
(BD Biosciences) diluida 1/1500 y se analizaron las células por citometria de flujo usando un FACScan (BD
Biosciences).

Actividad antiviral de IFN-a

[0123] Se uso la linea celular de fibroblastos L-929 sensible a la infeccion por el virus de la estomatitis vesicular
(VSV) para cuantificar la actividad bioldgica de IFN-a. Se sembraron células L-929 en una placa de cultivo tisular de
96 pocillos (Falcon; BD Biosciences) a una densidad de 4 x 10* células/pocillo y se incubaron durante la noche a 37
°C en una atmosfera de CO; al 5 %. Tras ello, se afadieron diluciones en serie de diferentes proteinas de fusion
IFN-a o patron de IFN-a (patréon de referencia internacional de IFN-a de ratéon Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD) y se incubd la placa a 37 °C durante 24 h. A continuacién, se afadieron cuatro mil PFU de VSV a
cada pocillo y se incubaron a 37 °C durante otras 48 h. Se tifieron las células adherentes supervivientes con 50 ul de
cristal violeta (0,05 % en etanol al 20 %) durante 10 min. Se lavaron las placas con agua y se disolvié el colorante
restante mediante la adicion de 100 uyl de metanol al 100 %. Las placas se leyeron usando un lector de ELISA a 595
nm.

Ensayo del efecto antiproliferativo de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a

[0124] En resumen, se sembraron células 38C13 o 38C13/HER2 en una placa de cultivo tisular de 96 pocillos a
una densidad de 1,25 x 104/p00|llo y se afadieron diluciones en serie de diferentes proteinas de fusion. A
continuacion, se incubaron las placas durante 48 h a 37 °C en una atmésfera de CO- al 5 %. Se desarrollaron las
placas mediante la adicion de 20 pl de solucion de MTS (Promega) y se analizaron a 490 nm usando un lector de
ELISA. Se calcul6 la inhibicién de la proliferacion (porcentaje) como:

100 X [(Doexp = Doblanco)/(DOmedio - Doblanco)] X 100

Ensayo de apoptosis

[0125] En resumen, se trataron 1 x 10° células con diferentes proteinas de fusion durante 72 h. Después, se
lavaron las células con PBS enfriado con hielo. Se realizé el ensayo de anexina V/yoduro de propidio (Pl) siguiendo
los procedimientos sugeridos por el fabricante usando el Kit de ensayo de apoptosis 2 Vybrant (Molecular Probes).
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Proliferacion de células tumorales 38C13/HER2 marcadas con CFSE

[0126] En resumen, se incubaron 1 x 10° células con CFSE 2,5 pM (Molecular Probes) durante 10 min a 37 °C.
Luego se trataron las células con 1 nM de diferentes proteinas de fusion durante 48 h y se analizaron por citometria
de flujo siguiendo los procedimientos sugeridos por el fabricante usando el kit de proliferaciéon celular con CFSE
CellTrace (Molecular Probes).

Ratones

[0127] Se usaron ratones C3H/HeN hembra de 6-8 semanas de vida obtenidas de Taconic Farms. Se alojaron los
animales en una instalacion usando jaulas de policarbonato con autoclave que contenian camas de virutas. Los
animales recibieron comida y agua a voluntad. Se proporciond luz artificial en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h.
La temperatura de la instalacion era de 20 °C con 10-15 cambios de aire por hora.

Semivida

[0128] Se yodaron rIFN-a (PBL Biomedical Laboratories), IgG3-IFN-a y 1IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a murinos hasta
10 pCilug con '?°l usando perlas de yodo (Pierce) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los ratones recibieron
por inyeccion i.p. 66 pCi de proteinas marcadas con 125 A varios intervalos después de la inyeccion de rIFN-a,
lgG3-IFN-a o IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a marcados con %I, se midio la radiactividad residual usando un contador de
cuerpo entero para ratones (Wm. B. Johnson y Asociados).

Desafio tumoral y terapia con anticuerpos

[0129] Ratones C3H/HeN recibieron 1.000 células tumorales 38C13/HER2 s.c. El tratamiento se administrd
mediante inyeccion intraperitoneal ya sea 1, 3y 5 dias 0 12, 13 y 14 dias después del desafio tumoral. Se midieron
los tumores cada dos dias, y el volumen del tumor se calculé aproximadamente (en milimetros cubicos) usando la
siguiente formula: [longitud (mm) x anchura (mm) x anchura (mm)}/2 (24). Los animales fueron observados hasta
que la longitud del tumor s.c. hubo alcanzado 15 mm, o hasta que se observé que algun ratén sufria o parecia estar
moribundo. Los animales en estas condiciones fueron sacrificados humanitariamente de acuerdo a la politica
institucional.

Andlisis de transferencia Western y Ac

[0130] En resumen, se trataron las células 38C13/HER2 con diferentes proteinas de fusion durante los tiempos
indicados, se lavaron con PBS enfriado con hielo y se lisaron en hielo durante 10 min en tampén de lisis (Nonidet P-
40 al 0,125 %, Brij 97 al 0,875 %, Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), EDTA 2 mM, NaCl 0,15 M, Na3VO4 0,4 mM, NaF 0,4 mM,
PMSF 1 mM, leupeptina 2,5 uM y aprotinina 2,5 uM). Se aclararon los lisados celulares a 10.000 xg durante 10 min a
4 °C. A continuacion, se hirvieron las muestras de proteina en tampon de muestra antes de la separacion en geles
de SDS-PAGE al 8 % y se transfirieron a membranas microporosas de fluoruro de polivinilideno (Millipore). Tras
bloguear con BSA al 3 % en NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7,6; TBS) durante 1 h a temperatura ambiente, se
sondaron las transferencias con los anticuerpos primarios indicados durante la noche a 4 °C. Entonces, se lavaron
las transferencias tres veces a temperatura ambiente con Tween 20 al 0,05 % en TBS, se incubaron con los
anticuerpos secundarios apropiados conjugados con HRP, y se detectaron mediante un sistema de deteccion ECL
catalizado por peroxidasa (ECL; Pierce). El antiphosphoSTAT1 policlonal de conejo se obtuvo de Cell Signaling
Technology. La IgG anti-conejo de burro conjugada con HRP policlonal se obtuvo de Amersham Biosciences. El anti-
GAPDH de conejo policlonal se obtuvo de Abcam.

Andlisis estadistico

[0131] Se realizaron analisis estadisticos usando la prueba t de Student de dos colas para estudios in vitro y
analisis de rango largo (Mantel-Cox) para las curvas de supervivencia de los animales.

Resultados

Produccion y caracterizacion de 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a

[0132] Ya se ha descrito con anterioridad (23) la construccion y expresion de 1gG3 anti-HER2/neu con la region
variable de C6MH3-B1 (20). Se fusiond el extremo amino-terminal de IFN-a murino maduro al extremo carboxi-
terminal de IgG3 anti-HER2/neu separada por un enlazador flexible [(Glys)Ser]s (SEC ID N° 31) (Fig. 2A). Se
construyé una proteina de fusion idéntica, IgG3-IFN-a, carente de especificidad hacia HER2/neu, mediante la
sustitucién de la cadena L de C6MH3-B1 con la cadena L de 4D5 (rhuMAb HER2, Herceptina; Genentech). Se
analizaron las proteinas purificadas de los sobrenadantes de cultivo usando la proteina G mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras (Fig. 2B). En ausencia de agentes reductores, IgG3 anti-HER2/neu (Fig. 2B,
carril 1) migra con una masa molecular de 170 kDa, mientras que 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a (Fig. 2B, carril 2) y
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IgG3-IFN-a (Fig. 2B, carril 3) son de 210 kDa, el tamafio esperado para una IgG3 completa con dos moléculas de
IFN-a murino unidas (Fig. 2A). Tras el tratamiento con el agente reductor, se observan cadenas L que migran con
una masa molecular de 25 kDa para estas proteinas (Fig. 2B, carriles 4-6). Sin embargo, el anti-HER2/neu-IgG3
tiene una cadena H con una masa molecular de 60 kDa (Fig. 2B, carril 4), mientras que IgG3-IFN-a (Fig. 2B, carril 5)
y 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a (Fig. 2B, carril 6) tienen una cadena H con una masa molecular de 80 kDa como se
esperaba. La banda inferior 1 del carril 1 (Fig. 2B) es IgG bovina que también se une a la columna de la proteina G;
también se observan las cadenas H y L bovinas en el carril 4 (Fig. 2B) y, en menor grado, en los carriles 5y 6 (Fig.
2B). El analisis FPLC mostré que existia la proteina de fusiéon IgG3-IFN-a como un mondmero en solucion (datos no
mostrados).

Unién a Ag y actividad antiviral de 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a

[0133] Tanto IgG3 anti-HER2/neu como 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a se unieron a las células CT26/HER2, lo que
expresa altos niveles de HER2/neu humano, mientras que IgG3-IFN-a se unié a CT26/HER2 débilmente (Fig. 2C).
Se ha demostrado que muchas citocinas, incluyendo IL-1, IL-2, IL-6 (25) y IFN-a (26) interactian con la heparina.
Para determinar si la interaccion débil entre IgG3-IFN-a y CT26/HER2 se debe a la unién a la heparina, se incubaron
las proteinas con heparina antes de la adicién a CT26/HER2. La heparina inhibi6 la unién de IgG3-IFN-a a las
células CT26/HER2, pero no inhibié la unién de IgG3 anti-HER2/neu ni de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a (Fig. 2C).

[0134] Estos resultados demostraron que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a retuvo su capacidad para unirse a Ag, y que
IgG3-IFN-a no reconoce a HER2/neu. Se uso la linea celular de fibroblastos L-929 sensible a la infeccién por VSV
para cuantificar la actividad bioldgica de IFN-a de las proteinas de fusion en comparaciéon con un patron de IFN-a.
Tanto IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a como IgG3-IFN-a mostraron ~2.400 U de actividad de IFN-a/ug de actividad contra
la citotoxicidad inducida por VSV en las células L-929, mientras que IgG3 anti-HER2/neu no mostré ninguna
actividad antiviral (Fig. 2D).

Actividad antitumoral in vivo de proteinas de fusion

[0135] Para determinar Ia actividad antitumoral in vivo de 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a, se inocularon ratones
singénicos s.c. con 1 x 10° células tumorales 38C13/HER2 y se trataron en los dias 1, 3 y 5 tras el desafio tumoral
mediante administracion i.p. de diferentes dosis de proteina (Fig. 3A-3B). Los ratones tratados con 2,5 ug de 1gG3-
IFN-a mostraron cierta regresion del crecimiento del tumor, con uno (13 %) de los ocho ratones vivos transcurridos
50 dias (Fig. 3A). Sin embargo, la direccion in vivo de IFN-a a los tumores usando un anticuerpo especifico del tumor
mejord espectacularmente su efecto antitumoral. Todos los ratones tratados con 2,5 ug (Fig. 3A) de IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-a se mantuvieron sin tumor 50 dias después del desafio tumoral (p = 0,0048 en comparacion con el
control de PBS), y ninguno de los ratones tratados mostré pruebas de toxicidad. Por lo tanto, la direccién de IFN-a a
la superficie de células tumorales produjo una actividad antitumoral significativa en comparacién con el IFN-a ligado
a un anticuerpo inespecifico (p = 0,007). El 1IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a siguié mostrando una potente actividad
antitumoral cuando se us6 una dosis inferior. Siete (88 %) de los ocho ratones tratados con 1 pg (Fig. 3B) de 1I9G3
anti-HER2/neu-IFN-a se mantuvieron sin tumor tras 50 dias. En marcado contraste, a esta dosis inferior, los ratones
tratados con IgG3-IFN-a mostraron el crecimiento del tumor similar a los ratones tratados con PBS (p = 0,183) y solo
sobrevivieron uno (13 %) de los ocho ratones. Cuando se aumento el tratamiento hasta tres dosis de 5 pg, tanto
IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a como IgG3-IFN-a fueron eficaces en la prevencion del crecimiento tumoral (datos no
mostrados), lo que sin duda refleja el hecho de que las células 38C13 son sensibles al tratamiento con IFN-a (21, 27,
28). El crecimiento del tumor en ratones tratados con 5 ug de anticuerpo IgG3 anti-HER2/neu resulté ser el mismo
que el control de PBS, lo que sugiere que el anticuerpo solo no tiene ningun efecto antitumoral in vivo (datos no
mostrados). Estos resultados indicaron que la direccién de IFN-a a las células tumorales mediante un anticuerpo
especifico del tumor puede potenciar drasticamente su eficacia, lo que se observdé mas claramente cuando se
administraron dosis bajas. Es importante destacar que esta actividad antitumoral se puede alcanzar sin ninguna
toxicidad evidente.

IFN-a fusionado con un anticuerpo produce una mejor actividad antitumoral en comparaciéon con IFN-a libre

[0136] Como se ha descrito anteriormente, se encontré que IFN-a fusionado con un anticuerpo no especifico del
tumor presento actividad antltumoral Para comparar su actividad antitumoral con la de rIFN-a soluble, los ratones
fueron inoculados s.c. con 1 x 10° células tumorales 38C13/HER2 y se trataron 1 y 3 dias después del desafio
tumoral mediante la administracion i.p. de 9.600 U (4 ug) de IgG3-IFN-a o 9.600 U de rIFN-a (Fig. 4A). Todos los
ratones tratados con 9.600 U de IgG3-IFN-a mostraron un retraso del crecimiento tumoral y el 75 % de los ratones
permanecieron sin tumor 50 dias después del desafio tumoral (p = 0,027). Por el contrario, los ratones tratados con
el mismo numero de unidades de rIFN-a no fueron estadisticamente diferentes de los controles de PBS en su patrén
de crecimiento del tumor.

[0137] IFN-a tiene una semivida in vivo muy corta (29). En el estudio anterior, se ha demostrado que la fusion de
los anticuerpos con citocinas aumenta su semivida (6). Se examind el aclaramiento de rIFN-q, IgGS IFN-a o 1gG3
anti-HER2/neu-IFN-a marcados con '°| en ratones C3H/HeN. Los ratones recibieron por inyeccion i.p. de 66 uCi de
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proteinas marcadas con 123) y se midi6 la radiactividad residual usando un contador de cuerpo entero para ratones.

rIFN-a fue rapidamente aclarado con una eliminacion del 50 % en ~ 2,5 h (Fig. 4B). Por el contrario, tanto IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-a como IgG3-IFN-a mostraron un aumento significativo de la semivida in vivo, requiriéndose ~ 8 h
para la eliminacién del 50 % de la radiactividad inyectada. Este aumento de la semivida puede contribuir a la eficacia
antitumoral de las proteinas de fusién de IFN-a. Por lo tanto, la fusién de un anticuerpo IgG3 con IFN-a puede
mejorar significativamente su actividad antitumoral in vivo. Sin embargo, esta actividad antitumoral se puede mejorar
aun mas mediante la direccion del IFN-a hacia el tumor, haciéndolo eficaz a dosis mas bajas.

IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a inhibié la proliferacién de células tumorales in vitro.

[0138] IFN-a tiene multiples actividades, incluyendo la activacion de la respuesta inmune y la citotoxicidad directa
contra los tumores. Para investigar los posibles mecanismos de los efectos antitumorales observados usando IgG3
anti-HER2/neu-IFN-a o IgG3-IFN-a, los ocho ratones que permanecieron sin tumor (véase la Fig. 3A) se expusieron
a 1 x 10° células tumorales 38C13/HER2. Sorprendentemente, todos los ratones se parecian a los ratones no
tratados, y desarrollaron rapidamente tumores voluminosos (datos no mostrados). Estos resultados implican que, en
estas condiciones experimentales de carga tumoral baja, las proteinas de fusion IFN-a no iniciaron una respuesta
inmune adaptativa de proteccioén, sino que, en cambio, la actividad antitumoral potente de las proteinas de fusion
IFN-a esta mediada bien por el sistema inmune innato o por un efecto citotdxico directo sobre las células tumorales.

[0139] Para determinar si las proteinas de fusién IFN-a son directamente citotoxicas para las células tumorales, se
incubaron células tumorales 38C13/HER2 o 38C13 parentales con diferentes proteinas durante 48 h y se midio la
proliferacion celular usando el ensayo de MTS. El tratamiento con IgG3 anti-HER2/neu no inhibid significativamente
la proliferaciéon de las células tumorales 38C13/HER2 ni 38C13 parentales (Fig. 5A y 5B). Aunque tanto IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-a como 1gG3-IFN-a inhibieron la proliferacion de las células tumorales 38C13/HER2, 1gG3 anti-
HER2/neu-IFN-a fue mas eficaz que IgG3-IFN-a con valores de IP50 de 10 y 100 pM para IgG3 anti-HER2/neu-IFN-
a e IgG3-IFN-a, respectivamente (Fig. 5A). Por el contrario, IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a e IgG3-IFN-a muestran
actividad antiproliferativa similar contra las células tumorales 38C13 parentales. Estos resultados proporcionan
pruebas de que las proteinas de fusion IFN-a pueden inhibir directamente la proliferacion del linfoma de linfocitos B
38C13, y la direccion de IFN-a a las células tumorales potencio este efecto.

IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a indujo la apoptosis en células tumorales in vitro

[0140] La sefalizacion de IFN-a puede inducir la apoptosis en algunas lineas de células tumorales. Para
determinar si la apoptosis contribuy6 al efecto antiproliferativo observado por los presentes inventores, se ensayaron
células 38C13/HER2 tratadas con diferentes proteinas para la translocacién de la fosfatidilserina desde el foliolo
interior hacia el exterior de la membrana plasmatica usando el ensayo de afinidad por la anexina V (30). Se tifieron
las células muertas con PI, que entra en las células con una membrana plasmatica interrumpida y se une al ADN. En
comparacion con el control de PBS, no hubo un aumento del numero de células muertas (brillo de anexina V/PI,
2 %) o células apoptoticas tempranas (brillo de anexina V, 3 %) tras el tratamiento con IgG3 anti-HER2/neu (Fig.
5C). Por el contrario, cuando las células se trataron con IgG3-IFN-a, hubo un aumento significativo del nimero de
células muertas (21 %) y células apoptdticas tempranas (6 %). El tratamiento con 1gG3 anti-HER2/neu-IFN-a produjo
un mayor aumento tanto del nimero de células muertas (33 %) como de las células apoptoticas tempranas (16 %).
Estos resultados indican que el IFN-a puede inducir la apoptosis en células tumorales 38C13/HER2, y que la
direccion de IFN-a hacia las células tumorales puede aumentar notablemente este efecto.

[0141] Ademas de inducir la apoptosis, IFN-a puede inhibir directamente la proliferacion de las células tumorales
(31). Para determinar si tuvieron lugar tanto la inhibicién de la proliferacion como la apoptosis en las células
tumorales tratadas, se trataron células 38C13/HER2 marcadas con CFSE con diferentes proteinas durante 48 h, se
seleccionaron las células vivas, y se determind el nivel de CFSE mediante citometria de flujo. La sefial de CFSE en
las células tratadas con IgG3 anti-HER2/neu (Fig. 5D, linea fina) se superpuso con las células tratadas con PBS, y
fue significativamente inferior a la de las células fijadas inmediatamente después del marcaje con CFSE (Fig. 5D,
linea de puntos), lo que indica que IgG3 anti-HER2/neu no inhibi6 la proliferacién de 38C13/HER2. Por el contrario,
IgG3-IFN-a inhibié significativamente la proliferacion de las células 38C13/HER2 supervivientes (Fig. 5D, linea
gruesa), y la direccion de IFN-a hacia las células 38C13/HER2 mediante 1IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a potencio este
efecto (Fig. 5D, superficie de color negro). Estos resultados indicaron que, aunque el tratamiento con IgG3 anti-
HER2/neu-IFN-a no produjo la muerte celular completa en 48 h, las células supervivientes resultaron tener una
capacidad reducida para proliferar.

Las proteinas de fusion IFN-a inducen la activacién de STAT1 las en células tumorales

[0142] Aunque la unién del receptor de IFN-a puede iniciar la activacion de multiples proteinas STAT, STAT1
desempefia un papel obligado en la mediacion de la sefalizacion dependiente de IFN-a (32). Para investigar si las
proteinas de fusion IFN-a inician la sefializacion de IFN-a en 38C13/HER2 y que la direccion de IFN-a hacia las
células tumorales aumenta este efecto, se examiné la fosforilacion de STAT1 tras el tratamiento. Como se muestra
en las Fig. 6A-6C, tanto IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a como IgG3-IFN-a iniciaron una potente fosforilacion de STAT1
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en 38C13/HER2, aumentando la fosforilaciéon de STAT1 8 veces en 10 min. Sin embargo, la fosforilacion de STAT1
inducida por IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a persistié durante un periodo de tiempo mayor y se observé una fosforilacion
de STAT1 superior a los 30, 60 y 90 min en las células tratadas con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a. Estos resultados
indicaron que las proteinas de fusion IFN-a pueden inducir la sefializacion de IFN-a en células de linfoma 38C13 y la
direccion de IFN-a hacia las células tumorales aumenta este efecto.

IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a mostré una potente actividad contra tumores establecidos

[0143] Dado que IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a mostré una potente citotoxicidad contra las células tumorales
38C13/HER2, se investigé si IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a serla eficaz contra los tumores de 38C13/HER2
establecidos. Se inocularon ratones singénicos s.c. con 1 x 10° células tumorales 38C13/HER2 y se trataron i.p. con
5 pg (Fig. 7) de las protelnas indicadas en los dias 12, 13 y 14 tras el desafio tumoral. El tamafio medio tumoral en el
dia 12 era de 100 mm®, y el tratamiento con PBS o 10 pg de IgG3 anti-HER2/neu (datos no mostrados) no inhibié el
crecimiento del tumor. EI tratamiento con 5 pg de IgG3-IFN-a mostré algun efecto en la inhibicién del crecimiento del
tumor. Sin embargo, todos los ratones desarrollaron tumores voluminosos y ninguno de ellos sobrevivié 32 dias
después del desafio tumoral. Por el contrario, todos los ratones tratados con 5 pug de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a
tuvieron un retardo del crecimiento tumoral, y tres de los ocho ratones tuvieron una regresion completa del tumor y
permanecian sin tumor 50 dias después del desafio tumoral (IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a frente a PBS, p = 0,0001;
IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a frente a IgG3-IFN-a, p = 0,063). Asi pues, tanto IgG3-IFN-a como 1gG3 anti-HER2/neu-
IFN-a mostraron actividad antitumoral, pero IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a fue mas eficaz en retrasar el crecimiento del
tumor, observandose la remision completa del tumor solo en los ratones tratados con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a.
Cuando se aumento la dosis del tratamiento hasta 10 ug de las proteinas de fusion, casi todos los ratones tratados
con IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a o IgG3-IFN-a tuvieron una regresion completa del tumor y se mantenian sin el tumor
después de 50 dias.

[0144] Se volvieron a desafiar Ios ratones que se mantenian sin tumor tras el tratamiento con tres dosis de 10 ug
de proteinas de fusién con 1 x 10° células tumorales 38C13/HER?2 el dia 50. Todos los ratones permanecieron sin
tumor (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que se inicia una respuesta inmune adaptativa con memoria
inmunoldgica cuando se tratan los tumores mas grandes establecidos con IFN-a fusionado con un anticuerpo.

Discusién

[0145] Aunque rIFN-a ha demostrado actividad contra el linfoma de linfocitos B y el mieloma muiltiple, la eficacia y
la toxicidad sistémica contradictorias han limitado su utilidad (33). El presente trabajo demuestra que la fusion de
IFN-a con un anticuerpo mejora su eficacia contra los tumores, observandose un mayor aumento cuando IFN-a se
dirige a las células tumorales mediante un anticuerpo especifico de tumor. Esta eficacia antitumoral se observa sin
ninguna toxicidad aparente. Estos estudios sugieren que la fusién de IFN-a con el anticuerpo especifico del tumor
puede producir un agente bioldgico eficaz para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

[0146] Para probar la hipétesis de que la direccion de IFN-a hacia los sitios tumorales con anticuerpos produciria
una mejora de la eficacia, se seleccion6 un linfoma de linfocitos B murino bien caracterizado disefiado por ingenieria
genética para expresar un TAA comun, HER2/neu, para el que hay anticuerpos disponibles. IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-a parece ser mas eficaz en el tratamiento del linfoma de linfocitos B 38C13 que las inmunoterapias descritas
anteriormente, aunque, en el presente estudio, la diana fue un Ag foraneo introducido por transduccién de genes. El
tratamiento con tres dosis de 1 ug de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a, partiendo 1 dia después del desafio tumoral
parecio ser tan eficaz en la inhibicién del crecimiento del tumor como el tratamiento con 10 pg de proteina de fusion
IgG1 anti-Id-IL-2 durante 5 dias, comenzando 1 dia después del desafio tumoral (34). Ademas, IgG3 anti-HER2/neu-
IFN-a fue eficaz contra los tumores establecidos (Fig. 7), mientras que IgG1 anti-ld-IL-2 tuvo poca actividad
antitumoral cuando se inici6 el tratamiento ya sea 3 o 7 dias después del desafio tumoral (34). La capacidad para
curar tumores establecidos también sugiere que IFN-a dirigido con anticuerpos es un agente terapéutico mas
potente que GM-CSF (35), CTLA-4 (36) o el ligando CD40 (37) fusionado con el Ag Id, ya que ninguna de estas
estrategias de vacunacion fue eficaz contra los tumores establecidos. Por lo tanto, la direccion de IFN-a hacia las
células tumorales podria ser una metodologia prometedora para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.

[0147] La direccion de IFN-a hacia las células tumorales con un anticuerpo especifico del tumor aumenta la
eficacia antitumoral de IFN-a. IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a es mas eficaz en la inhibicién de la proliferacion y la
induccion de la apoptosis (Fig. 5A-5D) en 38C13/HER2 que IgG3-IFN-a, y el tratamiento, ya sea con 2,5 o con 1 ug
de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a fue mas eficaz en la inhibicion del crecimiento de tumores pequefios in vivo que las
mismas dosis de IgG3-IFN-a (Fig. 3A y 3B). Estos resultados sugieren que el anticuerpo especifico del tumor dirige
IFN-a hacia el tumor, mejorando asi su indice terapéutico con una toxicidad sistémica reducida.

[0148] Sorprendentemente, IgG3-IFN-a presenta una actividad antitumoral mas potente que rlIFN-a (Fig. 4A).
Aunque rlIFN-a es eficaz en el tratamiento de una variedad de tumores (38-40), se requiere un tratamiento
prolongado con dosis altas para ver la actividad antitumoral eficaz, en parte, debido a la semivida muy corta de la
citocina. En el presente estudio, se ha demostrado que la fusion de un anticuerpo IgG3 con IFN-a aumenté
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significativamente su semivida (Fig. 4B), y este aumento de la semivida puede contribuir al aumento de la actividad
antitumoral in vivo de la proteina de fusion (Fig. 4A). Ademas, la region Fc de la IgG3-IFN-a puede ayudar a dirigir
IFN-a hacia los receptores Fc presentes en los linfocitos B de linfoma y, por consiguiente, aumentar la actividad
antitumoral. Por lo tanto, la fusidon de IFN-a con un anticuerpo IgG3 puede proporcionar multiples ventajas en la
mejora de la eficacia antitumoral de IFN-a.

[0149] Aunque IFN-a tiene multiples actividades, incluyendo la activacion de la respuesta inmune, parece que la
citotoxicidad directa desempefia un papel importante en la potente actividad antitumoral de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-
a. Ambas proteinas de fusion IFN-a presentaron actividades apoptoéticas y antiproliferativas contra 38C13/HER2,
aumentando significativamente estos efectos la direccion hacia el tumor (Fig. 5A-5D). Aunque las proteinas de fusion
IFN-a resultaron ser muy eficaces en el tratamiento de tumores pequefios (Fig. 3A y 3B), ninguno de los
supervivientes desarrollé una respuesta inmune que les protegiera contra un segundo desafio tumoral, lo que
sugiere que la citotoxicidad directa de las proteinas de fusion IFN-a fue muy eficaz en la destruccion de las células
tumorales, y que la inmunidad adaptativa no desempefié un papel cuando hubo una baja carga tumoral. Dado que
38C13 es una linea celular de linfoma B extremadamente maligna y que los ratones inyectados con tan solo 200
células pueden desarrollar tumores voluminosos en el plazo de 20 dias (36), las proteinas de fusion IFN-a deben ser
muy eficaces en la destruccion de la mayoria de las células tumorales inoculadas, dando lugar a supervivientes a
largo plazo. Se ha observado que multiples mecanismos, entre los que se incluyen la regulacion negativa de NF-«kB
(41), la induccion de la apoptosis mediante la activacion de la caspasa-3 (42) y la regulacion positiva tanto de TRAIL
como de los receptores TRAIL (43), participan en la citotoxicidad mediada por IFN-a contra las células tumorales, y
cabria esperar que estos mecanismos contribuyan a la citotoxicidad directa contra las células tumorales observada
con las proteinas de fusion de anticuerpo-IFN-a. En consonancia con esto, se observé la activacion de STAT1 tras el
tratamiento de las células tumorales con las proteinas de fusion (Fig. 6A-6C).

[0150] Aunque las proteinas de fusion IFN-a no iniciaron una respuesta inmune de memoria cuando los ratones se
trataron comenzando 1 dia después de la inoculacién del tumor, las proteinas de fusién IFN-a iniciaron una
respuesta inmune que les protegié contra un segundo desafio tumoral cuando los ratones fueron tratados
comenzando 12 dias después de la inoculacién del tumor. Por lo tanto, las proteinas de fusion IFN-a pueden activar
la inmunidad adaptativa protectora en presencia de una carga tumoral de tamafo considerable. Dado que IFN-a es
capaz de activar la inmunidad adaptativa a través de la estimulacion de la diferenciacion y la maduracion de DC (9),
es posible que los tumores establecidos proporcionen mas TAA para la activacion de DC en presencia de IFN-a.
Ademas, el Ag HER2/neu humano foraneo puede contribuir a la inmunidad antitumoral mediante el aumento de la
inmunogenicidad de las células tumorales en este modelo.

