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DESCRIPCION
Moléculas de una sola cadena de TNFSF

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion de una sola cadena que comprenden tres dominios de
citoquinas de la superfamilia del TNF soluble (TNFSF) y moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas de
fusion. Las proteinas de fusién son sustancialmente no agregantes y son adecuadas para aplicaciones terapéuticas,
de diagnéstico y/o de investigacion.

Estado de la Técnica

Se sabe que se requiere una trimerizacion de citoquinas de TNFSF, p. €j., el ligando CD95 (CD95L), para una union
y activacion eficaces del receptor. Complejos triméricos de citoquinas de la superfamilia del TNF, sin embargo, son
dificiles de preparar a partir de unidades monoméricas recombinantes.

Los documentos WO 01/49866 y WO 02/09055 describen proteinas de fusién recombinantes que comprenden una
citoquina TNF y un componente de multimerizacion, en particular una proteina de la familia de proteinas C1q o una
colectina. Una desventaja de estas proteinas de fusion es, sin embargo, que el dominio de trimerizacion tiene
habitualmente un gran peso molecular y/o que la trimerizacion es bastante ineficiente.

Schneider et al. (J Exp Med 187 (1989), 1205-1213) describen que trimeros de citoquinas TNF se estabilizan por
motivos de estabilizacion situados en posiciéon N-terminal. En CD95L, la estabilizacién del trimero del dominio de
unién al receptor es presumiblemente provocada por dominios de aminoacidos N-terminales que estan situados
cerca de la membrana citoplasmatica.

Shiraishi et al. (Biochem Biophys Res Commun 322 (2004), 197-202) describen que el dominio de unidn al receptor
de CD95L puede ser estabilizado por motivos enrollados en espiral a-helicoidal (cremallera de leucina) artificiales
situados en posicion N-terminal. Se encontrd, sin embargo, que apenas se puede predecir la orientacion de las
cadenas de polipéptidos entre si, p. ej., orientacion paralela o antiparalela. Ademas, el nimero 6ptimo de
repeticiones heptad en el motivo de cremallera enrollado en espiral son dificiles de determinar. Ademas, las
estructuras enrolladas en espiral tienen la tendencia a formar agregados macromoleculares después de la alteracion
del pH y/o la fuerza iénica.

WO 01/25277 se refiere a polipéptidos oligoméricos de cadena sencilla que se unen a un dominio de union a ligando
extracelular de un receptor celular, en donde el polipéptido comprende al menos tres sitios de unién al receptor de
los cuales al menos uno es capaz de unirse a un dominio de union a ligando del receptor celular y al menos uno es
incapaz de unirse con eficacia a un dominio de union a ligando del receptor celular, por lo cual los polipéptidos
oligoméricos de cadena sencilla son capaces de unirse al receptor, pero son incapaces de activar el receptor. Por
ejemplo, los mondmeros se derivan de ligandos de citoquinas de la familia de TNF, en particular de TNF-a.

El documento WO 2005/103077 describe polipéptidos de fusiéon de cadena sencilla que comprenden al menos tres
monoémeros de un miembro de ligando de la familia de TNF y al menos dos conectores peptidicos que unen entre si
los monémeros de los miembros de la familia de ligandos de TNF. Experimentos recientes, sin embargo, han
demostrado que estos polipéptidos de fusion de cadena sencilla muestran una agregacion no deseada.

Era un objeto de la presente invencion proporcionar proteinas de fusion de cadena sencilla que comprendan al
menos tres dominios de citoquinas TNF que permitan la fabricacion recombinante eficiente combinada con una
buena estabilidad relativa a la agregacion.

Compendio de la Invencion

La presente invencion se refiere a un polipéptido de fusion de cadena sencilla que comprende:
(i) un primer dominio de citoquinas de la familia de TNF soluble,
(i) un primer enlazador peptidico,
(iii) un segundo dominio de citoquinas de la familia TNF soluble,

(iv) un segundo enlazador peptidico, y
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(v) un tercer dominio de citoquinas de la familia TNF soluble

que es sustancialmente no-agregante, en donde el dominio de citoquinas de la familia TNF soluble se selecciona de
dominios TRAIL. La invencién se refiere, ademas, a una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de
fusion segun se describe en esta memoria y a una célula o un organismo no humano transformado o transfectado
con una molécula de acido nucleico segun se describe en esta memoria. La invencion se refiere también a una
composicion farmacéutica o de diagndstico que comprende como agente activo una proteina de fusion, una
molécula de acido nucleico, o una célula segun se describe en esta memoria. La invencion también se refiere a una
proteina de fusion, una molécula de acido nucleico o una célula segun se describe en esta memoria para su uso en
terapia, p. €j., el uso de una proteina de fusion, una molécula de acido nucleico, o una célula segun se describe en
esta memoria para la preparacion de una composicion farmacéutica en la profilaxis y/o tratamiento de trastornos
causados por, asociados con y/o acompafnados de la disfuncion de citoquinas de TNFSF, en particular trastornos
proliferativos tales como tumores, p. ej., tumores solidos o linfaticos; enfermedades infecciosas; enfermedades
inflamatorias; enfermedades metabdlicas; trastornos autoinmunes, p. €j., enfermedades reumatoides y/o artriticas;
enfermedades degenerativas, p. €j., enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple; enfermedades
asociadas a la apoptosis o rechazos de trasplantes.

Descripcion de las Figuras

Figura 1 Estructura del dominio del polipéptido de fusion de cadena sencilla de la invencion. I., Il., Ill.
dominios de citoquinas de la familia de TNF solubles.

Figura 2 Imagen esquematica que representa la estructura general de proteinas de la TNF-SF. = m =
membrana celular, extremo N situado dentro de la célula, 1. Pliegue  anti-paralelo del dominio de
union al receptor (RBD), 2. Interfaz de RBD y membrana celular, 3 sitio de escision de proteasa.

Figura 3 Imagen esquematica que representa la estructura del trimero de la TNF-SF nativo. Las estructuras
cilindricas representan RBDs, Los extremos N conectan RBD con la membrana celular.

Figura 4 Imagen esquematica que representa la estructura de tres dominios solubles que comprenden el
dominio de unién al receptor de una citoquina TNF. I., Il., lll. dominios de citoquinas de la familia
TNF solubles.

Figura 5 Trimerizacion de los dominios solubles que comprenden el RBD de una citoquina TNF,

caracterizado porque los extremos N y C de los tres dominios solubles forman una superficie.

Figura 6 Imagen esquematica que representa la estructura de la TNF-SF de una sola cadena que
comprende toda o una parte de la region de tallo que ilustra el requisito de enlazadores mas largos
para compensar la distancia al extremo N del siguiente dominio soluble.

Figura 7 Proteina de fusion scFv-TNF-SF conocida de la técnica.
Figura 8 Proteina de fusion Fc-TNF-SF conocida de la técnica.
Figura 9 9A Polipéptido de fusién de cadena sencilla que comprende un fragmento adicional de anticuerpo

Fab. 9B Polipéptido de fusion de cadena sencilla que comprende un fragmento adicional de
anticuerpo scFv.

Figura 10 Dimerizacion de dos polipéptidos de fusion ScFc fusionados de forma N-terminal a través de
puentes disulfuro.

Figura 11 Dimerizacion de dos polipéptidos de fusion ScFc fusionados de forma C-terminal a través de
puentes disulfuro.

Figura 12 Dimerizacion de polipéptidos de fusién de cadena sencilla a través de un enlazador.

Figura 13 Polipéptido de fusion de cadena sencilla que comprende un fragmento de anticuerpo Fab adicional
fusionado adicionalmente a un segundo polipéptido de fusion o a un polipéptido de fusion scFv.

Figura 14 Dimerizacién de dos polipéptidos de fusion scFab a través de puentes disulfuro.
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Polipéptidos de fusiéon ScFc fusionados de forma N-terminal que comprenden adicionalmente un
fragmento de anticuerpo Fv y/o Fab.

Polipéptidos de fusion ScFc fusionados de forma C-terminal que comprenden adicionalmente un
fragmento de anticuerpo Fv y/o Fab.

Analisis SEC de miembros de la TNF-SF expresados de manera recombinante, purificados, en
condiciones nativas. Se muestran a modo de ejemplo dos analisis SEC de los miembros de la
TNF-SF purificados en una columna Superdex200 bajo condiciones nativas (p. ej.: PBS, pH 7,4).
Los diagramas muestran la absorcion a 280 nm (mAU) representada frente al volumen de elucion
(ml). La flecha en negro indica el pico de elucidn para la fraccidon que contiene proteina lag TNF-
SF trimérica soluble, definida. El triangulo indica el pico de elucién para la TNF-SF oligomerizada.
La flecha en blanco indica el volumen vacio de la columna de la SEC que contiene agregados de
proteina, que son demasiado grandes para ser separados (> 800 kDa).

Agregacion de proteina de la TNF-SF El Diagrama A muestra de modo ilustrativo un analisis de
una preparacion de proteina de la TNF-SF que contiene una alta cantidad de proteina
oligomerizada/agregada (indicada por la alta cantidad de proteina que eluye en el volumen vacio y
la alta cantidad de proteina oligomérica).

Proteina soluble definida por proteina de la TNF-SF El Diagrama B muestra de modo ilustrativo un
analisis para un preparado de proteina de la TNF-SF que contiene casi exclusivamente proteina
soluble definida (indicado por la ausencia de proteina que eluye en el volumen vacio y por la
cantidad muy limitada de proteina que eluye como oligémero).

Andlisis SEC de Fab-scTRAILR2-SSSS purificado por afinidad y expresado de manera
recombinante. Analisis SEC de Fab-scTRAILR2-SSSS en una columna Superdex200 utilizando
PBS, pH 7,4. El diagrama muestra la absorcion a 280 nm (mAU) representada frente al volumen
de elucién (ml). La proteina eluye como un pico distinto con un volumen de elucion de 14,56 ml,
correspondiente a un MW (peso molecular) aparente de 68 kDa. No hay picos de proteinas
adicionales con menor volumen de retencion, lo que indica que se podia observar proteina
oligomerizada/agregada.

Andlisis SEC de Fab-scTRAILR2-SNSN purificado por afinidad y expresado de manera
recombinante. Analisis SEC de Fab-scTRAILR2-SNSN en una columna Superdex200 utilizando
PBS, pH 7,4. El diagrama muestra la absorcion a 280 nm (mAU) representada frente al volumen
de elucién (ml). La proteina eluye como un pico distinto con un volumen de elucion de 14,12 ml,
correspondiente a un MW aparente de 87 kDa. No hay picos de proteinas adicionales con menor
volumen de retencion, lo que indica que se podia observar proteina oligomerizada/agregada.

Andlisis SEC de Fab-scTRAILwWi-SNSN purificado por afinidad y expresado de manera
recombinante. Analisis SEC de Fab-scTRAILWi-SNSN en una columna Superdex200 utilizando
PBS, pH 7,4. El diagrama muestra la absorcion a 280 nm (mAU) representada frente al volumen
de elucién (ml). La proteina eluye como un pico distinto con un volumen de elucion de 13,99 ml,
correspondiente a un MW aparente de 94 kDa. Se podia observar un pequefio pico de proteina
adicional en 12,00 ml. EI Mw aparente de este pico corresponde a aproximadamente 270 kDa, lo
que indica una trimerizacién definida de Fab-scTRAILwt-SNSN. La cantidad de proteina total del
pico a 12,00 ml representa <3% de la proteina total. Mas de 97% del Fab-scTRAILwt-SNSN
analizado tiene un estado soluble definido (el ensamblaje correcto de los tres modulos de unién al
receptor). El pico a 16,12 ml, que corresponde a un MW de 28 kDa, contiene polipéptido Fab de
cadena ligera y no se incluyé para el analisis de areas de los picos.

Glicosilacion del Enlazador scTRAIL Humano

Secuencia de aminoacidos del o de los enlazadores utilizada para combinar los médulos de unién
al receptor de construcciones individuales TRAIL de cadena sencilla. Gly281 codifica el ultimo
aminoacido de un médulo de unién a receptor respectivo, la secuencia GSGN/SGN/SGS codifica
la secuencia de enlazador, Arg121 codifica el primer aminoacido del siguiente dominio de unién al
receptor de TRAIL. Las secuencias de enlazador disefiadas contienen dos sitios de glicosilacion
N-enlazadas putativas en la posicién 1 6 2 segun se indica. Estas posiciones fueron permutadas
segun se indica (version |, 11, II).
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Combinaciéon de posiciones de enlazador: Las moléculas scTRAIL contienen tres moédulos
homadlogos (barriles grises) que estan conectados con enlazador 1 y 2 enlazador segun se indica.
Cada uno de los dos enlazadores pueden ser disefiados para la glicosilacion ligada a N segun se
describe en "A". Se puede disefar un conjunto completo de 9 proteinas diferentes que contienen
todas las combinaciones posibles de enlazadores sobre la base de las secuencias mostradas en B
para los enlazadores 1y 2. (Se expresaron seis de estas proteinas - véase "C").

Nomenclatura de las construcciones scTRAIL expresadas para testar la influencia de diferentes
secuencias de enlazador sobre la glicosilacion.

Analisis de transferencia Western de construcciones recombinantes scTRAIL

Proteinas TRAIL de una sola cadena con diferentes secuencias de enlazador se expresaron de
forma recombinante, se separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de
PVDF. Las proteinas unidas se detectaron con un anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce
Strep-Tag seguido por un anticuerpo secundario anti-ratéon conjugado con peroxidasa. Diferentes
variantes TRAIL se cargaron segun se indica. Obsérvese el desplazamiento del MW que indica
una glicosilacion diferencial de variantes de enlazador scTRAIL.

Se recogio el sobrenadante del cultivo celular de células HEK293, que expresan transitoriamente
scCD95L (SEQ-ID NO: 27) y se utilizd para estimular células Jurkat a concentraciones variables.
El sobrenadante se utilizd ya sea directamente sin mas modificaciones o se afiadié un anticuerpo
anti-Streptag (2 microgramos/ml) para reticular la proteina scCD95L. Las células Jurkat se
incubaron con sobrenadante de cultivo celular de HEK293 durante tres horas a 37°, se lisaron y se
analizaron en cuanto a la actividad de caspasa. Solo el sobrenadante celular que contenia
scCD95L-St reticulada aumenté la actividad de caspasa en células Jurkat, lo que indica que
scCD95L solo no forma agregados de orden superior capaz de ser pro-apoptéticos.