[0151] CD20, un Ag expresado por los linfocitos B, se expresa en la mayoria de los linfomas de linfocitos B (44), y
anti-CD20 (rituximab, Genentech;) es uno de los agente terapéuticos del cancer con mayor éxito, teniendo una
enorme eficacia contra el linfoma con poca toxicidad (45). Aunque IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a es muy eficaz contra
38C13/HER2, HER2/neu normalmente no se expresa en células de linfoma y, por lo tanto, es probable que tenga
una limitada aplicacién terapéutica en el tratamiento del linfoma, aunque deberia ser eficaz en los tratamientos de
los canceres que expresan HER2/neu. Por el contrario, se espera que la fusion de IFN-a con anti-CD20 produzca
una proteina de fusion eficaz contra el linfoma, incluso con mayor actividad antitumoral mediante la combinacion de
la actividad contra el linfoma de anti-CD20, y la potente actividad inmunoestimulante y citotoxica de IFN-a en una
proteina. Ademas, IFN-a puede regular positivamente la expresion de CD20 como se observé en los pacientes con
linfoma de linfocitos B tras el tratamiento con IFN-a (46). Actualmente, los presentes inventores estan estudiando los
efectos de las proteinas de fusién anti-CD20-IFN-a en modelos murinos de linfoma de linfocitos B.

[0152] En resumen, los presentes inventores han construido y caracterizado una nueva proteina de fusién en la
que el IFN-a se ha ligado con un anticuerpo que reconoce un TAA. Sus resultados indican que la fusion de IFN-a
con un anticuerpo especifico del tumor puede aumentar drasticamente la eficacia de IFN-a, observandose la
actividad antitumoral sin ninguna toxicidad aparente. Sorprendentemente, la proteina de fusién de anticuerpo-IFN-a
fue eficaz contra los tumores establecidos. Por lo tanto, IFN (por ejemplo, IFN-a) fusionado con un anticuerpo
especifico del tumor se muestra prometedor para el tratamiento del linfoma de linfocitos B.
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Ejemplo

Proteinas de fusiéon anti-CD20-IFNa

Introduccién

[0154] Los estudios iniciales de los presentes inventores habian indicado que una proteina de fusién con anti-
HER2/neu unido a IFN-a era un eficaz agente terapéutico para el tratamiento de los linfomas que expresan
HER2/neu. Los presentes inventores han tratado de ampliar estos estudios para demostrar que la fusién de IFN-a
con anti-CD20 seria terapéuticamente eficaz para el tratamiento de los linfomas que expresan CD20. CD20 esta
presente en practicamente todos los linfomas. Sin embargo, se ha de tener en cuenta que HER2/neu se expresa en
muchos tipos de cancer, y cabria esperar que la proteina de fusién anti-HER2/neu fuera eficaz en el tratamiento de
los mismos. En la proteina de fusion anti-CD20, cabria esperar que el IFN-a de la proteina de fusion ejerciera un
efecto citotoxico directo contra las células tumorales y ayudara a generar una respuesta inmune antitumoral.

Produccion de anticuerpos recombinantes especificos de CD20

[0155] Se amplificaron las regiones variables de anti-CD20 (Rituximab) y se clonaron en vectores de expresion
para la produccién de anticuerpos quiméricos con cadenas ligeras k y cadenas pesadas y 3 humanas. Se produjo la
proteina y se examind su capacidad para reconocer CD20 usando citometria de flujo y la linea de linfocitos B
humana Daudi. Como se muestra en la Figura 8, la proteina recombinante se une tan bien como Rituximab, una
IgG1 recombinante.

Produccioén de proteinas de fusiéon de anticuerpo con interferén humano unido a anticuerpos especificos de
CD20

a. Disefio de la proteina de fusion

[0156] En el intento inicial de los presentes inventores por crear una proteina de fusion, se unié IFN-a con el
extremo carboxi del gen de la IgG3 humana usando un enlazador de glicina-serina flexible que consistia en
(GlysSer)s (SEC ID N°: 31). La cadena pesada se muestra esquematicamente en la Figura 9.

[0157] Tras verificar que el vector de proteina de fusion tenia la secuencia de nucledtidos correcta, se transfecto
con la cadena ligera de anti-CD20 quimérica a células NSO. Se seleccionaron las transfecciones mediante ELISA
para la produccion de IgG. Se expandio el clon que dio la sefial mas alta y la siguiente subclonacion se cultivo en
frascos rotativos. Entonces, se pasaron los sobrenadantes a través de columnas de proteina A Sefarosa, y las
proteinas unidas se eluyeron y se analizaron por SDS-PAGE tanto sin reducir como después de la reduccion (véase,
Figura 10). Aunque la proteina aislada se ensamblé en moléculas HzL,, la mayoria de la proteina aislada fue inferir a
la esperada. Tras la reduccion, la mayoria de las cadenas pesadas fueron mas pequefias de lo esperado y se
desplazaron en la misma posicién que una cadena pesada y-3 carente de una proteina de fusion. Al parecer, el
interferén estaba siendo retirado de la proteina de fusién por protedlisis. El analisis de transferencia Western usando
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anti-Fc e anti-interferén, confirmé que ambas bandas superiores eran cadenas pesadas, pero solo la mayor contenia
interferon.

[0158] Los enlazadores flexibles pueden ser una diana de la escision proteolitica. Por lo tanto, se acortd el
enlazador a una sola copia de GlysSer (SEC ID N°: 32). Se transfectaron estos vectores y los vectores con el
enlazador extendido transitoriamente junto con la cadena ligera apropiada a células HEK293T. Se radiomarcaron las
células mediante crecimiento en **S-metionina, se precipitaron las inmunoglobulinas con proteina A y se analizaron
por SDS-PAGE (Figura 11). Considerando que la escision de proteinas de fusion con enlazadores ampliados es muy
evidente, la escision no tiene lugar cuando el enlazador consiste en un solo GlysSer (SEC ID N°: 32). Por lo tanto, el
enlazador usado para producir la proteina de fusién es importante y puede influir en su estabilidad.

b. Reconocimiento de CD20 por las proteinas de fusiéon

[0159] Para determinar si la proteina de fusién reconoce a CD20, se incubd la linea celular humana Daudi que
expresa CD20 con Rituxan, anti-DNS/IgG3-hu-IFN-a o anti-CD20/IgG3-hu-IFN-a. El anti-CD20/IgG3-hu-IFN-a se
unié mejor que Rituxan (Figura 12). La fusiéon de anti-DNS/IgG3-hu-IFN-a también demostrd cierta unién, aunque
inferior a la de cualquier proteina especifica de CD20. Se postula que la unién del anti-DNS/IgG3-hu-IFN-a y la union
mejorada de anti-CD20/IgG3-hu-IFN-a en comparacién con Rituxan se debe a que el resto de hu-IFN-a se une a los
receptores de IFN expresados en las células Daudi.

[0160] EI laboratorio Timmerman ha producido un transfectante del linfoma murino 38C13 que expresa CD20
humano. Tanto Rituxan como anti-CD20/IgG3-mu-IFN-a se unieron al transfectante. Anti-DNS/IgG3-mu-IFN-a no
mostré ninguna union (Figura 13).

c. Actividad antiviral de las proteinas de fusiéon

[0161] Para evaluar la actividad antiviral de las proteinas de fusion hu-IFN-a, se sembraron células HelLa a 2x10°
células/ml y se trataron con diluciones en serie del doble de proteina de fusién o Roferon (interferén humano
recombinante 2a) durante 24 horas A continuacion, se infectaron las células con VSV (virus de la estomatitis
vesicular) a una concentracion de 4.000 pfu/100 pl. Después de 72 horas, se tifieron las células con cristal violeta al
0,1 %. Se determind la proteccion contra la infeccién viral ya sea mediante la cuantificacion de las células
supervivientes de la infeccion por tincion con cristal violeta al 0,1 % y la determinacién de la cantidad de colorante en
cada pocillo usando un densitémetro puntual mediante el recuento del numero de placas. En ambos ensayos, la
proteina de fusion tuvo una actividad de IFN-a significativa, pero aproximadamente 100 veces inferior a la actividad
en comparacion con Roferon.

Inhibiciéon del crecimiento y muerte de las células del linfoma Daudi con las proteinas de fusion

[0162] Se usaron dos métodos para evaluar la inhibicion del crecimiento/muerte de las células de linfoma que
expresan CD20 por las proteinas de fusion. Cabe sefialar que, para estos experimentos, se usé una linea celular
humana, Daudi, que expresa de manera natural CD20. En la primera metodologia, se incubaron las células Daudi
con varias concentraciones de IFN-a, anticuerpo o proteina de fusién durante 72 horas, y se evalud la inhibicién del
crecimiento usando el ensayo de proliferacion celular CellTiter 96 AQueous (Figura 14). Aunque mostraron menos
actividad de IFN-a en el ensayo antiviral, anti-CD20/IgG3-hu-IFN-a y Roferon mostraron una capacidad similar para
inhibir el crecimiento del linfoma, lo que sugiere que la direccion del IFN-a mejora su efecto citotdxico. Roferon Anti-
CD20/IgG3+ no mostré mayor actividad en comparacion con solo Roferon. Anti-DNS/IgG3-hIFN-a, Rituxan y anti-
CD20/1gG3 solo mostraron cierta inhibicion del crecimiento a la concentracion mas alta usada. Cabe sefalar que la
proteina de fusion fue mas activa que Rituxan en la prevencion del crecimiento celular en este ensayo.

[0163] En la segunda metodologia, se incubaron las células Daudi con varias concentraciones de IFN-q,
anticuerpo o proteina de fusion durante 72 horas y luego se tifieron con anexina V y yoduro de propidio (PI), y se
analizaron por citometria de flujo. En la Figura 15, se muestran los resultados obtenidos al usar 10 pM de las
diversas proteinas. Las células de las fases tempranas de la apoptosis son Anexina V'PI’; las células apoptdticas y
muertas posteriores son Anexina V'PI".

[0164] Estos experimentos demuestran varias cosas. Tanto Rituxan como anti-CD20/IgG3 inducen poca o ninguna
apoptosis, incluso a las concentraciones ensayadas mas altas. Como era de esperar, el IFN-a murino es menos
eficaz contra la linea celular humana que el IFN-a recombinante humano (Roferon) y, anti-DNS/IgG3-mIFNa, que no
se dirigiria a las células tumorales, es aproximadamente tan eficaz como el IFN-a recombinante murino. Sin
embargo, la direccion del IFN-a murino hacia las células tumorales usando anti-CD20/IgG3-mIFNa induce
eficazmente la muerte celular. Anti-CD20/IgG3-hIFNa es mas eficaz que anti-DNS/IgG3-hIFNa, demostrando de
nuevo la contribucién de la direccién a la célula a la muerte celular. En este ensayo in vitro, Roferon y anti-
CD20/IgG3-hIFNa presentan actividad similar, provocando la muerte celular a concentraciones tan bajas como 1 pM
(datos no mostrados). Sin embargo, cabe sefalar que CD20/IgG3-hIFNa in vivo se dirigira hacia y se acumulara en
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el sitio del tumor, mientras que Roferon presentara su actividad por todo el cuerpo.

Inhibiciéon del crecimiento y muerte de las células del linfoma 38C13-CD20 con las proteinas de fusién

[0165] Como se ha mencionado brevemente con anterioridad, el laboratorio del Dr. John Timmerman ha
desarrollado un linfoma murino, 38C13-CD20, que expresa CD20 humano y crecera en ratones C3H/HeJ singénicos.
La disponibilidad de esta linea celular permite examinar la eficacia in vivo de las presentes proteinas de fusién. Se
incubaron células 38C13-CD20 durante 48 horas con diversos anticuerpos y proteinas de fusion. A continuacion, se
determinaron la muerte y la apoptosis mediante la tincién de las células con anexina V y PIl, y examinandolas usando
citometria de flujo. Cuando se usaron las proteinas a una concentracion de 100 pM (datos no mostrados) tanto
mIFN-a recombinante como anti-CD20-IgG3-mIFN-a fueron muy eficaces causando la apoptosis, siendo anti-CD20-
IgG3-mIFN-a algo mas eficaz que mIFN-a recombinante. Parte de la apoptosis fue inducida mediante el tratamiento
de las células 38C13-CD20 con anti-DNS-IgG3-mIFN-a o Rituxan. El tratamiento con anti-CD20/IgG3 a esta
concentracion no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad celular. Cuando se redujo la concentracion del tratamiento a
10 pM (Fig. 16), mIFN-a recombinante y anti-CD20/IgG3-mIFN-a siguieron siendo eficaces como causantes de la
apoptosis, siendo anti-CD20/IgG3-mIFN-a mas eficaz que mIFN-a recombinante. Solo se observé una pequefa
cantidad de apoptosis tras el tratamiento con anti-DNS-IgG3-mIFN-a, lo que indica que la direccion de IFN-a usando
anti-CD20-1gG3-mIFN-a produjo un agente terapéutico mas eficaz. A esta concentracion, Rituxan causé poca
apoptosis, lo que indica la superioridad de la proteina de fusion anti-CD20-IgG3/mIFN-a frente al anticuerpo anti-
CD20 no fusionado. Una vez mas, el tratamiento con anti-CD20/IgG3 no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad
celular. A una dosis de tratamiento de 1 pM, solo anti-CD20-lgG3-mIFN-a produjo apoptosis en 38C13-CD20 (datos
no mostrados). A una dosis de 0,1 pM, ninguno de los tratamientos indujeron la apoptosis (datos no mostrados).

[0166] Como metodologia alternativa, se trataron las células 38C13-CD20 con las diferentes proteinas a diferentes
concentraciones, y se monitorizé la inhibicion del crecimiento usando el ensayo de MTS (Figura 17). Anti-
CD20/IgG3-mIFN-a fue mas eficaz en la inhibicién del crecimiento celular, seguido de mIFN-a recombinante. Se
observé cierta inhibicion del crecimiento con anti-DNS/IgG3-mIFN-a. Anti-CD20/IgG3 y Rituxan tuvieron poco efecto
sobre el crecimiento celular. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este ensayo reflejan lo que se observo al
monitorizar la apoptosis.

Produccion y caracterizacion de proteinas de fusién lgG-IFNa adicionales

a. Anti-CD20-lgG1-mIFNa y anti-CD20-lgG1-hIFNa

[0167] Se crearon las proteinas iniciales con IFN-a fusionado a una estructura principal de IgG3 humana. Rituxan
es una IgG1. Para determinar si la estructura principal de la inmunoglobulina influia en las propiedades de las
proteinas de fusion, ahora se han producido proteinas de fusion con m-IFN-a y hu-IFN-a fusionados a IgG1. Eran del
peso molecular esperado.

[0168] Se evalud la capacidad de anti-CD20/IgG1-mIFNa para inducir la apoptosis de 38C13-CD20 (Figura 18).
Los estudios mostraron que era eficaz, posiblemente incluso mas eficaz que la proteina de fusion IgG3.

[0169] Se evalud la capacidad de anti-CD20/IgG1-hIFNa para inducir la apoptosis de las células Daudi. Los
estudios mostraron que presentan actividad similar a anti-CD20/IgG3-hIFNa (Fig. 19).

[0170] Se evalud la capacidad de las proteinas de fusion para inhibir el crecimiento de células Daudi como se
muestra en la Figura 20. Las fusiones de IgG1 con IFN-a tanto murino como humano se parecian a las fusiones de
IgG3 en su capacidad para inhibir el crecimiento de células Daudi.

b. Proteinas de fusién con IFN-a unidas a la estructura principal de IgG con un enlazador helicoidal a

[0171] Se produjeron proteinas de fusion en las que el enlazador GlySer se reemplazé con el enlazador con la
secuencia A(EAAAK).A (SEC ID N°: 33). Se propone que esta secuencia se pliega como una hélice a.

[0172] Se produjo la proteina mediante la expresion transitoria en células 293T y se evalu6 por SDS-PAGE. Se
ensambl6 la proteina y resultd ser del peso molecular esperado. No se observé la escision del enlazador.

[0173] La proteina de fusion, anti-CD20-IgG3-hIFNa (enlazador helicoidal a), cuando se us6 a la misma
concentracion que la proteina de fusidon con el enlazador GlysSer (SEC ID N°: 32), resulté inducir eficazmente la
apoptosis de las células Daudi (Fig. 21).

Tratamiento in vivo de tumores

[0174] Para estos estudios, se uso el linfoma 38C13 que habia sido transducido por el laboratorio Timmerman para
expresar CD20 humano. 38C13 es un linfoma agresivo que crece en ratones C3H/HeJ singénicos. El transductante,
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38C13-CD20, muestra la misma caracteristica de crecimiento. Por lo tanto, es posible investigar la proteccion
mediada por proteinas de fusién en animales inmunocompetentes.

a. Tratamiento de los tumores tempranos

[0175] Se inyectaron en ratones (grupos de 4) por via subcutanea 5.000 células 38C13-CD20 en el dia cero. En
los dias 1, 2 y 3, se trataron por via intravenosa con solucion salina tamponada con HEPES (HBSS) 0 0,4 ug, 2 ug o
10 pg de anti-CD20-m-IFN-a, y se monitorizé el crecimiento del tumor. Hacia el dia 20, todos los animales tratados
con HBSS tenian tumores de gran tamafo, y tuvieron que ser sacrificados. Por el contrario, no se observo
crecimiento del tumor en los animales tratados con 10 pg de la proteina de fusion; después de 20 dias, los tumores
comenzaron a crecer en 3 de los cuatro animales tratados con 0,4 ug de la proteina de fusién, y 1 de los ratones
tratados con 2 pg. Los resultados mostraron que las proteinas de fusion anti-CD20/IFN-a son muy eficaces en la
inhibicion del crecimiento tumoral in vivo y en el aumento de la supervivencia (véase, por ejemplo, la Figura 22).

b. La proteina de fusién anti-CD20-mIFNa _es mas eficaz que bien Rituximab o anti-CD20/I9gG3 en el
tratamiento de tumores de tamaino moderado

[0176] Se inocularon ratones C3H/Hed con 5.000 células 38C13-CD20 en el dia 0. En los dias 5, 6 y 7 se trataron
con HBSS o 10 yg de anti-CD20-IgG1 (producido en células 293T), anti-CD20-IgG3, Rituximab o anti-CD20-IgG3-
mIFNa. Se monitorizaron en cuanto al crecimiento tumoral y la supervivencia (véase, por ejemplo, Figura 23). Anti-
CD20/IgG3-mIFNa resulté ser mucho mas eficaz que Rituximab, anti-CD20/IgG3 o anti-CD20/IgG1 en la prevencion
del crecimiento de los tumores de tamafo moderado.

La capacidad de direccion hacia el tumor de la proteina de fusion mejora significativamente su eficacia in
vivo

[0177] Se inocularon ratones C3H/H3J con 5.000 células 38C13-CD20 en el dia 0, y se trataron en los dias 5,6y 7
con 10 pg de anti-CD20-1gG3, 10 pug de anti-CD20-IgG3 + mIFN-a (dosis seleccionada para que fuera los mismos
moles que en la proteina de fusion), anti-DNS-IgG3-IFNa o anti-CD20-lgG3-mIFNa, y recibieron un seguimiento del
crecimiento tumoral y de la supervivencia (véase, por ejemplo, la Figura 24). Anti-CD20-IgG3-IFNa retrasé
significativamente el crecimiento del tumor y promovid la supervivencia, lo que indica que la direccion del IFNa al
tumor usando el sitio de combinacién del anticuerpo, lo vuelve mas eficaz terapéuticamente que bien la proteina de
fusion no dirigida al IFNa fusionado (anti-DNS-IgG3-IFNa) o la inyeccion de anti-CD20 junto con IFNa que no esta
asociado covalentemente (anti-CD20-1IgG3 + mIFN-a).

El tratamiento con proteinas de fusién es eficaz contra los tumores establecidos

[0178] Se inocularon grupos de ocho ratones C3H/Hed con 5.000 células 38C13-CD20 y se trataron en los dias 8,
9 y 10 con 100 pg de anti-CD20-mIFNa o HBSS. Se monitorizé el crecimiento tumoral (véase Fig. 25) y la
supervivencia (véase, Figura 26) de los ratones. Los ratones inoculados con anti-CD20-mIFNa muestran una mejora
de la supervivencia (Figura 26).
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36

Pro
Arg
Glu

val

Pro
Blrg
Pro
Ser

75

Thr

val

Pro

Leu Thr

Ile

Thx

val
685

val

Leu
700

Gly

Sar Val

Ser Ser

Ala Ser
45

Gly Lya

&0

Gly val

The

Gln Gln

Glu Ile

125

Sar
140

Asp

Gln Glu Asp
655

Val Tyr Leu
670

Arg Ala Glu

Arg Leu Arg

Thr Ala Gly
15

Leu Ser Ala
30

Gln Asp Val

Ala Pro Lys

Pro Ser Arg
80

Ile Ser Ser
95

Hig Tyr Thr
110

Lys Arg Thr

Glu Gln Leu



10

15

20

Lys Ser Gly Thr Ala
145

Arg Glu Ala Lys Val
165

Asn Ser Gln Glu Sar
180

Ser Leu Ser Ser Thr
195

Lys Val Tyr Ala Cys
210

Thr Lys Ser Pha Asan
225

Ser
150

Gln

Val

Glu

Arg

230

ES 2536772 T3

val val Cys

Trp Lys Val

Thr Glu Gln
185

Thr Leu Ser
200

Val
215

Thr His

Gly Glu Cys

Leu Leu Asan Asn Phe
155

Asp Asn Ala Leu Gln
170

Asp Ser Lys Asp Ser
190

Lys Ala Asp Tyr Glu
205

Gln Gly Leu Sar Ser
220

Tyr Pro
160

Ser Gly

175

Thr Tyr

Lys His

Pro Val

<210> 3
<211> 558
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 3
atgaagttge
attgttctcet
acttgcaggg
teaeccaaac
agtggcagtg
gctgocactt
aagctggaaa
ttcatgttag
caéttgacgt

aaaagaggct

ctgttagget
cccagtctce
ccagetcaag
cotggattta
ggtcectgggac
attactgeca
tecaaacgtaa
gagttaaagt
ggcatacagt

ttagttga

gttggtgetg atgttetgga
agcaatcetg tectgeatctce
tgtaagttac atccactggt

tgcocacatoe aacctggett

ttettactet ctcacaatca

gcagtggact agtaacccac
gteogacttte tecatettittt
cagttcagaa aatcttgaga

gtcagatttt ctgtttateca

ttectgette
caggggagaa
teccagcagaa
ctggagtcee
gcagagtgga
ccacgttegg
ttatgtgtaa
aaatggagag

agctagtgag

cageagtcaa
ggtcacaatg
gceaggatce
tgttegette
ggctgaagat
aggggggacce
gacacaggtt

ggctecattat

attaggggca

<210> 4
<211> 185
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion.

<400> 4

37

60
120
180
240
300
360
420
480
540

558
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Ser

Ser

Ser

Trp
65

Ser

Glu

. Pro

Val
145

Gln

Arg

Lys
Ser
Pro
Tyr
5

Ile
Gly
Ala
Pro
Phe
130
Lys

Leu

Leu

<210>5

<211> 2254

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Lau

Ser

Gly

35

Ile

Tyr

Ser

Glu

Thr

115

Ser

val

Thr

Gly

Pro
Gln
20

Glu
His
Ala
Gly
Asp
100
Phe
Ser
Sar

Trp

Ala
180

val

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

Phe

Ser

His

165

Lys

Arg

val

Val

Pha

Ser

70

Gly

Ala

Gly

Phe

Glu

150

Thr

Arg

ES 2536772 T3

leu

Thrx

Gln

55

Asn

Thr

Thr

Gly

Met

135

Asn

val

Gly

Ser

Met

Gln

Len

Ser

Tyr

Thr

120

Cys

Ser

Phe

val

Gln

25

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

108

Lys

Lys

Glu

Asp

Ser
185

Leu

10

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

Lys

Phe
170

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 5

38

Mat

Pro

Arg

Gly

Gly

75

Leau

Gln

Glu

Gln

Met
155

Phe

Ala

Sar

&0

vVal

Thr

Gln

Ile

Val

140

Glu

Phe

Trp

Ile

Ser

45

Ser

Pro

Ilea

Trp

Lys

125

Pha

Arg

Ile

1le

Leu

30

Ser

Pro

Val

Ser

Thr

110

Arg

Ala

Lys

Pro Ala
15

Ser Ala
Sar Val
Lys Pro

Arg Pha
8O

Arg Val
95

Ser Asn
Lys Ser
Leu Gly
His Tyr

160

Leu Val
175



ES 2536772 T3

atgtacttygg gactgaactyg tgtaatcata gtttttctcot taaaaggtgt ccagagtcag

gtacaactge ageageoetqd ggctgagetg gtgaagectg gggoctcagt gaagatgtee
tgcaaggctt ctggctacac atttaccagt tacaatatge actgggtaaa acagacacet

gotegggyce tggaatggat tggagetatt tateccggaa atggtgatac ttectacaat

39

60
120
180

240



cagaagttca
cagctcagea
tacggeggtg
geotagcacca
ggoacagegg
tggaactecag
ggactcetact
tacacctgea
aggccagegce
geatcecgge
ccggaggect
aggctceggg
gtgctgeget
azaaccccac
gacacacctc
tgcccaaggt
tgatttecey
aggtocagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaace
caaaggcttc
caactacaae
getcaccogtyg
tgaggetotg
tggeggtgga
actcctggta
tggatteoceyg
cetgagtgag
ttggaatgea
goaaggttgt
cetgotgget

cagcccctgt

aaggcaagge
gectgacate
actggtactt
agggeccatc
cectgggetyg
gegecetgac
cccteageag
acgtgaatca
agggagggag
tgtgcagtoe
ctgacegece
caggcacagy
cagagctgee
ttggtgacae
ceccgtgeee
geccagagec
gacceoctgag
caagtggtac
gtacaacage
cggcasggag
atctccaaag
tagcececcageg
accacgecto
gacaagagca
cacaaccact
tectgtgace
caaatgagga
caggagaagg
atgacccage
accctcetag
ctgatgeage
gtgaggaaat

gcctgggagy

ES 2536772 T3

cacattgact
tgaggactct
caatgtctgg
ggtettecece
cctggtceaag
cagcggegtyg
cgtggtgace
caagecccage
ggtgtctget
cageecaggg
cacteatget
ctggatgeea
aagagcceata
aactcacaca
aaggtgecea
caaatcttgt
gtcacgtgeg
gtggacggeg
acgttcegtg
tacaagtgca
ccaaaatgac
acatcgccgt
ccatgctgga
ggtggcagea
acacgcagaa
tgccteagac
gactetecce
tggatgecea
agatcotgaa
aétcattctg
aggtgggggt

acttccacag

tggtcagage

geagacaaat
goggtetatt
ggcgcaggyga
ctggoegeoct
gactacttee
cacaccttee
gtgeoctoca
aacaccaagg
ggaagccagg
caccaaggca
cagggagagy
ctacecacagg
tccaggagga
tgceccacggt
gagcoccaaat
gacacaccfc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
caagaaccaqg
dJg9agtgggayg
ctecgacgge
ggggaacatce
gagectotee
tcataaccte
tetetectge
goagatcaag
catcttcaca

caatgaccte

gcaggaattt

gatcactgtyg

agaagtctgg

caatgtgctg ggaagactga gagaagagaa atga

40

cctecageac
actgtgcaag
ccacggtcac
gotcoccaggag
cogaacoggt
cggetgtect
goagcttggg
tggacaagag
cteoagacote
ggocoogtet
gtettotgge
coccttcacae
ccctgceect
geccagagec
cttgtgacac
coccgtgeece
cgtgagecac
taatgccaag
ccteaccgte
caaagcccte
gtcageetga
agcaatqggc
tecttettee
ttetcatget
ctgtetecgg
aggaacaaga
ctgaaggaca
aaggetcaag
tcaaaggact
caccagecage
aecctgacae
tacctgagag

agagcoetgt

agectacatg
&tcegacttac
cgtctetgea
cacctectgggy
gacggtgtcg
acagtcctea
cacccagace
agttggtgag
ctgeoctggac
gactectQae
tttttccace
acagggygcag
gacegagatc
caaatcttgt
acchecccog
aaggtgecoea

gaagaccocg

acaaagctge

ctgcaccagg
ccagesocca
ectgectggr
agocggagaa
tetacageaa
ccgtgatgea
gtaaatctgg
gagocttgac
ggaaggactt
ceatcectgt
catctgetge
tcaatgaccet
aggaagatge
agaagaaaca

cttoctetge

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
17490
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

2254
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<210>6
<211> 751
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion.

<400> 6
Met Tyr Leu Gly
1

Val Gln Ser Gln
20

Pro Gly Ala Ser
35

Thr Ser Tyr Asn
50

Glu Trp Ile Gly
6%

Gln Lys Fhe Lys

Thr Ala Tyr Met
100

Tyr Tyr Cys Ala
115

Val Trp Gly Ala
130

Gly Pro Ser Val
145

. Gly Thr Ala Ala

Val Thr Val Ser
180

Phe Pro Ala Val
195

Val

Val

Met

Ala

Gly

85

Gln

Gly

Phe

Leu
165

Trp

Leu

Aan

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leun

Sear

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

ES 2536772 T3

Cys

Leu

Met

Trp
55

Tyr

Ser

Thr

Thr

135

Leu

Cysa

Ser

Ser

val

Gln

Ser

40

val

Pro

Ser

Tyr

120

val

Ala

Gly

Sar
200

Ile Ile
10

Gln Pro
25

Cys Lys

Lys Gln

Gly Asn

Leu Thr
90

Leu Thr
105

Tyr Gly

Thr Val

Pro Cys

Val Lys

170

Ala Leu
185

Gly leu

41

val

Gly

Ala

Thr

Gly

75

Ala

Ser

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Phe

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Leu

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Pha

Gly

Leu
205

Lau

Leau

Tyr

Ser

Ser

Ser

110

Tyr

Ser

Thr

pro

Val

190

Ser

Lys

15

val

Thx

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Phe

Thr

Sar

Glu

175

Hisa

Sar

Gly

Lya

Phe

Leu

Asn

80

Sar

val

Azn

Lys

Gly

160

Pro

Thr

val



ES 2536772 T3

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn
210 215 220

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Gly Glu
228 230 235 240

Arg Pro Ala Gln Gly Gly Arg Val Ser Ala Gly Ser Gln Ala Gln Pro
245 250 255

Ser Cys Leu Asp Ala Ser Arg leu Cys Ser Pro Ser Pro Gly His Gln
260 265 : 270

Gly Arg Pro Arg Leu Thr Pro His Pro Glu Ala Ser Ala Arg Pro Thr
275 280 285

His Ala Gln Gly Glu Gly Leu len Ala Phe Ser Thr Arg Leu Arg Ala
280 295 300

Gly Thr Gly Trp Met Pro lLeu Pro Gln Ala Leu His Thr Gln Gly Gln
305 310 315 320

Val Leu Arg Ser Glu Leu Pro Arg Ala Ile Ser Arg Arg Thr Leu Pro
325 330 335

Leu Thr Glu Leu.Lys Thr Pro lLeu Gly Asp Thr Thr His Thr Cys Pro
340 345 350

Arg Cys Pro Glu Pro Lya Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg
355 360 365

Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys
370 375 380

Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp Thr FPro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro
385 390 395 400

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val Val Aap Val Ser
405 410 415

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Lys Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
420 425 430

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Leu Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
435 440 445

FPhe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Iweu His Gln Asp Trp Leu Asn
450 455 460

42



Gly
465

Ile

Trp

Asp
545

Hig

Pro

Leu

Gln
625

val

Val

vVal
708

His

Lys

Glu

Thr

Glu

Leu

530

Lys

Glu

Gly

Leu

Ser

€10

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

690

Arg

Ser

Glu
Lys
Cya
Sar
515
Aap
Ser
Ala
Lys
Arg
595
Pro
Lys
Ser
Ser
Hig
875
val

Lys

Pro

Tyr
Thr
Leu
500

Asn

Ser

Leu
Sar
580
Asn
Lau
val
Glu
Ala
660
Gln
Gln

Tyr

Cys

Lys Cys Lys

Ila

485

val

Gly

Asp

Trp

Hisg

565

Gly

Lys

Ser

Asp

Leu

645

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

470

Serx

Lys

Gln

Gly

Gln

550

Asn

Gly

Arg

Cys

Ala

630

Thr

Trp

Leau

Phe

His

710

Trp

Lys

Gly

Pro

Ser

535

Gln

His

Gly

Ala

Leu

615

Gln

Gln

ASn

Aan

Pro

635

Arg

Glu

ES 2536772 T3

val
Ala
Phe
Glu
520
Phe
Gly
Tyr
Gly
Lau
600
Lya
Gln
Gin
Ala
Asp
€80
Leu

Ile

Val

Ser

Lys

Tyr

505

Asn

Phe

Asn

Thy

Ser

588

Thr

Asp

Ile

Ile

Thr

665

Leou

Thr

Vval

Agn

Met

490

Pro

Asn

Leu

Ile

Gln

570

Cys

Lau

Arg

Lys

Leu

650

Leu

Gln

Gln

Val

Arg

Lys

475

Ser

Tyr

Tyr

Phe

585

Lys

Asp

Len

Lys

Lys

635

Asn

Leu

Gly

Glu

Tyr

715

Ala

43

Ala
Lys
Asp
Agn
Ser
540
Ser
Ser
Leu
val
Asp
€20
Ala
Ile
Asp
Cys
Asp
700

Leu

Glu

Leu

Asn

Ile

Thr

525

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

605

Phe

Gln

Phe

Sar

Leu

685

Ala

Arg

Val

Fro

Gln

Ala

510

Thre

Leu

Sar

Ser

Gln

590

Met

Gly

Ala

Thr

Fhe

670

Mat

Leu

Glu

Trp

Ala

Val

495

Val

Pro

Thr

Val

Leu

575

Thr

Arg

Phe

Ila

655

Cys

Gln

Leu

Lys

Arg

Pro

480

Ser

Glu

Pro

Val

Met

560

Ser

His

Arg

Pro

Pro

640

Lys

Asn

Gln

Ala

Lys

720

Ala
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ES 2536772 T3

725 730 735

Leu Ser Ser Ser Ala Asn Val leu Gly Arg Leu Arg Glu Glu Lys
740 745 750

<210>7
<211> 2279
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 7

44



atgtacttgg
gtacaactge
tgcaaggcett
ggtcggggec
cagaagttca
cagctcagca
tacggeggtg
gctagcacca
ggcacagcygg
tggaacteag
ggactctact
tacacctgea
aggccagcge
goatececgge
ccggaggect
aggctccggg
gtgctgeget
aaaaccccac
gacacaccte
tgceccaaggt
tgatttcoceyg
aggtccagtt
gggaggagca
actggetgaa

tcgagaaaac

gactgaactg
agcagcctygyg
ctggectacac
tggaatggat
aaggcaaggc
gectgacate
actggtactt
agggcccate
cectgggctg
gegeectgac
ccctcag&ag
acgtgaatca
agggagggag
tgtgcagtee
ctgeccgeec
caggcacagg
cagagetgce
ttggtgacac
ceccgtgece
gegccagagco
gaccectygag
caagtggtac
gtacaacagc
cggcaaggag

catctccaaa

ES 2536772 T3

tgtaatcata
ggctgagetg
atttaceagt
tggagectatt
cacattgact
tgaggactct
caatgtetgg
ggtottceee
cctggtecaag
cagcggeogtyg
cgtggtgacc
caagcecage
ggtgtctgcet
cagcccagygyg
cactcatgct
ctggatgece
aagagecata
aactcacaca
aaggtgoceca
caaatecttgt
gtcacgtgeg
gtggacggeg
acgtteegtyg
tacaagtgea

gocaaaatga

gtttttctct
gtgaagectg
tacaatatge
tatcecggaa
gcagacaaat
gcggtctatt
ggcgeaggga
ctggegecet
gactacttco
cacaccttee
gtgccctaoca
aacaccaagy
ggaagccagg
caccaaggca
cagggagagg
ctacceccagg
toccaggagga
tgeccacggt
gagcccaaat
dacacacctc
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtcotocaa

ccaagaacca

45

taaaaggtgt
gggectceagt
actgggtaaa
atggtgatac
catecageac
actgtgcaag
ccacggtcac
goetecaggag
cegaacoggt
cggcetgtect
gcagcttggg
tggacaagag
ctcagecectc
ggcceoegtct
gtcttctgge
cectteacac
coctgocect
gcccagagec
cttgtgacac
ceccogtgece
cgtgagocac
taatgccaag
cctcacegte

caaageccte

ggtcagectg

ccagagtcag
gaagatgtec
acagacacct
ttcctacaat
agectacatyg
atcgacttac
egtetotgea
cacctctégg
gacggtgtcg
acagtectea
cacccagacc
agttggtgag
ctgcctggac
gactccteac
tttttecace
acaggggcag
gaccgagcte
caaatcttgt
acctoceceg
aaggtgccca
gaagacoceqg
acaaagectgce
ctgcaccagg
coagoococa

acctgcctgg

60
12¢
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260

- 1320

1380
1440

1500
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tocazaggeott
acaactacaa
agctcaccegt
atgaggetct
aggoogeage
accteaggaa
cctgeetgaa
tcaagaagge
tcacatcaaa
acctccacca
aatttccect
ctgtgtacct

tctggagage

<210> 8
<211> 759
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ctacceocage
cacoacgect
ggacaagagc
gcacaaccéc
taaagaggce
caagagagce
ggacaggaag
tcaagccate
ggactcatct
gcagctcaat
gacccaggaa
gagagagaag

cctgtecttee

<223> Proteina de fusion.

<400> 8
Met Tyr
1

val Gln

Pro Gly

Leu

Ser

Ala

Gly
val

Gln

Ser Val

35

Thr Ser
50

Glu Trp
65

Gln Lys

Thr Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyrx

Asn Met

Ala

Gly

Gly
85

Lys

Met
100

Gln

ES 2536772 T3

gacategeeyg
cecatgotgg
aggtggcage
tacacgecaga
goagecaaag
ttgacacteoece
gactttggat
cctgteetga
getgottgga
gacctgcaag
gatgccetgo
aaacacagce

tetgecaatg

Asn Cys

Gln

Lys Met

40

His
55

Ile
70

Tyr
Ala

lys

Ser

val

Leu Gln

Ser

Trp Val

Pro

tggagtggga
actccgacgg
aggggaacat
agagactcote
cgggatecty
tggtacaaat
tcceogeagga
gtgagctgac
atgcoaaccet
gttgtctgat
tggetgtgag
cctgtgectg

tgctgagaag

ITle
10

Ile

Gln
25

Pre
Cys Lys
Lys Gin
Aszn

Gly

Thr
90

Leu

Leu Thr

105

46

gagdaatgqg
cteectteotte
cttetecatge
cctgtetecyg
tgacctgeet
gaggagacte
gaaggtggat
ccagcagatce
cctagactca
gcageaggtg
gaaatacttc
ggaggtggte

actgagagaa

Val Phe

Gly Ala

Ala Serx

45

Pro
60

Thr

Gly Asp

15

Ala Asp

Ser Glu

Leu

Glu

Gly

Gly

cagecggaga
ctetacagea
teogtgatge
ggtaaagcag
cagactecata
tocgetetet
goccagcaga
ctgaacatct
ttetgeaatg
ggggtgcagg
cacaggatca
agagcagaag

gagaaatga

Lys

15

vVal

Thr

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

Thr

Lys

Asp

Sar

Ser

110

Tyr

Ser
95

Asn
80

Ser

val

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2279



Tyxr

Val

Gly

145

Gly

Val

Phe

val

val

225

Sar

Gly

His

Gly

305

val

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Pro

Cys

Arg

Ala

290

Thr

Leu

Thr

Cys

Cys

115

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

195

val

His

Ala

Leu

Pro

275

Gln

Gly

Arg

Glu

Pro
355

Ala
Ala
val
Ala
Ser
180
val
Pro
Lys
Gln
Asp
2 69
Gly
Trp
Ser
Leun

340

Glu

Arg

Gly

Phe

Leu
165

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

245

Ala

Leu

Glu

Met

Glu

325

Lys

Pro

Ser

Thr

Pre

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Gly

Ser

Thr

Gly

Pro

310

Leu

Thr

Lys

ES 2536772 T3

Thr

Thr

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Arg

Arg

Pro

Leu

295

Pro

Pro

Ser

Tyr

120

Val

Ala

Len

Gly

Sear

200

Leu

Thr

Val

Leu

His

280

Leu

Pro

Axg

Leu

Cya
360

Tyr

Pro

val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Ser

Cya

265

Pro

Ala

Gln

Ala

Gly

345

Asp

Gly

Val

Cys

Ly=
170

Thr

val

Ala

250

Ser

Glu

Phe

Ala

Ile

330

Asp

Thr

47

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Gly

Pro

Ala

Ser

Leun

315

Ser

Thx

Pro

Asp

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr

300

Hia

Axg

Thx

Pro

Trp

125

Ala

Sear

Phe

Gly

Lau

205

Tyr

Arg

Gln

Pro

Ala

285

Arg

Thr

Arqg

His

Fro
365

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

1%0

Ser

Thr

val

Ala

Gly

270

Arg

Leu

Gln

Thr

Thx

350

Cys

Phe

Ser

Glu

1758

Ser

Cys

Gly

Gln

255

Hia

Pro

Arg

Gly

Leu
335

Cys

Pro

Asn

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Gln

240

Pro

Gln

Thr

Ala

Gln

320

Pro

Pro

Arg



Pro

385

Met

His

val

Phe

Gly

465

Ile

TP

Asp
545

His

Pro

Thr

Pro
370
Glu
Ile
Glu
His
Arg
450
Lys
Glu
Thz
Glu
Lau
530
Lys
Glu
Gly
Cys
Leu

610

Arg

Glu Pro Lys

Pro

Lys

Sar

Ser Arg Thr

Asp

Asn

435

Val

Glu

Lys

Cye

Ser

515

Asp

Sar

Ala

Lys

Asp

595

Leu

Lys

Pro

420

Ala

Val

Tyr

Thre

Leu

500

Asn

Ser

Axrg

Lau

Ala

580

Leu

Val

Asp

405

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

485

Val

Gly

Asp

Trp

His

565

Glu

Pro

Gln

Phe

Ser

Cysa

390

Pro

val

val

Cys

470

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

550

Asn

kla

Gln

Met

Gly

Cys

37%

Asp

Glu

Gln

Lys

Leu

455

Lys

Lys

Gly

Pro

Ser

535

Gln

Hie

Ala

Thr

Arg

€15

Phe

ES 2536772 T3

Asp

Thr

Val

Phe

Leau

440

Thr

Val

Ala

Phe

Glu

520

Phe

Gly

Tyx

Ala

His

600

Arg

Pro

Thr

Pro

Thr

Lys

425

Val

Ser

Lys

Tyr

508

Asn

Phg

Asn

Thr

Lys

585

Asn

Leu

Gin

Pro

Pro

Cys

410

Tzp

Glu

Leu

Asn

Met

490

Pro

Asn

Leu

Ile

Gln

570

Glu

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

395

Val

Tyr

3lu

Hisz

Lys

475

Thr

Ser

Tyzx

Tyr

Phe

555

Lys

Ala

Arg

Pro

Lys

48

Pro

380

Cysa

Val

val

Gln

Gln

460

Ala

Lys

Asp

Asn

Ser

540

Ser

Ser

Ala

Aszn

Lau

620

val

Cys

Pro

Val

Asp

Tyr

445

Asp

Leu

Aan

Ile

Thr

525

Lys

Cys

Lau

Ala

Lys

605

Ser

Asp

Pro

Arg

Gly
430

AsSn

Trp

Pro

Gln

Ala

510

Thr

Lau

Ser

Ser

Lys

590

Axg

Cys

Ala

Arg

Cys

val

415

val

Ser

leu

Ala

val

495

val

Pro

Thr

Val

Leu

575

Ala

Ala

Leu

Gln

Cys
Pro
400
Ser
Glu
Thr
ASn
Pro
480
Ser
Glu
Pro
val
Mat
560
Sar
Gly
Leu

Ly=s

Gln
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625

Ile Lys

ile Leu Asn

Thr Leu Leu

675

Gln
630

Gly

Thr Gln Glu

705

Thr Val Tyr

Val Arg Ala

Leu
755

Gly Arg

<210>9
<211> 2251
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ile
660

Asp

Cys

Asp

Glu
740

Arg

Lys Ala Gln

645

Phe

Ser

Leu

Ala

Glu

630

Ala

Thr

Phe

Met

Lau

710

Glu

Trp

Glu

ES 2536772 T3

Ile Pro Val

Asp
6€5

Ser Lys

Asn
680

Cys Asp

Gln Gln Val

€95

lLeu Ala Val

Lya Lys His

745

Lys

Leu

€50

Sar

Leu

Gly

Arg

Ser
730

Leu Ser

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 9

49

635

Ser

Ser

His

val

Lys

715

Pro

Sear

Glu Leu

Ala

Gln Gln

685

Gln Glu

700

Phe

Ala

Cys

Ser

640

Thr Gln Gln
655

Tep Asn Ala
670

Leu Asn Asp

FPhe Pro Leu

His Arg Ile
720

Trp Glu Val
735

Asn Val Lau
750



atgtacttgg
gtacaactge
tgecaaggett
ggtcggggee
cagaagttca
cagctcagca
tacggeggtyg
gctagcacca
ggcacagegg
tggaactcag

ggactetact

ES 2536772 T3

gactgaactg tgtaatcata gtttttctot

agcageetgy ggctgagetg gtgaagecetyg

ctggctacas
tggaatggat
aaggcaagge
gectgacate
actggtactt
agggcocatc
cectgggctyg
gegeectgac

ccctcageag

atttaccagt
tggagctatt
cacattgact
tgaggactct
caatgtctgyg
ggtecttcoce
coLggtcaag
cagcggegtg
egtggtgace

tacaatatge
tatcaaggaa
goagacaaat
gceggtetatt
ggcgcaggga
ctggegeoct
gactacttcc
cacaccttee

gtgecctega

50

taaaaggtgt
gggccteagt
actgggtaaa

atggtgatac

cotocagoac

actgtgcaag

ccacggtcac

gectocaggag
ccgaaccggt
cyggetgtoct

geagettggg

ccagagtcag
gaagatgtec
acagacacct
ttoctacaat
agoctacatg
ategacttac
egtctctgea
cacctctggyg
gacggtgtceg
acagtecetea

cacecagace

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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tacacctgca
aggccagege
gcateoecgge
ceggaggect
aggetecggg
gtgetgeget
aaaacceccac
gacacacctc
tgeccaaggt
tgatttcceg
aggtacagtt
gggaggagca

actggetgaa

tegagaaaco

caaaggettc
caactacaac
gctcaccgtg
tgaggctcty
tggcggtyga
gctcotggea
tggatttcce
ccatgagatg
ggatgagacce
agcotgtgty
tetggetgtg
ccettgtgee

cttgcaagaa

<210>10
<211> 750
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

acgtgaatca
agggagggagd
tgtgcagtcc
ctgececgeee
caggcacagg
cagagetgee
ttggtgacac
cceegtgeac
goccagagec
gaccecctgag
caagtggtac
gtacaacage
c¢ggcaaggag
atctocaaag
taceccageg
accacgeete
gacaagagca
cacaagcact
tcctgtgate
cagatgagga
caggaggagt
atccageaga
c¢tectagaca
atacagggog
aggaaatact
tgggaggttyg

agtttaagaa

<223> Proteina de fusion.

<400> 10

ES 2536772 T3

caagcccage
ggtgtetget
cagoccagyg
cactcatgct
ctggatgecec
aagagccata
aactcacaca
aaggtgccea
caaatcttgt
gtcacgtgeg
gtggacggeg
acgtteegtg
tacaagtgca
ecaaaatgac
acatcgeegt
ccatgetgga
ggtggcagca
acacgcagaa
tgcctcaaac
gaatctotct
ttggcaacca
tetteoaatet
aattcgtacac
tgggggtgac
tccaaagaat
tcagagcaga

gtaaggaatg

aacaccaagg
ggaagcecagyg
caccaaggca
cagggagaqgg
ctaccccagg
tﬁcagqagga
tgcecacggt
gagcccaaat
gacacaccte
togtggtgga
tggaggtgea
tggtcagegt
aggtctecaa
caagaacoag
ggagtgggag
ctocgacgge
ggggaacatc
gagectceteco
cgcacagcetg
tttetectge
gttccaaaag
ctteageaca
tgaactctac
agagactecce
cactctctat
aatcatgaga

a

51

tggacaagag
cteoageccte
ggcccegtet
gtettctgge
cecttcacac
ccctgeceet
gcoeagagec
cttgtgacac
eccogtgeee
cgtgagceeac
taatgecaag
cecteacegte
caaagecctoe
gtoagectga
agcaatgggce
teocttetteoc
ttctcatget
ctgteteegg
ggtagcagga
ttgaaggaca
gctgaaacca
aaggacteat
cagcagetga
ctgatgaagg
ctgaaagaga

tetttttett

agttggtgag
ctygectggac
gactectcac
tttttecace
acaggggcaqg
gaccgagete
caaatcttgt
acecteecceccg
aaggtgoeca
gaagacecog
acaaagctgo
ctgeaccagg
ccagececca
cetgootggt
agccggagaa
tetacagoaa
ccgtgatgca
gtaaatcotgyg
ggyaccttgat
gacatgactt
tcectgtect
ctgetgettg
atgacctgga
aggactcecat
agaaatacag

tgtcaacaaa

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
132¢
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2251



Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Val

Gly

145

Gly

val

Phe

Val

Val
225

Tyxr

Gln

Gly

Ser
50

Trp

Lys

Ala

Tyr

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Agn

Pro

Lau

Ser

Ala
35

Tyr
Ile
Phe
TYT
Cys
?. 15

Gly

Ala
val
Ala
195
Val

His

Ala

Gly

Gln

20

Ser

Asn

Gly

Lya

Met

160

Ala

Ala

Val

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Gln

Leu

vVal

val

Met

Ala

Gly

Gln

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

245

Asn

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
230

ES 2536772 T3

Leu

Met

Trp

55

Tyr

Ala

Ser

Thr

Thr

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

val
Gln
Ser
40

Val
Pro
Thr
Ser
Tyr
120
val
Ala
Lau
Gly
Ser
200

Leu

Thr

Gly Arg Val

Ile

GLln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

105

Thr

Pro

Vval

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Ser

Ile
Pro
Lys
Gln
Agn
The
g0

Thr
Gly
val
Cys
Lys
170
Leu
Thr
Val
Ala
250

52

Val

Gly

Ala

Thr

Gly

75

Ser

Gly

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Gly

Phe

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Arg

Tyr

Ser

Sar

Thr

220

Lys

Ser

Leu

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
208

Tyr

Arg

Gln

Leu

Leun

30

Tyr

Arg

Ser

Ser

Ser
110

Tyr

Ser

Pro

val

1%0

Ser

Thx

val

Ala

Lys

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Serx

95

Ala

Fhe

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Gly

Gln
255

Gly
Lys
Phe
Leu
Asn
80
Ser
val
Asn
Lys .
Gly

160

Pro

Val
Asn
Glu
240

Pro



Ser

Gly

His

Gly

305

Val

Cys

Pro

385

Him

val

Phe

Gly

465

Ile

Trp

Cysa

Ala

230

Thr

Leu

The

Cys

Pro

370

Gla

Ile

Glu

His

Arg

450

Lys

Glu

Thr

Glu

Lau

Pro

275

Gln

Gly

Glu

Pro

355

Glu

Pro

Ser

Asp
AsSn
435
Val
Glu
Lys

Cys

Ser

Asp

260

Arg

Gly

Trp

Ser

Leu

340

Glu

Pro

Lya

Arg

Pro

420

Ala

Val

Tyr

Thy

Leu

500

Aan

Ala

Lau

Glu

Met

Glu

325

Lys

Pro

Llys

Sarz

Thr

405

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

485

val

Gly

Ser

Thr

Gly

Pro

310

Leu

Thr

Lys

Ser

Cya

390

Pro

val

Thr

val

Cys

470

Ser

Lys

Gln

Arg

Pro

Teu

295

Leu

Pro

Pro

Cys

375

Asgp

Glu

Gln

Lys

ES 2536772 T3

Leu

His

280

Leu

Pxro

Arg

Leu

Cys

360

Asp

Thr

val

Phe

Leu
440

Cys

265

Pro

Ala

Gln

Ala

Gly

345

Asp

Thr

Pro

Thr

Lys

425

Arg

Leu Thr Val

455

Lys
Lys
Gly

FPro

val

Ala

Phe

Glu

Sar

Lye

Tyr

505

Asan

Ser

Glu

Phe

Ala

Ile

330

Asp

Thr

Pro

Pro

Cys

410

Trp

Glu

Leu

Asn

Mat

430

Pro

Asn

53

Pro

Ala

Ser

Leu

315

Sear

Thr

Pro

Pro

Pro

395

val

Tyr

Glu

His

Lys

475

Thzr

Ser

Tyr

Ser

Ser

Thr

300

His

Thr

Pro

Pro

380

Cys

val

Val

Gln

Gln

460

Ala

Lys

Asp

Aan

Pro

Ala

285

Arg

Thr

His

Pro

365

Cys

Pro

val

Asp

Tyr

445

Asp

Leu

Asn

Ile

Thr

Gly

270

Leu

Gln

Thr
350

Cys

Pro

Asp

Gly

430

Asn

Trp

Pro

Gln

Ala

510

Thr

Hig Gln

Pro Thr

Gly Gln
320

Leu Pro
335

Cys Pro

Fro Arg

Arg Cys

Cys Pro
400

Val Ser
415%

val Glu
Serxr Tyr
Leu Asn
Ala Pro

480

val Ser
495

val Glu

Pro Pro



Asp

545

His

Pro

Ser

Ile

Gln

625

Leau

Ser

Leu

Gly

Arg

705

Ser

Ser

Leu

530

Lys

Glu

Gly

Leu

Sar

610

Glu

His

Ser

Tyr

val

€90

Lys

Pro

Lau

<210> 11
<211> 2252
<212> ADN
<213> Artificial

515

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

595

Leu

Glu

Glu

Ala

Gln

675

Thr

Tyr

Cys

Ser

Ser
Arg
Leun
Ser
S80
Ser
Phe
Phe
Mot
Ala
660
Gln
Glu
Phe

Ala

Thr
740

Asp

Trp

His
565

Gly

Arg

Ser

Gly

Ile
645

Trp

Leu

Thr

Gln

Trp
728

Agn

Gly

Gln

550

Asn

Gly

Arg

Cys

Asn

630

Gln

Asp

Asn

Proc

Arg

710

Glu

Leu

ES 2536772 T3

Ser

5835

Gln

His

Gly

Thr

Leu

615

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

€95

Ile

val

Gln

520

Phe

Gly

Tyr

Gly

Leu

600

Ly=

Phe

Ile

Thr

Leu

680

Met

Val

Glu

Phe

Asn

Thr

Sar

585

Mat

Asp

Gln

Phe

Leu

665

Glu

Lys

Leu

Arg

Ser
745

Leu

Ile

Gln

570

Cys

Leu

Lys

Asn

650

leu

Ala

Glu

Tyr

Ala
730

54

Tyr

Phe

555

Lys

Asp

Leu

His

Ala

633

Lau

Asp

Cys

Asp

Leu

715

Glu

Sar
540

Ser

Ser

Len

Ala

Asp

620

Glu

FPhe

Lys

Val

Ser

700

Lys

Ile

Ser

525

Lys

Cys

Pro

Gln

€05

Phe

Thr

Ser

FPhe

Ile

€85

Ile

Glu

Met

Lys

Leu

Ser

Ser

Gln

590

Met

Gly

Ile

Thr

Tyr

670

Gln

Leu

Lys

Arg

Glu
750

Thr Val

Val Met
S60

Leu Ser
575

Thr His

Phe Pxo

Pro Val
640

Lys Asp
655

Thr Glu
Gly Val
Ala val

Lys Tyr
- 720

Ser Phe
735



ES 2536772 T3

agaatotcte

55

<220>

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 11
atgtacttgg gactgaactg tgtaatcata gtttttcotct taaaaggtgt ccagagteag 60
gtacaactge agcagcctgg ggctgagetg gtgaagcocctg gggcocctcagt gaagatgtec 1290
tgcaaggett ctggetacac atttaccagt tacaatatge actgggtaaa acagacacet 180
ggteggggece tggaatggat tggagetatt tatcceggaa atggtgatac ttoctacaat 240
cagaagttca aaggoaagge cacattgact gcagacaaat cotccagoeas agoctacatg 300
cagetcagea goctgacate tgaggactet goggtcotatt actgtgeaag atcogacttac 360
tacggcggty actggtactt caatgtctgg ggcgcaggga ccacggteac cgtcteotgea 420
gctagecacea agggeccate ggteottecee ctggogecet getecaggag cacctctgag 480
ggcacagoegy coctgggotyg coctggtcaag gactacttdo cogaaceggt gacgetgteg 540
tggaactcag gegecchgac cageggegtg cacacctteco cggetgtect aéagtcctca 600
gyactctact ccctcagecagy cgtggtgace gtgeccteca goagettggyg cacccagace 660
tacacctgea acgtgaatea caagoccage aacaccaagg tggacaagag agttggtgag 720
aggceagege agggagggag ggtgtctget ggaagocagy cteageccte ctgoctggac 780
gcatccegge tgtgcagtcec cagecccaggg caccaaggeoa ggcccegtet gactectcac 840
coggaggeoet otgocegace cacteatget cagggagagg gtottetgge ttittccace 200
aggctcoegyy caggcacagy ctggatgoec ctaccecagg cecttcacac acaggggeag 960
gtgetgeget cagagoetgec aagagcecata tccaggagga ccctgccccﬁ gaccgagete 1020
aaaaccccac ttggtgacac aactcacaca tgoccacggt goccagagec caaatcttgt 1080
gacacaccte ceeccgtgece aaggtgccca gageccaaat cttgtgacac acctceceeceg 1140
tgeccaaggt geoccagagec caaatcottgt gacacaccte eccegtgecc aaggtgocca 1200
tgattteceg gaccocetgag gteacgtgeg tggtggtgga cgtqégccac gaagacceeg 1260
aggtccagtt caagtggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgeccaag acaaagetge 1320
gggaggagca gtacaacage acgttcecgtg tggtcagogt cetcaccgte ctgeaccagg 1380
actggctgaa cggcaaggag tacaagtgeca aggtotccaa caaageecete ceagecceca 1440
tcgagaaaac catctccaaa gecaaaatga ccaagaacca ggtcagoetg acotgootgy 1500
tcaaaggcott ctacceccage gacatcegecqy tggagtggga gagcaatggg cagecggaga 1560
acaactacaa caccacgcct cccatgetgy actcegacgg ctecttcttc ctctacagca 1620
agctcaccgt ggagaagage aggtggcage aggggaacat cticteatge tocgtgatge 1680
atgaggctct gcacaaccac tacacgcaga agagcctetc cetgtetcog ggtaaatctg 1740
gtggegatgg atcctgtgat ctgectcaaa cccacagect gggtagecagg aggaccttga 1800
tgcteoctgge acagatgagy ttttctecty cttgaaggac agacatgact 1860



10

ttggatttee ccaggaggay

tccatgagat gatccagcag

gggatgagac cotoctagac

aagcetgtgt gatacagggg

ttctggetgt gaggaaatac

geccttgtge ctgggaggtt

acttgcaaga aagtttaaga

<210>12
<211>757
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion.