La proteina scCD95L (SEQ ID NO: 27) se puede producir por transfeccion transitoria de células
HEK293, por transfeccion estable de otras células eucariotas o por expresion utilizando células
procariotas. La proteina recombinante puede ser purificada por afinidad mediante el uso de la
matriz StrepTactin Sepharose. La proteina unida puede eluirse con un tampén que contiene
destio-biotina. La Figura 2 muestra una SDS-PAGE tefiida con plata de las fracciones de elucion
(pistas 1 a 5; la fraccion 2 es positiva) de la purificacion por afinidad. La fraccion de elucién que
contiene scCD95L podria aplicarse a cromatografia de exclusion por tamafo (SEC). Se espera,
que la proteina muestre sdélo un bajo contenido de agregados.

Se recogieron sobrenadantes de cultivo celular de las células HEK293, que expresan
transitoriamente proteinas TRAIL de una sola cadena con diferentes enlazadores (derivados de
SEQ ID 28) y se utilizaron para estimular células Jurkat a diluciones variables (a modo de ejemplo,
en esta figura se muestra una dilucién de 1: 8). Los sobrenadantes se utilizaron ya sea
directamente sin mas modificaciones o se afiadié un anticuerpo anti-Streptag (2 microgramos/ml
de Strep MAB Immo) para reticular las proteinas scTRAIL. Las células Jurkat se incubaron con
sobrenadante de cultivo celular HEK293 durante tres horas a 37°, se lisaron y se analizaron en
cuanto a la actividad de caspasa. Sobrenadante de cultivo celular que contenia proteinas
scTRAILwt reticuladas inducia una actividad de caspasa en células Jurkat, lo que indica que las
proteinas scTRAILwt solas forman soélo una pequefia cantidad de agregados de orden superior
capaces de ser pro-apoptoticos.

Influencia de la sucesion del médulo de componentes de construcciones scTRAIL en su tasa de
expresion de proteinas de fusion Fab-scTRAIL. Transferencia Western de sobrenadantes de
cultivo de células HEK293T a partir de experimentos de expresion transitoria. Las cadenas de
polipéptidos necesarias para la formacion de las proteinas Fab-scTRAIL se expresaron ya sea por
separado (pistas 1 a 10) o, alternativamente, se realizaron experimentos de co-expresion (pistas
11 -13). Después de reducir la SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se detectaron proteinas que contienen un Streptag werde, utilizando un mAB
(anticuerpo monoclonal) especifico anti-Streptag como AB (anticuerpo) primario. Las proteinas
scTRAIL (R2-especificas) de cadena ligera se secretaron incluso en ausencia de la cadena
pesada accesoria (pistas 1-4). En contraposicion, las proteinas de fusion scTRAIL de cadena
pesada (R2-especificas) no se secretaron en ausencia de la cadena ligera accesoria (pistas 5-8).
Tal como se ejemplifica en la pista 13., las proteinas de fusion scTRAIL (R2-especificas) de
cadena pesada solamente se secretaron en presencia de la cadena ligera.
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Figura 27 Se recogieron sobrenadantes de cultivo celular de células HEK293T, que expresan proteinas de
fusion scTRAILwt-Fc transitoriamente con diferentes enlazadores y se utilizaron para estimular las
células Jurkat a diferentes diluciones. Los sobrenadantes se utilizaron directamente sin mas
modificaciones (Figura XX-A). Las células Jurkat se incubaron con sobrenadante de cultivo de
células HEK293T durante tres horas a 37°, se lisaron y se analizaron en cuanto a la actividad de
caspasa. Existia ya una capacidad proapoptoética pronunciada presente en los sobrenadantes que
contienen scTRAILwt-Fc, lo que indica que las proteinas de fusién Fc-scTRAILwt solas forman
conjuntos diméricos capaces de ser pro-apoptéticos.

Figura 28 Es bien sabido que el uso de un ligando artificialmente reticulado o unido a membrana de la
superfamilia de TNF tiene una bioactividad superior en comparacién con un ligando homotrimérico
soluble. Por lo tanto, el enriquecimiento local de construcciones TRAIL de cadena sencilla
(scTRAIL) en células que expresan el antigeno Her2 a través del fragmento Fab selectivo para
Her2 ("Pertuzumab") fusionado a estas proteinas scTRAIL debe incrementar su bioactividad
citotoxica. Del mismo modo, el bloqueo de los sitios de unién Her2 en células mediante pre-
incubacion con el fragmento Fab especifico para Her2 (Pertuzumab-Fab) sélo debe disminuir la
bioactividad citotdxica de las proteinas de fusion Fab-scTRAIL. Tal como se muestra en la Figura
28A, las construcciones scTRAIL inducen la muerte de células HT1080 a medida que disminuye la
viabilidad con una concentracidon creciente de proteinas. Por consiguiente, la preincubacion de
células HT1080 con el fragmento Fab (Pertuzumab-Fab), seguido de co-incubacion con las
construcciones Fab-scTRAIL (Fab-scTRAILR2-SNSN o Fab-scTRAILwt- SNSN) durante la noche,
reduce la actividad citotdxica de las construcciones Fab-scTRAIL (figura 28B), mientras que el Fab
solamente inducia la no muerte celular (Pertuzumab-Fab). Esto significa que las construcciones
Fab-scTRAIL se unen a células HT1080 a través del fragmento Fab, aumentando asi la
bioactividad citotdxica de scTRAIL.

Descripcion detallada de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un polipéptido de fusion sustancialmente no agregante que
comprende al menos tres dominios solubles de ligandos de la familia TNF conectados por dos enlazadores
peptidicos.

El término "no-agregante" se refiere a un contenido en monémeros del preparado de = 50%, preferiblemente = 70%
y mas preferiblemente = 90%. La relacién de contenido en mondmeros a contenido en agregados puede
determinarse examinando la cantidad de la formacion de agregados, utilizando la cromatografia de exclusiéon por
tamarfio (SEC). La estabilidad relativa a la agregacion puede determinarse mediante SEC después de periodos de
tiempo definidos, p. ej., desde unos pocos hasta varios dias, a semanas y meses en diferentes condiciones de
almacenamiento, p. ej., a 4°C o 25°C. Para la proteina de fusién, con el fin de ser clasificada como sustancialmente
no agregante, se prefiere que el contenido en mondmeros sea como se define anteriormente después de un periodo
de tiempo de varios dias, p. €j., 10 dias, mas preferiblemente después de varias semanas, p. €j., 2, 3 6 4 semanas, y
lo mas preferiblemente después de varios meses, p. €j., 2 6 3 meses de almacenamiento a 4°C o 25°C.

Dado que un aumento de, p. €j., el potencial de induccién de la apoptosis en el caso de scCD95L en células Jurkat
humanas se correlaciona con su estado de agregacion, la estabilidad del polipéptido de fusion relativo a la
agregacion también se puede determinar examinando la actividad bioldgica del polipéptido de fusion.

El polipéptido de fusién de cadena sencilla puede comprender dominios adicionales que pueden estar situados en
los extremos N y/o C de los mismos. Ejemplos de dominios de fusién adicionales son, p. €j., anticuerpos de cadena
sencilla o fragmentos de anticuerpos u otras moléculas fijadoras de objetivo o un dominio de citoquinas adicional, p.
€j., una interleuquina.

El polipéptido de fusién de cadena sencilla puede comprender dominios adicionales que pueden estar situados en
los extremos N y/o C de los mismos. Ejemplos de dominios de fusion adicionales son, p. €j., anticuerpos de cadena
sencilla o fragmentos de anticuerpos u otras moléculas fijadoras de objetivo o un dominio de citoquinas adicional, p.
€j., una interleuquina. La proteina de fusion de cadena sencilla se compone de tres dominios solubles derivados de
una citoquina de la superfamilia de TNF. Preferiblemente, esos dominios solubles se derivan de una citoquina de
mamifero, en particular ser humano, incluyendo variantes alélicas y/o derivados de los mismos. Los dominios
solubles comprenden la porcion extracelular de una citoquina TNFSF, incluyendo el dominio de unioén al receptor sin
dominios de la membrana localizados. Proteinas de la superfamilia de TNF estan ancladas a la membrana a través
de una porcion N-terminal de 15-30 aminoacidos, la denominada region del tallo. La region del tallo contribuye a la
trimerizacion y proporciona una cierta distancia a la membrana celular. Sin embargo, la regién del tallo no es parte
del dominio de unién al receptor (RBD).
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Es importante destacar que el RBD se caracteriza por una localizacion particular de sus aminoacidos N- y C-
terminales. Dichos aminoacidos son inmediatamente adyacentes y estan situados centralizados con respecto al eje
del trimero. Los primeros aminoacidos N-terminales del RBD forman una hebra beta anti-paralela con los
aminoacidos C-terminales del RBD (Figs. 2 y 3).

Por lo tanto, la hebra beta anti-paralela del RBD forma una interfase con la membrana celular, que esta conectada a
y anclada dentro de la membrana celular a través de los aminoacidos de la region del tallo. Es altamente preferido
que los dominios solubles de la proteina de fusiéon de cadena sencilla comprendan un dominio de unién al receptor
de la citoquina TNF-SF que carecen de cualquiera de los aminoacidos de la region del tallo (Figs. 4 y 5). De lo
contrario, se requeriria un largo enlazador que conecta el extremo C de uno de los dominios solubles con el extremo
N del siguiente dominio soluble para compensar la region del tallo N-terminal del siguiente dominio soluble (Figura
6), lo cual podria resultar en una inestabilidad y/o en la formacién de agregados.

Una ventaja adicional de dominios solubles de este tipo es que los aminoacidos N- y C-terminales del RBD no son
accesibles para cualquiera de los anticuerpos anti-farmaco.

Preferiblemente, el polipéptido de fusion de cadena sencilla es capaz de formar una estructura trimérica ordenada
que comprende al menos un sitio de unién funcional para el receptor de citoquina respectivo.

El polipéptido de fusién puede comprender uno, dos o tres sitios funcionales de unién al receptor de citoquina, es
decir, secuencias de aminoacidos capaces de formar un complejo con un receptor de citoquinas. Asi, al menos uno
de los dominios soluble es capaz de unirse al receptor de citoquina correspondiente. En una realizaciéon, al menos
uno de los dominios solubles es capaz de la activacion del receptor, con lo que se puede efectuar una actividad
apoptética y/o proliferativa. En una realizacion adicional, se seleccionan uno o mas de los dominios solubles que no
son capaces de la activacion del receptor.

Se describe que el dominio soluble se puede derivar de miembros de la superfamilia del TNF, p. ej., TNFSF-1-18
humana y EDA-A1 a -A2 segun se indica en la Tabla 1, preferiblemente de LTA (SEQ ID NO: 1), TNFa (SEQ ID NO:
2), LTB (SEQ ID NO: 3), OX40L (SEQ ID NO: 4), CD40L (SEQ ID NO: 5), CD27L (SEQ ID NO: 7), CD30L (SEQ ID
NO: 8), CD137L (SEQ ID NO: 9), RAN KL (SEQ ID NO: 11), TWEAK (SEQ ID NO: 12), APRIL 1 (SEQ ID NO: 13),
APRIL 2 (SEQ ID NO: 14), BAFF (SEQ ID NO: 15), LIGHT (SEQ ID NO: 16), TL1A (SEQ ID NO: 17), GITRL (SEQ ID
NO: 18), EDA-A1 (SEQ ID NO: 19) y EDA-A2 (SEQ ID NO: 20). Dominios solubles preferidos de las proteinas
respectivas se indican en la Tabla 1 (NH2-aa a COOH-aa) y, p. €j., comprende los aminoacidos 59-205, 60-205 6
64-205 de LTA (SEQ ID NO: 1), 86-233 de TNFJalfa] (SEQ ID NO: 2), 82-244 u 86-244 de LTB (SEQ ID NO: 3), 52-
183 6 55-183 de OX40L (SEQ ID NO: 4), 112-261, 117-261 6 121-261 de CD40L (SEQ ID NO: 5), 51-193 6 56-193
de CD27L (SEQ ID NO: 7), 97-234, 98-234 6 102-234 de CD30L (SEQ ID NO: 8), 86-254 de CD137L (SEQ ID NO:
9), 161 -317 de RANKL (SEQ ID NO: 11), 103-249, 104-249, 105-249 6 106-249 de TWEAK (SEQ ID NO: 12), 112-
247 de APRIL 1 (SEQ ID NO: 13), 112 a 250 de APRIL 2 (SEQ ID NO: 14), 140-285 de BAFF (SEQ ID NO: 15), 91-
251, 93-251 0 97-251 de TL1A (SEQ ID NO: 17), 52-177 de GITRL (SEQ ID NO: 18), 245-391 de EDA-A1 (SEQ ID
NO: 19), 245-389 de EDA-A2 (SEQ ID NO: 20).

El dominio soluble se puede derivar, p. €j., de LIGHT. En una realizacion especialmente preferida, el dominio soluble
se selecciona de TRAIL, en particular a partir de los aminoacidos 120-122 y comprende, en particular, los
aminoacidos 120-281, 121-281 o 122-281 de SEQ ID NO: 10. Opcionalmente, el amino acido Lys145 de SEQ ID
NO: 6 puede ser reemplazado por un aminoacido no cargado, p. €j., Ser o Gly. Opcionalmente, el aminoacido
Arg121 de SEQ ID NO: 10 puede ser reemplazado por un acido amino no cargado, p. €j., Ser o Gly. Ademas, se
describe que los dominios solubles se seleccionan de LIGHT humano, en particular partiendo de los aminoacidos 93,
94 6 95 de SEQ ID NO: 16y, en particular, comprenden los aminoacidos 93-240, 94-240 6 95-240 de SEQ ID NO:
16.

Como se indic6 anteriormente, los dominios solubles pueden comprender las secuencias de tipo salvaje segun se
indica en SEQ ID NO: 1-20. Cabe sefialar, sin embargo, que es posible introducir mutaciones en uno o mas de estos
dominios solubles, p. ej., mutaciones que alteran (p. ej., aumentan o disminuyen) las propiedades de unién de los
dominios solubles. En una realizacion, se pueden seleccionar los dominios solubles que no pueden unirse al
receptor de citoquina correspondiente. Un ejemplo de una mutacién de este tipo es una sustitucion del aminoacido
Y218 en CD95L humano (SEQ ID NO: 6) por otro aminoacido, p. €j., R, K, S o D. Ademas, se puede introducir una
mutacion que altere la union a los otros componentes celulares y extracelulares, p. €j., la matriz extracelular. Un
ejemplo de una mutacion de este tipo es una sustitucion del aminoacido K177 en CD95L (SEQ ID NO: 6) por otro
aminoacido, p. €j., E,Do S.