<400> 12

tttggeaace

atcttcaatoe

ES 2536772 T3

agttecaaaa

tettcageac

aaattctaca ctgaactcta

gtgggggtga
ttccaaagaa
gtcagageag

agtaaggaat

Met Tyr Leu Gly Leu Asn Cys

1

Val

Pro

Thr

Glu

Gln

Tyr

Val

Gly
145

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

130

Pro

5

Ser Gln Val
20

Ala Ser Val
3s

Tyr Asn Met

Ile Gly Ala

Phe Lys Gly
85

Tyr Met Gln
100

Cys Ala Arg
115

Gly Ala Gly

Ser Val Phe

Gln

Lys

His

Ila

740

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro
150

I;eu

Mat

Trp

55

Tyrc

Ala

Ser

Thr

Thr
13%

Leu

val

Gln

Serx

40

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

val

Ala

ga

Ile

Gln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

105

Tyr

Pro

cagagactce
tcactctecta

aaatcatgag

Ila

Pro

Lys

Gin

Asn

Thr

Thr

Gly

val

Cys

56

ggctgaaace atccctgtec
aaaggactea tetgotgott
ccageagetg aatgacctgg
cctgatgaag gaggactcca
tctgaaagag aagaaataca

atctttttet ttgtcaacaa

Val

Gly

Ala

Thr

Gly

75

Ala

Ser

Gly

Ser

Ser
155

Phe

Ala

Ser

Pro
60

Glu

Asp

Ala
140

Arg

Leu

Glu

Gly

45

Gly

The

Lys

Asp

Trp

125

Ala

Ser

Leu

Leu

30

Tyr

Arg

Ser

Ser

Ser
110

Tyr

Ser

Thr

Lys

L5

val

Thr

Gly

Iyr

Ser

Ala

Phe

Thr

Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

Aan

8o

Ser

val

AsSn

Lys

Gly
160

1920
19840
2040
2100
2160
2220

2252



Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys

val
Phe
val
Val
225
Arg
Ser
Gly
His
Gly

305

val

Cys

Pro
385

His

Thr

Pro

Thrx

val

Ala
195

Val

210 -

Asn

Pro

Cys

Arg

Ala

290

Thr

Leu

Thr

Cys

Pro

370

Glu

Ile

Glu

His

Leu

Pro

275

Gln

Gly

Arg

Glu

Pro

355

Glu

Pro

Ser

Asp

Ser

180

Val

Pro

Lys

Gln

Asp

260

Arg

Gly

Trp

Ser

Leu

340

Glu

Pro

Lys

Arg

Pro

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

245

Ala

Leu

Glu

Met

Glu

325

Lys

Pro

Lys

Ser

Thr

405

Glu

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Gly

Ser

Thr

Gly

Pro

310

Leu

Thr

Lys

Sear

Cys

39%0

Pro

Val

Ser

Ser

Ser

215

Azn

Arg

Arg

Pro

Leu

295

Leu

Pro

Pro

Ser

Cys

375

Asp

Glu

Gln

ES 2536772 T3

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Val

Leu

His

280

Leu

Pro

Arg

Leu

Cys

360

Asp

Thx

val

Phe

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Ser

Cys

265

Pro

Ala

Gln

Ala

Gly

345

Asp

Thr

Pro

Thr

Lys

Lys
170

Leu

Leu

Thr

vVal

Ala

250

Ser

Glu

Phe

Ala

Ile

330

Asp

Thr

Pro

Pro

Cys
410

Trp

57

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

238

Gly

Pro

Ala

Ser

Leu

315

Sar

Thr

Pro

Pro

Pro

39%

val

Tyr

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Ser

Ser

Ser

Thr

300

His

Arg

Thr

Pro

Pro

380

Cys

val

val

Phe

Gly

Leu

205

TyT

Ay

Gln

Fro

Ala

285

Arg

Thr

Arg

His

Pro

365

Cysa

Pro

Vval

Asp

Pro

val

150

Ser

Thr

val

Ala

GlLy

270

Leu

Gln

Thr

Thr

350

Cys

Pro

Arg

Asp

Gly

Glu Pro
175

Hig Thr
Ser Val
Cys Asn

Gly Glu
240

Gln Pro
258

His Gln

Pro Thr

Gly Gln
320

Leu Pro
335

Cys Pro
Pro Arg
Arg Cys

Cya Pro
400

Val Ser
415

Vval Glu



val
Phe
Gly
465

Ile

Leu

Tzp

Asp
545
His
Pro
Cys
Leu
625
Lys

Asn

His

Arg

450

Lys

Glu

Thr

Glu

Leu

530

Lys

Glu

Gly

Leu
610

Ala

Leu

Asp

Asn
435
Val
Glu
Lys
Cys
Ser
515
Asp
Ser
Ala
Lys
Leu
595
Ala
Asp
Glu

Phe

Lys
875

420

Ala

Val

Tyr

Thre

Leu

500

Asn

Ser

Arg

Leun

Ser

580

Pro

Gln

Phe

Thr

Sear

660

Pha

Lys

Ser

Lys

Ile

485

Vval

Gly

Asp

Trp

His=s

565

Ala

Gln

Met

Gly

Ile

645

Thr

TYr

Thr
val
Cy=s
470
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln
550
Asn
Glu
Thr
Arg
Phe
630
Pro

1ys

Thr

Lys

Lan

455

Lys

Lys

Gly

PO

Ser

335

Gln

Hia

Ala

Arg

615

Pro

val

Asp

Glu

ES 2536772 T3

Leu

440

Thr

Vval

Ala

Phe

Glu

520

Pha

Gly

Tyr

Ala

' Ser

600

Ile

Gln

Leu

Sear

Leu
€80

425

Arg

val

Ser

Lys

Tyr

505

Asn

Phe

Asn

Thr

Ala

585

Lau

Ser

Glu

His

Ser
665

Glu

Leu

Asn

Met

430

Pro

Asn

Leu

Ile

Gln

570

Lys

Gly

Leu

Glu

Glu

650

Ala

-Gln

Glu

His

Ly=s

475

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

555

Lys

Glu

Ser

Phe

Phe

635

Met

Ala

Gln

58

Gln

Gln

460

Ala

Lya

Asp

Asgn

Ser

540

Ser

Ser

Ala

Arg

Ser

620

Gly

Ile

Trp

Leu

Tys

445

Asp

Leu

Asn

Ile

Thr

525

Lys

Cys

Leu

Ala

Arg

605

Cys=

Asn

Gln

Asp

Asn
685

430

Asn

Trp

Pro

Gln

Ala

510

Thr

Len

Ser

Ser

Ala

590

Thr

Leun

Gln

Gln

Glu

670

Asp

Ser

Ala

val

495

Val

Pro

Thr

val

Leu

575

Lys

Leu

Lys

Phe

Ile

655

Thr

Leu

Thr

Asn

Pro

430

Ser

Glu

Pro

Val

Met

560

Ser

Ala

Met

Asp

Gln

640

Phe

Glu



ES 2536772 T3

Ala Cys Val Ile Gln Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys

10

690 695 700
Glu Aasp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr Leu
705 710 715 720
Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val Arg
725 730 735
Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu Ser
740 745 750
lLeu Arg Ser Lys Glu
755
<210> 13
<211> 1779
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.
<400> 13
atgtacttgg gactgaactg tgtaatcata gtttttctct taaaaggtgt ccagagteoag 60
gtacaactge agcagectgg ggctgagetyg gtgaageety gggoctcagt gaagatgtcee 120
tgcaaggctt ctggctacac atttaccagt tacaatatge actgggtaaa acagacacct. 180
ggtcegggges tggaatggat tggagetatt tatccoggaa atggtgatac ttcctacaat 240
cagaagttea aaggcaagge cacattgact goeagacaaat cctoegagcac agactacatg 300
cagercagea dcctqacatc tgaggactct geggtctatt actgtgeaaqg atcegacttac 360
tacggeggtyg actggtactt caatgtetgg ggogeaggga ccacggtcac cgtetctgea 420
gotagoccaac caagggocca toggtottee cectggeace ctectccaag ageacctetg 480
ggggcacage ggccctggyge tgectggtea aggactactt cocogaacog ggageccaaa 540
tettgtgaca aaactcacac atgoccaceg tgoocaatga toteecggac cocktgaggte 600
acatgcogtgg tggtggacgt gagoccacgaa gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg 660
gacggegtgg aggtgcataa tgcocaagaca aagocgogyy aggagceagta caacag&acg 720
tacegggtgyg ﬁcagcgtcct caccgtectyg caccaggact ggeotgaatgg caaggagtac 780
aagtgcaagg tctccaacaa agccoctocca goccccatcyg agaaaaccat ctcocaaagoo 840
aaaggtggga ccogtggggt goegagggeca catggacaga ggocggcetog geccacccte 900
tgecctgaga gtgaccgetg tacgaaccte tgtectacag ggcagcecccg agaaccacag 360
gtgtacacao tgceococate cegggatgag ctgaccaaga accaggtcag cetgacctge 1020

59



10

ctggtcaaag

gagaacaact

agcaagctca
atgceatgagg
tctggtggeg
ttgacactece
gactttggat
cckgtcetga
gotgottgga
gacctgcaag
gakgecctge
aaacacagcc

tctgecaatg

<210> 14
<211> 592
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gcttctatce
acaagaccac

cogtggacaa

ctcotgeacaa
gtggatcetg
tggtacaaat
tecegeoagga
gtgagetgac
atgeaacect
gttgtetgat
tagetgtgay
cetgtgootyg

tgctgggaag

<223> Proteina de fusion.

<400> 14

Met Tyr lLeu Gly

1

Val Gln Ser

Gin Val

20

ES 2536772 T3

cagcgacatc
gectecogtg
gagcaggtgg
ccactacacg
tgacctgect
gaggagactc
gaaggtggat
ccagoagate
cctagactca
gcagcaggtyg
gaaatactte
ggaggtggce

actgagagaa

Aan Cys

Gln

Val

Gln

gccgtggagt
ctggactdcg

cagcagggga

cagaagagee’

cagactcata
tccectetet
gcccageaga
ctgaacatok
ttetgeoaatg
ggggtgcagy
cacaggatca
agageagaag

gagaaatga

Ile Ile

10

Gln
25

Pro

Pro Gly Ala
35

Thr Sexr Tyr
50

Glu Trp Ile
65

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr

Ser

Asn

Gly

Lys

Met
100

val

Met

Ala

Gly

85

Gln

Lys

His

Ile

T

Lys

HMet

Trp

55

Tyr

Ala

Ser

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu
105

Lys

Gln

Asn

Thr

920

Thr

60

gggagagcaa
acggctectt
acgtcttcte
teteectgte
asctcaggaa
cctgectgaa
tecaagazgge
tcacatcaaa
acctccacca
aatttecect
ctgtgtacet

tetggagage

Val Phe Lau

Gly Ala Glu

Ala Ser Gly

45

Thr Pro

60

Gly

Gly Thr

15

Asp

Ala Asp Lys

Ser Glu Asp

tggacagecg
cttcetctac
atgectcegtyg
tecgggtaaa
caagagagoc
ggacaggaag
tcaagecate
ggactcatet
gcagetcaat
gacccaggaa
gagagagaag

cetgtettec

Leu Lys Gly
15

Leu Val Lys
30

Tyr Thr FPhe

Arg Gly Leu

Ser Tyr ARsn
8O

Ser Ser Ser
95

Ser Ala Val
110

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

17179



Tyr

val

Arg

145

Gly

His

Val

225

Tyr

Gly

Ile

Gly

Asp

305

Val

Ser

Glu

Pro

Tyr

Trp

130

Ala

Ala

Glu

Ile

Glu

210

His

Arg

Lys

Glu

Pro

230

Arg

Tyr

Leu

Trp

Val

Cys

115

Gly

His

Gln

Pro

Ser

195

Asp

Asn

val

Glu

Lys

275

His

Cys

Thre

Thr

Glu

355

Leu

Ala

Ala

Arg

Lys
120

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
260

Thr

Gly

The

Leu

Cys

340

Ser

Arg

Gly

Ser

Pro

165

Ser

Thr

Glu

Lys

Ser

245

Lys

Ile

Gln

Asn

Pro

325

Lau

Asn

Ser

Ser

Thr

Ser
150

Trp

Cys

Pro

val

Thr

230

Val

Cys

Sar

Arg

Leu

310

Pro

val

Gly

Asp

Thr

Thr

135

Pro

Ala

Asp

Glu

Lys

215

Lys

Leu

Lys

Lys

Pro
295

Cya

Ser

Lya

Gln

Gly

ES 2536772 T3

Tyr
120

val

Trp

Ala

1ys

Val

200

Phe

Pro

Thr

val

Ala

280

Ala

Pro

Arg

Gly

Pro

360

Ser

Tyr

Thr

Hisa

Trp

Thr

185

Thr

Asn

val

Ser

265

Lys

Arg

Thr

Asp

Phe

345

Glu

Phe

Gly

val

Pro

Ser

170

Cya

Trp

Glu

Len

250

Asn

Gly

Pro

Gly

Glu

330

Tyre

Asn

Phe

Gly

Sar

Fro

155

Arg

Val

Tyrx

Glu

235

His

Lys

Gly

Thr

Gln

315

Len

Pro

Asn

Leu

61

Ala
140
Pro
Thr
Cys
val
val
220
Gln
Gln
Ala
Thr
Leu
300
Pro
Thr
Ser

Tyr

Tyr

Trp

125

Ala

Arg

Thr

Pxo

val

205

Asp

Tyx

Asp

Leun

Arg

285

Cys

Lya

Asp

Lys

365

Ser

Tyr

Ser

Ala

Ser

Pro

190

Asp

Gly

Agn

Trp

Pro

270

Gly

Pro

Glu

Asn

Ile

350

Thr

Lys

Phe

Gln

Pro

Pro

175

Cya

val

val

Ser

Leu

255

Ala

val

Glu

Pro

Gln

335

Ala

Thr

Leu

Asn
Pro
Leu
160
Asn
Pro
Ser
Glu
Thr
240

Asn

Pro

Sar
Gln
320
val
Val

Pro

Thr



10

370

Val Asp
385

Met His

Ser Pro

His Asgn

450

Pro Gln
465

Pro vVal

Lys Asp

Asn Asp

- Gln Val
530

Ala Vval
545

Lys His

Ala Leu

<210> 15
<211> 1779
<212> ADN

Lys

Glu

Gly

Leu

435

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

515

Gly

Arg

Ser

Ser

<213> Artificial

<220>

Ala

Lys

420

Arg

Pro

Lys

Sar

Ser

500

His

val

Lys

Pro

Ser
S80

Leu
405

Sear

Asn

Val

Glu

485

Ala

Gln

Gln

Tyr

Cys

365

Ser

Ser Arg Trp

390

His

Gly

Lys

Ser

Asp

470

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

550

Ala

Ala

ES 2536772 T3

375

Gln

aAsn

Gly

Cys

455

Ala

Thr

Trp

Leu

FPhe

535

His

Tp

Asn

Gln

His

Gly

Ala

440

Leu

Gln

Gln

Asn

Asn

520

Pro

Arg

Glu

Val

Gly

Tyr

Gly

425

Leu

Lys

Gln

Glin

Ala

505

Asp

Ile

val

Leu
585

410

Ser

Thr

Asp

Ila

Ile

490

Thr

Thr

val
570

Gly

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

62

val

395

Gln

Cys

Leu

Arg

Lys
475

Gln

Gln

val

5585

Arg

Arg

380

Fhe

Lys

Asp

Lan

Lys

460

Lys

Asn

Leu

Gly

Glu

540

Tyr

Ala

Ser

Ser

leu

val

445

Asp

Ile

Asp

Cys

525

Asp

Leu

Glu

Arg

Cys

Leau

Pro

Sar

Ser
415

Gln

430 -

Gln

Phe

Gln

Phe

Ser

510

Leu

Ala

Arg

val

Glu
590

Met

Gly

Ala

Thx

495

Phe

Met

Leu

Glu

Trp

575

Glu

Vval
400

Leu

Thr

Phe

Ila

480

Ser

Cys

Gln

Leu

Lys

560

Arg

Lys



<400> 15

ES 2536772 T3

atgtacttgg gactgaactg tgtaatg¢ata gtttttctet

gtacaactge ageagectgg ggotgagetg

tgcaaggett
ggtcggggec
cagaagttca
cagctcagea
tacggeggtyg
gctagccaac
ggggcacage
tcttgtgaca
acatgecgtgg
gacggcgtgg
tacegggtgg
aagtgcaagqg
aaaggtggga
tgccectgaga
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagcteca
atgcatgagyg
tetggtggeg
ttgacactee
gactttggat
cetgtectga
getgettgga
gacctgcaag
gatgecetge
aaacacagce

tetgeocaatyg

<210> 16
<211> 599
<212> PRT

ctggctacac
tggaatggat
aaggcaaggoe
gcctgacate
actggtactt
caagggecca
ggocoetggge
aaactecacac
tggtggacgt
aggtgeataa
tcagcgteet
tctcoccaacaa
ccegtggggt
gtgacegety
tgoecocate
gecttctatee
acaagaccac
cegtggacaa
ctetgeacaa
gtggatccty
tagtacaaat
teeegeagga
gtgagetgac
atgcaaccet

gttgtetgat

‘tggctgtgag

cctgtgoetg

tgctgggaag.

atttaccagt
tggagctatt
cacattgact
tgaggacteot
caatgtctgg
tcggtettee
tgectggtea
atgcccaccg
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcoctg
agocctecea
gogagggeca
tacgcaaccte
cegggatgag
cagegacate
gectecegty
gagoaggtgg
ccactacacg
tgacctgect
gaggagactc
gaaggtggat
ccageagate
cctagactca
gcageaggtyg
gaaatacttc
ggaggtggte
actgagagaa

gtgaagecetg
tacaatatge
tatccoggaa
gcagacaaat
gaggtetatt
ggcgeaggga
cectggcace
aggactactt
tgecccaatga
gaccctgagg
aagcecgeggg
caccaggact
geccecateg
catggacaga
tgtectacag
ctgaccaaga
geegtggagt
ctggactccg
cageagggga
cagaagagee
cagactcata
tecoctotct
gcegageaga
ctgaacatct
ttetgeaatyg
ggggtgcagg
cacaggatca
agagcagaag

gagaaatga

63

taaaaggtgt
gggectcagt
actgggtaaa
atggtgatac
cctecageac
actgtgcaag
ccacggtcac
cteoetccaag
cceegaaccg
tcteceggac
tecaagtteaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaceat
ggccggeotag
ggcagecceg
accaggtcag
gggagagesa
acggctcectt
acgtettete
tetecectgte
aactcaggaa
cctgeetgaa
tcaagaaggc
tcacatcaaa
acctccacca
aatttcecct
ctgtgtacct

tctggagadc

ccagagtcag
gaagatgtoc
acagacacct
ttectacaat
agoctacatg
atcgacttac¢
cgtctctgea
agecacctctg
ggagcccaaa
ccctgaqgtﬁ
ctggtacgtg
caacagcacqg
caaggagtac
ctcocaaagee
geacacocto
agaaccacag
eetgacctge
tgggecageeg
cttectetac
atgetcegtg
tecegggtaaa
caagagages
ggacaggaag
tcaagccatc
ggactcatct
gcagctcaat
gacccaggaa
gagagagaag

cctgtettec

60
120

180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740

1773
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<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion.

<400> 16

64



Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Val

Arg

145

Gly

His

Vval
225

Tyr

Gln

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

Trp

130

Ala

Ala

Glu

Ile

Glu

210

His

Leu

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

His

Gln

Pro

Ser

135

Asp

Asn

Gly
Gln
20

Ser
Asn
Gly
Lys
Mot
100
Ala
Ala
Arg
Arg
Lys
180
Arg

Pro

Ala

Leu

Val

val

Met

Ala

Gly

Gln

Arg

Gly'

Sar

Pro

165

Ser

Thr

Glu

Lys

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Thr

Ser
150

Trp

Pro

val

Thr
230

ES 2536772 T3

Cys

Leau

Met

Trp

55

Ala

Ser

Thr

Thr

135

Pro

Ala

Asp

Glu

Lys

215

Lys

Val

Gln

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Val

Trp

Ala

Lys

val

200

Phe

Pro

Ile

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

105

T'yr

Thr

His

Trp

185

Thr

Asn

Arg

Tle
10

Pro
Lys
Gln
Asn
Thr
90

Thr
Gly
Val
Pro
Ser
170
His
Cys

Trp

Glu

65

val

Gly

Ala

Thr

Gly

75

Ala

Ser

Gly

Ser

Pro

15%

Arg

Thr

val

Tyr

Glu
235

Phe

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Pro

Thr

Cya

yval

Val

220

Gln

Glu
Gly
45

Gly
Thr
Lys
Asp
Trp
125
Ala
Arg
Thr
Pro
val
205

Asp

Tyr

Leu
Leu
30

Tyr
Arg
Ser
Sar
Ser
110
Tyr
Ser
Ala
Ser
Pro
190

Asp

Gly

Lys
15

val

Gly

Tyr

Ser

95

Ala

Phe

Gln

Pro

Pro

175

Vval

Val

Ser

Gly

Lys=

Phe

Leu

Asn

g0

Ser

vVal

Asn

Pro

Leu

160

Asn

Pro

Ser

Gliu

Thr
2490



Tyr Arg Val

Gly

Ila

Gly

Asp

305

Val

Ser

Glu

Pro

val

385

Ser

Ala

Thr

Asp

463

Ile

Ile

Lys

Glu

Pro

230

Arg

Tyr

Leu

Trp

Val

370

Asp

His

Pro

Cys

Leu

450

Arg

Lys

Leu

Glua

Lys

275

Cys

Thr

Thr

Glu

355

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

435

Leu

Lys

Lys

Asn

val

Tyr

260

Thr

Gly

Thr

Leu

Cys

340

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

420

Leun

val

Asp

Ala

Ile

Sar
245

Lys

Ila

Gln

Asn

Pro

325

Leu

Ser

Arg

Leu

405

Ser

Pro

Gln

Phe

Gln

485

Phe

Val

Cysa

Ser

Leu
310
Fro
Val
Gly
Asp
330
His

Ala

Gln

Gly
470

Ala

Thr

Leu

Lysa

Lys

Pro

295

Cys

Ser

Lys

Gln

Gly

3715

Gln

Asn

Glu

Thr

Arg

455

Phe

Ile

Sar

ES 2536772 T3

Thr

val

Ala

280

Ala

Pro

Axg

Gly

Pro

360

Ser

Gln

His

Ala

His

440

Arg

Pro

Pro

Lys

Val

Sar

265

1ys

Thr

Asp

Phe

345

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ala

425

Asn

Leu

Gln

val

Asgp

Leu

250

Aan

Gly

Pro

Gly

Glu

330

Tyr

Asn

Phae

Asn

Thr

410

Ala

Leu

Ser

Glu

Leu

490

Sar

His

Lys

ély

Thr

Gln

315

Leu

Pro

Asn

ILeu

val

395

Gln

Lys

Pro

Lys

475

Ser

Ser

66

Gln

Ala

The

Leu

300

Pro

Ser

Tyr

Tyr

380

Phe

Lys

Giu

Asn

Leu

460

Val

Glu

Ala

Asp

Leun

Arg

285

Cys

Arg

Lys

Asp

Lys

365

Ser

Ser

Ser

Lys

445

Ser

Asp

Leu

Ala

Trp

Pro

270

Gly

Pro

Glu

Asn

Ila

350

Thr

lys

Cys

Leu

Ala

430

Arg

Cys

Ala

Thr

Trp

Leu

255

Ala

Val

Glu

Pro

Gln

335

Ala

The

Ser

Ser

415

Ala

Ala

Leu

Gln

Gin
495

Asn

Pro

Ser

Gln

320

val

val

Pro

Thr

val

400

Lau

Lys

Leu

Lya

Gln

480

Gln

Ala



10

Thr Leu leu
515

Leu Gln Glyl
530

Thr Gln Glu
545

Thr Val Tyr

Val Arg aAla

Gly Arg Lau
595

<210> 17
<211> 1776
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

500

Asp

Cys

Asp

Leu

Glu

580

Arg

Ser Phe

Leu Met

Ala Leu
550

Arg Glu
565

ES 2536772 T3

Cy=a

Gln

53%

Leu

Lys

Asn

£§20

Gln

Ala

Lys

Val Trp Arg Ala

Glu Glu

Lys

508

Asp

Val

val

His

Leau
585

Len

Gly

Arg

Ser

570

Ser

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 17

67

His

val

Lys

355

Pro

Ser

Gln

Gln

540

Tjrr

Cys

Ser

Gln

525

Glu

Phe

Ala

Ala

510

Len Asn Asp

FPhe Pro Leu

His Arg Ile
560

Trp Glu Val
575

Asn Val Leu
590



10

atgtacttgg
gtacaactge
tgcaaggctt
ggteggggee
cagaagttca
cagcoteagea
tacggeagtg
getagocaac
ggggcacagc
tettgtgaca
acatgegtgg
gacggogtyy
taccgggtag
aagtgcaagy

aaaggtggga
tgceoctgaga

gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagy
tctggtggoy
ttgatgetee
gactttggat
gtocteqaty
gottgggatg
ctggaagect
tcecattetqg
tacagececett

acaaacttge

<210> 18
<211> 591
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

gactgaactg
agcagcctgg
ctggctacac
tggaatggat
aaggcaaggc
gectgacate
actggtactt
caagggccca
ggcectggge
aaactCacag
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagecgtect
tctccaacaa

ceegtggggt
gtgaccgetg

tgoccecatag
gettctatee
acasagaccac
cegtggacaa
ctctgracaa
gtggatcctg
tggcacagat
ttceccagga
agatgatcca
agaccctect
gtgtgataca
ctgtgaggaa
gtgcetggga
aagaaagttt

<223> Proteina de fusion.

ES 2536772 T3

tgtaatcata
ggctgagctyg
atttaccaght
tggagctatt
cacattgact
tgaggactct
caatgtctgg
thgtctt&c
tgceotggtoa
atgeoccaceqg
gagccacgaa
tgecaagaca
caccgtectyg

agcecctecca

gegagggcoea
taccaaccte

ccgggatgag
cagcgacate
gectecegtg
gagcaggtgy
ccactac;cg
tgatctgect
gaggagaatc
ggagtttgge
gcagatette
agacaaatte
g9999t3agy
atacttccaa
ggttgtcaga

aagaagtaaqg

gtttttetet
gtgaagectyg
tacaatatge
tatceeggaa
gcagacaaat
gecggtetatt
ggogcaggga
ccectggoace
aggactactt
tgocoaatga
gaccctgagg
aagoogeggg
caccaggact
gcccccatcg

catggacaga
tgtcctacag

ctgaccaaga
gocgtyggagt
ctggactecy
cagcagggga
cagaagagce
caaacccaca
totottttet
aaccagttce
aatctctteoa
tacactgaac
gtgacagaga
agaatcacte
gcagaaatca

gaatga

68

taaaaggtgt
gggectcagt
actgqgtgaa
atggtgatac
cctecagceac
actgtgcaag
cecacggtcac
ctectecaag
ccoccgaacoyg
totecoggac
tecaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat

ggccggotey
ggcagecceg

accaggtcag
gggagagcaa
acggetoctt
acgtcttete
tcteoectgte
geetgggtag
catgcttgaa
aaaaggctga
gcacaaagga
tctacecagca
etccectgat
tctatctgaa

tgagatcttt

ccagagtcag
gaagatgtce

acagacacct

ttoctacaat

agectacatg
ategacttac
cgtctetgea
agecacetctg
ggagoocaaa
ccctgaggto
ctggtacgty
caacagecacy
caaggagtac
ctecaaagec

gecccacgacte

agaaccacag
cctgaccﬁgu
tgggcagecg
ctteoctetae
atgctcegtg

tccogggtaaa

caggaggace

ggacagacat
aaccatcect
cteatectget
getgaatgac
gaaggaggac
agagaagaaa

ttctttgtea

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1776



<400> 18

Met Tyr Leu Gly lLeu
1 L3

Val Gln Ser Gln Val
20

Pro Gly Ala Ser Val
35

Thr Ser Tyxr Asn Met
50

Glu Trp Ile Gly Ala
65

Gln Lys Phe Lys Gly
85

Asn

Gln

Lys

His

Ile

70

Lys

ES 2536772 T3

Cys Val

Leu Gln

Met Ser
40

Trp Val
55

Tyr Pro

Ala Thr

Ile

Gln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

Ile

10

Pro

Lys

Gln

Asn

Thr
80

69

vak

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Phe Leu Leu

Ala Glu Leu
30

Ser Gly Tyr
45

Pro Gly Arg

60

Asp Thr Ser

Asp Lys Ser

Lys Gly
15

Val Lys

Thz Phea

Gly Leu

Tyr Asn

80

Saer Sar
95



ES 2536772 T3

Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
100 - 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn
115 120 125

Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ala Ala Ser Gln Pro
130 135 140

Arg Ala Hig Arg Ser Ser Pro Trp His Pro Fro Pro Arg Ala Pro Leu
145 150 155 160

Gly Ala Gln Arg Pro Trp Ala Ala Trp Ser Arg Thr Thr Sar Pro Asn
165 170 175

Arg Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pxo
180 185 190

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
195 200 205

His Glu Asp Pro Glu Val Lya Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu
210 215 220

Val dis Asn Ala Lys Thr Lys Fro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
225 230 235 240

Tyr Arg Val Vval Ser val Leu Thr Val Lau His Gln Asp Trp Leu Asn
245 250 255

Gly Lys Glu Tyr lLys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
260 265 270

Ila Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lya Gly Gly Thr Arg Gly Val Arg
275 2890 285

Gly Pro His Gly Gln Arg Pro Ala Arg Pro Thr Leu Cys Pro Glu Ser
290 295 300 '

Asp Arg Cys Thr Asn Leu Cys Pro Thr Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
305 31¢ 315 320

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
325 330 kil

Ser Leu Thr Cys Lau Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
340 345 350

70



5

Glu
Pro
val
385
Met
Ser

His

Pro
465
Val
Asp
Glu

Val

val
545

Tyr

Phe

Tzp

Val

370

asp

His

Pro

Ser

Ile

450

Gln

Ser

Leu

Gly

530

Ser

Ser

<210>19
<211>1800
<212> PRT

Glu
355
TLeau
Lys
Glu
Gly
Ley
435
Ser
Glu
Hig

Ser

Tyx
515
Val
Lys

Pro

Leu

Sar
Asp
Ser
Ala
Lys
420
Gly
Leu
Glu
Glu
Ala
500
Gln
Thx
Tyr
Cys

Ser
580

Asn

Ser

Arg

Leu

405

Ser

Ser

Phe

Phe

Met

485

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

565

Thr

Gly

Asp

390

His

Gly

Arg

Sar

Gly

470

Ile

Trp

Leu

Thx

Gln
550

Trp

Asn

ES 2536772 T3

Gln

Gly

375

Gln

Gly

Arg

Cys

455

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

535

Arg

Glu

Leu

Pro

360

Ser

Gln

His

Gly

440

Leu

Gln

Gln

Glu

Asp
520

Leau,

Ile

val

Gln

Glu

Phe

Gly

Tyxr

Gly

425

Leu

Lys

Phe

Ile

Thr

5085

Leu

Mat

Thr

Val

Glu

. 585

Asn
Phe
Asn
Thr
4190
Ser
Mat
Asp
Gln
Phe
490
Leu
Glu
Lys
Leu
Arg

570

Ser

71

Asn

val
395
Gln
Cys
Leu
Arg
Lys
475
Asn
Lau
Ala
Glu
‘fyr
555

Alas

Leu

Tyr

Tyxr

380

Phe

Lys

Asp

Leu

His
460

Asp

Cya

Asp

540

Leu

Glu

Arg

Lys

365

Ser

Ser

Ser

Leu

Ala

445

Asp

Glu

Phe

Lys

val

525

Ser

Lys

Ile

Ser

Thr

Lys

Cys

Leu

Pro

430

Gln

Phe

Thr

Ser

Fhe

510

Ile

Ile

Glu

Met

lys
590

Thr

Lau

Ser

Ser

415

Gln

Gly

Ile

495

Tyr

Gln

Lys

575

Glu

Pro

Thr

val

400

Lau

Thr

Arg

Phe

Pro

480

Lys

Thr

Gly

Ala

Lys

560

Ser



ES 2536772 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 19

72



Gly

Ala

65

Gly

Cys

Ala

Thr

Ala

1458

Ala

Ala

Gly

Thr

Thr
225

Thr

Cys

Thr

Thr

S0

ila

Gly

Cys

Gly

Thr

130

Cys

Cys

Ala

Thx
210

Gly

Gly

Thr

Thr

35

Cye

Cysa

Cys

Thr

Ala

115

Cys

Cys

Thr

Cys

Ala

135

Thr

Ala

Thr

Gly

20

Thr

Cys

Thr

Thr

Gly

100

The

Ala

Gly

Thr

180

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

Gly

Gly

85

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

165

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

70

Ala

Gly

Thr

Gly

Thr

150

Gly

Gly

Gly

Cys

Cys
230

ES 2536772 T3

Thr
Thr
Cys
Ala
55

Ala
Gly
Gly
Cys
Cys
135
Thr
Thr

Thr

Ala

Cys
215

Thr

Thr

Ala

Thr

40

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

120

Thr

Ala

Ala

Cys

Thr

200

Cys

Gly

Ala

25

Thr

Thr

Cys

Thr

Cys

105

Thr

Ala

Cysa

Ala

Gly

185

Thr

Gly

Cys

Gly

10

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

90

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

170

Gly

Gly

Gly

Cys

73

Gly

Cys

Ala

Ala

Gly

75

Gly

Cys

Cys

Ala

Ala

155

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr
235

Ala

Ala

Ala

Gly

60

Cys

Ala

Cye
140

Thr

Gly

Ala

Ala

220

Ala

Cys

Thr

Ala

45

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala

125

Ala

Ala

Ala

Gly
205

Ala
30

Gly
Thr
Thr
Ala
The
110
Gly
Thr
Thr
aly
Cys
130

Cys

Gly Ala

Gly Thr

Gly Thr

Ala Cya

Gly Gly

80

Ala Gly
95

Gly Ala

Gly Cy=s

Thr Thr

Gly Cys

160

Ala Cys
175

Thr Gly

Thr Ala

Ala Thr Gly Gly

Cys

Ala Thr
249



Cys

Ala

The

305

Thr

Thr

Cys

Gly

385

Cys

Thr

Ala

Cysa

Ala Gly Ala

Gly

Gly

Cys

290

Cys

Gly

Ala

Gly

Gly

370

Thr

Cys

Gly

Gly

Cys

450

Thr
465

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly Cys
260

Ala Cys
275

Ala Gly

Ala Gly

Ala Gly

Thr Thr

340

Ala Cys
355
Ala Cys
Cys Thr
Ala Cys
Cys Ala
420

Gly Gly

435

Cys Cya

Cys Ala

Gly Gly

Gly Cys

Ala
245

Cys

Ala

Cya

Cys

Gly

325

Ala

Thr

Gly

Gly

405

Gly

Cys

Cys

Ala

Cys

485

Thr

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

310

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

390

Gly

Cys

Cys

Thr

Gly

470

Ala

Gly

Thr

Cys

Ala

295

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

375

Gly

Thr

Thr

Cys

GCly

455

Ala

Cys

Cys

ES 2536772 T3

Thr

Ala

Thr

280

Ala

Cys

Thr

Gly

Cys

360

Thr

Gly

Cys

Ala

Ala

440

Gly

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr
265

Cys
Cys
Cya
Cys
Thr
345
Thr
Ala
Cya
Ala
Gly
425
Thr
Cys
Cys

Gly

Thr

Ala
250

Thr
Cya
Ala
Thr
Thr
330
Gly
Ala
Cys
Gly
Cys
410
Cys
Cys
Ala
Ala
Cys
480

Gly

74

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

315

Gly

Cys

Cys

Thr

Cys

395

Cys

Cys

Gly

Cys

Cys

475

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

Gly

300

Ala

Cys

Ala

Gly

Thr

380

Ala

Gly

Ala

Gly

Cys

460

Cys

Gly

Thr

Gly
Cys
Cys
285
Cys
Cys
Gly
Ala
Gly
365
Cys
Gly
Thr
Ala
Thr
445
Cya
Thr

Cys

Cys

Gly

Thr

270

Ala

Ala

Gly

Gly

350

Cys

Ala

Gly

Cys

Cys

430

Cys

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

255

Gly

Gly

Gly

Thr

Thx

335

Ala

Gly

Ala

Gly

Thr

415

Cys

Thx

Cys

Thr

Cys

495

Ala

Ala
Cys
Cys
Cys
Cys
329
Cys
Thr
Gly
;!‘hr
Ala
400
Ala
Thr
Cys
Gly
480

The

Gly



Gly Ala Cys

Cys

Gly

545

Ala

Cys

Gly

Cys

625

Cys

Gly

Cys

705

-Thy

Thr

Gly

530

Thr

Thx

Thr

Thr

Gly

6190

Ala

Cys

Gly

Thr

Ala

6§90

Cys

Ala

Cys

Cys

515

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

535

Thr

Cys

Ala

Thr

Gly

€75

Ala

Ala

Cys

Cys

Ala
755

500

Thr

Gly

Ala

Cys

Ala

580

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

660

Cys

Ala

Gly

Cys

Thr

740

Gly

Ala

Ala

Cys

Cysa

565

Thr

Gly

Gly

Ala

Gly

645

Gly

Ala

Gly

Thr

Gly

725

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

550

Cys

Cys

Gly

Thr

Ala

€30

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

710

Gly

Ala

Ala

Thr

Cys
535
Ala
Ala
Thr
Thr
Gly
615

Gly

Thr

Ala
Cys
695
Cys
Gly

Cys

Cys

ES 2536772 T3

Thr

520

Cys

Ala

Cys

Cys

Cys

600

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

€80

Gly

Ala

Thr

Cys

Thr
760

505

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys

5858

Ala

Cys

Ala

Gly

665

Thr

Cys

Ala

Gly

Gly

745

Gly

Ala

Cys

Gly

. 570

Cys

Cys

Cys

Cys

Ala

650

Cys

Gly

Gly

Cys

Gly

730

Thx

Gly

75

Cys

Ala

Thr

555

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

635

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

715

Thr

Cys

Cys

Cys

Ala

540

Cys

Gly

Gly

Thr

Thr

620

Thr

Thr

Thr

Cys

Gly

700

Gly

Cys

Cys

Thr

Gly

525

Thr

Ala

Cys

Ala

Gly

605

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

685

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly
765

510

Ala

Cys

Cys

Cys

Cys

590

Cys

Ala

Ala

Gly

Gly

670

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

750

Ala

Ala

Thr

Ala

Cya

575

Cys

Gly

Gly

Gly

Thr

655

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

735

Cys

Ala

Cys

Thr

Cys

560

Ala

Cys

Thr

Cys

Gly

640

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

720

Gly

Ala

Thr



ES 2536772 T3

Gly Gly Cys Ala Ala Gly Gly Ala GLy Thr Ala Cys Ala Ala Gly Thr
770 775 ' 780

Gly Cys Ala Ala Gly Gly Thx Cys Thr Cys Cys Ala Ala Cys Ala Ala
785 790 7385 800

Ala Gly Cys Cys Cys Thr Cys Cys Cys Ala Gly Cys Cys Cys Cys Cys
805 810 815

Ala Thr Cys Gly Ala Gly Ala Ala Ala Ala Cys Cys Ala Thr Cysa Thr
820 825 830

Cys Cys Ala Ala Ala Gly Cys Cys Ala Ala Ala Gly Gly Thr Gly Gly
835 840 845

Gly Ala Cys Cys Cys Gly Thr Gly Gly Gly Gly Thr Gly Cys Gly Ala
850 855 860

Gly Gly Gly Cys Cys Ala Cys Ala Thr Gly Gly Ala Cys Ala Gly Ala
865 870 875 880

Gly Gly Cysa Cys Gly Gly Cys Thr Cys Gly Gly Cys Cys Cys Ala Cys
885 890 895

Cys Cys Thr Cys Thr Gly Cys Cys Cys Thr Gly Ala Gly Ala Gly Thr
200 . 208 910

Gly Ala Cys Cys Gly Cys Thr Gly Thr Ala Cya Cys Ala Ala Cys Cys
9158 920 925

Thr Cys Thr Gly Thxr Cys Cys Thr Ala Cyas Ala Gly Gly Gly Cys Ala
930 935 940

Gly Cys Cys Cys Cys Gly Ala Gly Ala Ala Cys Cys Ala Cys Ala Gly
945 250 955 960

Gly Thr Gly Thr Ala Cys Ala Cys Cys Cys Thr Gly Cys Cya Cys Cys
965 970 975

Cys Ala Thr Cys Cys Cys Gly Gly Gly Ala Thr Gly Ala Gly Cys Thx
980 985 930

Gly Ala Cys Cys Ala Ala Gly Ala Ala Cys Cys Ala Gly Gly Thr Cya
935 1000 1005

Ala Gly Cys Cys Thr Gly Ala Cys Cys Thr Gly Cys Cys Thr Gly
1010 1015 1020

76



Gly

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

Thr

The
1025

Cys
1049

Thr
1055

Ala
1070

Ala
1085

Cys
1100

Ala
1115

Thr
1130

Ala
1145

Ala
1160

Ala
1175

Cys
1150

Ala
1205

Ala
1220

Ala
1235

Cys
1250

Cys

Cys

Gly

Thr

- Cys

Gly

Cysa

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Cys

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

Gly

Thr

Gly

Cys

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Cys

Ala

Cya

Gly

Gly

Cys

Thr

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cys

Gly

ES 2536772 T3

Gly
1030

Gly
1045

Thr
1060

Cys
1075

Thr
1090

Cys
1108

Gly
1120

Cys
1135

Ala
1150

Ala
1165

Ala
1180

Thr
1195

Gly
1210

Thr
1225

Cys
1240

Gly
1255

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Cy=

Ala

Gly

Cys’

Cys

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

Cys

Cys

Thr

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly

cys

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys

Thr

Ala

77

Thr

Thr

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

Gly

Thr

Thr

Cya

Cys

Ala

Cys
1035

Cys
1050

Gly
1065

Gly
1080

Gly
1085

Gly
1110

Cys
1125

Cys
1140

Gly
1155

Gly
1170

Cys
1185

Gly
1200
Gly
1215

Gly
1230

Cys
1245

Ala
1260

Thr

Gly

Ala

Gly

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys

Cys

Gly

Ala

Cys

Gly

Ala

Cys

Thx

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

Thr

Cys

Thr

Cys

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Cysa

Gly

cys

Gly

Cys

Gly

Gly

Ala



ES 2536772 T3

Gly Ala Gly Gly Cys Cys Gly Cys Ala Gly Cys Thr Ala Ala ala
1265 1270 1275

Gly Ala Gly Gly Cys Cys Gly Cys Ala Gly Cys Cys Ala Ala Ala
1280 1285 1290

Gly Cys Gly Gly Gly Ala Thr Cys Cys Thr Gly Thr .Gly Ala Thr
1295 1300 1305

Cys Thr Gly Cys Cys Thr Cys Ala Ala Ala Cys Cys Cys Ala Cys
1310 1315 1320

aAla Gly Cys Cys Thr Gly Gly Gly Thr Ala Gly Cys Ala Gly Gly
1325 1330 1335

Ala Gly Gly Ala Cys Cys Thr Thr Gly Ala Thr Gly Cys Thr (yse
1340 1345 1350

Cys Thr Gly Gly Cys Ala Cys Ala Gly Ala Thr Gly Ala Gly Gly
1355 1360 1365

Ala Gly Ala Ala Thr Cys Thr Cys Thr Cys Thr Thr Thr Thr Cys
1370 1375 1380

Thr Cys Cys Thr Gly Cya Thr Thr Gly Ala Ala Gly Gly Ala Cya
1385 1390 1385

Ala Gly Ala Cys Ala Thr Gly Ala Cya Thr Thr Thr Gly Gly Ala
1400 1405 1410

Thr Thr Thr Cys Cys Cys Cys Ala Gly Gly Ala Gly Gly Ala Gly
1415 1420 1425

Thr Thr Thr Gly Gly Cys Ala Ala Cys Cys Ala Gly Thr Thr Cys
1430 1435 1440

Cys Ala Ala Ala Rla Gly GLy Cys Thr Gly Ala Ala Ala Cys Cys
1445 1450 1455

Ala Thr Cys Cys Cys Thr Gly Thr Cya Cys Thr Cya Cys Ala Thr
1460 1465 1470

Gly Ala Gly Ala Thr Gly Ala Thr Cys Cys Ala Gly Cys Ala Gly
1475 1480 1485

Ala Thr Cys Thr Thr Cys Ala Ala Thr Cys Thr Cys Thr Thr Cys
1450 1495 1500

Ala Gly Cys Ala Cys Ala Ala Ala Gly Gly Ala Cys Thr Cys Ala

78



Thr

Gly

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Cya

Ala

Thr

Gly

Ala

1505

Cys
1520

Ala
1535

Ala
1550

Thr
1565

Ala
1580

Giy
1595

Thr
1610

Cys
1625

Ala
16490

Cys
1655

1670

Thr
1685

Ala
1700

Gly
1715

Thr
1730

Thr
1745

Thr

Gly

Ala

Cys

Thr

Thz

Gly

Thr

Gly

Thr

Cya

Cys

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Cys

Thx

Ala

Gly

Ala

Ala

Cys

Cys

Thr

Ala

Ala

Thx

Gly

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

Cys

Gly

Gly

Thr

Cys

Cysa

Cys

Cys

Gly

Gly

Cys

cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

ES 2536772 T3

1510

Gly
1525

Cys
1540

Thr
1555

Cys
1570

Cys
1585

Ala
1600

Gly
1615

Cys
1630

Thr
1645

Ala
1660

Ala
1675

Cysa
1690

Thr
1705

Thr
1720

Gly
173%

Thr
1750

Cys

Thr

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Thr

Cys

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Cys

Ccys

Thr

Cys

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

Gly

Cvs

Gly

Ala

Thr

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Gly

Gly

Thr

79

Gly

Thr

Cys

Ala

Ala

Ala

Cys

Thr

Thr

Ala

Thr

Ala

Gly

Ala

Ala

Thr

1515

Gly

“1530

Ala
1545

Thr
1560

Gly
1575

Ala
1580

Gly
1605

Ala
1620

Gly
1635

Thr
1650

Ala
1665

Cys
1680

Ala
1695

Cys
1710

Gly
1725

Ala
1740

Thr
1755

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

Ala

Cys

Thr

Ala

Gly

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

Cys

Ala

Cys

Thr

Thr

Cys

Thr
Cys
Ala
GLy
Cys
Gly
Gly
Glyh
Gly
Cys
™
Gly
Thr
Thr
Cys

Thr



10

ES 2536772 T3

Thr Thr Gly Thr Cys Ala Ala Cys Ala Ala Ala Cys Thr Thr Gly
1760 1765 1770

Cys Ala Ala Gly Ala Ala Ala Gly Thr Thr Thr Ala Ala Gly Ala
1775 1780 1785

Ala Gly Thr Ala Ala Gly Gly Ala Ala Thr Gly Ala
1790 1795 1800

<210> 20
<211> 599
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion.

<400> 20

80



val

Pro

Thr

Glia

Gln

Thr

Tyr

val

Arg

14%

Gly

Tyr

Gln

Gly

Ser
50

Trp

Lys

Ala

Tyz

130

Ala

Ala

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Cys

115

Gly

His

Gln

Gly

Gll_'l

20

Ser

Asn

Gly

Lys

Met

100

Ala

Ala

Arg

Arg

Vval
val
Met
Ala
Gly
85

Gln
Arg
Gly

Ser

Pro

Asn

Gln

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Ser

Thr

Ser
150

Tp

ES 2536772 T3

Cys

Leu

Met

Trp

55

Tyr

Ala

Ser

Thr

Thr
135

Pro

Ala

val

Gln

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Val

Trp

aAla

lle

Gln
25

Cys
Lys
Gly
Lau
Leu
105
Tyx

Thr

His

Tzp

Ile

10

Pro

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Gly

Val

Pro

Ser

81

Val

Gly

Ala

Thr

Gly

75

Ala

Ser

Gly

Ser

Pro

15%

Arg

Phe

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Pro

Thr

Leau

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Trp

125

Ala

Arg

Thr

Leu
30

Ser

Ser

Ser

L10

Tyx

Ser

Ala

Ser

Lys Gly

15

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn

80

Ser Sear

Ala val

Phe Asn

Gln Pro

Pro Leu

160

Pro Asn



His

Val

225

Tyr

Gly

Ile

Gly

Asp

305

val

Ser

Glu

Pro

val

385

Ser

Glu

Ile

Glu

210

His

Arg

Lys

Glu

Pro

290

Tyr

Leu

Trp

Val

370

Asp

His

Pro

Pro

Ser

195

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

275

Hia

Cys

Thr

Thr

Glu

355

Leu

Lys

Glu

Gly

Lys

180

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

260

Thr

Gly

Thr

Lau

Cys

340

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
420

165

Sear

Thr

Glu

Lys

Ser

245

Lys

Ile

Gln

Asn

Pro

325

Leu

Asn

Ser

Arg

Len

405

Ala

Cya

Pro

Val

Thr

230

val

Cys

Ser

Azg

Leu

310

Pro

Val

Gly

Asp

Glu

Asp

Glu

Lys

215

Lys

Lys

Lys

Fro

295

Cys

Ser

Lys

Gln

Gly

375

Gln

Asn

Ala

ES 2536772 T3

Lys

val

200

Phe

Pro

Thr

val

Ala

280

Ala

Pro

Arg

Gly

Pro

360

Ser

Gln

His

Ala

Thr

185

Thr

Asn

Arg

val

Ser

265

Lys

Arg

Thr

Phe

345

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ala
425

170

Hisa

Cys

Tcp

Glu

Leu

250

Asn

Gly

Pro

Gly

Glu

330

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr

410

Lys

Thr

val

Tyr

Glu

235

His

Lys

Gly

Thr

Gln

315

Leu

Pro

Asn

Leu

val

395

Gln

Glu

82

Cys

val

val

220

Gln

Gln

Ala

Leu

300

Pro

Thx

Ser

Tyr

Tyr

380

Phe

Lys

Ala

Pro

val

205

Asp

Tyr

Asp

Leu

285

Cys

Arg

Lys

Asp

Lys

365

Ser

Ser

Sear

Ala

Pro
130

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

270

Gly

Pro

Glu

Asn

Ila

350

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala
430

175

Cys

val

val

Ser

Leu

255

Ala

Val

Glu

Pro

Gln

335

Ala

Thr

Leu

Sar

Ser

415

Lys

Pro

Ser

Glu

Thr

240

Asn

Pro

Arg

Ser

Gln

320

val

val

Pro

Thr

Vval

400

Leu

Ala



10

Gly

Lys

465

Phea

Ile

Thr

Met

545

Thr

val

Glu

Ser

Mat

450

Asp

Gln

Fhe

Leu

Glu

530

Lys

Leu

Arg

Ser

<210> 21

<211> 393
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Cys

435

Leu

Arg

Lys

Asn

Leu

515

Ala

Glu

Tyr

Ala

Leu
595

Asp

His

Leau

500

hsp

Cys

Asp

Leu

Glu
580

Lau

Ala

Asp

Glu

485

Phe

Lys

val

Ser

Lys

565

Ile

Ser

ES 2536772 T3

Pro Gln

Gln Met
455

FPhe Gly
470

Thz Ile
Ser Thr
Phe Tyr
Ile Gln

535

Ila Leu
550

Glu Lys

Met Arg

Lys Glu

Thr

440

Phe

Pro

Lysa

Thr

520

Gly

Ala

Lys

Ser

His

Pro

val

Asp

505

Glu

val

val

Tyr

Phe
585

Sar leu

Ile Ser

Gln Glu
475

Leu His
490

Ser Ser

Leu Tyr

Gly Vval

Arg Lys
555

Ser Pro
579

Sar Leéu

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 21

atgggatgga gcotgggtaat
tctgtgttga cgcagocgece
tgdtctqgaa gcagetcocaa
ggaacageoe ccaaactccot

cgattetcetg gotceaagte

Gly

Leu

460

Glu

Glu

Ala

Gln

Thr

540

Tyr

Cy=s

Sear

Sar

445

Phe

Phe

Met

Ala

Gln

525

Glu

Pha

Ala

Thr

Arg

Ser

Gly

Ile

Tzp

510

Leu

Thr

Gln

Trp

Asn
590

Arg

Cys

Asn

Gln

49335

Asp

Asn

Pro

Arg

Glu

575

Leu

cctetttcte ctgtcagtaa ctgoaggtgt ccactcecag

ctoagtgtet goeggocecag gacagaaggt caccatotes

cattgggaat aattatgtat cctggtacca gcagctcceca

catctatgat cacaccaate ggeoccgcagg ggtccetgac

tggcacctca gectecctgy ccatcagtgg gttocoggtcee

83

Thr

Leu

Gln

480

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

560

Vval

Gln

&0
120
180
240
300



10

15

20

ES 2536772 T3

gaggatgagg ctgattatta etgtgccteoc tgggactaca cocteoteggg etqggatgtte

ggaggaggga ccaaggtcac cgtcoctaggt gag

<210> 22
<211> 131
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion.

<400> 22

Met Gly Trp Ser

1

Val

Pro

Gly

Lys

€5

Gly

Tyr

Ieu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

His Ser

Gly Gln
35

Agn Asn
50

Phe Ser

Phe Arg

Thr Leu
115

Gly Glu
130

23

1676
ADN
Artificial

Gln
20

Lys

Tyr

Ile

Gly

Ser

100

Ser

Ser

Val

Val

Tyx

Ser

85

Glu

Gly

Val Ile

Val Leu

Thr Ile

Ser Trp

55

Asp His

Lys Ser

Asp Glu

Trp Val

Leu

Thr

Ser

40

Tyr

Thr

Gly

Ala

Phe
120

Phe

Gln

25

Cys

Gln

Asn

Asp
105

Gly

Lau

10

Pro

Sear

Gln

Arg

Ser

90

Tyr

Gly

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400>

23

84

Leu

Pro

Gly

Lau

Pro

75

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

Ser

Pro

60

Ala

Sear

Cys

Thr

val

val

Sar

45

Gly

Gly

Ala

Lys
125

Thr

Ser

30

Ser

Thr

Val

Ala

Ser

110

val

Ala Gly

15

Ala Ala

Asn Ile

Ala Pro

Pro Asp

80

Ile Ser

Trp Asp

Thr val

360

393



10

atgggatgga gctgggtaat

ES 2536772 T3

gcatctttet

gcecctggagta catggggote atcotatcctg

tecaaggeca ggtcaccatc tcagtcgaca

gcagtctgaa
gcaccgacdag
tggtcacegt
ctccaagage
cgaaceggga
cceggacece
agtteaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcte
cggcteggee
agccccgaga
aggtcagect
agagéaatgg
gectecttett
tcttcteatg
coctgtctee
tcaggaacaa
gcctgaagga
agaaggctca
catcaaagga
tccaccagea
ttceectgac
tgtacctgag

ggagagecst

<210> 24
<211> 557
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

geccteggac
gacttgcgca
ctectcaget
acctetgggy
gcccaaatet
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
gdagtacaag
caaagccaaa
cacceteotge
accacaggtg
gacctgcetg
gcagccggag
cetctacage
ctecgtgatyg
gggtaaatcet
gagageccttyg
caggaaggac
agccatceoct
cteatctget
gctcaatgac
ccaggaagat
agagaagaaa

gtettectet

<223> Proteina de fusion.

agcgeogtgt
aagtggecty
agccaaccaa
gcacagegge
tgtgacaaaa
tgegtggtag
ggcgtggagy
cgggtggtca
tgcaaggtcot
ggtgggacce

cctgagagtyg

.tacaccctgc

gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggete
ggtggcggty
acactcctgg
ﬁttggattcc
gtcctgagtg
gcttggaatg
ctgcaaggtt
gceetgoetygyg
cacageccet

gecaatgtge

cctgtecagta
gtgactctga
agtccgtcag
atttttgtge
aatacttcca
gggeccateg
cctgggcetge
ctcacacatg
tggacgtgag
tgcataatge
gogtectcac
ccaacaaage
gtggggtgcyg
accgctgtac
cccecatcccg
tetataccag
agaccacgce
tggacaagag
tgcacaacca
gatcctgtga
tgcaaatgag
cgcaggagaa
agcetgaccca
caacccetect
gtctgatgea
ctgtgaggaa
gtgectggga

tgggaagact

85

actgceagatg cccgggaaaqg

caccaaatac ageccegtect

cactgcctag ttgcaatgga

gagacatgac
gcattggggce
gtcttcecece
ctggtcaaqy
cccacegtge
ccacgaagac
caagacaaag
cgteetgeac
ccteccagee
agggccacat
caacctetgt
ggatgagetg
cgacatcgec
tcocogtgetg
caggtggcag
ctacacgcag
cctgocteag
gagactetec
ggtggatgee
gceagatectg
agactcattc
geaggtaggy
atacttecac
ggtggtcaga

gagagaagag

gtgggatatt
cagggcaccc
tggcacectc
actacttccc
ccaatgatct
cetgaggtea
cegegggagy
caggactgga
cccatcgaga
ggacagaggc
cctacaggge
acCaagaacgc
gtggagtggg
gactcegacyg
caggggaacyg
aagagcctct
actcataacc
cctetetect
cagcagatca
aacatcttea
tgcaatgacc
gtgcaggaat
aggatcactg
gcagaagtcet

aaatqga -

€0
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8490
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1676



ES 2536772 T3

<400> 24

Met Gly Txp Ser Trp Val Met His Leau Ser Pro Val Ser Asn Cys Met
1 : 5 10 15

86



Pro

Asp

Asp

Ser

65

Thr

Gln

Lys

145

Pro

Ala

val

Tyr

225

Thr

Gly

Gly

Thr

Lys

50

Asp

Asp

Gly

Ser

Pro

130

Ser

Thx

Glu

Lys

210

Lys

Ile

Gln

Lys
LyS
35

Sar
Sar
Arg

Thr

Ser
115

Trp
Cys
Pro
val
Thr

1395

Val
Cys
Ser

Arg

Gly
20

Tyr
Vval
Ala
Thr
Leu
100
Pro
Ala
Asgp
Glu
Lys
18¢

Lys

Lys
Lys

Pro
260

Leu
Ser
Ser
Val
Cys

85

Val

Trp

Ala

Lys

val

165

Phe

Pro

val

Ala
245

Ala

Glu

Pro

Thr

Tyr

70

Ala

Thr

His

Trp

Thr

150

Thr

ASn

Arg

val

Ser

230

Lys

Arg

ES 2536772 T3

Tyr

Ser

Ala

55

Phe

Lys

val

Pro

Ser

135

His

Cys

Trp

Glu

Leu

215

Asn

Gly

Pro

Met
Phe
40

Tyr
Cys
Trp
Ser
Pro
120
Axg
Thr
val
Tyr
Glu
200
His
Lys

Gly

Thr

Gly
25

Gln

Ala
Pro
Ser
105
Pro
Thr
Cys
val
val
185
Gln

Gln

Ala

Leau
265

Leu

Gly

Gln

Glu

90

Ala

Arg

Thr

Pro

val

170

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

250

Cys

87

Ile

Gln

Trp

His

75

Tyr

Ser

Ala

Ser

Pro

155

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

233

Gly

Pro

Tyr
val
Ser
60

Asp
Phe
Gln
Pro
Pro
140
Cysa
val
val
Ser
Leu
220
Ala

val

Glu

Pro

Thr

Ser

val

Gln

Pro

Lau

125

Asn

‘Pro

Ser

Glu

Thr

205

Asn

Pro

Arg

Ser

Gly

30

Ile

Leu

Gly

His

Arg

110

Gly

Arg

Met

Hia

val

130

TYyr

Gly

Ile

Gly

Asgp
270

Asp Ser

Ser val

Lys Pro

Tyr Cys
80

Trp Gly
95

Ala His

Ala Gln

Glu Pro

Ile Ser
160

Glu Asp
175

His Asn

Arg val

Lys Glu

Glu Lys
240

Pro His
255

Arg Cys



Thr

Leu

Cys

305

Ser

Asp

Ser

Lys

385

Pro

Lys

Ser

Ser

465

Hia

Val

Lys

Fro

Asn Leu Cys

Pro

290

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

370

Ser

Asn

Leun

val

Glu

450

Ala

Gln

Gln

Tyr

Cys

275

Pro

val

Gly

Asp

Trp

358

His

Gly

Lys

Ser

Asp

435

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

515

Ala

Ser

Lys

Gln

Gly

340

Gln

Asn

Gly

Axg

Cys

420

Ala

Thr

Txp

Leu

Phae

500

His

Trp

Pro

Arg

Gly

Pro

325

Ser

Gln

His

Gly

Ala

405

Leu

Gln

Gln

Asn

Agn

485

Pro

Glu

Thr

hsp

Phe

310

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

350

Leu

Lys

Gln

Gln

Ala

4740

Asp

Lau

Ile

val

Gly

Glu

295

Tyr

Asan

Pha

Asn

Thr

375

Ser

Thr

Asp

Ile

Ile

455

Thr

Leu

Thx

Thr

val

ES 2536772 T3

Gln

280

Leu

Pro

Aan

Lau

val

260

Gln

Cys

Leu

Lys

449

Leu

Leu

Gln

Gln

val

520

Arg

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

345

FPhe

Lys

Asp

Leu

Lys

425

Lys

Asn

Gly
Glu
505

Tyr

Ala

Arg

Lys

Asp

Lys

330

Sar

Ser

Ser

leu

val

410

Asp

Ala

Ile

Asp

Cys

490

Asp

Leu

Glu

Glu

Asn

Ile

315

Thr

Lys

Cys

Leu

Pro

395

Gln

Phe

Gln

Phe

Ser

475

Lau

Ala

Arg

val

88

Pro

Gln

300

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

380

Gln

Met

Gly

Ala

Thr

460

Phe

Mat

Leéu

Glu

Trp

Gln

285

Val

Val

Pro

Thr

Vval

365

Leu

Thr

Phe

Ile

445

Ser

Cys

Gln

Lau

Lys

525

Arg

val
Sear
Glu
Pro
Val
350
Met

Ser

His

Pro
430
Bro
Lys
Asn
Gln

Ala
510

Lys

Ala

Tyr

Trp

Val

335

Asp

Hisg

Pro

Asn

Leu

415

Gln

val

Aap

Asp

val

495

Val

His

Leu

Thr

Thr

Glu

320

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

400

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

480

Gly

Serxr

Sar



10

ES 2536772 T3

530 535 540

Ser Ser Ala Asgn val Leu Gly Arg Leu Arg Glu Glu Lys
545 550 585

<210> 25
<211> 1700
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 25

89



10

atgggatgga
gectggagta
tccaaggecca
gcagtetgaa
gcacegaceyg
tggtcacegt
ctccaagage
cgaaceggga
cccggacces
agttcaactyg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatete
cggcteggeo
agocccegaga
aggtcagect
agagcaatgg
gectecttett
tqttctcatg
ccetgtectec
gtgacctgee
tgaggagact
agaaggtgga
cccageagat

tcctagacte

getgggtaat
catggggete
ggtecaccate
geecteggac
gacttgagea
ctecteaget
acctctgggy
gcccaaatat
égaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaayg
caaagccaaa
caccctetge
accacaggtg
gacctgeetyg
gcagccggag
cctctacage
ctecgtgatg
gggtaaagcea
tcagactcat
ctecectete
tgeccageag
cctgaacate

attetgecaat

ES 2536772 T3

gcatetttet
atctateotg
tcagtegaca
agegeagktgt
aagtggccetyg
agccaaccaa
gcacagoegyge
tgtgacaaaa
tgegtggtyg
ggcgtagagg
cgggtggtca
tgcaaggtet
ggtgggacec
cetgagagty
tacaceoctge
gtcaaaggaet
aacaactaca
aagetcacey
catgaggcte
gaggccgeag
aacctcagga
tcctgectga
atcaagaagqg
ttcacatcaa

gacctecace

cctgtcecagta
gtgactcetga
agtccgteag
atttttgtge
aatacttecca
gggcccateg
cctgggetge
ctcacacaty
tggacgtgag
tgcataatgc
gegtecteac
ccaacaaagc
gtggggtygcy
acegetgtac
ccecatceag
tectatccecag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca
ctaaagaggc
acaagagagce
aggacaggaa
ctcaagecat
aggacteatce

agcagctcaa

actgcagatg
caccaaatac
cactgcctac
gagacatgac
gcattggggce
gtcttcecce
ctggtcaagg
cccacegtgc
ccacgaagac
caagacaaaqg
cgtcctgeac
cctcecagec
agggccacat
caacctetgt
ggatgagetyg
cgacategee
tcecgtgety
caggtggcay
ctacacgeag
cgcagccaaa
cttgacacte
ggactttgga
ccctgtcetg
tgctgottgg

tgacctgeaa

cccgggaaag
agacegteet
ttgcaatgga
gtgggatatt
cagggcacee
tggeacacete
actacttcce
ccaatgatet
cectgaggtea
ccgogggagg
caggactgge
cccatcgaga
ggacagagge
cctacagggce
accaagaace
gtggagtggy
gactoggacy
caggggaacy
aagagcctet
goegggatcet
ctggtacaaa
tteccegecagg
agtgagctga
aatgcaacee

ggttgtetga

tgcageaggt gugggtgcag gaatttoeee tgacccagga agatgeoeoctg ctggetgtga

ggaaatactt ccacaggatc actgtgtacc tgagagagaa gaaacacagc ccctgtgect

gggaggtggt cagagcagaa gtetggagag ccctgtette ctetgecaat gtgotgggaa

gactgagaga agagaaatga

<210> 26
<211> 564
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina de fusion.