En una realizacion adicional preferida de la invencion, el dominio de citoquina soluble (i) comprende un mutante de
la citoquina de la superfamilia de TNF o un dominio de unién al receptor de la misma que se une a y/o activa el
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receptor de TRAIL-1 (TRAILR1) y/o el receptor de TRAIL-2 (TRAILR2). La unién y/o actividad del mutante puede
determinarse, p. €j., por los ensayos como se describe en van der Sloot et al. (PNAS, 2006, 103: 8634-8639), Kelley
et al. (J. Biol.Chem, 2005, 280:2205-2215) o MacFarlane et al. (Cancer Res., 2005, 65:11265-11270).

El mutante puede ser generado por cualquier técnica y es conocido por la persona experta, p. €j., las técnicas
descritas en van der Sloot et al. (PNAS, 2006, 103: 8634-8639), Kelley et al. (J. Biol. Chem, 2005, 280:2205-2215) o
MacFarlane et al. (Cancer Res., 2005, 65: 11265-11270) y puede comprender cualquier tipo de mutaciones
estructurales, p. €j., sustitucion, delecion, duplicacion y/o insercion de un aminoacido. Una realizacion preferida es la
generacion de sustituciones. La sustitucion puede afectar a al menos un aminoacido de la citoquina de la
superfamilia de TNF o a un dominio de unién al receptor de los mismos segun se describe en esta memoria. En una
realizacion preferida, la sustitucion puede afectar a al menos uno de los aminoacidos de TRAIL, p. ej., TRAIL
humano (p. ej., SEQ ID NO: 10). Sustituciones preferidas a este respecto afectan al menos a uno de los siguientes
aminoacidos de TRAIL de la SEQ ID NO: 10: R130, G160, Y189, R191, Q193, E195, N199, K201, Y213, T214,
S215, H264, 1266, D267, D269. Sustituciones de aminoacidos preferidas de TRAIL humano de SEQ ID NO: 10 son
al menos una de las siguientes sustituciones: R130E, G160M, Y189A, Y189Q, R191K, Q193S, Q193R, E195R,
N199V, N199R, K201R, Y213W, T214R, S215D, H264R, 1266L, D267Q, D269H, D269R o D269K.

La o las sustituciones de aminoacidos pueden afectar a la unién y/o actividad de TRAIL, p. ej., TRAIL humano, ya
sea en TRAILR1 o TRAILR2. Alternativamente, la o las sustituciones de aminoacidos pueden afectar a la unién y/o
actividad de TRAIL, p. ej., TRAIL humano, en o en ambos de TRAILR1 y de TRAILR2. La unién y/o actividad de
TRAILR1 y/o TRAILR2 puede verse afectada positivamente, es decir, una uniéon mas fuerte, mas selectiva o mas
especifica y/o mas activacion del receptor. Alternativamente, la union y/o actividad de TRAILR1 y/o TRAILR2 pueden
verse afectadas negativamente, es decir, una union mas débil, menos selectiva o menos especifica y/o menos
activacion o ninguna del receptor.

Ejemplos de mutantes de TRAIL con sustitucion o sustituciones de aminoacidos de la invencion que afectan a la
union y/o activacion tanto de TRAILR1 como de TRAILR2 pueden encontrarse, p. €j., en la Tabla 1 de MacFarlane et
al. (véase mas arriba) y pueden comprender un mutante TRAIL humano con las siguientes dos sustituciones de
aminodacidos de SEQ ID NO: 10 Y213W y S215D o con la siguiente sustitucion de un solo aminoacido: Y189A.

Ejemplos de mutantes de TRAIL con sustitucion o sustituciones de aminoacidos de la invencion que afectan a la
union y/o activacion de TRAILR1 se pueden encontrar, p. €j., en la Tabla 1 de MacFarlane et al. (véase mas arriba) y
pueden comprender un mutante TRAIL humano con las siguientes cuatro sustituciones de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10 N199V, K201R, Y213W y S215D o con las siguientes cinco sustituciones de aminoacidos: Q193S, N199V,
K201R, Y213W y S215D, o se pueden encontrar en la Tabla 2 de Kelley et al. (véase mas arriba) y pueden
comprender un mutante TRAIL humano con las siguientes seis sustituciones de aminoacidos: Y213W, S215D,
Y189A, Q193S, N199V y K201R, o con Y213W, S215D, Y189A, Q193S, N199R y K201R.

Ejemplos de mutantes de TRAIL con sustitucion o sustituciones de aminoacidos de la invencion que afectan a la
union y/o activacion de TRAILR2 puede encontrarse, p. €j., en la Tabla 1 de MacFarlane et al. (véase mas arriba) o
en la Tabla 2 de Kelley et al. (véase mas arriba) y puede comprender un mutante TRAIL humano con las siguientes
seis sustituciones de aminoacidos de SEQ ID NO: 10: Y189Q, R191K, Q193R, H264R, 1266L y D267Q, o se pueden
encontrar en la Tabla 2 de van der Sloot et al. (véase mas arriba) y pueden comprender un mutante humano TRAIL
con la siguiente sustitucion de un solo aminoacido: D269H, o con las siguientes dos sustituciones de aminoacidos:
D269H y E195R o0 D269H y T214R.

Por lo tanto una forma de realizacion preferida es una proteina de fusién segun se describe en esta memoria, en la
que al menos uno de los dominios solubles comprende un mutante de TRAIL o de un dominio de unién al receptor
de la misma que se une y/o activa TRAILR1 y/o TRAILR2.

Ejemplos adicionales de mutantes de TRAIL, que muestran una agregacion reducida del receptor inducida por
TRAIL son H168 (S, T, Q), R170 (E, S, T, Q) y H177 (S, T).

Una realizacion preferida de una proteina de fusiéon que comprende un mutante de TRAIL o de un dominio de unién
al receptor segun se describe en esta memoria es una proteina de fusién en donde el componente (i) comprende al
menos una sustituciéon de aminoacidos, en particular como se indica a continuacion.

Una sustitucion de aminoacidos de este tipo afecta al menos a una de las siguientes posiciones de aminoacidos de
TRAIL humano (SEQ ID NO: 10): R130, G160, H168, R170, H177, Y189, R191, Q193, E195, N199, K201, Y213,
T214, S215, H264, 1266, D267, D269.
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Una sustitucion de aminoacidos de este tipo es al menos una de las siguientes: R130E, G160M, H168 (S, T, Q),
R170 (E, S, T, Q), H177 (S, T) Y189A, Y189Q, R191K, Q193S, Q193R, E195R, N199V, N199R, K201R, Y213W,
T214R, S215D, H264R, 1266L, D267Q, D269H, D269R o D269K.

Un dominio selectivo de TRAIL-R2 preferido comprende sustituciones de aminoacidos Y189Q, R191K, Q193R,
H264R, 1266L y D267Q.

Un dominio selectivo de TRAIL-R1 preferido comprende sustituciones de aminoacidos Y189A, Q193S, N199V,
K201R, Y213W 'y S215D.

La molécula de fusién de una sola cadena de la presente invencién comprende adicionalmente tres dominios
solubles de citoquinas, a saber, los componentes (i), (iii) y (v). De acuerdo con la presente invencion, se encontro,
sorprendentemente, que se potencia la estabilidad de un polipéptido de fusion citoquina de la familia TNF de cadena
sencilla frente a la agregacion, si el segundo y/o tercer dominio de citoquina de la familia TNF soluble es un dominio
acortado en el extremo N que comprende opcionalmente mutaciones en la secuencia de aminoacidos. Asi,
preferiblemente, tanto el segundo como el tercer dominio de citoquina de la familia de TNF soluble son dominios
acortados en el extremo N que comprenden opcionalmente mutaciones de secuencias de aminoacidos en las
regiones N-terminales, preferiblemente dentro de los primeros cinco aminoacidos del extremo N del dominio de
citoquinas soluble. Estas mutaciones pueden comprender la sustitucion de aminoacidos cargados, p. €j.,
aminoacidos de caracter acido o basico, por aminoacidos neutros, en particular serina o glicina.

En contraposicién con ello, la seleccion del primer dominio de citoquinas de la familia TNF soluble no es tan critica.
Aqui, se puede utilizar un dominio soluble que tenga una secuencia N-terminal de longitud completa. Cabe sefialar,
sin embargo, que también el primer dominio de citoquina soluble puede tener una secuencia acortada en el extremo
N y opcionalmente mutada.

También se describe que los dominios solubles de citoquina de la familia de TNF (i), (iii) y (v) son dominios solubles
de CD95L, en particular los dominios solubles de CD95L humana. El primer dominio soluble de CD95L (i) se puede
seleccionar de secuencias nativas, acortadas y/o mutadas. La secuencia N-terminal del primer dominio (i) puede
comenzar, p. €j., entre el aminoacido Glu142 y Val146 de CD95L humana, en donde Arg144 y/o Lys145 pueden ser
reemplazadas por un aminoacido neutro, p. €j., por Ser o Gly. Los segundo y tercer dominios solubles de CD95L (iii)
y (v), sin embargo, se seleccionan de secuencias acortadas y/o mutadas. Al menos uno de los dominios solubles de
CD95L, (iii) y (v), puede tiene una secuencia N-terminal que comienza entre los aminoacidos Arg144 y Val146 de
CD95L humana, y donde Arg144 y/o Lys145 pueden ser reemplazadas por un aminoacido neutro, p. €j., por Ser y/o
Gly. El segundo y tercer dominios solubles de CD95L pueden comenzar con una secuencia N-terminal seleccionada
de:

(a) Arg144 - (Gly/Ser) 145 - Val (146)
(b) (Gly/Ser) 144 - Lys145 - Val (146) y
(c) (Gly/Ser) 144 - (Gly/Ser) 145 -Val (146).
Ademas, el dominio de CD95L puede terminar con el aminoacido Leu 281 de CD95L humana.

El dominio soluble de CD95L puede comprender una secuencia de tipo salvaje de un mamifero, p. €j., un ser
humano. En determinadas realizaciones, sin embargo, la secuencia de CD95L puede comprender una mutacion que
resulta en una reduccion o inhibicién completa de la unién a la matriz extracelular, p. €j., una mutacién en la posicion
Lys177, p. €j., Lys177 — Glu, Asp o Ser y/o una mutacion que reduce y/o inhibe la unién al receptor de CD95L, p.
€j., una mutacion en la posicion Tyr218, p. gj., Tyr218 — Arg, Lys, Ser, Asp.

Una de las tres moléculas solubles de CD95L puede ser una variante de secuencia con una union reducida al
receptor. Dos de las moléculas pueden contener mutaciones que resultan en una unién reducida al receptor.

En una realizacién preferida adicional de la presente invencion, los dominios solubles de citoquinas de la familia de
TNF (i), (iii) y (v) son dominios solubles de TRAIL, en particular dominios solubles de TRAIL humano. El primer
dominio soluble TRAIL (i) se puede seleccionar de secuencias nativas, acortadas y/o mutadas. Por lo tanto, el primer
dominio soluble de TRAIL (i) tiene una secuencia N-terminal que puede comenzar entre el aminoacido Glu116 y
VaM 22 de TRAIL humano, y en donde Arg121 puede ser reemplazado por un aminoacido neutro, p. €j., por Ser o
Gly. Los segundo y tercer dominios solubles TRAIL (iii) y (v) tienen una secuencia N-terminal acortada que comienza
preferiblemente entre el aminoacido Gly120 y VaM 22 de TRAIL humano y en donde Arg121 puede ser reemplazado
por otro aminoacido, p. €j., Ser o Gly.
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Preferiblemente, la secuencia N-terminal de los dominios solubles de TRAIL (iii) y (v) se selecciona de: (a) Arg121 -
Val122 - Ala123 y (b) (Gly/Ser) 121.

El dominio soluble TRAIL termina preferiblemente con el aminoacido Gly281 de TRAIL humano. En determinadas
realizaciones, el dominio TRAIL puede comprender mutaciones internas como se describe arriba.

Se describe que los dominios solubles de citoquinas de la familia de TNF (i), (i) y (v) son dominios solubles LIGHT,
p. €j., dominios solubles LIGHT humanos. El primer dominio soluble LIGHT (i) se puede seleccionar de secuencias
nativas, acortadas y/o mutadas. Por lo tanto, el primer dominio soluble LIGHT (i) tiene una secuencia N-terminal que
puede comenzar entre el aminoacido Glu91 y Ala95 de LIGHT humano. Los segundo y tercer dominios solubles
LIGHT (iii) y (v) tienen una secuencia N-terminal acortada que comienza preferiblemente entre el aminoacido Pro94
y Ala95 de LIGHT humano. El dominio soluble LIGHT termina preferiblemente con el aminoacido Val240.

Los componentes (ii) y (iv) del polipéptido de fusién de cadena sencilla son elementos enlazadores peptidicos
situados entre los componentes (i) y (iii) o (iii) y (v), respectivamente. Los elementos enlazadores flexibles tienen una
longitud de 3-8 aminoacidos, en particular una longitud de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 aminoacidos. Los elementos enlazadores
son preferiblemente enlazadores de glicina/serina, es decir, enlazadores peptidicos que consisten sustancialmente
en los aminoacidos glicina y serina. En los casos en los que el dominio soluble de citoquina termina con S o G (C-
terminal), p. ej., TRAIL humano, el enlazador comienza después de S o G. En los casos en los que el dominio
soluble de citoquina comienza con S o G (N-terminal), el enlazador termina antes de esta S 0 G.

Cabe sefialar que el enlazador (i) y el enlazador (iv) no necesitan ser de la misma longitud. Con el fin de disminuir la
inmunogenicidad potencial, puede ser preferible utilizar enlazadores mas cortos. Ademas resulté que enlazadores
mas cortos conducen a moléculas de cadena sencilla con una tendencia reducida a formar agregados. Mientras que
los enlazadores que son sustancialmente mas largos que los descritos aqui pueden exhibir propiedades de
agregacion desfavorables.

Si se desea, el enlazador puede comprender un residuo asparagina que puede formar un sitio glicosilado Asn-Xaa-
Ser. En determinadas realizaciones, uno de los enlazadores, p. €j., el enlazador (ii) o el enlazador (iv) comprenden
un glicosilado en el sitio. En otras realizaciones, ambos enlazadores (iv) comprenden sitios de glicosilado. Con el fin
de aumentar la solubilidad de las proteinas scTNF-SF y/o con el fin de reducir la inmunogenicidad potencial, se
puede preferir que enlazador (ii) o el enlazador (iv), 0 ambos, comprendan un sitio de glicosilacion.

Secuencias de enlazadores preferidos se seleccionan de GSGSGSGS (SEQ ID NO: 52), GSGSGNGS (SEQ ID NO:
53), GGSGSGSG (SEQ ID NO: 21), GGSGSG (SEQ ID NO: 22), GGSG (SEQ ID NO: 23), GGSGNGSG (SEQ ID
NO: 24), GGNGSGSG (SEQ ID NO: 25) y GGNGSG (SEQ ID NO: 26).

La proteina de fusiéon puede comprender adicionalmente un dominio de péptido sefial N-terminal que permite el
procesamiento, p. €j., la secrecion extracelular, en una célula huésped adecuada. Preferiblemente, el dominio del
péptido sefal N-terminal comprende un sitio de escision de proteasa, p. €j., un sitio de escision de peptidasa de
sefial y, por lo tanto, puede ser separado después o durante la expresion para obtener la proteina madura. Ademas,
la proteina de fusidon puede comprender adicionalmente un elemento C-terminal, que tiene una longitud de, p. €j., 1-
50, preferiblemente 10-30 aminoacidos que pueden incluir o conectarse a un dominio de reconocimiento/purificacion,
p. €j., un dominio FLAG, un dominio Strep-tag o Strep-tag Il y/o un dominio poli-His.

Ademas, el polipéptido de fusién puede comprender adicionalmente en el extremo N y/o el extremo C un dominio
adicional, p. €j., un dominio de fijacion de objetivo tal como un dominio de anticuerpo de cadena sencilla o un
dominio de fragmento de anticuerpo. Ejemplos especificos de anticuerpos adecuados son anticuerpos anti-
tumorales, tales como anticuerpos contra miembros de la familia EGFR. Ejemplos adecuados de otras moléculas
fijadoras de objetivo son citoquinas tales como interleucinas.

Ejemplos de proteinas de fusion especificas de la invencion son las SEQ ID NOs: 27, 28, 29, 43, 45, 47,49y 51. Un
aspecto adicional de la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de
fusion segun se describe en esta memoria. La molécula de acido nucleico puede ser una molécula de ADN, p. €j.,
una molécula de ADN de doble cadena o de cadena sencilla, o una molécula de ARN. La molécula de acido nucleico
puede codificar la proteina de fusiéon o un precursor de la misma, p. €j., una pro- o pre-proforma de la proteina de
fusion que puede comprender una secuencia sefal u otras porciones de aminoacidos heterdlogas para la secrecion
o purificaciéon que estan situadas preferiblemente en el extremo N y/o C de la proteina de fusion. Las porciones de
aminoacidos heterdélogas pueden estar enlazadas al primer y/o segundo dominio a través de un sitio de escision de
proteasa, p. €j., un sitio de escisién de Factor X3, trombina o IgA de la proteasa.
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Ejemplos de secuencias de acidos nucleicos especificas de la invencion son SEQ ID NOs: 30, 31 32, 44, 46, 48 y
50.

La molécula de acido nucleico puede estar enlazada operativamente a una secuencia de control de la expresion, p.
€j., una secuencia de control de expresion que permite la expresion de la molécula de acido nucleico en una célula
huésped deseada. La molécula de acido nucleico puede estar situada en un vector, p. €j., un plasmido, un
bacteriéfago, un vector viral, un vector de integracién cromosal, etc. Ejemplos de secuencias de control de la
expresion y vectores adecuados se describen, por ejemplo, por Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, y Ausubel et al. (1989), Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, o ediciones mas recientes de los mismos.

Se pueden utilizar diversos sistemas de expresion de vector/célula huésped para expresar las secuencias de acidos
nucleicos que codifican las proteinas de fusidn de la presente invencion. Células huésped adecuadas incluyen, pero
no se limitan a células procariotas tales como bacterias, p. €j., E. coli, células huésped eucariotas tales como células
de levadura, células de insectos, células vegetales o células animales, preferiblemente células de mamifero y, mas
preferiblemente, células humanas.

Ademas, la invencion se refiere a un organismo no humano transformado o transfectado con una molécula de acido
nucleico como se describe anteriormente. Tales organismos transgénicos pueden generarse por métodos conocidos
de transferencia genética, incluyendo la recombinacién homéloga.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica o de diagndstico que
comprende como agente activo al menos una proteina de fusion, un acido nucleico respectivo que codifica la misma
o una célula transformada o transfectada, todo como se describe en esta memoria.

Al menos una proteina de fusién, acido nucleico respectivo que codifica la misma o célula transformada o
transfectada, todos como se describen en esta memoria se pueden utilizar en terapia, p. €j., en la profilaxis y/o
tratamiento de trastornos provocados por, asociadas con y/o acompafados de la disfuncion de citoquinas de TNF-
SF, en particular trastornos proliferativos tales como tumores, p. €j., tumores solidos o linfaticos; enfermedades
infecciosas; enfermedades inflamatorias; enfermedades metabdlicas; trastornos autoinmunes, p. €j., artritis
reumatoide y/o enfermedades artriticas; enfermedades degenerativas, p. €j., enfermedades neurodegenerativas
tales como la esclerosis multiple; enfermedades asociadas a apoptosis o rechazos de trasplantes.

La expresién "disfunciéon de citoquinas de TNF-SF", tal como se utiliza en esta memoria, ha de entenderse como
cualquier funcién o expresion de una citoquina de TNF-SF que se desvia de la funcion o la expresiéon normal de una
citoquina de TNF-SF, p. €j., la sobre-expresion del gen o proteina de TNF- SF, la expresion reducida o abolida del
gen de citoquina o proteina de TNF-SF en comparacion con el nivel de expresion fisiologico normal de dicha
citoquina de TNF-SF, la actividad incrementada de la citoquina de TNF-SF, la actividad reducida o abolida de la
citoquina de TNF-SF, la unién incrementada de la citoquina de TNF-SF a cualquier participante en la unién, p. €j., a
un receptor, particularmente un receptor de CD95 o TRAIL u otra molécula de citoquina, la unién reducida o abolida
a cualquier participante en la union, p. €j., a un receptor, particularmente un receptor de TRAIL o CD95 u otra
molécula de citoquinas, en comparacion con la actividad fisiolédgica normal o union de dicha citoquina de TNF-SF.

La composicion se puede administrar como monoterapia o como terapia de combinacién con otros medicamentos, p.
€j., agentes citostaticos o quimioterapéuticos, corticosteroides y/o antibidticos.

La proteina de fusion se administra a un sujeto en necesidad de la misma, particularmente un paciente humano, en
una dosis suficiente para el tratamiento de las afecciones especificas por medios adecuados. Por ejemplo, la
proteina de fusion se puede formular como una composicion farmacéutica junto con soportes, diluyentes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables. La eficacia terapéutica y la toxicidad pueden determinarse de acuerdo
con protocolos estandares. La composicion farmacéutica puede administrarse sistémicamente, p. €j., por via
intraperitoneal, intramuscular o intravenosa, o localmente, p. €j., intranasal, subcutanea o intratecal. Se prefiere la
administracion intravenosa.

La dosis de la proteina de fusion administrada dependera, por supuesto, del sujeto a tratar, del peso del sujeto, del
tipo y la gravedad de la enfermedad, de la forma de administracion y del juicio del médico que prescribe. Para la
administracion de proteinas de fusion, es adecuada una dosis diaria de 0,001 a 100 mg/kg.

Ejemplos

1. Fabricacion de una proteina de fusion CD95L de una sola cadena (scCD95L) (como referencia)
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En lo que sigue se muestra la estructura general de las proteinas recombinantes (Figura 1) ejemplificada para el
dominio de union al receptor del ligando CD95 humano.

1.1 Estructura del polipéptido

A) Aminoacidos Met1 -Ser21
Péptido IgKappa sefial, asumida escision de peptidasa sefal después del aminoacido Gly20

B) Aminoacidos Glu22-Leu161
Primer dominio soluble de citoquinas del ligando CD95 humano (CD95L; aminoacidos 142-281 de SEQ ID
NO: 6, incluyendo una mutacion K145S).

C) Aminoacidos Gly162-Gly169
Primer elemento enlazador peptidico.

D) Aminoacidos Arg170-Leu307
Segundo dominio soluble de citoquina del ligando CD95 humano (CD95L; aminoacidos 144-182 de SEQ ID
NO: 6, incluyendo una mutacion K145S).

E) Aminoacidos Gly308-315
Segundo elemento enlazador peptidico.

F) Aminoacidos Arg316-Leu453
Tercer dominio soluble de citoquina del ligando CD95 humano (CD95L; aminoacidos 144-281 de SEQ ID
NO: 6, incluyendo una mutacion K145S).

G) Aminoacido Gly457-Lys472
Enlazador peptidico con un motivo Strep-tag Il.

La secuencia de aminoacidos de sc CD95L se muestra en SEQ ID NO. 27. El polipéptido de fusién comprende
primero y segundo enlazadores peptidicos que tienen la secuencia GGSGSGSG (SEQ ID NO: 21). Secuencias de
enlazadores preferidas adicionales son SEQ ID NOs: 22-26 segun se describe anteriormente. Cabe sefalar que las
primera y segunda secuencias de enlazador peptidico no necesitan ser idénticas.

La secuencia del péptido sefal (A) puede ser reemplazada por cualquier otra adecuada, p. €j., secuencia del péptido
sefial de mamifero. El motivo Strep-tag Il (G) puede ser reemplazado por otros motivos, si se desea, o puede ser
eliminado.

Tal como se muestra en la Figura 23, se recogié sobrenadante de cultivo celular de células HEK293, que expresan
transitoriamente scCD95L (SEQ ID NO: 27) y se utilizé para estimular células Jurkat a concentraciones variables. El
sobrenadante se utilizd ya sea directamente sin mas modificaciones o se afiadié un anticuerpo anti-Streptag (2
microgramos/ml) para reticular la proteina scCD95L. Sdlo el sobrenadante celular que contenia scCD95L-St
reticulada aumento la actividad de caspasa en células Jurkat, lo que indica que scCD95L sola no forma agregados
de orden superior capaces de ser pro-apoptoticos.

1.2 Casete de genes que codifica el polipéptido

El gen sintético se puede optimizar a la vista de su uso de coddn para la expresion en células huésped adecuadas,
p. €j., células de insectos o células de mamifero. Una secuencia de acido nucleico preferida se muestra en la SEQ
ID NO: 30.

1.3 Estrategia de clonacién

El gen sintético puede clonarse, p. €j., por medio de una hidrdlisis con enzimas de restriccion en un vector de
expresion adecuado.

2. Fabricacion de una proteina de fusion TRAIL de una sola cadena (sc TRAIL wt)
2.1 Estructura del polipéptido
A) Aminoacidos Met1 -Gly20
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Péptido sefial Ig-kappa, asumida escision de peptidasa sefial después del aminoacido Gly20

B) Aminoacidos GIn21-Gly182
Primer dominio soluble de citoquinas del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 120-281 de SEQ ID
NO: 10).

C) Aminoacidos Gly183-Ser190
Primer elemento enlazador peptidico, en donde los dos aminoacidos designados X son ambos S, o uno es
Syelotroes N.

D) Aminoacidos Arg191-Gly351
Segundo dominio soluble de citoquina del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 121-281 de SEQ ID
NO: 10).

E) Aminoacidos Gly352-Ser359
Segundo elemento enlazador peptidico, en donde los dos aminoacidos designados X son ambos S, o uno
es Syelotroes N.

F) Aminoacidos Arg360-Lys538
Tercer dominio soluble de citoquina del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 121-Gly281 de SEQ ID
NO: 10).

G) Aminoacido Gly521-Lys538
Elemento enlazador peptidico con un motivo Strep-tag Il

La secuencia de aminoacidos de sc TRAIL wt se muestra en SEQ ID NO: 28.

Los enlazadores indicados pueden ser reemplazados por otros enlazadores preferidos, p. €j., como se muestra en
SEQ ID NOs: 21,26. Cabe sefialar que los primero y segundo enlazadores peptidicos no necesitan ser idénticos.

La secuencia del péptido sefal (A) puede ser reemplazada por cualquier otra adecuada, p. €j., la secuencia del
péptido sefial de mamifero. El motivo Strep-tag Il (G) puede ser reemplazado por otros motivos, si se desea, o puede
ser eliminado.

Se recogieron sobrenadantes de cultivo celular de células HEK293, que expresan transitoriamente proteinas TRAIL
de una sola cadena con diferentes enlazadores (derivados de SEQ ID 28, en total nueve combinaciones de
enlazadores diferentes) y se utilizaron para estimular las células Jurkat a diferentes diluciones (a modo de ejemplo,
una dilucién de 1:8 se muestra en la Figura 25). Los sobrenadantes se utilizaron ya sea directamente sin mas
modificaciones o se afiadié un anticuerpo anti-Streptag (2 microgramos/ml de Strep MAB Immo) para reticular las
proteinas scTRAILwt. Las células Jurkat se incubaron con sobrenadante de cultivo celular HEK293 durante tres
horas a 37°, se lisaron y se analizaron en cuanto a la actividad de caspasa. Sobrenadante de cultivo celular que
contenia proteinas scTRAILwt reticuladas indujo una actividad incrementada de caspasa en células Jurkat
(resultados que se muestran en la parte derecha del grafico), lo que indica que las proteinas scTRAILwt solas
forman sélo una baja cantidad de agregados de orden superior capaces de ser pro-apoptoticos.

2.2 Casete de genes que codifica el polipéptido

El gen sintético se puede optimizar a la vista de su uso de coddn para la expresion en células huésped adecuadas,
p. €j., células de insectos o células de mamifero. Una secuencia de acido nucleico preferida se muestra en la SEQ
ID NO: 31.

3. Fabricacion de una proteina de fusion TRAIL mutada de una sola cadena (sc TRAIL (especifica para R2))

En lo que sigue se muestra la estructura del polipéptido TRAIL de cadena sencilla que comprende una mutacion
para la union selectiva al receptor R2 de TRAIL.

3.1 Estructura del polipéptido

A) Aminoacidos Met1 —Ser29
Péptido sefal Ig-kappa, asumida escision de peptidasa sefial después del aminoacido Gly20 y el enlazador
peptidico
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B) Aminoacidos Arg29-Gly190
Primer dominio soluble de citoquinas del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 121-281 de SEQ ID
NO: 10, incluidas las mutaciones Y189Q, R191K, Q193R, H264R, 1266L y D267Q).

C) Aminoacidos Gly191-Ser198
Primer elemento enlazador peptidico, en donde los dos aminoacidos designados X son como se indica en el
Ejemplo 2.

D) Aminoacidos Arg199-Gly359
Segundo dominio soluble de citoquina del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 121-281 de SEQ ID
NO: 10, incluidas las mutaciones segun se indica en B).

E) Aminoacidos Gly360-Ser367
Segundo elemento enlazador peptidico, en donde los dos aminoacidos designados X son como se indica en
el Ejemplo 2.