90

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
680
720
‘780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1506
1560
ls2¢
1680

1700



<400> 26

Met Gly Trp Ser
1

Pro

Asp

Ser

€5

Thr

Gln

Arg

Arg

Lys

145

Pro

Gly Lys=s

Thr Lys
as

Lys Ser
50

Asp Ser

Asp Arg

Gly Thr

Ser Ser

115

Pro Trp

130

Ser Cys

Thr Pro

Glu Val

Gly

20

Tyr

val

Ala

Thr

Leu

100

Pro

Ala

Asp

Glu

Lys

Leu

Sar

Ser

val

Cys

8s

val

Trp

Ala

Lys

Val

165

Phe

val

Glu

Pro

Thr

Tyr

70

Ala

Thr

His=s

Trp

Thr

150

Thr

Asn

ES 2536772 T3

Met

Tyr

Ser

Ala

FPhe

Lys

val

Pro

Ser

135

His

Cy=a

Trp

His

Met

Pha

Tyr

Cys

Trp

Ser

Pro

120

Arg

Thr

val

Tyr

Leu

Gly

25

Gln

Leu

Ala-

Pro
Sar

105

Pro

Cys

val

val

Ser

10

Lau

Gly

Gin

Glu

980

Ala

Arg

Thr

Pro

Val

170

Asp

91

Pro

Ile

Gln

Trp

His

75

Tyr

Ser

Ala

Ser

Pro

155

Asp

Gly

Val

Tyx

val

Sar

Asp

Phea

Gln

Pro

Pro

140

Cys

Val

Vval

Ser

Pro

Thr

45

Ser

val

Gln

Fro

Leu

125

Asn

Pro

Ser

Glu

Asn

Gly

30

fle

Gly

His

Arg

110

Gly

Arg

His

val

Cys

15

Asp

Ser

Lys

Tyx

Trp

95

Ala

Ala

Glu

Ile

Glu

175

RHig

Met

Sar

Val

Pro

Cys

80

Gly

His

Gln

Pro

Ser

160

Asp

Asn



Ala

Val

Tyr

225

Gly

Thr

Leu

Cye

305

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys

385

Leu

Val

Lys

Ser

21¢0

Lys

Ile

Gln

Asn

Pro

29¢

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu

370

Ser

Pro

Gln

Phe

Thr

195

val

Cys

Sear

Arg

Leu

275

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

358

His

Ala

Gln

Gly
435

180
Lys
Leu
Lys
Lys
Pro
260
Cys
Sar
Lys
Gln
Gly
340
Gln
Asn
Glu
Thr
Arg

420

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

245

Ala

Pro

Arg

Gly

Pro

325

Ser

Gln

His

Ala

His

405

Pro

Arg

Val

Ser

23¢

Lys

Arg

Thr

Asp

Phe

310

Glu

Phe

Gly

Tyx

Ala

390

Asn

Leu

Gln

Glu

Leu

215

Asn

Gly

Pro

Gly

Glu

295

Tyr

Asn

FPhe

Asn

Thr

375

Ala

Leu

Ser

Glu

ES 2536772 T3

Glu
200

His

Lys

Gly

Thr

Gln

280

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

360

Gln

Lys

Arg

Pro

Lys
440

185

Gln

Gln

Thr

Leu

265

Pro

Thr

Ser

Tyxr

Tyz

345

Phe

Lys

Glu

Asn

Leu

425

Val

Tyr

Agp

Lau

Arg

250

Cys

Lys

Asp

Lys

330

Ser

Ser

Ser

Ala

Lys

410

Ser

Asp

Asn

Trp

Pro

235

Gly

Pro

Glu

Asn

Ila

315

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

395

Arg

Cys

Ala

92

Ser

Leu

220

Ala

Val

Glu

Pro

Gln

300

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

380

Ala

Ala

Leu

Gln

Thr
205

Asn

Pro

Ser

Gln

285

Vval

val

Fro

val

365

Leu

Lys

Leu

Lys

Gln
445

190
Tyr
Gly
Ile
Gly
Asp
270
val
Ser
Glu
Pro
val
350
Mat
Ser
Ala
Thr
Asp

430

Ile

Arg val

Lys

Glu

Glu Lys

Pro

255

Arg

Tyr

Leu

Trp

Val

3358

Asp

Pro

Cys

Leu

415

Arg

Lys

240

His

Cys

Thr

Thr

Glu

320

Lau

Lys

Glu

Gly

Asp

400

Leu

Lys

Lys



10

Ala Gln Ala Ile

450

Ile Phe

465

ES 2536772 T3

Pro val leau Ser

455

Thr Ser Lys Asp Ser Ser
470

Asp Ser Phe Cys Asn Asp leu His

485

Cys
500

Leu Met Gin Gln Val Gly val

Asp Ala Leu leu Ala Val Arg Lys

515

Ieu Arg Glu Lys Lys His

530

Glu val
545

Arg Glu Glu Lya

Trp Arg Ala Leu
550

520

Ser Pro
535

Ser Ser

Glu Leu Thr Gln Gln

460

Ile Leu Asn

Ala Ala Trp Asn Ala Thr Leu Leu
475

480

Gln Gln Leu Asn Asp Leu Gln Gly

430

495

Gln Glu Phe Pro Leu Thr Gln Glu
510

505

Tyr Phe His Arg Ile

525

Thr Val Tyr

Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala

540

Ser Ala Asn Val Leu Gly Arg Leu
555

<210> 27
<211> 1673
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 27

atgggatgga goetgggtaat
gcctggagta catggggete
tccaaggeea ggtcaccate
gcagtetgaa gecctoggas
gcaccgaceg gacttgeogea
tggtocacegt cteectecaget
ctccaagage acctetgggg
cgaaceggga gececaaatet
ccoggacece tgaggtcaca
agttcaactg gtacgtggac

agcagtacaa cagcacgtac

gcatctttet
atctatectg
tcagtcgaca
agegocgtgt
aagtggoectyg
agocaaceaa
gcacagegge
tgtgacaaaa
tgegtgogtgy
ggegtygagy
cgggtggtca

¢otgtcagta
gtgactctga
agtccgteag
atttttgtge
aatacttcca
gggoccatog
cotgggetge
ctcacacatg
tggacgtgag
tgcataatge

gcogtcctcac

93

actgeagatg
caccaaatac
cactgcctace
gagacatgac
gcattgggge
gtettoecceo
ctggtcaagg
cocacogtge
ccacgaagac
caagacaaaq

cgtectygcac

560

ccocgggaaag
agoecgtect
ttgcaatgga
gtgggatatt
cagggeaccac
tggoacecete
actacttece
cocaatgatet
cctgaggtca
ccgegggagg

caggactggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



10

tgaatggcaa
aaaccatcte
eggeteggee
agcecegaga
aqgtcagect
agagcaatgyg
getecttett
tettetcatyg
ccoctgtctec
tgggtagecag
gettgaagga
aggctgaaac
caaaggactc
accagcaget
cectgatgaa
atctgaaaga

gatctttttc

<210> 28
<211> 591
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

ggagtacaag
caaagccaaa
caccctetge
accﬁcaggtq
gacctygcctg
geagceggag
cctetacage
cteogtgatg
gggtaaatct
gaggaccttg
cagacatgac
cateectgte
atctgetget
gaatgacety

ggaggactce

gaagaaatac

tttgtcaaca

<223> Proteina de fusion.

<400> 28

Met Tyr Leu Gly Leu

1

Val Gln Ser Gln

Pr¢ Gly Ala Ser

35

Thr Ser Tyxr Asn

50

Glu Trp Ile Gly

65

5

Val

20

vVal

Met

Ala

ES 2536772 T3

tgcaaggtet
ggtgggacec
cetgagagtg
tacacectga

gtcaaaggct

aacaactaca

aagctcaccyg
catgaggete
gatggeggty
atgeteetgyg
tttggatttce
ctccatgaga
tgggatgaga
gaagectgtg
attctggety

agoccctigtg

aacttgcaag

Asn Cys Val

Gln Leu Gln

Lys Met Ser

40

His Trp Val

35

Ile Tyr Pro

70

ccaacaaagc
gtggggtgeg
accgotgtac
cececateceqg
tetatcccag
agaccacgee
tggacaagag
tgcacaacca
gatcctgtga
cacagatgag
cccaggagga
tgatccagca
ccectectaga
tgatacaggg
tgaggaaata
coctggygaggt

aaagtttaag

Ile Ile
10

Gln Pro
25

Cys Ly=

Lys Gln

Gly Asn
75

94

Val

Gly

Ala

Gly

cctcocagee
agggecacat
caacctcetgt
ggatgagctg
cgacategoee
tccoghgetg
caggtggcag
ctacacgecag
tctgoctcaa
gagaatctct
gtttggcaac
gatcttcaat
caaattetac
9gtgggggty
cttccaaaga
tgtcagagca

aagtaaggaa

Phe

Ala

cceatcgaga
ggacagaggce
cctacagggce
accaagaace
gtggagtggy
gactecgacyg
cagggqaac§
aagagectct
acccacagcee
cttttetect
cagttccaaa
ctcttcagea
actgaactct
acagagactc
atcactetet
gaaatcatga

tga

Leu Leu Lys Gly

15

Glu Leu Val Lys

30

45

Pro
60

Asp

Ser Gly Tyr Thr Phe

Gly Axg Gly Leu

Thr Ser Tyr Asn

80

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1673



Gln

Thr

Tyr

vVal

Arg

145

Gly

Met

Bis

val

225

Tyx

Gly

Ile

Gly

Asp

305

val

Ser

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Ala

Ala

Glu

Ile

Glu

210

His

Arg

Lys

Glu

Pro

290

Arg

Tyr

Leu

Pha
Tyr
Cwys
115
Gly
His
Gln
Pro
Ser
195
Asp
Asn
val
Glu
Lys
275
His
Cys

Thr

Thr

lLys

Mat

100

Ala

Ala

Axrg

Arg

Lys

180

Pro

Ala

Val

Tyr

260

Thr

Gly

Thr

Cys

Gly Lys

Gln Leu

Arg Ser

Gly Thr

Ser Ser
150

Pro Trp
165

Ser Cys

Thr Pro

Glu val

lys Thr
230

Ser Val
245

Lys Cys

Ile Ser

Gln Arg

Asn Leu
310

Pro Pro
325

Leu Val

Ala

Ser

Thx

Thr

135

Pro

Ala

Asp

Glu

Lys

215

Lys

Leu

Lys

Lys=

Pro
235

Cys

Ser

Lys

ES 2536772 T3

Thr

Ser

Tyr

120

Val

Trp

Ala

Lys

Val

200

Phe

Pro

Thr

val

Ala

280

Ala

Pro

Arg

Gly

Lau

Leu

105

Tyr

Thr

His

Trp

Thr

185

Thr

Asn

Arg

val

Ser

265

Lya

Arg

Thr

Asp

Phe

Thr

90

Thr

Gly

Val

Pro

Ser

170

His

Cys

Trp

Glu

Leu

250

Aan

Gly

Pro

Gly

Glu

330

Tyr

Ala

Ser

Gly

Sar

Pro

155

Arg

Thr

val

Tyr

Glu

235

His

Lys

Gly

Thr

Gln

315

Leu

Pro

95

Asp
Glu
Asp
Ala
140

Pro

Thr

val
Val
220
Gln
Gln
Ala
Thr
Leu
3060
Pro

Thr

Ser

Lys

Asp

Trp
125

Pro

val

205

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

285

Cys

Acg

Lys

Asp

Ser

Ser
110

Tyr

Ser

Ala

Ser

Pro

150

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

270

Gly

Pro

Glu

Aan

Ile

Ser

Ala

Phe

Gln

Pro

Pro

175

Cys

val

Val

Sar

Leu

255

Ala

val

Glu

Pro

Gln

335

Ala

Ser

Val

Asnh

Pro

Lau

160

Asn

Pro

Sar

Glu

Thr

240

Asn

Pro

Arg

Sar

Gln

320

val

Val



Glu Trp Glu

Pro

val

385

Ser

His

Pro

465

Vval

Asp

Glu

val

Val

545

Tyr

Phe

Val

370

Asp

His

Pro

Ser

Ile

450

Gln

Sar

Lau

Gly

53¢

Acg

Ser

Ser

. /358

Lau

Lys

Glu

Gly

Leu

435

Ser

Glu

His

Sear

Tyxr

515

Val

Lys

Pro

Leu

340

Sar

Agp

Ser

Ala

Lys

420

Gly

Leu

Glu

Glu

Ala

500

Gln

Tyzr.

Cys

Sar
580

Asn

Ser

Leu

405

Ser

Sar

Phe

Phe

Met

485

Ala

GLln

Glu

Phea

Ala

565

Thr

Gly

Asp

Trp

390

His

Gly

Ser

Gly

470

Ile

Trp

Thx

Gln
550

Trp

Asan

ES 2536772 T3

Gln

Gly

378

Gln

Asn

Gly

Cys

455

Asn

Gln

Asp

Asn

Fro

535

Arg

Glu

Lau

Pro

360

Sar

Gln

His

Gly

Thr

440

Leu

Gln

Gln

Glu

hsp

520

Leu

Ile

val

Gln

345

Glu

Phe

Gly

Tyr

Gly

425

Leu

Lys

Phe

Ile

Thr

505

Leu

Met

Thr

Val

Glua
588

Asn
Pha
Asn
Thr
410
Ser
Mat
Asp
Gln
Phe
490
Leu
Glu
Lys
Leu
Arg
570

Ser

96

Asn

Leu

Vval

395

Gln

Cys

Leu

Lys

475

Asn

Lau

Ala

Glu

Tyr

555

Ala

Leu

Tyr

380

Phe

Lys

Asp

Leu

His

460

Ala

Leu

Asp

Cys

Asp

540

Lau

Glu

Arg

Lys

365

Ser

Ser

Ser

Leu

Ala

445

Asp

Glu

Fhe

Lys

val

525

Ser

Lys

Ile

Ser

350

Thr

Lys

Cys

Leu

Pro

430

Gln

Phe

Thr

Ser

Pha

510

Ile

Ile

Glu

Met

Lys
590

Thr Pro

Lou Thr

Ser val
400

Ser Leu
415

Gln Thr

Mat Arg

Gly Phe

Ile Pro
480

Thr Lys
495

Tyr Thr

Gln Gly

Lys Lys
560

Arg Ser
575

Gla
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ES 2536772 T3

<210> 29
<211> 1697
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Acido nucleico que codifica una proteina de fusion.

<400> 29

97



ES 2536772 T3

atgggatgga getgggtaat gecatetttct cctgtecagta actgcagatyg cccgygaaag a0
gectggagta catggggete atctatcetg gtgactcotga caccaaatac agcceegtcect 120
tcocaaggeoea ggtcaccate tcagtcegaca agtecogtcag cactgectac ttgcaatgga 180
geagtctgaa geccteggac agegecghgt atttttgtge gagacatgac gtgggatatt 240
geaccogaceg gacttgogea aagtggectg aatactteca geattgggge cagggoacec 300
tggtcaceogt ctcoctcageot ageccaaccaa gggoeccatceyg gtctteecce tgqcaccctc 360
ctocaagage acctetggyg goacagegyge cotgggotge ctggtcaagé actacttece 420
cqaaccgqéa geceoaaatot tgtgacaaaa ctcacacatg cccacogtge ccaatgateot 480
cocggacecs tgaggtcaca tgogtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cotgaggtea 540
agttcaactg gtacgtggac ggcgtggagg tgcataatge caagacaaaqg cogegggagy 600
agcagtacaa cagcacgtac cgggtgghca gogtoctcac oghtoctgeac caggactggo 660
tgaatggcaa ggagtacaag tgeaaggtct ccaacaaage ccteccagce cccatcgaga 120
aaaccatctC caaagccaaa ggtgggacce gtggggtgog agggcocacat gqacagaégc T8O
cggcteggoe cacectetge cctgagagtg accgetgtac caacectcotgt cctacaggge 840
ageeccgaga accacaggtg tacaccctge ccecatcecog ggatgagetg accaagaace 900
aggtcagect gacctgcecoctg gtcaaagget tcotatcccag cgacategee gtggagtggg 260
agagcaatgg gcagccggag aacaactaca agaccacgcce tcocegtgetg gacteegacyg 1020
gotoottett cctcectacage aagectcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacy 1080
tcttetcatg ctecgtgatg catgaggetc tgocacaacca ctacacgecag aagagectct 1140
ceetgtotee gggtaaagea gaggecgeag ctaaagagge cgcagcecaaa gogggatect 1200
gtgatctgce tcaaacccac agectgggta gecaggaggace cttgatgete ctggcacaga 1260
tgaggagaat ctctotttte tectgocttga aggacagaca tgactttgga tttcdcccagg 1320
aggagtttgg caaccagttce caaaaggetg aaaccatcce tgtectccat gagatgatce 1380
ageagatctt caatetctite agecacaaagg actcatotge tgcﬁtqggat gagaccotec 1440
tagacaaatt ctacactgaa ctctaccagec agetgaatga cctggaagee tgtgtgatac 1500
agygggtygy ggtgacagag actcocctga tgaaggagga ctccattctyg getgtgagga 1860
aatacttoca aagaatcact ctetateotga aagagaagaa atacageoct tgtgoctggg 1€20
aggttgtecag ageagaaatc atgagatctt tttetttgte aacaaacttg caagaaagtt 1680
taagaagtaa ggaatga 1687

<210> 30

<211> 598

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusion.

98



<400> 30

Mat
1
Val
Pro
Thr
Glu
65
Gln
Thr
Tyr
Vval
Arg

145

Gly

His

Tyr

Gln

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Ala

Ala

Glu

Ile

Glu
210

Leu

Ser

Ala
35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

11%

Gly

His

Gln

Fro

Serx

195

Asp

Gly

Gln

20

Ser

Asn

Gly

Lys

Mat

100

Ala

Ala

Arg

Arg

Lya

180

Pro

Val

Val

Mat

Gly

Gln

Arg

Gly

Ser

Pro

165

Sear

Thr

Glu

ES 2536772 T3

Asn Cys
Gln Leu
Lys Met
Hig Trp
55

Ile Tyr
70

Lys Ala
Leu Ser
Ser Thr
Thr Thr

135
Ser Pro
150
Trp Ala
Cys Asp

Pro Glu

vVal Lys
215

Val

Gln

Ser

40

val

Exo

Thr

Ser

Tyr

120

val

Trp

Ala

Lys

val

200

Phe

Ile

Gln

25

Cys

Lys

Gly

Leu

Lau
105

Tyr

Thr

His

Trp

Thr

185

Thr

Asn

Ile

Pro

Lys

Gln

Asn

Thr

20

Gly

val

Pro

Ser

170

His

Cys

Trp

99

val

Gly

Gly

75

Ala

Ser

Gly

Ser

Pro

155

Arg

val

Tyr

Pha

Ala

Ser

Fro

€0

Asp

Asp

Glu

Asp

Ala

140

Pro

Thxr

Cys

Val

val
220

Leu

Glu

Gly
45

Leu

Leu
390

Tyr

Gly Arg

Thr

lys

Asp

Trp

125

Ala

Arg

Thr

Pro

vVal

205

Asp

Ser

Ser

Ser

110

Tyr

Ser

Ala

Serxr

Pro

130

Asp

Gly

Lys

15

Vval

Thr

Gly

Phe

Gln

Pro

Pro

175

Cys

val

Vval

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Sar

val

Asn

Pro

Leu

160

Asn

Fro

Ser

Glu



val
225

Tyr

Gly

Ile

Gly

Asp

305

val

Ser

Glu

Pro

val

385

Ser

Asp
465

His

Arg

Lys

Glu

Pro

290

Tyr

Trp

val

370

Asp

His

Pro

Cys

Leu
450

Arg

Asn
Val
Glu
Lys
275
His
Cys
Thr
Thr
Glu
355
Lys
Glu
Gly
Asp
435

Leu

His

Ala

val

Tyr

260

Thr

Gly

Thr

Leu

Cys

340

Ser

Asp

Sear

Ala

Lys

420

Leu

Ala

Asp

Lys

Ser

245

Lys

Ile

Gln

Asn

Pro

325

Asn

Ser

Arg

Leu

405

Pro

Gln

Phe

Thr

230

Val

Cys

Ser

Arg

Leu

310

Pro

Vval

Gly

Asp

390

His

Ala

Gln

Met

Gly
470

ES 2536772 T3

Lys

Leu

Lys

Lys

Pro

295

Cys

Serxr

Lys

Gln

Gly

375

Gln

Asn

Glu

Thr

455

Phe

Pro Arg Glu

Thr

Val

Ala

280

Ala

Pro

Gly

Pro

360

Ser

Gln

His

Ala

His
440

Pro

val

Ser

265

Lys

Arg

Thr

Phe

345

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ala

425

Ser

Ile

Gln

Leu
250
Asn
Gly
Pro

Gly

Gliu
330

Tyr
Asn
Phe
Asn
Thr
410
Ala
Leu

Ser

Glu

100

Glu

235

His

Lya

Gly

Thr

Gln

315

Leu

Pro

Asn

Leau

val

395

Gln

Lys

Gly

Glu
475

Gln

Gln

Thr

Leu

300

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

380

Phe

Lys

Glu

Sar

Phe

460

Phe

Tyr

Asp

Leu

Azg

285

Cys

Axg

Lys

Asp

Lys

365

Ser

Sar

Sar

Ala

Arg

445

Ser

Gly

Agn

Trp

Pro

270

Gly

Pro

Glu

Asn

Ile

350

Thr

Lys

Cys

Leu

Ala

430

Arg

Cys

Asn

Ser

Leu

255

Ala

val

Glu

Pro

Gln

335

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser

415

Ala

Ieu

Gin

Thr
240

Aan

Pro

Ser

Gln

320

Val

val

Pro

Thr

val

400

Leu

Lys

Leu

Lys

Phe
480
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Gln Lys

Phe Asn

Leu Leu

Glu Ala
530

lys Glu
545

Leu Tyr

Arg Ala

Ser leu

<210> 31
<211>15
<212> PRT

Ala

Asp
515

Cys

Asp

Leau

Glu

Arg
595

<213> Artificial

<220>

Glu

Phe
500

Lys

val

Ser

Lys

Ile

580

Ser

Thr

485

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

565

Met

Lys

<223> Enlazador peptidico.

<400> 31

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

<210> 32
<211>5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Enlazador peptidico.

<400> 32

Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210> 33
<211>12
<212> PRT

<213> Artificial

5

Ile

Thr

Tyr

Gln

Lau

550

Lys

Glu

ES 2536772 T3

Pro

Lys

Thr

Gly

535

Ala

Lys

Ser

val

Asp

Glu

520

val

Val

Tyr

Phe

Leu His
430

Ser Ser
505

Leu Tyr

Gly val

Arg Ly=a

Ser Pro
570

Ser Leu
585

101

Giu

Ala

Gln

Thr

Tyr

555

Cys

Ser

Met

Ala

Gln

Glu

540

Pha

Ala

Thr

Ile

TCp

Leu

525

Thr

Gln

Trp

Asn

Gln

510

Asan

Pro

Arg

Glu

Lau

590

Gln Ile
495

Glu Thr

Asp Leu

Leu Met

Ile Thr

560

Vval val
578

Gln Glu

15
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<220>

ES 2536772 T3

<223> Enlazador peptidico.

<400> 33

Ala Glu Ala Ala ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Ala

1

<210> 34
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

5

<223> Enlazador peptidico.

<400> 34

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Ala

1

<210> 35
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

5

<223> Enlazador peptidico.

<400> 35

Gly Gly Gly Gly Gly

1

<210> 36
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

5

<223> Enlazador peptidico.

<400> 36

Gly Gly Gly Gly
1

<210> 37
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly Gly Gly Gly
5

<223> Enlazador peptidico.

<400> 37

Gly Gly Ala Gly
1

<210> 38

Gly
5

10
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<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 38

Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala Gly Ala
1 5 10

<210> 39
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 39

Arg Pro Leu Ser Tyr Arg Pro Pro Phe Pro Phe Gly Phe Pro Ser Val
1 5 10 15

Arg Pro

<210> 40
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 40
Tyr Pro Arg Ser Ile Tyr Ile Arg Arg Arg His Pro Ser Pro Sar Leu
1 § 10 15

Thr Thr

<210> 41
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 41

Thr Pro Ser His lLeu Ser His Ile Leu Pro Ser Phe Gly Leu Pro Thr
1 5 10 15

Phe Asn

<210> 42
<211> 18
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 42

Arg Pro Val Ser Pro Phe Thr Phe Pro Arg Leu Ser Asn Ser Trp Leu
1 5 10 15

Pro Ala

<210> 43
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 43

Ser Pro Ala Ala Hig Phe Pro Arg Ser Ile Pro Arg Pro Gly Pro Ile
1 5 10 15

Arg Thr
<210> 44
<211> 18
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 44
Ala Pxo Gly Pro Sex Ala Pro Ser His Arg Ser Leu Pro Ser Arg Ala
1 ] 10 15

Phe Gly

<210> 45
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 45

Pro Arg Asn Ser Ile His Phe Leu His Pro Leu Leu Val Ala Pro Leu
1 5 10 15

Gly Ala
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<210> 46
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 46

Met Pro Ser Leu Ser Gly Val Leu Gln Val Arg Tyr Leu Ser Pro Pro
1 - L] 10 15

Asp Leu

<210> 47
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 47

Ser Pro Gln Tyr Pro Ser Pro lLeu Thr Leu Thr lLeu Pro Pro His Pro
1 5 10 ' 15

Ser Leu

<210> 48
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 48

Asn Pro Ser leu Asn Pro Pro Ser Tyr Leu His Arg Ala Pro Ser Arg
1 5 10 - 15

Ile Ser

<210> 49
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 49
Leu Pro Trp Arg Thr Ser Leu Leu Pro Ser Leu Pro Leu Arg Arg Arg
1 5 10 15

Pro
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<210> 50
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 50

Pro Pro Leu Phe Ala Lys Gly Pro Val Gly Leu Leu Ser Arg Ser Phe
1l 5 10 15

Pro Pro

<210> 51
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 51
Val Pro Pre Ala Pro Val Val Ser Leu Arg Ser Ala His Ala Arg Pro
1 L] 10 15

Pro Tyr

<210> 52
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 52

Leu Arg Pro Thr Pro Pro J\rg Val Arg Ser Tyr Thr Cys Cys Pro Thr

1 5 10 15

Fro

<210> 53
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 53
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Pro Asn Val Ala His Val Leu Pro Leu Leu Thr Val Pro Trp Asp Asn
1 5 10 15

Leu Arg

<210> 54
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 54

Cys Asn Pro Leu Leu Pro Leu Cys Ala Arg Ser Pro Ala Val Arg Thr
1 s 10 15

Phe Pro

<210> 55
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR.