F) Aminoacidos Arg368-Gly528
Tercer dominio soluble de citoquina del ligando TRAIL humano (TRAIL; aminoacidos 121-Gly281 de SEQ ID
NO: 10, incluidas las mutaciones segun se indica en B).

G) Aminoacido Gly529-Lys546
Enlazador peptidico con un motivo Strep-tag Il.

La secuencia de aminoacidos de sc TRAIL (especifica para R2)se muestra en SEQ ID NO: 29.

Los enlazadores indicados pueden ser reemplazados por otros enlazadores preferidos, p. €j., como se muestra en
SEQ ID NOs: 21-26. Cabe sefialar que los primero y segundo enlazadores peptidicos no necesitan ser idénticos.

La secuencia del péptido sefal (A) puede ser reemplazada por cualquier otra adecuada, p. €j., la secuencia del
péptido sefial de mamifero. EI motivo Strep-tag Il (G) puede ser reemplazado por otros motivos, si se desea, o puede
ser suprimido.

3.2 Casete de genes que codifica el polipéptido

El gen sintético se puede optimizar a la vista de su uso de coddn para la expresion en células huésped adecuadas,
p. €j., células de insectos o células de mamifero. Una secuencia de acido nucleico preferida se muestra en la SEQ
ID NO: 32.

4. Expresion y purificacion
a) Clonacion, expresion y purificacion de polipéptidos de fusion

Células HEK293T cultivadas en DMEM + GlutaMAX (Gibco) suplementado con FBS al 10%, 100 unidades/ml de
penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina fueron transfectadas transitoriamente con un plasmido que contenia una
casete de expresion para un polipéptido de fusién. En aquellos casos, en los que es necesaria una pluralidad de
cadenas de polipéptidos para lograr el producto final, p. €j., para las proteinas de fusion Fab-scTNF-SF (Figura 9A),
las casetes de expresion se combinaron ya sea en un plasmido o se dispusieron en diferentes plasmidos durante la
transfeccion. Sobrenadante de cultivo celular que contiene el polipéptido de fusidon recombinante se recogio tres dias
después de la transfeccion y se clarific6 mediante centrifugacion a 300 x g, seguido por filtracion a través de un filtro
estéril de 0,22 ym. Para la purificacion de afinidad Streptactin Sepharose se empaquetd en una columna (lecho de
gel 1 ml), se equilibr6 con 15 ml de tampon W (Tris-HCI 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) o PBS pH 7,4 y el
sobrenadante de cultivo celular se aplicé a la columna con un caudal de 4 ml/min. Subsiguientemente, la columna se
lavé con 15 ml de tampdn W y el polipéptido unido se eluyd paso a paso mediante adicion de 7 x 1 ml de tampén E
(Tris HCI 100 mM, NaCl 150 mM, destiobiotina 2,5 mM, pH 8,0). Alternativamente, para esta etapa puede utilizarse
PBS pH 7,4 que contiene destiobiotina 2,5 mM. Se cuantificé la cantidad de proteina de las fracciones de material
eluido y las fracciones pico se concentraron mediante ultrafiltracion y se purificaron adicionalmente mediante
cromatografia de exclusion por tamario (SEC).

La SEC se realiz6 en una columna Superdex 200 utilizando un sistema de cromatografia Akta (GE-Healthcare). La
columna se equilibré con solucion salina tamponada con fosfato y el polipéptido concentrado, purificado con

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2538 122T3

streptactina se cargd en la columna de la SEC a un caudal de 0,5 ml/min. El perfil de eluciéon del polipéptido se
control6 mediante absorbancia a 280 nm.

Para la determinacién del peso molecular aparente del polipéptido de fusion purificado bajo condiciones nativas, una
columna Superdex 200 fue cargada con proteinas estandares de peso molecular conocido. Basado en el volumen
de elucion de las proteinas estandares se represento graficamente una curva de calibracion estandar y se determind
el peso molecular aparente del polipéptido de fusion purificado.

5. Ensayo de la apoptosis

Se utilizd un ensayo celular con una linea de células T Jurkat A3 permanente para determinar la actividad inductora
de la apoptosis de diferentes construcciones de ligando CD95 (CD95L) y construcciones de polipéptidos de fusion
TRAIL. Células Jurkat se cultivaron en matraces con medio RPMI 1640 + GlutaMAX (Gibco) suplementado con FBS
al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina. Antes del ensayo, se sembraron 100.000
células por pocillo en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. La adicidon de diferentes concentraciones de
péptidos de fusion a los pocillos fue seguida por una incubacion durante 3 horas a 37°C. Las células se lisaron
mediante la adicion de tampén de lisis (HEPES 250 mM, MgCl, 50 mM, EGTA 10 mM, Triton-X-100 al 5%, DTT 100
mM, AEBSF 10 mM, pH 7,5) y las placas se pusieron en hielo durante 30 minutos a 2 horas. La apoptosis es
paralela a un aumento de la actividad de caspasas, p. €j., Caspasa-3. Por lo tanto, se utilizé la escision del sustrato
de caspasa especifico Ac-DEVD-AFC (Biomol) para determinar la extension de la apoptosis. De hecho, la actividad
de caspasa se correlaciona con el porcentaje de células apoptoticas determinado morfolégicamente después de la
tincion de las células con yoduro de propidio y Hoechst-33342. Para el ensayo de la actividad de caspasa, 20 yl de
lisado celular se transfirieron a una placa de microtitulacion de 96 pocillos de color negro. Después de la adicion de
80 pl de tampodn que contiene HEPES 50 mM, 1% de sacarosa, CHAPS al 0,1%, Ac-DEVD-AFC 50 mM y DTT 25
mM, pH 7,5, la placa se transfirié a un lector de placas de microtitulacion Tecan Infinite 500 y se vigil6 el aumento en
la intensidad de fluorescencia (longitud de onda de excitacion 400 nm, longitud de onda de emisién 505 nm).

5.1 Ensayo de la muerte de la célula

Para la determinacion de la muerte celular en células de fibrosarcoma HT1080 15.000 células se sembraron en
placas de 96 pocillos durante la noche en medio RPM1 1640-+ GlutaMAX (Gibco) suplementado con FBS al 10%
(Biochrom). Las células se co-incubaron con cicloheximida (Sigma) a una concentracion final de 2,5 g/ml. La muerte
de la célula se cuantificé mediante tincion con tampdén KV (0,5% de cristal violeta, 20% de metanol). Después de la
tincion, los pocillos se lavaron con agua y se secaron al aire. El colorante se eluyé con metanol y la densidad éptica
a 595 nm se midié con un lector de ELISA.

6. Ensayo de Estabilidad/Agregacion
6.1. Principio del analisis de agregacion (Definicion de proteina soluble)

El contenido de monémeros (conjunto trimérico definido de los modulos de union al receptor de TNF-SF) y
agregados se determina mediante SEC analitica segun se describe en el Ejemplo 4. Para este proposito particular,
el analisis se realiza en tampones que contienen concentraciones salinas fisiolodgicas a pH fisiologico (p. €j., NaCl al
0,9%, pH 7,4; PBS pH 7,4). Un analisis tipico de agregacion se realiza sobre una columna Superdex200 (GE
Healthcare). Esta columna separa proteinas en el intervalo entre 10 y 800 kDa.

Para la determinacion del peso molecular aparente de polipéptido de fusion purificado bajo condiciones nativas, una
columna Superdex 200 se carga con proteinas estandares de peso molecular conocido. Basado en el volumen de
elucién de las proteinas estandares se traza una curva de calibracién y se calcula el peso molecular aparente del
polipéptido de fusién purificado basandose en el volumen de elucién.

Andlisis SEC de proteinas solubles, no agregadas — p. €j., TNF-SF trimérica, muestra tipicamente un pico de
proteina Unica distinta a un volumen de elucion definido. Este volumen de elucién corresponde al peso molecular
aparente nativo de la proteina particular y obedece aproximadamente al peso molecular tedrico calculado sobre la
base de la secuencia de aminoacidos primaria.

Si se produce la agregacion de proteinas, el analisis SEC muestra picos de proteinas adicionales con volimenes de
retencion inferiores. Para miembros de la familia TNF-SF la agregacion de proteinas solubles se produce de una
manera caracteristica. Las proteinas tienden a formar oligémeros de los "trimeros", formando nonameros (3 x 3) y
27meros (3 x 9). Estos oligdbmeros sirven como semillas de agregacion y un alto contenido de oligémeros conduce
en potencia a la agregacion de la proteina. Oligdmeros de gran peso molecular y los agregados eluyen en el
volumen vacio de la columna Superdex200 y no pueden ser analizados mediante SEC con respecto a su peso
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molecular nativo. En la Figura 17 se muestran ejemplos para el analisis SEC de un trimérico soluble definido y un
preparado oligomerizado/agregado de proteinas de TNF-SF.

Debido a la induccion de la agregacion (completa), preparados purificados de proteinas de fusion de TNF-SF
deberian contener preferiblemente solo proteinas triméricas definidas y sélo una muy baja cantidad de proteina
oligomerizada.

El grado de agregacion/oligomerizacion de un preparado de proteina TNF-SF particular se determina en base al
analisis SEC mediante el calculo de las areas de los picos del diagrama de OD280 para el trimérico definido y la
fraccion de oligébmero/agregado, respectivamente. Basado en el area del pico total el porcentaje de proteina
trimérica definida se calcula como sigue:

(% de contenido en trimero = [Trimero del area pico] / [Area total de pico] x 100)

La definicion de la proteina soluble, tal como se utiliza en este texto, describe un preparado de proteina de la
proteina TNF-SF purificada en un tampén de concentraciones salinas fisiolégicas a pH fisiolégico que contiene un
contenido en proteina soluble definido (conjunto trimérico de dominios de TNF-SF) de > 90 % dentro de un intervalo
de concentraciones de proteinas tipico de 0,2 a 10,0 mg/ml.

6.2 Analisis de agregacion mediante SEC de variantes sc-TRAIL purificadas

Tres variantes sc-TRAIL diferentes fueron transfectadas y purificadas por afinidad segun se describe. Las proteinas
purificadas se analizaron subsiguientemente en cuanto a su contenido de proteina soluble definida utilizando el
analisis SEC segun se describe en 6.1. En el caso particular de proteinas de fusiéon de cadena sencilla un trimero
describe un conjunto trimérico de tres dominios de TNF-SF codificados por una cadena polipeptidica sencilla.
(Proteinas de TNF-SF formalmente de cadena sencilla son monémeros, ya que los conjuntos de cadena sencilla
s6lo forman interacciones intramoleculares [todos los dominios de proteinas son codificados por una sola cadena
polipeptidica] y no forman interacciones intermoleculares entre cadenas de polipéptidos individuales distintos).

Las proteinas analizadas mediante SEC eran:

1.) Fab-sc-TRAIL (especifica para R2) -SNSN (Figura 19):
Proteina de fusién que comprende un dominio Fab fusionado N-terminal a una proteina de fusién de
cadena sencilla de TRAIL especifica para la interaccion con el receptor 2 de TRAIL, glicosilada

2.) Fab-sc-TRAIL (especifica para R2) -SSSS (Figura 18):
Proteina de fusién que comprende un dominio Fab fusionado N-terminal a una proteina de fusién de
cadena sencilla de TRAIL especifica para la interaccion con el receptor 2 de TRAIL, no glicosilada

3.) Fab-sc-TRAIL-wt-SNSN (Figura 20):
Proteina de fusién que comprende un dominio Fab fusionado N-terminal a una cadena sencilla de
TRAIL, glicosilada

El analisis SEC para las tres construcciones Fab-sc purificadas de TRAIL revelé un solo pico de proteina para todas
las proteinas que indican fracciones definidas solubles de proteinas (> 95% de trimeros). EI MW aparente calculado
para las proteinas (basado en la calibracién de la columna) indica fuertemente una asociacion trimérica de los
dominios de TNF-SF para las proteinas purificadas. Ninguna de las proteinas analizadas mostré indicios de
agregacion (Figuras 18, 19, 20).

Comparando el "Fab-sc-TRAIL-R2-SNSN" potencialmente glicosilado con el "Fab-sc-TRAIL-R2-SSSS" no glicosilado
indica una diferencia significativa del MW nativo evidente que se debe a la glicosilacion de Fab-sc-TRAIL -SNSN
(especifico para R2).

Se conoce la expresion de los miembros sc-TNF-SF como proteina de fusion con un fragmento fv de anticuerpo para
facilitar la agregacion de la proteina. El principio de construccion de las variantes de Fab-sc-TRAIL no reveld
agregacion alguna de las variantes TRAIL expresadas y, por lo tanto, es beneficioso con respecto a la solubilidad de
la proteina.

6.3 Glicosilacion diferencial de variantes de sc-TRAIL-enlazador
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La glicosilacién de proteinas puede ser beneficiosa para construcciones de sc-TNF-SF recombinantes con respecto
a la inmunogenicidad y la estabilidad potenciales. Con el fin de obtener la glicosilacién de la construccion sc-TRAIL,
se disefiaron secuencias de enlazador especificas que contenian putativos sitios glicosilados enlazados a N en las
posiciones definidas (véase la Figura 21-A). La expresidon recombinante y el subsiguiente analisis de transferencia
Western revelaron que la posicion respectiva de la asparagina (N) dentro de la secuencia de enlazador es
importante para la subsiguiente glicosilacion de la proteina. Sorprendentemente, se identificd que la posicion de
enlazador preferencial de la asparagina glicosilada estaba en la posicidn "2" segun se describe en la Figura 21-A, (G
S G S G N G S). Si la asparagina se localiza en otras posiciones (p. €j., la posicion "1" [G S G NG S G S] véase la
Figura 21-A), se abole la glicosilacion de la o las asparaginas respectivas. Este aspecto podria ser confirmado por
analisis de transferencia Western de las diferentes variantes sc-TRAIL. Si las dos asparaginas de enlazador 1 y
enlazador 2 se localizaron en la posicion "2", se podia observar una glicosilacion significativa dependiente del
desplazamiento del MW para la respectiva variante sc-TRAIL (Figura 22). Un desplazamiento del MW de la variante
de enlazador sc-TRAIL glicosilada también se pudo confirmar mediante el calculo del MW aparente después del
analisis SEC (Figura 18, 19). El Fab-sc-TRAIL(especifico para R2)SSSS no glicosilada tiene un MW claramente
inferior (68 kDa) en comparacion con Fab-sc-TRAIL(especifico para R2)SNSN (87 kDa).

Basado en este analisis los autores de la invencion reivindican la glicosilacion diferencial de las construcciones sc-
TRAIL mediante la modificacion de la posicion de los asparaginas dentro de la o las secuencias de enlazador. La
glicosilacion protege la secuencia de enlazador hacia la degradacion proteolitica y podria estabilizar la proteina.
Ademas, la glicosilacion de la secuencia de enlazador potencialmente impide el reconocimiento de la secuencia de
enlazador por parte del sistema inmune y reduce potencialmente la inmunogenicidad de la proteina. Por lo tanto, la
glicosilacion de la secuencia de enlazador es beneficiosa con respecto a la inmunogenicidad y la estabilidad
proteolitica de las construcciones sc-TRAIL y tiene una influencia potencial sobre la semivida de la proteina. La
glicosilacion diferencial especifica para el enlazador se puede utilizar para modificar la inmunogenicidad y la
estabilidad de los miembros de TNF-SF recombinantes.

6.3. Expresion y analisis de un sc-TRAIL con secuencia de enlazador prolongada y residuos de tallo N-
terminales (sc-TRAIL-(95-281)-long)

En el documento WO/2005/103077 se describe un polipéptido TRAIL-fusiéon de cadena sencilla, denominado en esta
memoria sc-TRAIL-(95-281)-long, en el que cada uno de los médulos TRAIL comprenden los residuos 95 a 281 de
SEQ ID NO: 10. Los modulos TRAIL estan enlazados mediante el enlazador Glicina Serina que comprende al menos
12 aminoacidos (GGGSGGGSGGGS). En comparacion con los médulos de TRAIL de la presente invencion (que
comprende los residuos 121 -281 de SEQ ID NO: 10), 25 aminoacidos adicionales, incluyendo la region del tallo,
estan presentes en cada uno de los médulos de TRAIL adyacentes.

Con el fin de analizar la influencia de la secuencia de enlazador en construcciones-sc TRIAL, se analiza sc-TRAIL-
(95-281)-long. La expresion, purificacion y subsiguiente analisis SEC revela que sc-TRAIL-(95-281)-long con el
enlazador de 12 aa y la secuencia de tallo adicional se expresa y se secreta al sobrenadante de cultivo celular de
células HEK293T. Sin embargo, el analisis SEC de la proteina purificada indica que sc-TRAIL-(95-281)-long muestra
multiples picos que comprenden una gran cantidad de proteina en una forma oligomerizada o agregada. La
agregacion de sc-TRAIL-(95-281)-long es un efecto directo de las secuencias de enlazador prolongadas en
combinacién con los residuos adicionales del tallo N-terminal. Los resultados indican que el enlazador mas largo
utilizado en esta construccion conduce a propiedades de agregacion incrementadas de la construccion.

7. Construccion de polipéptidos de fusion de cadena sencilla que comprenden uno o mas dominios
adicionales

7.1. Ensamblaje de fragmentos solubles de TNF-SF y de anticuerpos conocidos de la técnica

Se conoce de la técnica que dominios de citoquinas de TNF-SF solubles pueden fusionarse a fragmentos de
anticuerpos con el fin de obtener una trimerizacién y/o dimerizacion de trimeros. Se han construido proteinas de
fusion scFv-TNF-SF de cadena sencilla que consisten en un anticuerpo de cadena Unica y que comprende un
dominio soluble de TNF-RBD y la region del tallo. Los trimeros correspondientes consisten en tres anticuerpos de
cadena sencilla y tres dominios solubles (Fig. 7).

Ademas, se han construido proteinas de fusién Fc-TNF-SF, en donde cada una de las proteinas de fusion
comprende un dominio Fc intramolecular N-terminal y un dominio soluble C-terminal (Figura 8). La dimerizacion de
los dominios solubles se logra mediante el ensamblaje de dos dominios Fc a través de puentes disulfuro.
Subsiguientemente se obtienen trimeros mediante una combinacién de dos dominios solubles de una proteina de
fusion Fc-TNF-SF y un dominio soluble de otra proteina de fusion Fc-TNF-SF. Como se puede deducir a partir de la
Fig. 4, la dimerizacion de trimeros también esta mediada por la fusion del Fc-TNF-SF N-terminal. En conclusioén, por
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cada uno de los dimeros del trimero estan presentes tres fragmentos de anticuerpo Fc. Sin embargo, tales proteinas
de fusion son propensas a formar agregados de peso molecular mas alto, lo que representa una desventaja
importante.

7.2 Las proteinas de fusion de la invencion que comprenden uno o mas dominios adicionales

Las proteinas de fusion de la invencién que comprenden uno o mas dominios adicionales se pueden construir de
varias maneras. En lo que sigue, la construccion de proteinas de fusién con dominios adicionales se ilustra con el
anticuerpo pertuzumab dirigido contra el antigeno de superficie celular ErbB2.

La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada se muestra en la SEQ ID NO: 33:

1 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFT DYTMDWVRQA

PGKGLEWVAD VNPNSGGSIY

61 NQRFKGRFTL SVDRSKNTLY LQMNSLRAED TAVYYCARNL
GPSFYFDYWG QGTLVTVSSA

121 STKGPSVFPL APSSKSTSGG TAALGCLVKD YFPEPVTVSW
NSGALTSGVH TFPAVLQSSG - -

181 LYSLSSWTV PSSSLGTQTY ICNVNHKPSN TKVDKKVEPK SC

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera se muestra en SEQ ID NO: 34

1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDVS IGVAWYQQKP

GKAPKLLIYS ASYRYTGVPS

61  RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YYIYPYTFGQ
GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP

421 SDEQLKSGTA SVWCLLNNFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ
ESVTEQDSKD STYSLSSTLT

181 LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC

7.21

En una realizacion, el polipéptido de fusién de la invencidon comprende, ademas, un fragmento de anticuerpo Fab N-
o C-terminal (Fig. 9A).

La fusion de un fragmento de anticuerpo Fab al extremo N del polipéptido de fusiéon scTNF-SF puede realizarse
mediante las dos estrategias siguientes:

(i) La secuencia de la cadena pesada se extiende por otros aminoacidos de la region bisagra de IgG1 y se
fusiona a la proteina de fusién de TNF-SF de cadena sencilla.

La region bisagra de IgGl comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 35:
...KSCsDKTHTC,PPC3PAPE ...

En una realizacion preferida, el dominio Fab se elige de modo que la cisteina C-terminal de la cadena pesada (C1 de
la regién bisagra) termina en el dominio CH1. Se requiere este cisteina para formar un enlace disulfuro a la cadena
ligera.

El subsiguiente enlazador comprende porciones de la regién bisagra de 1gG (p. €j., DKTHT o DKT), sin embargo sin
cisteinas adicionales de la region bisagra. Alternativamente, se utiliza un enlazador de glicina/serina. Debido a la
ausencia de cisteinas adicionales, se obtiene una proteina de fusiéon monomérica que comprende dos cadenas de
polipéptidos. El enlazador tiene preferiblemente una longitud de 3-15 aminoacidos. Mas preferiblemente, el
enlazador se selecciona del enlazador 1-7 segun se muestra a continuacion.

1. DKTHTG(S)a(G)b; (a = 0-5;b =06 1)

2. DKTHTGS(S)a(GS)BG(S)c (a, b = 0,1-6;c = 06 1)
3. DKTG(S)a(G)b; (a=0-5; b =06 1)

4. DKTG(S)a(GS)BG(S)c (a, b= 0,1-6;c =06 1)

5. SSG(S)a(GS)BG(S) ¢ (a, b=0,1-6;c=06 1)
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6. SS(GGGS)aG(S)b (a=0,4.1,b=0061)
7. GSPGSSSSSS(G)a (a=00

Secuencias de aminoacidos preferidas con el médulo de cadena pesada situado N-terminal al médulo scTNF-SF se
muestra en la SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 49. Para fines de produccion, estas cadenas
polipeptidicas se coexpresan con el polipéptido de cadena ligera de Fab (SEQ ID NO: 40) para finalmente lograr los
polipéptidos de fusion Fab-scTRAIL, (ii) la secuencia de la cadena ligera esta fusionada a la proteina de fusion de
TNF-SF de cadena sencilla.

La region constante de la cadena ligera (p. €., SEQ ID NO: 34) termina con un residuo cisteina C-terminal. Este
residuo puede ser puenteado de forma covalente con la cisteina C1 bisagra de la cadena pesada. Preferiblemente,
los enlazadores 1-7 como se muestra a continuacion se utilizan para la conexién entre la secuencia de la cadena
ligera y la proteina de fusion TNF-SF. Se prefieren los enlazadores 5-7 (véase arriba).

Preferiblemente, el ultimo aminoacido en el enlazador adyacente al médulo de citoquina es Gly o Ser. En lo
siguiente, se muestran secuencias de enlazadores preferidas:

Ademas, el enlazador puede comprender motivos de N-glicosilacion (NXS/T, en donde X puede ser cualquier
aminoacido).

Una realizacion de las secuencias de aminoacidos con el médulo de cadena ligera situado N-terminal al médulo
scTNF-SF se muestra en la SEQ ID NO: 51.

En el caso de las proteinas de fusién Fab-scTNF-SF, es necesaria la co-expresion de dos cadenas de polipéptidos
para lograr el correcto ensamblaje del médulo de Fab ademas del médulo scTNF-SF (véase la figura 9A). Los
moédulos de cadena pesada y ligera de Pertuzumab (SEQ ID NO: 33 y SEQ ID NO: 34) estaban equipados con un
péptido sefal, retro-traducido y los genes sintéticos resultantes (SEQ ID NO: 41 y SEQ ID NO: 42) estaban
genéticamente fusionados aguas arriba de los moédulos de genes especificos para scTRAILwt o scTRAILR2 (SEQ ID
NO: 31y SEQ ID NO: 32). Ejemplos para las casetes de genes resultantes se muestran en SEQ ID NO: 46, 48 y 50.
Después de la subclonacidon en vectores de expresion apropiados, se utilizé una seleccién de los plasmidos
resultantes para la expresion de proteina transitoria en células HEK293T. Los plasmidos de expresion TRAIL de
cadena pesada o TRAIL de cadena ligera fueron transfectados ya sea solos o en combinaciéon con los vectores
codificadores de la cadena ligera o de la cadena pesada necesarios del fragmento Fab (FIGURA 26).
Sorprendentemente, la combinacién de médulos dentro de las proteinas de fusion influyé en la estabilidad relativa de
la proteina scTRAIL durante la expresion basada en la secrecion. Si el médulo de la cadena ligera del dominio Fab
esta fusionado N-terminal al dominio scTRAIL (ejemplificado en la SEQ ID NO: 51), el producto de expresion es
estable por si mismo y es secretado, cuando se expresa por separado (pistas 1-4, figura 26). Se puede por lo tanto
esperar que, cuando un polipéptido de fusion de este tipo se coexpresa con un médulo de cadena pesada, se
formaran dos especies de proteinas principales durante un proceso de produccion potencial: (1) la proteina de fusion
Fab-scTRAIL que consiste en dos cadenas polipeptidicas y (2) como contaminacion una proteina de fusién scTRAIL
de cadena ligera sin un dominio Fab funcional. Por lo tanto, fusionando el médulo de la cadena pesada N-terminal al
modulo scTNF-SF para la expresion se prefiere evitar esta desventaja técnica.

Un analisis funcional de proteinas de fusién scTRAIL recombinantes que comprenden Fab de la invencién con el
modulo de cadena pesada fusionado en posicion N-terminal al modulo scTRAIL (Fab-scTRAILR2-SNSN o Fab-
scTRAILwt- SNSN) se muestra en la figura 28. Como etapa de purificacion final se emple6 la cromatografia de
exclusion por tamafio tal como se ilustra en las figuras 19 y 20.

Puede lograrse facilmente una bioactividad superior en comparacion con ligandos homotriméricos solubles mediante
el uso de ligando de la superfamilia de TNF artificialmente reticulado o unido a la membrana. Por lo tanto, el
enriquecimiento local de construcciones TRAIL de cadena sencilla (scTRAIL) en células que expresan el antigeno
Her2 a través del fragmento Fab selectivo para Her2 ("Pertuzumab") fusionado a estas proteinas scTRAIL deberia
incrementar su bioactividad citotéxica. Del mismo modo, el bloqueo de los sitios de unién Her2 en las células
mediante pre-incubacion con el fragmento Fab especifico para Her2 (Pertuzumab-Fab) sélo deberia disminuir la
bioactividad citotoxica de proteinas de fusion Fab-scTRAIL. Tal como se muestra en la Figura 28A, construcciones
scTRAIL inducen la muerte de células HT1080, ya que la viabilidad disminuye con el aumento de la concentracion
de proteina. Por consiguiente, la pre-incubacion de células HT1080 con el fragmento Fab (Pertuzumab-Fab),
seguido por la co-incubacién con las construcciones Fab-scTRAIL (Fab-scTRAILR2-SNSN o Fab-scTRAILwt-SNSN)
durante la noche, redujo la actividad citotdxica de las construcciones Fab-scTRAIL (figura 28B), mientras que el Fab
solamente indujo ninguna muerte celular.
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Un efecto técnico incrementado puede lograrse mediante el uso de ligandos artificialmente reticulados o unidos a
una membrana de la superfamilia de TNF, lo cual resulta especialmente en una bioactividad superior en
comparacion con un ligando homotrimérico soluble. Por lo tanto el enriquecimiento local de ligandos o ligandos de
cadena sencilla tal como se ilustra por TRAIL de cadena sencilla (scTRAIL) en células o en células vecinas deberia
aumentar la bioactividad de estas proteinas de fusion. El enriquecimiento local (o fijacion como objetivo) de estos
ligandos de cadena sencilla puede ser inducido especificamente, por ejemplo mediante la fusion de los ligandos de
cadena sencilla con secuencias de aminoacidos que se unen a cualquier antigeno presente en las células tal como,
por ejemplo, células tumorales. Ejemplos de secuencias de unién a antigeno se pueden derivar de anticuerpos tales
como fragmentos scFv o Fab. Ejemplos de antigenos expresados sobre células diana pueden ser receptores tales
como de la familia EGFR o cualquier otro antigeno al que se pueden generar un anticuerpo de union. De especial
interés en este contexto son los antigenos de superficie de células especificos para las células tumorales o
cancerosas.

722

En otra realizacion, el polipéptido de fusién de la invencion comprende, ademas, un fragmento de anticuerpo scFv N-
o C-terminal adicional (Fig. 9b).

En esta realizacion se pueden utilizar enlazadores 5-7 segun se describe anteriormente. Ademas, los enlazadores
pueden comprender motivos de N-glicosilacion.

Un fragmento Fv-pertuzumab de cadena sencilla preferido para la fusién a la proteina de fusiéon de citoquina de
cadena sencilla puede comprender aminoacidos Glu1-Ser119 de SEQ ID NO: 33 y Asp-Lys107 o Thr109 de SEQ ID
NO: 34. Los fragmentos VH y VL pueden estar conectados por un enlazador.