<400> 55
cgcggatcct gtgacctgec tcagactc 28

<210> 56
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador de PCR.

<400> 56
gctctagatc atttctcttc tctcagtctt ¢ 31

<210> 57
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico.

<400> 57

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

<210> 58
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

107



10

15

20

ES 2536772 T3

<220>
<223> Enlazador peptidico

<400> 58

Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 59
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Enlazador peptidico

<400> 59

Ala Glu Ala Ala Ala Lys Giu Ala Ala Ala Lys Ala Gly Ser
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién quimérica que comprende un interferén unido a un anticuerpo que es una inmunoglobulina
intacta que se une especificamente a CD20, en la que el anticuerpo se une al interferon mediante un engarce
peptidico resistente a la protedlisis que tiene la secuencia de aminoacidos SGGGGS (SEC ID N° 58), y en la que la
construccion, cuando se pone en contacto con una célula tumoral produce la muerte o la inhibicién del crecimiento o
de la proliferacién de la célula tumoral.

2. La construccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho interferén es un interferén a.
3. La construccién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho interferédn es un interferén 3.

4. La construccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho interferon es un interferon de tipo 1 o un
interferén de tipo 2.

5. La construccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 3, en la que dicho anticuerpo comprende
las regiones variables de rituximab.

6. La construccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que dicho anticuerpo es una IgG.
7. La construccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que dicho anticuerpo es rituximab.

8. Una formulacién farmacéutica que comprende una construccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1-7 en un excipiente farmacéuticamente aceptable.

9. La formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que dicha formulacién esta formulada para
la administracion a través de una via seleccionada del grupo que consiste en administracion parenteral,
administracién oral, administracion intravenosa, administraciéon intramuscular, administracién directa al tumor,
inhalacion, administracion rectal, administracion vaginal, administracion transdérmica y administracion de depdsito
subcutaneo.

10. Una construccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o una formulaciéon de acuerdo con la
reivindicacion 8 6 9 para su uso en el tratamiento del cancer.
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Cadena pesada de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a
MGWSWVMHLSPVSNCGVYVHSQVAQLYQSGAEVKKPGE
SLKISCKGSGYSFTSYWIAWVRQMPGKGLEYMGLIY
PﬁDSDTKYSFEFQGD-VTIS?DKSUSTHYLGWSSLKP
SDSAVYFCARHDVGYCTDRTCAKWPEYFQHWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSETSEGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL@SSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTOTYTCNVNHKPSNTKVDKRVELKT
PLGOTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTP
PPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISATPEYTCVYVVYVDVSHEDPEVQFKWYVD
GVEVHNAKTKLREEGYNSTFRVYSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKYSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWGQGGGNIFS
CSVMHEALHMHYTQKSLSLSPGKSSG GOGSCEOGSE
B GQSCDLPGTHNLANKRALTLLVOMRRLSPLSELKD
REDFGFPOEKVDAQQIKKAQAIPVLSELTOQILMIFT
SKDSSAAWHNATLLDSFCNDLHOOLNDLO@GCLMGQV
GVOEFPLTOEDALLAVRKYFHRITVYLREKKHSPCA
WEVVRAEVWHRALSSSANVLGRLREEK

Secuencia de cadena ligera de IgG3 anti-HER2/neu-IFN-a
MEWSCVMLFLLSNYNTAGVHSDIQOMTYIOQOSPFSSLSASYGD
RVTITCRASODVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF
LYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCAQ
CHYTTPPTFGQGTKYEIKRTVAAPSYFIFPPSDEQLEK
SGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKYDODNALGSGNSGCGE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACENVT
HOGLESEEPVTKEFNRGEC

Fig. 1A
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Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera de aCD20

r;'i'GPJLC-l'T_' GCCTGTTAGECICTTGOTGCTCGATCTICTICCATTCCEGCT TCCAGCAGTCAAR
TTGITCTCTCCCASTCTCCAGCARTOCTGTCTCUATCTCCAGGGGAGAAGGTCACALATGAC

TIGCAGGHCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATCC H\':T":L‘TM"C‘PJ:’ BGAAGCCAGGATCOTCC

COCAAACCCTGEATTTATGCCACATCCAACCTGRCTICTEGAGTCCCTGTTCGC I TCAGTG

SUAGTGRETCTEGGACTICTIACTCTCTCA f,saAI‘L,AEJ CAGAGTEGAGECTGAAGRTGCTGEO

BN L elals L AT

CACTTATTACTEOCAGCAGTGGAC TAGTAACCCACCCACSTTCOGAGGGEGEATCAAGCTG
e e

GARATCARACGTAAGTOEACT TICTCATCTTTTTTTATGIGTAAGACACAGETTITCATGT
TAGGAGT TAAASTCASTTCAGAAAATCT T GAGAAAATCGACAGGGUICATTATCAGTTIGAL
GTGECATACAGTGTCAGATITTCTGT I TATCAAGCTACTGAGATTAGCGGCARAAAGRGGL

TTTAGTTEL

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de aCD20

MKLPVRLLVLMFWIPASSSQIVLSQSPAILSASPGEKVTMICRASSSVSY THWFQOKP GSS
PKPWIYATSNLASGVPVRESGSGSGTSYSLTISRVEAEDAARTY YCOQWTSNPPTFGGGTKL
EIKRKSTFSSFFMCKTQVFMLGVKVSSENLEKMERAHYQLTWHTVSDFLF IKLVRLGAKRG

FS

Fig. 1B
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Secuencia de acido nucleico del enlazador Gly,Ser de aCD20-lgG3-mulFNa

ATCETACTTGRGACTEGAACTGTGTAATCATAGTTTTTCTCTTAARAGCTGTCCAGAGTCAGG
TACAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGEGCCTCAGTGAAGATGTCCTG
CAAGGCTTCTGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTAAAACAGACACCTGGT
CGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCGGARATGGTGATACTTCCTACAATCAGA
AGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCT
CAGCAGCCTCGACATCTGCAGGACTCTCCGGTCTATTACTGTECAAGATCCGACTTACTACGGC
GGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCTGCAGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCTGGGGGCACAGE
GGCCCTGGGCTGCCTGETCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGETGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGECETGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCOTCAGCACCETGETCACCEGTECCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACACCTGCAR
CGTGAATCACAAGCCCAGCARCACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGGTGAGAGGCCAGCGCAG
GGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGCTGT
GCAGTCCCAGCCCAGGGCACCAAGGCAGGCCCCGTCTGACTCCTCACCCGGAGGCCTCTGE
CCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCACCAGGCTCCGGGCAGGT
ACACGGCTCGATGCCCCTACCCCAGGCCOTTCACACACAGGGGCAGGTGCTGCGCTCAGAGT
TGCCAAGAGCCATATCCAGGAGGACCCTGCCCCTGACCGAGCTCAARACCCCACTTGGTGA
CACAACTCACACATGCCCACGGTGCCCAGAGCCCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGC
CCAAGGTGCCCAGAGCCCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCAAGGTGCCCAGAGC
CCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCAAGGTGCCCATGATTTCCCGGACCCCTGAG
GTCACGTGCETEETGETGEACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAAGTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCTGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCAL
GTTCCCTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGCTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAACCATCTCCAAAGCCAA
AARTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAACACCACGCCTCCCATGE
TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA
GCAGEEGAACATCTTCTCATGCTCCGTGATGCATCGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGETAAATCTGGTGGCGGTGGATCCTGTGACCTGCCTCAGA
CTCATAACCTCAGGAACAAGAGAGCCTTGACACTCCTGGTACAAATGAGGAGACTCTCCCC
TCTCTCCTGCCTGAAGGACAGGAAGGACTTTGGATTCCCGCAGGAGAAGGTGGATGCCCAG
CAGATCAAGAAGGCTCAAGCCATCCCTGTCCTGAGTGAGCTGACCCAGCAGATCCTGAACA
TCTTCACATCAAAGGACTCATCTGCTGCTTGGAATGCAACCCTCCTAGACTCATTCTGCAA
TGACCTCCACCAGCAGCTCAATGACCTGCAAGGTTGTCTGATGCAGCAGGTGGGGGTGCAG
GAATTTCCCCTGACCCAGGAAGATGCCCTGCTGGCTGTGAGGAAATACTTCCACAGGATCA
CTGTGTACCTGAGAGAGAAGAAACACAGCCCCTGTGCCTGGGAGGTGGTCAGAGCAGAAGT
CTGGAGAGCCCTGTCTTCCTCTGCCAATGTGCTGGCAAGACTCACAGAACAGAAATGA

Fig. 1C
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ES 2536772 T3

Secuencia de aminoacidos del enlazador Gly,Ser de aCD20-IgG3-mulFNa

MYLGLNCVI IVFLLKGVQSQVOLQQPGAELVKPGASVEKMSCKASGYTF TSYNMHWVKQTPG
RGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY TCNVNHKPSNTKVDKRVGERPAQ
GGRVSAGSQAQPSCLDASRLCSPSPGHQGRPRLTPHPEASARPTHAQGEGLLAFSTRLRAG
TGWMPLPQALHTQGQVLRSELPRAISRRTLP LTELKTP LGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPC
PRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFKWY
VDGVEVHNAKTKLREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKA
KMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
ODGNIFSCSVMHEALHNHYTQOKSLSLSPGKSGGGGSCDOLPQTHNLRNKRALTLLVOMRRLS
PLSCLKDRKDFGFPQEKVDAQQIKKAQAIPVLSELTQQILNIFTSKDS SAAWNATLLDSFC
NDLHQQOLNDLQGCLMQQVGVQEFPLTQEDALLAVRKYFHRITVYLREKKHSPCAWEVVRAE
VWRALSSSANVLGRLREEK

Fig. 1C, continuacioén
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ES 2536772 T3

Secuencia de acido nucleico del enlazador helicoidal a de aCD20-lgG3-mulFNa

ATGTACTTGGGACTGAACTGTIGTAATCATAGITTTTCTCTTAARAGGIGTCCAGAGTCAGG
TACAACTGCAGCAGCCTGGGECTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTG
CAAGGCTITCTIGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTARARACAGACACCTGGT
CGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTHTCCCGGRAETGGIGATACTTCCTRCAATC&GA
AGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCT
CAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCRAAGATCGACTTACTACGGC
GGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTICTCTGCAGCTAGCA
CCAAGGGCCCATCGGICTTCCCCCTGGCGCCCTGUTCCAGGAGCACCTICTGGGEGCACAGT
GGCCCTGGRCTGCCTGGTCAAGGACTACT TCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTRACCAGCGGCGTGCACACCTTCCOGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACACCTGCAR
CGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTIGGTGAGAGGCCAGCGCAG
GGAGGGAGGGTGTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCATCCCGGLTGT
GCAGTCCCAGCCCAGGGCACCAAGGCAGGCCCCGTCTGACTCCTCACCCGGAGGCCTCTGE
" CCGCCCCACTCATGCTCAGGCACAGGGTCTTCTEGCTTTTTCCACCAGGCTCOGGGCAGGC
ACAGGCTGGATGCCCCTACCCCAGGCCCTTCACACACAGGGGCAGGTGCTGCGCTCAGAGC
TGCCAAGAGCCATATCCAGGAGGACCCTGCCCCTGACCGAGCTCARRRACCCCACTTGGTGA
CACAACTCACACATGCCCACGGTGCCCAGAGCCCAARATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGC
CCAAGGTGCCCAGAGCCCARATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCAAGGTGCCCAGAGT
CCAAATCTTGTGACACACCTCCCCCGTGCCCARGGTGCCCATGATTTCCCCGACCCCTGAG
GTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAAGTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCTGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCAC
GTTCCGTGTIGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCARCARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARARCCATCTCCAARGCCA
ABATGACCAAGAACCAGGICAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAGCGACAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGARCAACTACAACACCACGCCTCCCATG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTIGGT
AGCAGGGGAACATCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCA
GR&GRGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTRRHGCAGAGGCCGCAGCTAAAGAGGCCGCAGCCAEA.
GCGGGATCCTGIGACCTGCCTCAGACTCATAACCTCAGGAACARGAGAGCCTTGACACTCC
TGGTACAAATGAGGAGACTCTCCCCTCTCTCCTGCCTGARGGACAGGARGGACTTTGGATT
CCCGCAGGAGAAGGTGGATGCCCAGCAG&TEA&GAAGGCTC#EGCC&TCCCTGTCCTGRGT
GAGCTGACCCAGCAGATCCTGAACATCTTCACATCAAAGGACTCATCTGCTGCTTGGAATG
CAACCCTCCTAGACTCATTCTGCAATGACCTCCACCAGCAGCTCARTGACCTGCAAGGTTG
TCTGATGCAGCAGGTGGGGETGCAGGAATTTCCCCTGACCCAGGARGATGCCCTGCTGGCT
GTGAGGARATACTTCCACAGGATCACTGTGTACCTGAGAGAGAAGAAACACAGCCCCTIGTG
CCTGGGAGGTGGTCAGAGCAGAAGTCTGGAGAGCCCTGTCTTCCTCTECCAATGTGCTGGE
AAGACTGAGAGAAGAGAAATGA

Fig. 1D
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ES 2536772 T3

Secuencia de aminoacidos del enlazador helicoidal a de aCD20-1gG3-mulFNa

MYLGLNCVIIVFLLKGVQSQOVOLOQPGAELVKPGASVEMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTEG
RGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGTTVIVSAASTKGPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVESSSLGTIQTY TCNVNHEP SNTKVDKRVGERF AQ
GGRVSAGSQAQPSCLDASRLCSP SPGHQGRPRLTPHPEASARP THAQGEGLLAFETRLRAG
TGWMELPQALHTQGQVLRSELPRATISRRTLPLTELKTPLGDTTHTCPRCPEPKSCDTPPEC
FPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVQFKWY
VDGVEVHNAKTKLREEQYNSTFRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYNTTPPMLD SDGSFFLY SKLTVDKSEW
QQGNIFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKAEAAAKEAAAKAGSCDLPQTHNLRNKRALTL
LVOMERLSPLSCLKDRKDFGFPQEKVDAQQIKKAQAIPVLSELTQQILNIFTSKDS SAAWN
ATLLDSFCNDLHQQLNDLQGCLMQQVGVQEFFLTQEDALLAVRKYFHRITVYLREKKASEC
AWEVVRAEVWRALSSSANVLGRLREEK

Fig. 1D, continuacion
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ES 2536772 T3

Secuencia de acido nucleico del enlazador GlysSer de aCD20-1gG3-hulFNa

ATGTACTIGGEACTGAAL TG TETAATCATAGT I TITCTICTTAARAGGT GTCCAGASTCALG
TACAACTOCAGCAGCCTLGOGUTCAGCTGGIGRAGTCTGRGECCTCAGTGARGATGTCCTG
CAAGGCTTOTAGCTACACATTTACCAGTTACAATATGUACTGGGTAAMRCAGACACCTGET
CCGGECoTECAATCCAT TGEAGCTATTITAT OO Gnﬁﬂ?SGTGAThET”““IhFHJ“C&LA
AGTTCABAGGCAAGGUCACATTGACTGUAGACARARTCCTCCAGOACRCCCTACATECAGLT
CAGCAGCOTGACATCTGAGEAS TCTGOGGTCTATTACTGTGERAGATCGACTTACTACGEC
GTGﬁQT:GThC*TfﬁﬁTCTPTGwP”CufﬁfCﬂéC“ETG”T?.M,CTC?ITG“PGLLﬁGh
COARGEGLCCATCSGTO I TCOCCCTEGCGLUCTEC T CCAGGAGCATCCT CTGSGEGETACAGT
GECCCTGHEO TGO TGETCAAGGRCTACTTCCCUGARCCGGIGACGCTIGTCOIGGAATTCA
GGOGCCOTGACCAGCGGOGTGCA ﬁRCKTTECTGhCTGTﬁﬁT."“GTFth AGGACTCOTATT
CCCTCAGCAGIGIGGICACCGTGCCCTUCACCAGCTTOOGCACCCAGACCTACACCTGCAA

CoOTEAATCACARNGTOD uLRthLCEﬁEQTGE ok %ﬂﬂhﬁhT_“CIbAGAGCC“AL““Cﬁ
GGAGGHRGEGTETOTECTGEAAGCCAGGUTCAGCCUTUCTGICTGGRACGCATCOCGHUTETE
GOAGTOCCAGCCOAGEGLACTAAGGCAGCGLCCCGTCTEACTICTCACCCGGAGGCCTCTGO
COGoCOO RS TOCATSCTOAGSOAGAGGETCT TO TGO T T T T TUCACCACGCTCLGGGIAGSE -
BCAGGUIGGATOCCCOTACCCCAGGUCOTTCACACACAGGGECAGEICCTGOGUTCAGAGT
TCCTA“GﬁuCCRTBTﬂC%;EEﬁPACCCTGC CCTGACCGAGITCARARCCCOACTTGETGA
CACAACTCACACATGUCCACGETGCOCAGRGICCA AATCTTITEACACACCTOCCCCE TG
SCBAGT ':_'-L.CCC&GL“LG{ZCCHAA']’.‘C'I TOTHACADACCTCCCOOGTECCCRAAGGTOCCUAGAGC
CORRATCTTGTGACACACCTCOCCCGTGCOCAAGGTGUCCATGATTICCCGEGACCCCTGAG

e

GTCACGTGCLGIGGTIGETGGACGTGAGCCACGAAGACCICGARGTC A““TC&%T-CuIﬂu:

AT A AT ST AN
TECACGELOTCOAGCTEUATAATGCCAAGACARAGCTGCCGEAGGAGCAGTACAACAGCA
“IM‘JSTTTLJTLA"”ML“CTC ﬁCCTTUTLGRS CAGGACTOGCTCAACEATAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTLTOCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARACCATCTCCAAAGTCAA
ARTGACK GA&CCALGTC&G“”"ACCTT:CTSFLC%:&G TTCTACCCCAGIGACATC
P”CL?TG ISE:&GEGJR_TG:MLPhhTQGH:hLCARFTﬂﬁRALLjEA”uCLTG;CAJCC

TGGACTCCGACGGOTCCTTOTTCCTOTACAGCAAGC TLOACCET GGACRAGAGCAGETGGEUA
GOASGEGAACATCTICTOATGE TCCETGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACCECAG
AAGH GC”]"’CCCiGICTCCGGGT&AA”C’GGT: SCGETGOATCOTGIGATCTGCCTCARA
CCCACAGCCTGOOTASCAGEAGGACCTIGATRCTCCTG SCAUACATGAGEAGRATOTITOT

TTTCTCOTRCTTGAAGGACAGACATGACTTIGGATTTCCOCAGGAGGAGT TTGGCARCCAG
TTCCARRAGOCTCARACCATCCCTGTCCTCCATCACATGATCCAGCAGAT CTICARTCTICT
TCAGCACARAGGACTCATCTGL TECT TEGGATGAGACCCTCCTAGRCAARATTC AUACTEA
ACTCTACCAGCAGO TEAATRACCTGGAAGCCTGTGTGATACAGGLEEIGGGEGTGACAGAG

ACTCCOCTGATGAAGSAGGACTOD .TJT“GL GTGAGGRAATACTTCCAAAGAATCACTC

TOTATUTCARACAGAACAARTACAGCC CTGUCTBECAGET TETCAGAGCAGAAATCAT
GAGATOTTTTTC I T T T CANCARAC 'l’f:tj_ GBAAGTTTAACAAGTAAGGAATG

Fig. 1E
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ES 2536772 T3

Secuencia de amincacidos del enlazador GlysSer de aCD20-IgG3-hulFNa

Y LGLNCVI IVPLLEGVOSOVOLOOPGARLVEPGASVKMSCKASGY TR TS YNMHWVEQ TP G
MHFWTqﬁ*lphﬂﬁﬁTuYN“H} GKATLTADKSISTAYMOLSSLISEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVAGAGTIVIVOALSTKGP SVFPLAPUSRSTSGGTAALECLVKDYFPEPVTIVSIWNS
GALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVIVPSSSLGTOTYTONVNAKP SNTKVDKRVEERFAQ
GGRVSAGSOACPSCLDASRLOSPIPGHOGRPRLTPHPEASARP THAQGEGLLAF STRLRAS
PHWMP LPOALYTOGQVLRSELPRATSRR TLPLTELK TP LD T THTCPRCPEFPKSCDTPPPC
EFRCPEPKSCDTFEPCPRCPEPKSCDTPEECPROPMISRTFPEVTIOVY VDY SHE PE?QFKWE
VRGVEVENAKTELREEQYNS TFRVVEVLIVLHCDWLNGKE YKCKVENKALPAP TRKTISKA
KMTENQVSLTCLVKGE YP SO TAVEWE SNGOPENNYNTTRPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
COGNIFSCSVMHEALHNAY TCKSLSLSPGKSGEEESCDLPCT HSLESRRTIMLLAGMRRIS
LFSCLEDREDFGFPOEEFGNQFQKART I PVLHEMIOQIFNLF STKDSSARWDETLLDKFY T
BLYOQLNDLEACVIQGVEVTIE TPLMEED SILAVRKYFORITLYLKEKKY SPCANEVVRAR L
MRSFSLSTNLOESLRSKE

Fig. 1E, continuacidn
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ES 2536772 T3

Secuencia de acido nucleico del enlazador helicoidal a de aCD20-1gG3-hulFNa

ATGTACTIGEGACTGAACTCTGTAATCATAGTITTTTCTCTTAARAGCTGICCAGAGTCAGG
TAC&RUTGSﬁ“ﬂ“bCTTLFP?CTPAuCIGHI MAAGCCTEGEECCTCAGTEAAGATETCCTE
CRAGGOTTCTOGC TACACAT T TACCAGTTACARTAT GCALTGGETARAARCAGACAUCTGEY
CoCEGorTEoARTCCAT TOCAGCTAT T TATCOCOGAARTEETCATACTTCCTACARTCAGA
AGTTCARAGHCRAGGCCACATTGACTGUAGACAARTCCICCAGCACAGLLTACATGCAGTL
CAGCAGCCTGRCATCTGAGGACTOTGCGGTCTATTACTRTGCRARGATCGACT TACTALGEC
GETEACTEGTACTICAATGTCTGGGECCCAGEGACCATGETCACCGTICTOTGCAGCTAGLA

COAARGGECCCATCEETCITCCOCC TEGTELCC T EGUTCCAGGAGCALCTCTGLGEGCACALCC

GECCCTEOGCTOCCTOGTCAAGGACTACTTCCCCGARCCEGTGACGETGTCLTGGAACTOA
GGCOCCCTIGACTAGCOGOGTGCACACCTICCOGRUTGTCCTACAGTCOTCAGGACTUTALT

COTCAGCACCETCOICACCCIGCCOTCCAGUAGTTYGEECACCCAGACCTACACTY GCAR
COTCAATCACALGOCCAGCAACACCAAGGTGEACAAGAGAGTTGGTGAGAGECCAGCLCAG

[ A e
GGRCGEAGGATETOTECTGEAAGCCAGGCTCAGCCCTLCTGLCTGGACGCATCCCGGUTET
GQE“"PCﬁaHfCCaGGGC&GCEEEGCﬁG COCCGTCTGRCTOCTCACCCGGRAGECCTITES

CECOCCACTCATGCICAGECAGAGEETCT ICTGRCTTITICCACCAGGLUICCEGECAGEC

—— e

ACAGGCTOGATOCCCOTACCCUAGGUCC TTCACACACAGEGGCAGEIGCTGUGUICAGALL
TECOARGAGUCATATCCAGGREGACT CTGCCCCTGﬂCCGEGC?CRR%RCCCGRCTTCGTCR

CACARCTCACACATGCCCACGETECCCAGAD CCCARATCTTETGACACACCICCCCCRTEC
COARGATECOCAGAGUCOAAATCT IGTCACATACCTCOCCCGTECCCAALGTGCCUAGAGC
COBBATCTTIGTCGACACACCTCCCOCGTECLC R&”GTG‘““hTGH”TTCP”bLE”FCTTGHG

Freya

GTCANGTCCETEGTGGTGEACETGAGCCACGAAGACCLCGAGGTCCAGTTCAAGTGGTALSG
TGEGACGGCGTGOASCTGCCATAATGCCAAGACAAAGC TGCOGEACGAGCAGTACAACAGCAC
GTICCGTOTIEGTCAGOGTICC TCACCGTOUTGUACCAGGACTEGCTGAACGGUARGEAGTAC

-

ARGTGCAAGGTOTCCARCRARGT CCTCOCAGOCONCATOGAGAAAACCATCTCCARAGCTA

ARATCACCAACAACCAGATCACCOTEACCTGUCTOETCAAASGTTTCTACCCCAGCGATATY
CCCCGIbuﬂT:Laiit qﬂﬁhrhuhﬁlﬂ?ﬁuhAGQACAﬁﬁERG ACACCACGCCTCCCATG

CTGEACTCCGACGHRCTCOTTCTTCOCTCTAC AGCARGC TCACCGTGGACARGRGUAGGTGEC

S . ] —..-‘
AGTRGﬁwﬁthATTTT”TEEf CTCEGTG&T:CB“GETGCTCTSFPCHECCHCTACRQGCE
GAAGAGCCTOTCCOTATOTCCGEGTARATCTIGGTGACEETGEGATCCTGTGATCTGCCTICAA
ACCCACAGCCTOGUTAGUAGGAGGACCTTIGATGUICCIGHCACAGATGAGGAGAATCTCTC

TTTTOTCO TGO T TEAAGGACAGACATGACTEITGGATT TCCCCAGGAGGAGTTTGGUAACCA
GTTCCAAAAGGOTCAAACCATCCCICTCCTCCATGAGATCATCCAGCAGATUTTCAATCTC
TTCAGCACAARCGACTCATUTACTOCTTGOGATGAG QGLTTLIATELARE'TCTECﬁCTG
AR CTOTACCAGCACCTGAATGACO TEGAAGCCTETETGAT AT RECLEGETHGEGRTGEATAGA
GACTOCCCTCATGAAGEAGEACTCCATTCTIGG CTGTGRGGRERT&CT;ﬁC&RhGR&TC&ﬂT
CTCTATCTGARMAGAGAR ABRTACAGCCCTIGIGCCTEGRAGGT TG TCAGACCAGARATCA

TGAGATCTTITITCTT? thESAﬂEGZTGGﬁAGAAR{l TAAGARGTAREGRATGA

Fig. 1F
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ES 2536772 T3

Secuencia de aminoacidos del enlazador helicoidal o de aCD20-1gG3-hulFNa

MYLOLNCVT IVELLKGVOSQVOLQOPGARLVEPGASVEMICKASCYTF TS YNMHAWVEQTFG
RCLEWTGATYPGNGDTSYNOXKFKGKATLTADKSSSTAYMOLSSLISEDSAVIYCARSTYYG
GDWYFNVRGAGTTVTVSAASTKGEPSVFPLAPCSRSTSGGTAALGCLVEDYFFERPVIVIWNS
GALTSOVHTFEAVLOSSCLY SLSSVYIVRSSSLOTOIY TONVNHEP SNTEVDERVEERPAC
GOEVSAGSQAQPSCLDASRLCSFEPGHOGRERLTPHPEASARE THAQGEGLLAF STRLEAL
TGWMPLEPQALETOGOVLASELPRAISERTLPLTELKIF LGOI THICFRCPEPKSCDTRFRC
PROPEPKACLTPPECPROPEPKSCOTRPPOPRCPMI SRIPEVICVVVDVSHEDFEVOFHWY
VRGVEVENAKTKLREECGY NS TFRVVEVLTVLAQDWLNCKEYKCKVSNKALPAP TERTISKA
EMTRNOVSLTCLVKGE YPSD T AVEWE SNGQPENNYNTTPRFMLOSDGSFP LY SKLTVDKSRW
COGNIFECSYMHEALANAY TOKS LS LEPGK S ARAAAKERRRKACD LPOTHE LGERRT LMLL
AOMRRISLFSCLEDRHDFGFPOEEFGNOFQKART IPVLHEMIQQIFNLE STKDS SAAWDET
LOKF Y TELYCOLNDLEACY IQGVEVIE TP LMKED S I LAVREYFQRITLY LKERXY SFCAW
VURAETMRSFELETHNLESLESKE

Fig. 1F, continuacion
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ES 2536772 T3

Secuencia de acido nucleico del enlazador GlysSer de aCD20-1gG1-mulFNa

ATGTACTTGGGACTGAACTGTGTAATCATAGTTITTTCTCTTAAAAGCTGTCCAGAGTCAGGTACAAC
TGCAGCAGCCTGEGGECTGAGLTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGICCTGCAAGGCTTICTGG
CTACACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTAAAACAGACACCTGGT CCGGGCCTGGAATGGATT
GGAGCTATTTATCCCGGARATGGTIGATACTTCCTACAATCAGAAGTTCAARGGCAAGGCCACATTGA
CTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGET
CTRTTACTGTGCAHGETCGACTTECTRCGGCGGTGACTGGTRCTTCHATGTCTGGGGCGCAGGG&CC
ACGGTCACCGTCICTGCAGCTAGCCARCCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGGAGCC
CABRATCTTGTGACAARACTCACACATGCCCACCGTGCCCAATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGTGGHCGTGAGCCACGhﬂGACCCTGRGGTCRAGTTCAHCTGGTACGTGGACGGCGTGG
AGGTGCATAATGCCARGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACARCAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGIGCAAGGTCTCCAACAARGCC
CTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCAC
ATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGT GACCGCTGTACCARCCTICTGICCTAC
AGGGCAGCCCCGAGARMCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGCATGAGCTGACCAAGAACCAL
GTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG
GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCICCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTA
CAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACRACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATCTGGTGGCGGTG
GATCCTGTGACCTGOCTCAGACTCATARCCTCAGGAACAAGAGAGCCTTGACACTCCTGGTACAART
GAGGAGACTCTCCCCTCTCTCCTGCCTGAAGGACAGGAAGGACTTTGGATTCCCGCAGGAGRAGGTG
GATGCCCAGCAGATCAAGARGGCTCARGCCATCCCTGTCCTGAGTGAGCTGACCCAGCAGATCCTGA
ﬂCHTCTTCACATDRAAGGACTCATCTGCTGCTTGGAATGCA&CCCTCCTHGACTCATTCTGCAATGE
CCTCCACCAGCASCTCAATGACCTGCARGGTTGTCTGATGCAGCAGGTGGGGGTGCAGGAATTTCCT
CTGACCCAGGAAGATGCCCTGCTGGCTGTGAGGAARATACTTCCACAGGATCACTGTGTACCTGAGAG
AGAAGAAACACAGCCCCTGTGCCTGGGAGGTGGTCAGAGCAGAAGTCTGGAGAGCCCTGTICTTCCTC
TGCCAATGTGCTGGGAAGACTGAGAGRAGAGAAATGA