Una realizacion de un dominio scFv de pertuzumab se muestra en el siguiente SEQ ID NO: 36:

1 METDTLLLWV LLLWVPAGNG EVQLVESGGG LVQPGGSLRL
SCAASGFTFT DYTMDWVRQA

61  PGKGLEWVAD VNPNSGGSIY NQRFKGRFTL SVDRSKNTLY
LQMNSLRAED TAVYYCARNL ’

121  GPSFYFDYWG QGTLVTVSSG GGGSGGGGSG GGGSDIQMTQ
SPSSLSASVG DRVTITCKAS

181 QDVSIGVAWY QQKPGKAPKL LIYSASYRYT GVPSRFSGSG
SGTDFTLTIS SLQPEDFATY

241 YCQQYYIYPY TFGQGTKVEI KRT: -~

Los aminoacidos 1 -20 (subrayado) constituyen un péptido sefial secretor N-terminal.
723

En una realizacion adicional, el polipéptido de fusion de la invencién comprende un fragmento de anticuerpo Fc N- o
C-terminal adicional (Figs. 10y 11).

Preferiblemente, el dominio del fragmento de anticuerpo Fc se deriva de una cadena pesada de inmunoglobulina G
humana, en particular de una cadena pesada de inmunoglobulina IgG1 humana. En una realizacién especialmente
preferida, la secuencia de aminoacidos del dominio Fc se muestra en la SEQ ID NO: 37.

1 KSCDKTHTCP PCPAPELLGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP
EVTICVVVDVS HEDPEVKFNW

61  YVDGVEVHNA KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQDWLNGK
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS , .

121 KAKGQPREPQ VYTLPPSREE MTKNQVSLTC LVKGFYPSDI
AVEWESNGQP ENNYKTTPPV -

181. LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW QQGNVFSCSV MHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

Los aminoacidos Lys1-Glu16 definen la region bisagra.
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Para una fusién C-terminal (Fig. 11) el dominio Fc comprende preferiblemente el dominio constante completo
(aminoacidos 17-230 de SEQ ID NO: 37) y una parte o la regién bisagra completa, p. €j., la region bisagra completa
o la region de bisagra a partir del aminoacido Asp4.

Enlazadores preferidos para la conexion de un fragmento de anticuerpo Fc C-terminal (p. €j., Fig. 11) se muestran
en lo que sigue:

Enlazador 8

scCD95L/scTRAIL....GG(P/S)a(GS)n(G/S):KSCDKTHTCPPCPAPE ... (a =061, b =0-8; c = 0-8)
Enlazador 9

scCD95L/scTRAIL....GG(P/S)s(GSSGS),GS(G/S).DKTHTCPPCPAPE... (a=06 1, b = 0-8; c = 0-8)
Enlazador 10

scCD95L/scTRAIL....GG(P/S)a(S)s(GS):(G/S)sDKTHTCPPCPAPE ... (a=006 1, b = 0-8; c = 0-8; d = 0-8)

Todos los enlazadores comienzan con GlyGly, teniendo en cuenta, sin embargo, que el aminoacido C-terminal de
TRAIL es una Gly. En la posicion 3 del enlazador, alternativamente estan presentes Pro o Ser. El enlazador 8
comprende la cisteina Cys1 de la cadena pesada.

Cabe sefalar que los enlazadores 8-10 son también adecuados para la fusién C-terminal de otros polipéptidos, p.
€j., una proteina de fusién scTNF-SF adicional.

En detalle, el modulo scTRAILwt (SEQ ID NO: 28), el modulo scTRAIL(especifico para R2) (SEQ ID NO: 29) y el
médulo scCD95L (SEQ ID NO: 27) se fusionaron en posicion N-terminal al dominio Fc de IgGl humana, comenzando
con Asp4 de SEQ ID NO: 37 que emplea cuatro elementos de enlazador como se muestra en la Tabla 2.

Fusién Fc Secuencia de aminoacido del elemento enlazador
FCO1 ...(G)GSPGSSSSSSGSDKTH...

FCO02 ...(G)GSPGSSSSGSDKTH...

FCO03 ...(G)GSPGSSGSDKTH...

FC04 ...(G)GSSDKTH....

Tabla 2: Secuencias que enlazan el dominio Fc de modo C-terminal al médulo de scTNF-SF. Esta subrayado el
acido amino N-terminal del dominio CH2 de IgG1. La glicina N-terminal de la secuencia de enlace se muestra entre
paréntesis. Para las proteinas TNF-SF con una glicina como el aminoacido C-terminal (p. €j., TRAIL), la glicina N-
terminal de la secuencia de enlace pertenece formalmente al médulo de scTNF-SF.

Para la purificacion y caracterizacion, una Strep-tag Il (secuencia de aminoacidos WSHPQFEK) se coloco en
posicion C-terminal con respecto al dominio Fc. Esta etiqueta de afinidad estaba enlazada al dominio CH3 por un
elemento enlazador flexible (secuencia de aminoacidos SSSSSSA), en sustitucion del residuo de lisina C-terminal de
la secuencia CH3. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de fusidon scTNF-SF, asi como para los moédulos
de proteinas descritos se retro-tradujeron y su uso de codones se optimizd para la expresion basada en células de
mamifero. La sintesis de genes fue realizada por ENTELECHON GmbH (Regensburg, Alemania). Las casetes de
expresion para proteinas de fusién mayores fueron ensambladas por procedimientos de clonacion de ADN comunes
que comienzan con modulos de ADN de tamafio adecuado y el patron de enzima de restriccion adecuado. A modo
de ejemplo, la casete de gen resultante para la proteina de fusion TRAILwt FC01 de cadena sencilla (scTRAILwt-
FCO01) se muestra en SEQ ID NO: 44 y la secuencia de la proteina codificada se muestra en la SEQ ID NO: 43. Los
casetes de genes que codifican las variantes de enlazador acortadas (Tabla 1) se generaron mediante estrategias
de subclonacion basadas en PCR, partiendo de SEQ ID NO: 44. Los casetes de expresion finales se liberaron de
vectores de clonacién intermedios y se subclonaron en pCDNA4-HisMax-cadena principal, utilizando sitios del
plasmido Unicos Hind-1ll, Not-l o Xba-l. Para el ensamblaje de las proteinas de fusiones Fab y Fc, se introdujo un
sitio Unico SgS-I en la cadena principal del vector, reemplazando al sitio Not-l. Todas las casetes de expresion se
verificaron rutinariamente mediante secuenciacién de ADN. Las proteinas se expresaron transitoriamente en células
HEK293T vy los sobrenadantes de cultivo de células se vigilaron con respecto a su actividad pro-apoptética. Tal como
se muestra en la figura 27, las proteinas de fusién scTRAIL-Fc de la invenciéon fueron capaces de inducir un
aumento pronunciado en la actividad de caspasa, lo que confirma la potencia de la dimerizaciéon basada en Fc de
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dos modulos scTRAILwt. Se obtuvieron resultados similares para las proteinas de fusion Fc scTRAIL(especifico
paraR2) (datos no mostrados).

Si un fragmento de anticuerpo Fc se fusiona al extremo N de una proteina de fusion scTNF-SF (véase la Fig. 10), la
secuencia de aminoacidos del médulo Fc es, preferiblemente, como se muestra en SEQ ID NO: 38:

1 METDTLLIWV LLLWVPAGNG DKTHTCPPCP APELLGGPSV

FLFPPKPKDT LMISRTPEVT

81  CVVVDVSHED PEVKFNWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK .

121 CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK
NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE

181 WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL WDKSRWQQG
NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS ’

241 LSLSPG

Los aminoacidos 1-20 (subrayados) constituyen un péptido sefial secretor N-terminal.

Para conectar el médulo Fc a la proteina de fusion ScTNF-SF, preferiblemente se utilizan enlazadores Gly/Ser.
Todos los enlazadores comienzan preferiblemente con una serina y terminan preferiblemente con glicina o serina.
Secuencias de enlazadores preferidos 11-12 se muestran en lo que sigue:

11. (S)a(GS)G(S): (a,b=0,1-6;c=006 1)

12. S(GGGS)sGu(S): (a, b=0,1-6;c=0061)

7.3 Dimerizacion de las proteinas de fusion de cadena sencilla de la invencion

7.3.1 Polipéptidos de fusiéon de cadena tnica que comprenden un dominio adicional
Las proteinas de fusion triméricas de la invencion pueden ademas ser dimerizadas.

En una realizacion, la dimerizacion se obtendra si el extremo C de una primera proteina de fusién esta conectado
directamente al extremo N de una segunda proteina de fusion a través de una estructura de enlazador como se
define en esta memoria (Fig. 12).

En otra realizacion, una proteina de fusion de la invencién que comprende un fragmento de anticuerpo Fab como un
dominio adicional, puede ser conectada a través de un enlazador como se define en esta memoria directamente con
una proteina de fusion de la invencion o indirectamente a través de un fragmento de anticuerpo scFv fusionado a
una proteina de fusion de la invencion (Fig. 13). Con ello, se lleva a cabo la dimerizacion de las proteinas de fusion
triméricas de la invencion.

En otra realizacion, la dimerizacién de trimeros se puede obtener a través del ensamblaje de dos proteinas de fusion
de la invencion que comprende un fragmento de anticuerpo Fab como un dominio adicional (Fig. 14). En este caso,
se forman puentes disulfuro intermoleculares.

Para la construccion de fragmentos Fab dimerizantes en posicién N-terminal al dominio scTNF-SF (p. €j., Fig. 14), se
utilizan preferiblemente los residuos cisteina naturales de la region bisagra de IgG (SEQ ID NO: 35).

Preferiblemente, la cisteina C-terminal de la secuencia de Fab corresponde al residuo C1 de la regién bisagra, el
cual forma un enlace disulfuro con la cadena ligera. La segunda cisteina C2 se puede utilizar para el enlace
covalente de dos médulos de Fab. Un tercer residuo cisteina C3 puede estar abierto o estar enlazado con el C3 de
la cadena vecina. Enlazadores preferidos entre la secuencia de la cadena pesada de Fab y el extremo N del dominio
scTNF-SF son enlazadores 13-22 tal como se muestra a continuacion.
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13. DKTHT CPGSS(GS)oG(S)s

14. DKTHTCPGSS,G(S)s

15. DKTHT C(GSSGS)aGSG(S)s

16. DKTHT CGSS(GS):G(S)s

17. DKTHTCGSS:G(S)s

18. DKTHTG(GSSGS)sGS(G)o

19. DKTHTCPPCPGSSGSGSGS(G)s
20. DKTHTCPPCP(GSSGS):GS(G)s
21, DKTHTCPPCPGSS(GS):GS(G)s
22. DKTHTCPPCPGSS.GS(G)o

Ademas, los enlazadores pueden ser modificados mediante la incorporacion de motivos de N-glicosilacion segun se
describe anteriormente.

En una realizacion adicional, la dimerizacion de las proteinas de fusion de la invencion que comprende un fragmento
de anticuerpo Fc como un dominio N- y/o C-terminal adicional, se puede obtener mediante la formacion de puentes
disulfuro intermoleculares entre dos de dichas proteinas de fusién. En ese caso, sélo un fragmento de anticuerpo Fc
esta presente por dimero de una proteina de fusion trimérica. De este modo, en contraposicion con las proteinas de
fusion con fragmento de anticuerpo Fc de la técnica, no es muy probable la formacion de agregados de mayor peso
molecular.

7.3.2 Polipéptidos de fusion de cadena sencilla que comprenden una pluralidad de dominios adicionales

El polipéptido de fusion de cadena sencilla puede comprender uno o mas dominios adicionales, p. €j., un fragmento
de anticuerpo adicional y/o un dominio de fijacién como objetivo adicional y/o un dominio de citoquinas adicional.

Una proteina de fusion de la invencion que comprende un fragmento de anticuerpo Fc como un dominio adicional
puede ser conectada a una mayor fragmento de anticuerpo Fab o scFv a través del extremo N de un fragmento de
anticuerpo Fc fusionado en el extremo N (Fig. 15) o directamente a través de su extremo N-terminal a través de una
estructura de enlazador adicional (Fig. 16), si el fragmento de anticuerpo Fc esta conectado a la proteina de fusion
de la invencion a través de su extremo C.

Ademas de un fragmento de anticuerpo adicional o en lugar del fragmento de anticuerpo adicional, una citoquina
adicional, preferiblemente una interleuquina, puede estar conectada a la proteina de fusion. De este modo, es
posible obtener una combinacién de un scCD95L agonista y una molécula scCD95L antagonista o, alternativamente,
combinaciones de scTRAIL (especifico para R1) y scTRAIL (especifico para R2).

Dichas proteinas de fusion son especialmente Utiles para la inducciéon de la apoptosis.
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115 120 125

Gln Asp Gly Leu Tyr Tyr Leu Tyr Cys Leu val Gly Tyr Arg Gly Arg
130 135 4 140

Ala Pro Pro Gly Gly Gly Asp Pro GlIn Gly Arg Ser val Thr teu Ar
145 150 15 16

26



10

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Ser

Leu

Arg

Gly

His

val

4
183
PRT

ser

Leu

Arg

Leu

210

Pro

Met

Homo sapiens

Leu

Leu

Gln

195

val

Asp

val

ES 2538 122T3

Tyr Arg Ala
y 16?