Secuencia de aminodacidos del enlazador Gly,Ser de aCD20-IgG1-mulFNa

MYLGLNCVIIVFLLEGVQSOVQLOQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVEQTEG
RGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGTTVIVSAASOPRAHRSSEPWHPPPRAPLGAQRPWAAWSRITSPNREFKSCD
KTHTCPPCPMISRTPEVTCVVVDVSHEDEPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKAKGGTRGVRGP HGQRPARFPTLCPESD
RCTNLCPTGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKSGGGEGSC
DLPQTHNLRNKRALILLVQMRRLSPLSCLKDRKDFGFFQEKVDAQQIKKAQAIPVLSELTQ
QILNIFTSKDSSAAWNATLLDSFCNDLEQQLNDLQGCLMQQVGVQEFPLTQEDALLAVRKY
FHRITVYLREKKHSPCAWEVVRAEVWRALSSSANVLGRLREEK

Fig. 1G
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ES 2536772 T3

Secuencia de acido nucleico del enlazador helicoidal a de aCD20-lgG1-mulFNa

AIGTACTTGGGACTGAACTGIGTAATCATAGTITITTCTCTTARAAGGTGTCCAGAGT CAGGTACRAC
TGECAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCARGGCTTCTGG
CIACACATTTACCAGTTACARTATGCACTGGGTAAAACAGACACCTGETCGEEGCCTOEAATGGATT
GGAGCTATTTETCCCGGRRATGGTGRTACITCCTEChATCAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCAChTTGA
CTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGT
CTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGACC
ACGGTCACCGTCTCTGCAGCTAGCCARCCAAGGGCCCATCGETCT TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGEGGGCACAGEGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTICCCCGARCCGGGAGTC
CARATCTTGTGACAARACTCACACATGCCCACCGTGCCCAATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGETGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGLGTGG
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACARCAGCACGTACCGGETGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCHCCRGGACTGGCTGAATGGCAEGGAGTACRRGTGCA&GGTCTCCAACRAAGCC
CTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAMAGC CARAGGTGGGACCCGTGEGGTGCGAGGGCCAC
ATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCTAC
AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC TGACCARGAACCAG
GICAGCCTGACCTGCCTGETCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGLCGTGGAGT GGGAGAGLUAATG
GGCAGCCGGBGAACAACTACABGACCACGCCTCCCGTGCTGGHCTCCG&CGGCTCCTTCTTCCTCTA
CAGCAAGCTCACCGTGGACARGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACARACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGICTCCGGGTAAATCTGGTGGCGGTG
GATCCTGTGACCTGCCTICAGACTCATAACCTCAGGAACAAGACAGCCTTGACACTCCTGGTACAAAT
GAGGAGACTCTCCCCTCTCTCCTGCCTGAAGGACAGGAAGGACTTTGGATTCCCGCAGGAGAAGETG
GATGCCCAGCAGATCAAGAAGGCTCAAGCCATCCCTETCOTGAGTGAGCTGACCCAGCAGATCCTGA
ACATCTTCACATCAAAGGACTCATCTIGCTGCTIGGAATGCAACCCTCCTAGACTCATTCTGCAATGA
CCTCCACCAGCAGCTCAATGACCTGCAAGGTTGTCTGATGCAGCAGGTGGGGGTGCAGGARTTTCCC
CTGACCCAGGAAGATGCCCTGCTGGCTGTGAGGAAATACTTCCACAGGATCACTGTGTACCTGAGAG
AGAAGAAACACAGCCCCTGTGCCTOGGAGGTGGTCAGAGCAGAAGTCTGGAGAGCCCTGTCTTCCTC
TGCCRATGTGCTGGGAAGACT GAGRAGAAGAGARRTGA

Secuencia de aminoacidos del enlazador helicoidal a de aCD20-1gG1-mulFNa

MYLGLNCVIIVFLLEKGVQSQVQLQQPGAELVKPGASVEMSCKASGY TFTSYNMHWVKEQTEG
RCLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GUWYFNVWGAGTTIVIVSAASQPRAHRSSPWHPPPRAPLGAQRPWAAWSRTTSPNREFPKSCD
KTHTCPPCPMISRTPEVTCV?VDVSHEDPEVKFNWY?DGUEVHNAKTKPREEQYNSTYRU?
SVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGGTRGVRGP HGQRPARFTLCPESD
RCTNLCPTGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSEWQQGNVF SCSVMHEALHNHY TQKSLSLSFGRSAEARRK
EARAKACDLPOTHNLRNKRALTLLVQMRRLSPLSCLKDRKDFGFPQEKVDAQQIKKAQAIP
VLSELTQQILNIFTSKDSSAAWNATLLDSFCNDLHQQLNDLQGCLMQUVGVQEFFLTQEDA
LLAVRKYFHRITVYLREKKHSPCAWEVVRAEVWRALSS SANVLGRLREEK

Fig. TH
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Secuencia de acido nucleico del enlazador GlysSer de aCD20-IgG1-hulFNa

AT AT RGO AS AR T AT O T AATCAT AG T ITTC TC YL ARBAGE TG TCORAGAGT CAGHTACRAT
TGCAGCAGCCTEOGGUTRAGDTGGT GAAGTCTECGECCTCAGTGRAGATCTICCTGCARGEUTTICTGE
CTACACATTIACCAGTTACARTATGCACTGGOTARARACRGACACCTGGT CLELGUCTGERATEGATT
EGAGCTATTTATCOCGGARATCOTIGATAL TTCC TACAATCACGAAG TTCARRGGUARGUUCACATIGA
CTGOASACRAATCCTCCAGCACAGCCTACATCCAGCTCAGCAGCCTORCATETGAGEACTUTGCGET
CTATTACTGIGOAAGATCHACTTACTACGGCGE IGACTCGTACTTCAAT CTCTSGGECGTREEEACT
ACGETCACCGTCTOTGCAGCTAGCCAACCAAGGECOCATCGGTCTTCCCCCTSGCACCITOUTUCAR
GAGCACCTICIGEGAGUACACCLGCCCTGBOC TCCCTEOTCAAGGACTACTTCOCCUARCCLOGAGCC
CAART O T T EAC AARACTOACACATGCOCACCOTHIOCAA TEATOTCCUGEACCCUTHAGGT UACA

™ pE

TEOGTEGTGETEGATGT GAGCCACGAAGALCCTCAGGTCAAGT TCAACT GETACGEGEAT

e el

AGGTECATRATGN CARCACRARGCC CUGEBAGGAGUAGTACARLAGCACBTACTGEETGGTCAGCGET

OO CA ST TSCACC AGGACTGGU TEAMT GECAAGGAGT ACAAFTGUARGETCICUART AR MECE
CT RGO O A TOGAGABRALLCAT O TOCARAGCTARAGETGGGACCCETEAGGTGCHAGGGUCAT
ATGSACAGAGSUCGROTCGROCCACICTOTGCT C'I'{‘EAG. GrGACCGUTGTACTARCCTCTETOCT AL
AGGHCRGOr OO CAGARCU AT AGETETACRCCOTRCICCUATCUCGEGAT GAGITHACCAAGAATCAG
GTCAGCOTOACCTOCOTGOTOARACGO TTOTATCCCAGCGACATCOUCGTGRAGTGEGAGAGCRATG
OGO LG OO A A A AAC TACAAGACC AN SO TOCOSTLROTGRANTOOGACEGOTCCTICTTOCTICTA
CAGORACO T AL G TORAD AAGRGCASGTGGCAGCAGGEGARLGTCTTICTCATGCTCCGTGATGUAT
GAGGOTCTRCACAACCAC TACACGCAGARGAGLCTCTUCCTGTOTOCGELTAARTCTCLGTIGGLGET G
GATCC TG TEATC TGUCTCARAACCC AL ARG TGECTASCAGCAGOACCTTGATSOTCC TGOUACRGAT
CAGGAGAATCTCT O T T T IO T OO TGO T T SAACGACAGAZATCACTT IGGATTTCCCCACGGAGEAUTTT
e AR O AGT T OO AARAGE ST ERARCC AT OO TETCL TOCATOAGETGATCCAGCAGRTCTICARTC
T IO AG A ARAGGA T TOATOTGC I GOTTGEEATSAGACCOUTOC TAGACAAAT T T ACRITGAACT
ARG O AT TEAATGACCTEGARGICTHTETEATACACGCEGT SGGGETEACAGAGALTICCICTE
AT AGCAGCAS T O AT T TG T T BAGGAAA TAC T TOCARAGARTCACTCTCTATCTGARRGAGA
ACARATACAGTCO T EGTECO T CGGAGH T TG TUAGAGTAGARATCATGAGATITTT TECT TTGTIARC

AARCTTGCARGAARGT T TAAGARGTAAGGARATGA

Secuencia de aminoacidos del enlazador Gly,Ser de aCD20-lgG1-hulFNa

MYLGLNCVIIVFLLKGVQSQVQLOOPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPG
RGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGT TVTVSAASQOPRAHRS SPWHPPPRAP LGAQRPWAAWSRT TSPNREPKSCD
KTHTCPPCPMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKT I SKAKGGTRGVRGPHGQRPARPTLCPESD
RCTNLCPTGQPREPQVYTLPP SRDELTKNQVSLTCLVKGF YPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKSGGGGSC
DLPQTHSLGSRRTLMLLAQMRRISLFSCLKDRHDFGFPQEEFGNQFQKAETIPVLHEMIQQ
IFNLFSTKDSSAAWDE TLLDKFYTELYQQLNDLEACVIQGVGVTETPLMKEDSTLAVRKYF
ORITLYLKEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSLSTNLOESLRSKE

Fig. 11
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Secuencia de acide nucleico del enlazador helicoidal a de aCD20-1gG1-hulFNa

ATOTACTTCGGACTGAAC T T TAAT AT AGTTTT I ICTTAARAGGTGTICAGRGTCAGGTACART
TREAG [..F'-.GC'("TCGGG”TfA"'"I’uEZTFEA,:SL TGEEGGULTORGTGAAGRTGTUCTGUARGGITICICG

CTA A AT T EAL D AG T TACARTATGCACTGOOTARAAS AGACACCTGET CRESGUCTCERAATGORTT
COAGOTAT T IAT OO CGHEARATGCICAT A TTCCTACARTCAGAAGTTCARAGGUARGGUCACATICA
TGO AGACARAT OO T OO ACCACAGCCOT ACATCCACCTCAGCAGCOTGACATOTEAGEAC TOTECEET
GIETT3L GG AAGAT qu,r“*"‘“ﬁmu&cT:ﬁc1c5r ACTTORATETOTGEHGEUGTA ’:&bC“
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GACCTTGA TGO TCOTGECALAGATGAGEAGRATCTCICTTTICTCCTGU TTGARGGATAGACATEAL
T EGA T T IO CTAGGAGGAG T IGEIAMCCAGT TUCARARGETTGARACCAT CCCT GTCITCONTG
ACATGATCCAGTAGATUTTCAATC TUT TCAGCACARAGGACTCATCTGUIGCT TGGGAT GAGACLCT
COTAGACARAT T TACAC TEARCTUTACCAGTAGC TCARATGACCTGGRAGCCTGTGT GATACAGEGSE
TTGGACGTRACAGEGAC T OIOTEATSAAGGAGEACTCCAT TCTGGUT G TGAGGARATATTTTUCAAA

GRATCACTOTOTATCIGARAGAGARGAARTACAGCICTTIGIGUCTSGRAGRT TGTCACGAGCAGAART
CRTGAGRTCTITITICITIGICARCARACTIGCARGARAGTI TAAGRAGTAAGCARTCR

Secuencia de aminoacidos del enlazador helicoidal a de aCD20-1gG1-hulFNa

MYLGLNCVIIVEL I;'ﬁgVQSQ‘u’Q OOPGARLVEPCASVEMSCKASGY TR T SYNMHWVEQTIFG
ROLEWIGATYPENGDTSYNORPKCKATLTADKSSS TAYMOLSSL T SEDSAVYYCARSTYYG
GLWYFNVWGAGT TVIVAARSOPRANRS SPWEPPPRAP LGAGRFWAANGE I'."_‘E’?P-.RE?KSCE}
KTHTCPPOPMISRTREVICVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVENAKTKPREEQYNETYRVV
SVLTVLEQDWLNGHEYHIKVENEALPAPIEXTL ‘1-{Pkﬁ"GIRG%’RGPH:QF‘RPE‘;?PTLCPE;‘Js.
B®C .LNLC.?IU{:.? BPOVYTLEFSREELTENQVSLTCLVKGEYPED T AVEWE SNGOPENNYRT

LYSKI '1”,.3' SRWOOCNVE SCSYVMABALHNHYTOKSLSLSF CKAEARAKE
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ARAKACSODLPOTHSLGSRRTLMLLAOMER SLFSOLKDREDFCFPOEEFGHNUFQEAETIF
thhFIu;ﬁ‘ﬂLT“”Kﬁ°wﬁAwu TLIDKPY TELYQOLNDLEACVIQEVEVTETR LMEEDS
ILAVREYFORITLYLKEEKY SPCAWEVVRAEIMRSFSLETNLQESLREKE

Fig. 1J
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Secuencia de acido nucleico de la cadena ligera de aHer2/neu

ATGGGATGGAGCTGGGTAATCCTCTTTCTCCTGTCAGTAACTGCAGGTGTCCACICCCAGT
CTGTGTTGACGCAGCCGCCCTCAGTCTCTGCGCCCCCAGGACAGAAGGTCACCATCTCCTG
CTCTGGAAGCAGCTCCAACATTGGGAATAATTATGTATCCTGGTACCAGCAGCTCCCAGGA
ACAGCCCCCAAACTCCTCATCTATGATCACACCARTCGGCCCGCAGGGGTCCCTGACCGAT
TCTCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCAGCCTCCCTGGCCATCAGTGGGTTCCGGTCCGAGGA
TGEGGCTGATTATTACTGTGCCTCCTGGGACTACACCCTCTCGGGCTGGGTGTTCGGHGGH
GGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTGAG

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de aHer2/neu

MGWSWVILFLLSVTAGVHSQSVLTQFPSVSARPGQKVTISCSGSSSNIGNNYVSWYQQLPG
TAPKLLIYDHTNRPAGVPDRFSGSKSGTSASLAISGFRSEDEADY YCASWDYTLSGWVEGG
GTEVIVLGE

Fig. 1K
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Secuencia de dcido nucleico del enlazador glyser de aHer2/neu-19G1-mulFNa

ATGGGATGGAGCTGGGTAATGCATCTTTCTCCTGTCAGTARCTGCAGATGCCCGGGARAGGCCTGGA
GTACATGGGGCTCATCTATCCTGGTGACTCTGACACCAAATACAGCCCGTCCTICCAAGGCCAGGTC
ACCATCTCAGICGACAAGTCCGTCAGCACTGCCTACTTGCARTGGAGCAGTCTGAAGCCCTCGGACA
GCGCCGTCTATTITTTOTGCCAGACATGACGTGECGATATTGCACCGACCGGACTTGCGCAAACTGGCT
TGAATACTTCCAGCATTGGGGOCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCCAACCAAGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCIGGGGGCACAGCGGCCCTIGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGGAGCCCARATCTTGTGACARARCTCACACATGCCCACCGTG
CCCAATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGETGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAG
GTCAAGTTCAARCTGGTACGIGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGALAAAGLUGLELEAGGALC
AGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGARTGGCAM
GGACTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAACCATCTCCARAGCT
AMAGOCTGGEACCCATEEAGETGCEAGGGOCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTG
AGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCTACAGGGCAGCCCCGAG&ACCACRGGTGTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGCTGACCARGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTICCCG
TGO TGGACTCCGACGGCTCCTTICTTCCTCTACAGCARGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGLAGCA
GGGGAACGTCTITCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACRACCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCOTGTCICCGGETARATCTGGTGGCGETGGATCCIGTGACCTGCCTCAGACTCATRAACCTCAGGA
ACRAGAGAGCCTTGACACTCCTGGTACARATGAGGAGACTCTCCCCTCTCTCCTGCCTGARGGACAL
GAAGGACTTIGGATTCCCGCAGGAGAAGBTGGATGCCCAGCAGATCAAGARGGCTCAAGCCATCCCT
GTCCTGAGTGAGCTGACCCAGCAGATCCTGAACATCTTCACATCAAAGGACTCATCTGCTGCTTGGA
ATGCAACCCTCCTAGACTCATTCTGCARTGACCTCCACCAGCAGCTCAATGACCTGCRAGGTTIGTCT
GATGCAGCAGGTGGGGGTGCAGGRATT TCCCCTGACCCAGGAAGATGCCUIGCTGGUIGTGAGGAAR
TACTTCCACAGGATCACTGIGTACCTGAGAGAGAAGAAACACAGCCCCTGTGCCTGGCGAGGTGGTCA
GAGCAGAAGTCTGGAGAGCCCTGTCTTCCTCTGCCAATGTGCTGGGAAGACTGAGAGARGAGARAT(

A

Secuencia de aminoacidos del enlazador glyser de aHer2/neu-lgG1-mulFNa

MGWSWVMHLSPVSNCMPGKGLEYMGLI YPGDSDTKYSPSFQGQVTISVDKSVSTAYLOWSS
LKPSDSAVYFCAREDVGYCTDRTCAKWPEYFQHWGQGTLVTVSSASQPRAHRSSPWEPPPR
APLGAQRPWAAWSRTTSPNREPKSCDKTHTCPPCPMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKFREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGGTRGVRCGPHGORPARPTLCPESDRCTNLCP TGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQRQGNVE SCSVM
HEALHNHY TQKSLSLSPGKSGGGGSCDLPQTHNLRNKRALTLLVOMRRLSP LSCLKDREDF
GFPQEKVDAQQIKKAQAIPVLSELTQQILNIFTSKDSSARWNATLLDSFCNDLHQQLNDLQ
GCLMOOVGVQEFPLTQEDALLAVRKYFHRITVYLREKKHSPCAWEVVRARVWRALSSSANV

Fig. 1L
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Secuencia de dcido nucleico del enlazador helicoidal a de aHer2/neu-lgG1-mulFNa

ATGGGAT GGAGCTGGGTAATGCATCTTTCTCCTGTCAGTARCTGCAGATGLCCGGGAARGGLCTGGR
GTACATGGGGCTCATCTATCCTGETGACTCTGACACCARATACAGCCUGTCCTTCCAAGLHUCAGGTC
ACCATCTCAGICGACAAGTCCGTCAGCACTGCCTACTTGCAATGGAGCAGICTGAAGCCCTCGGACA
GCGCCGTGTATTTTTGTGCGAGACATGACGTGGGATATTGCACCGACCGGACTTGCGCARAGTGELC
TGAATACTTCCAGCATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCCAACCARGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGEGGEGCACAGCGGCLCTGEGLETGCCT
GGTCARGGACTACTTCCCCGARCCGGGAGCCCARATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTG
CCCAATGATCTCCCGRGACCCCTGAGGTCACATGCGTIGGTGEGTGGACGTGACCCACGAAGRCCCTGAG
GTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACRAAGCCGCGGGAGGAGT
AGTACARCAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAR
GGAGTACARGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARRRACCATCTCCAAAGCC
AMAGGTGGGACCCGTGGGETGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTG
AGAGTGACCGCTGTACCAERCCTCTGTCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACRCCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGC TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCGTGGEAGT GGGRAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCG
TECTGEACTCCGACGECTCCTTCTTCOTC TACAGC AAGCTCACCGTGGACRAAGAGCAGGTGGCAGCA
GEGGAACGTCTTCTCATGC TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCCACTACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCGGETARAGCAGAGGCCGCAGCTAARGAGGOCGCAGCCAAAGCGGGATCCTGTGACT
TECCTCAGACTCATAACCTCACGAACAAGAGAGCCTTGACACTCCTGGTACARATGAGGAGACTCTC
COCICTCTCCTGCCTGAMGGACAGGARGGACTTTGCATTCCCGCAGGAGARGGTGGATGCCCAGCAG
ATCAACAACGCTCAAGCCATCCCTGTCCTGAGTGAGC TGACCCAGCAGATCCTGAACATCTTCACAT
CAARGCGACTCATCTGCTGCTTGGAAT GCAACCCTCCTAGACTCATTCTGCAATGACCTCCACCAGCA
GCTCAATGACCTGCAAGGTITGTCTGATGCAGCAGGTGGGGETECCAGGAATTTCCOCTGACCCAGGAA
BATGCCOTGOIGGCTGTGAGGARMATACTTCCACAGGATCACTGTGTACCTGAGAGAGRAGARACACA
GCCCCTIGTGCCTEGGAGGIGETCAGAGCAGAAGTCTGGAGAGCCCTGTCTTCCTCTGCCAATGTGET
GGGAACACT GAGAGAAGAGARATGA

Secuencia de amincacidos del enlazador helicoidal a de aHer2/neu-1gG1-mulFNa

MGWSWVMHLSPVSNCMPGKGLEYMGLIYPGDSDTKY SPSFQGQVTISVDKSVSTAYLOWSS
LKPSDSAVYFCARHDVGYCTDRTCAKWPEYFQHWGRGTLVIVSSASCPRAHRS SPWHPPPR
APLGAQRPWAAWSRTTSPNREPKSCDKTHTCPPCFMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVITVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGGTRGVRGPHCQRPARPTLCPESDRCTNLCPTGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGCNVESCSVM
HEALHNHY TQKSLSLSPGKSAEABARKEARARKACDLP QTHNLRNKRALTLLVQMRRLSPLSC
LKDRKDFGFPQEKVDAQQIKKAQAIP?LSELTQQILNIFTSKUSSHAWNRTLLDSFCNDLH
QQLNDLOGCLMOQVGVQEFPLTQEDALLAVRKYFHRITVY LREKKHSPCAWEVVRAEVWRA
LSSSANVLGRLREEK

Fig. 1M
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Secuencia de icido nucleico del enlazador glyser de aHer2/neu-1gG1-hulFNa

HTGGGBTGGRGCTGGGTH&TGCATCTTTCTCCTGICAGTRH:TGCAGAIGCCCGGGBAAGGCCTGGA
GTACATGGGGCTCATCTATCCTGGTGACTCTGACACCARATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTC
ACCRATCTCAGTCGACAAGTCCGTCAGCACTGCCTACTTGCAATGGAGCAGTCTGAAGCCCTCGGACA
GCECCGTOTATTTTTGT GCCACGACATGACGTGGGATATTCCACCCACCCGACTTGCGCARAGTGGECC
TGARTACTTCCAGCATTGGGGCCAGGGCACCCTGETCACCGTCTCCTCAGCTAGCCAACCARGGGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGECACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGGGGECACAGCGGCCCTGGGCTGCLT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGGAGCCCAMATCTTGTGACARARCTCACACATGCCCACCGTG
CCCAATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCETGGTGOTGGACGTGAGCCACGAAGRCCCTGAG
GTCAAGTI TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGT GCATARTGCCAAGACARAGCCGCGGGAGGAGC
AGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGECTGARTGGCAA
GGAGTACAAGTIGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCC
AAAGGTGGGACCCETGGEETGCGAGGGLCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTE
AGAGTGACCGCTGTACCRACCTCTGTCCTACAGGECAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACUCTGRC
CCCATCCCGGEATGAGC TGACCAAGARCCAGETICAGCCTGACCTGCCTGGTCAARGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGT GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCG
TGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC TACAGCAAGCTCACCGTGGACAMGAGCAGGTGGCAGCA
GGGCAACGTCTITCTCATGC TCCGTCATGCATGRAGGCTCTGCACARCCAC TACACGCAGAAGAGCCTC
TCCCTETCTOOGGGTAAATCTGRTGGOGETGGATCCTGTGATCTGCCTCAARCCCACAGCCTGGETA
GCAGGAGGACCTTGATGCTCCTGGCACAGATGAGGAGARATCTCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAG
ACATGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGT TTGGCAACCAGTTCCAARAGGCTGAARCCATCCCTGTC
CTCCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGGACTCATCTGCTGCTTGGGATG
AGACCCTCCTAGACARATTCTACACTGAACTCTACCAGCAGCTGAATGACCTGGAAGCCTGTGTGAT
ACAGGGGGTGEGGETGACAGAGACTCCCCTGATGARAGGAGGACTCCATTCTGGCTGTGAGGARATACL
TTCCAARGAATCACTCTCTATCTGAAAGAGARGARATACAGCCCTTGTGCCTGGGAGGTIGTICAGAG
CAGRAATCATGAGATCTITTTCTTTGTCAACARACTT GCAAGAMAGT TTAAGAAGTARGGAATGA

Secuencia de aminocacidos del enlazador glyser de aHer2/neu-lgG1-hulFNa

MYLGLNCVIIVFLLKGVQSOVOLOQPGAELVKPGASVEMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPG
RGLEWIGRIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGTTVIVSAASQPRAHRSSPWHPPPRAP LGAQRPWAAWSRTTSPNREPKSCD
KTHTCPPCPMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGGTRGVRGPHGQRPARPTLCPESD
RCTNLCPTGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDESRWQOGNVF SCSVMHEALENHY TQKSLSLSPGKSGGGGSC
DLPQTHSLGSRRTLMLLAQMRRISLF SCLKDRHDFGFPQEEFGNQFQKAETIPVLHEMIOQQ
IFNLFSTKDSSAAWDETLLDEKF Y TELYRQLNDLEACVIQGVGVTETPLMKEDSILAVRKYF
QRITLYLKEKKYSPCAWEVVRAEIMRSEFSLSTNLQESLREKE

Fig. 1N
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Secuencia de acido nucleico del enlazador helicoidal a de aHer2/neu-lg&1-hulFNa

ATGGGATGGAGCIGGGTAATGCATICTTICICCIGTCAGTAACTGCAGATGCCCGGGAAAGGCCTGGA
GTACATGGGGCTCATCTATCCTGGTGACTCTGACACCAAATACAGCCCGTCCTTCCAAGGCCAGGTC
ACCATCTCAGTCGACAAGTCOGTCAGCACTGCCTACTIGCAATGGAGCAGTCTGAAGCCCTCGGACA
GCGCCGTGTATTTTIGTGCGAGACATGACGTGGGATATTGCACCGACCGGACTTGCGCARAGTGGCC
TGAATACTTCCAGCATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCICCTCAGCTAGCCARCCARGEGCC
CATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCARGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCT
GGTCAAGGACTACTTICCCCGAACCGGGAGCCCARATCTTGTGACAARACTCACACATGCCCACCGTG
CCCAATGATCICCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGIGGTGGTGGACGTGAGLUCACGAAGALCCTGAG
GTCAAGTICAACTGGTACGTGEACEGCGTGEAGGTGCATAATGCCARGACAMAGCCGCEGGAGBAGC
AGTACAACAGCACGTACCGGSGTGGTCAGCGTICCTCACCGTCCTCCACCAGGACTGGCTGARTGGCAR
GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARAMACCATCTCCARAGCC
AAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCTG
AGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCC
CCCATCCCGGGATGAGC TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCEGAGAACAACTACAAGACCACGCCTICCCG
TGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC TACAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCA
GGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCHTGAGGCTCTGCACAACCACTAﬂhCGCAGAAGAECCTC
TCCCTGTCTCCGGGTARAGCAGAGECCGCAGCTAAAGAGGCCGCAGCCAARGCGGGATCCTGTIGATC
TGCCTCAAACCCACAGCCTGGGTAGCAGGAGGACCTTGATGCTCCTGGCACAGATGAGGAGARTCTC
TCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACATGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTTTGGCAACCAGTTC
CAAAAGGCTGAAACCATCCCTGTCOTCCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCARTCTCTTCAGCACAR
AGGACTCATCIGCTGCTIGGGATGAGACCCTICCTAGACAAATTICTACACTGAACTCTACCAGCAGCT
GAATGACCTGGAAGCCTGTGTGATACAGGGGGTGGGGEETGACAGAGACTCCCCTGATGAAGGAGGAC
TCCATTCTGGCTGTGAGGARATACTTCCARAGAATCACTCTCTATCTGAAMGAGAAGAAATACAGCC
CTTGTGCCTGGGAGGTTGTCAGAGEAGAARTCATGAGATCTITTITCTTTGTCARCARACTTGCAAGA
AAGTTTAAGARAGTARGGAATGA

Secuencia de aminoacidos del enlazador helicoidal a de aHer2/neu-1gG1-hulFNa

MYLGLNCVTI IVFLLKGVQSQVQLQOPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPG
RGLEWIGAIYPGNGDTISYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQOLSSLTSEDSAVYYCARSTYYG
GDWYFNVWGAGTTVIVSAASQPRAHRSSPWHPPPRAPLGADRPWAAWSRTT SPNREPKSCD
KTHTCPPCPMISRTPE?TCV?VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEEKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGGTRGURGPQGQRPRRPTLCPESD
RCTNLCETGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF SCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGKSAEARAK
EAAAKACDLPQTHSLGSRRTLMLLAQMRRISLFSCLKDRHDFGFPQEEFGNQFQRKAETIPV
LHEMIQQIFNLFSTKDSSAAWDETLLDKFYTELYQQLNDLEACVIQGVGVTETPLMKEDSI
LAVRKYFQRITLYLKEKKYSPFCAWEVVRAE IMRSFSLSTNLQESLRSKE

Fig. 10
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