Glu Gly Ala
180

Gly Tyr Gly

GIn Leu Arg

Met val Asp
230

Gly

CARACTERISTICA MISC.
OX40L humana

4
Met
1
Pro
Gly
Ala
GIn
65
Lys
Cys

val

Leu

Glu

Arg

Leu

Leu

50

Phe

Glu

Asp

Asn

Lys

Arg
Phe
4
Gln
Thr
Asp
Gly
Ile

115

Lys

val

Glu

20

Leu

val

Glu

Glu

phe
100

Ser

val

Gln
5
Arg
Leu
ser
Tyr
Ile
85
Tyr

Leu

Arg

Pro
Asn
Leu
His
13
Met
Leu
His

Ser

Gly

Glu

Pro

Arg

Phe

Leu

Lys

Cys

Arg

Lys

Lys

Ile

Tyr

val

Gly

Thr

Leu
200

Gly

Ala

Glu
Leu
%
Tyr
Glu
val
ser
Gln

120

Asn

Ala

val
185

Trp
Glu

Arg

Glu
Leu
25

Thr
Pro
Lys
Gin
Leu
105

Lys

ser

27

Tyr
176

Thr

TYr

Arg

Gly

Asn
10

Leu

Tyr

Arg

Gly

Asn

90

Lys

ASp

Leu

Gly
Pro
Thr

val

2%

val
val
Ile
Ile
Phe
75

Asn
Gly

Glu

met

Pro

val
Ser

250

Thr

Gly
Ala
cys
Gln
60

Ie
Ser
Tyr

Glu

val

Gly
Leu
val
205

val

Phe

AsSN
Ser
Leu
45

Ser
Leu
val
Phe
Pro
128

Ala

Asn

Phe

Ala
val
30

His
Ile
Thr
Ile
ser
110

Leu

Ser

Pro
175
Pro
Phe

Ile

Gly

Ala
1s

Ile
Phe
Lys
ser
Ile
95

Gln

Phe

Leu

Glu

Ala

Gly

ser

Ala
240

ATQ

GIn

Ser

val

GIn

80

AsSN

Glu

Glo

Thr



10

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

<220>
<221>
<223>

<400>

130

ES 2538 122T3

135

Tyr Lys Asp Lys val Tyr Leu Asn val Thr
145 150

Asp Asp Phe His val Asn Gly Gly Glu Leu
P Ase 165 Y 170

Pro Gly Glu Phe Cys val Leu
180

5
261
PRT

Homo sapiens

CARACTERISTICA MISC.
CD40L humana

5

Met
1
Leu
Ile
Arg
Phe
65
Leu
Asp
Met
Glu
Tyr

145

Leu

Ile

Pro

Thr

Leu

50

met

Leu

Ile

Gln

Ala
130

Tyr

Thr

Glu

Ile

Gln

35

Asp

Lys

Asn

Met

Lys

115

Ser

Thr

val

Thr

Lys
Thr
Cys
Leu
100
Gly
Ser
Met

Lys

Tyr
5
Met
Ile
Ile
Ile
Glu
85
Asn
ASp

Lys

Ser

Asn Gln
Ltys Ile
Gly Ser
Glu egp
?gn Arg
Glu Ile
Lys Glu
Gln Asn
Thr Thr

135

Asn Asn
150

GIn Gly

Thr

pPhe

Ala

40

Glu

Cys

Lys

Glu

Pro

120

Ser

Leu

Leu

ser

Met

25

teu

Arg

ASn

ser

Thr

105

Gln

val

val

TYr

28

Pro

10

Tyr

Phe

Asn

Thr

Gln

90

Lys

INe

Leu

Thr

Tyr
170

140

Thr Asp Asn Thr Ser
155

i1e Leu Ile His G;n

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

75

Phe

Lys

Ala

Gin

Leu

155

Ile

ser

Leu

val

His

60

Glu

Glu

Glu

Ala

Trp

140

Glu

TYr

Ala
Thr
Tyr
a%

Glu
Arg
Gly
ASn
His
125
Ala

Asn

Ala

Ala

val

30

Leu

Asp

ser

Phe

ser

110

val

‘Glu

Gly

Glin

175

Thr

15

Phe

His

Phe

Leu

val

95

phe

Ile

Lys

Lys

val
175

Leu
160

Asn

Gly

Leu

ATg

val

Ser

80

Lys

Glu

Ser

Gly

Gln

160

Thr



10

15

20

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Phe

Leu

Ala

Leu
225

val

Gly

6
281
PRT

cys

Cys

Asn

210

Gly

Thr

Leu

Homo sapiens

ser Asn

Leu
195

Thr

180

Lys

His

Gly val

Asp

Leu

Pro

Lys
260

CARACTERISTICA MISC.
CD95L humana

6
Met
1

ser
Pro
Pro
Pro
65

Leu

Leu

Glu

Gln

Ser

Thr

Pro

50

Leu

Cys

Gly

Leu

Gin

Ala

ser

35

Pro

Pro

Leu

Leu

Arg
115

Pro
Ser

20

val

Pro

Leu

Leu

G1

10

Glu

Arg
Ser
Ser
Phe
Ser

245

Leu

Phe
Ser
Pro
Pro
Pro
val
85

Met

Ser

ES 2538 122T3

Glu

Pro

Ser

Glu

230

Gln

Asn

Pro

Arg

Leu

Pro

70

mMetT

Phe

Thr

Ala

Gly

Ala

Leu

val

Tyr

Trp

Arg

Pro

55

Leu

Phe

GIn

Ser

Ser

Ar

20

Lys

Glin

Ser

Pro

Ala

Pro

40

Pro

Lys

Phe

Leu

Gln

120,

ser

185

Phe

Pro

Pro

His

TYyr

Pro

Gly

Pro

Lys

Met

Phe

105

Met

29

Gln Ala

Glu Arg

Cys Gly

Gly Ala

235

Gly Thr

Pro GIn
10

Pro Gly

GIn Arg

Pro Pro

Arg Gly
75

val Leu
20

His Leu

His Thr

Pro
Ile
Gln
220

ser

Gly

Ile

Thr

Arg

Pro

60

Asn

val

Gln

Ala

Phe

Leu

205

Gln

val

Phe

TYyr

val

Pro

45

Pro

His

Ala

Lys

Ser
125

Ile

190

Leu

ser

Phe

Thr

Trp

Leu

30

Pro

Pro

ser

Leu

Glu

110

ser

Ala Sser

Arg Ala

Ile His

val Asn
240

ser Phe
25S

val Asp
15

Pro Cys

Pro Pro

Leu Pro

The Gly

80

val Gly
95

Leu Ala

Leu Glu



15

20

30

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Lys

ser

His

Met

225

Arg

Leu

Gln

7

193

PRT

Homo sapiens

Gln

130

val

Trp

Lys

Lys

Lys

210

Glu

Ser

Tyr

Thr

Ile

Ala

Glu

Gly

val

195

val

Gly

ser

val

Phe
275

Gly

His

ASp

Gly

180

Tyr

Tyr

Lys

Tyr

Asn

260

Phe

CARACTERISTICA MISC.
CD27L humana

7

His

Leu

Thr

165

Leu

Phe

Met

Met

Leu

245

val

Gly

ES 2538 122T3

Pro
Thr
150
Tyr
val
Arg
Arg
Met
230
Gly

Ser

Leu

Ser Pro
135
Gly Lys
Gly Ile
Ile Asn
Gly Gln
200
Asn Ser
215
ser Tyr
Ala val

Glu Leu

Tyr Lys
280

?et Pro Glu Glu g]y Ser Gly Cys

Cys val Leu sgg Ala Ala teu val

Cys Leu val val Cys Ile Gln Arg
35 40

Pro Leu Glu ser Leu Gly Trp Asp
50 55

Pro Pro Glu Lys Lys Glu Leu Arg
140

Ser Asn Ser Arg Ser Met Pro Leu
155 160

val Leu Leu Ser Gly val L;s Tyr
170 175

Glu Thr Gly Leu Tyr Phe val Tyr
185 190

Ser Cys Asn Asn 58? Pro Leu Ser

Lys Tyr Pro ggg Asp Leu val Met

Cys Thr Thr Gly Gln Met Trp Ala
235 240

Phe Asn Leu Thr ser Ala Asp His
250 255

Ser Leu val Asn phe Glu Glu Ser
265 270

Leu

ser val Arg Arg Arg Pro Tyr Gl
{3 4r9 Ao Arg Pro Tyr Gly

Pro Leu val Ala Gly Leu val Ile

25 30

Phe Ala GIn Ala Egn GIn GIn Leu

val Ala Glu gsu GIn Leu Asn His

30



10

15

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Thr Gly Pro G1n GlIn
65

Leu Gly Arg Ser g?e

Arg Ile His Arg Asp
10

Ala Ile Cys Ser Ser
115

Ala val Gly Ile Cys
130 y

Leu Ser Phe His Gln
145

Leu Ala Arg Gly Asp
165

Pro Ser Arg Asn Thr
180

Pro
8
234

PRT
Homo sapiens

CARACTERISTICA MISC.
CD30L humana

8
¥et Asp Pro Gly %eu

Asp Thr Ala Met His
20
Thr Thr Ser Arg Ser
35
Cys Leu val phe Thr
]
Thr Asp Ser Ile Pro
65

Asn Cys Ser Glu Asp

ES 2538 122T3

Asp
70
Leu
Gly
Thr
ser
(]
15

Thr

ASp

Gln

val

Tyr

val

ASn

70

Leu

Pro

His

Ile

Thr

Pro

135

Cys

Leu

Glu

Gln

Pro

Phe

Ala

55

ser

Leu

Arg

Gly

Ala

120

Ala

Thr

Cys

Thr

Ala

Ala

TYr

Thr

Pro

cys

Lteu Tyr Trp GIn Gly Gly Pro Ala
Y 75 80

Pro Glu Leu Asp Lys Gly Gln Leu
90 95

Met val His Ile Gln val Thr Leu
105 110

ser Arg His His Pro Thr Thr Leu
125

Ser Arg Ser Ile Ser Leu Leu Arg
140

Ile Ala Ser Gln Afg Leu Thr pro
155 160

Thr Asn Leu Thr Gly Thr Leu Leu
170 17s

Phe phe Gly val Gln Trg val Arg
185 19

Leu Asn Gly Met Ala Pro Pro Gly
10 15

Gly ser val Ala ser His Leu Gly

25 30

Leu Thr Thr Ala Ilsmr Leu Ala Leu

Ile Met val la.(e)u val val ¢In Arg

ASp AsSh ggl Pro Leu Lys Gly Gly

80

Ile Leu Lys Arg Ala Pro Phe Lys

31



10

15

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

<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2538 122T3

85

la Tyr Leu G1n

Lys Sser Trp A
100

Leu Ser Trg Asn Lys Asp Gly
11

Gly Asn Leu val Ile Gln phe
130 ) 135

Leu GIn Phe Leu val Gln Cys
145 150

Glu Leu Leu Ile Asn Lys His
165

Cys Glu Ser E]y Met GIn Thr

Phe Leu Leu Asp Tyr Leu GIn
195

Asp Thr phe Gln Tyr 1le Asp
210 215

Leu Ser Ile Phe Leu Tgr Ser
225 230

9

254

PRT

Homo sapiens

CARACTERISTICA MISC.
CD137L humana

9

?et Glu Tyr Ala ger Asp Ala
Pro Ala Pro 389 Ala Arg Ala
Ala Gly Ls.gu Leu Leu Leu Leu
Leu Ala Cys Pro Trp Ala val
50 55

Ala Ala ser Pro Arg Leu Arg
65 70

val
Ile
120
Pro
Pro
Ile
Lys
val
200

Thr

AsSn

ser
Cys
Leu
40

ser

Glu

920 95

Ala Lys His Leu Asn Lys Thr tys
105 110

Leu His Gly val grg Tyr Gln Asp
25

Gly Leu Tyr Phe Ile Ile Cys Gin
140

Asn Asn Ser Val Asp Leu Lys Leu
155 160

Lys L;,(s Gln Ala Leu val Thr val
170 175

His val Tyr GIn Asn Leu Ser GIn
185 190

Asn Thr Thr 1le ggg val Asn val

ser Thr 'Phe Pro Leu Glu Asn val
220 .

sSer.Asp

Leu Asp Pro Glu Ala Pro Trp Pro
10 15

Arg val Leu Pro Trp Ala Leu val

25 © 30

Leu Ala Ala Ala ggs Ala val phe

Gly Ala Arg g(l)a Ser Pro Gly ser

Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp
75 80

32



ES 2538 122T3

Pro Ala Gly Leu Leu Asp Leu Arg Gln Ggy Met Phe Ala Gln ;Eu val
85 . : 9

Ala GIn Asn va) teu Leu Ile Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp
100 105 - 110

Pro Gly Leu Ala Gly val ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu
115 . 120 125

Asp Thr Lys Glu Leu val val Ala Lys Ala Gly val Tyr Tyr val Phe
130 135 140

Phe GIn Leu Glu Leu Arg Arg val val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser
145 150 155 ' 160

val ser Leu Ala Leu His Leu GIn Pro Leu Arg ser Ala Ala Gly Ala
165 : 170 175§

Ala Ala Leu Ala Leu Thr val Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala
180 185 190

Arg Asn Ser Ala Phe Gly pPhe GIn Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala
195 200 . 205

Gly GIn Arg Leu Gly val His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His
- 210 215 220

Ala Trp GIn Leu Thr GIn Gly Ala Thr val teu Gly Leu Phe Arg val
225 230 235 240

Thr Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu
245 250

<210> 10

<211> 281

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC.
<223> TRAIL humana

<400> 10

Met Ala Met Met Glu val GIn Gly Gly Pro Ser Leu Gly GIn Thr Cys

1 5 10 15

val Leu Ile val Ile phe Thr val Leu Leu GIn Ser Leu Cys val Ala
20 25 30

val Thr ‘;gr val Tyr phe Thr :gn Glu Leu Lys Gln Mgt GIn Asp Lys
4

33



10

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

<220>
<221>
<223>

<400>

11
317
PRT

Tyr
Trp
65

Lys
Glu
Leu
Thr
LyS
145
His
His
Gln
Tyr
Ser
225
Ser

Phe

Ser

ser
50

AsSp
Trp
Glu
val
Ar

13

Ala
Ser
Glu
Glu
Ile
210
Ala
Ile

val

Phe

Homo sapiens

Lys

Pro

Gln

Thr

Leu

Phe

Lys

Glu

195

Tyr

Arg

Tyr

Ser

rhe
275

Ser

Asn

Leu

Ile

100

Glu

Arg

Gly

Leu

Gl

18

Ile

Lys

AsSn

Gln

val

260

Gly

CARACTERISTICA MISC.
RANKL humana

11

Gly

Asp

Arg

85

ser

Arg

Ser

Arg

ser

165

Phe

Lys

TYyr

Ser

Gl

24

Thr

Ala

ES 2538 122T3

Ile
Glu
70

GIn
Thr
Gly
Asn
Lys
150
Asn
Tyr
Glu
Thr
Cys
2%0
Gly

Asn

Phe

Ala

55

Glu
Leu
val
Pro
Thr
135
Ile
Leu
Tyr
ASN
ser
215
Trp
1le

Glu

Leu

Cys

Ser

val

Gln

GlIn

120

Leu

Asn

His

Ile

-Thr

200

Tyr

Ser

Phe

His

val

Phe
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Trp
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Trp
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Thr

His

Lys

205

Cys

Gln

His

Glu

Gly

Leu

30

Arg

Cys

Arg

His

LyS

110

Ala

Ala

Ser

Asp

AS

19

Leu

Phe
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His
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Leu Phe Arg Cys Ile Arg Ser Met Pro Ser His Pro Asp Arg Ala Tyr
19 200 : 205

Asn Ser Cys Tyr Ser Ala Gly val Phe His Leu His Gln Gly Asp Ile

210 215 220
Leu Ser val Ile Ile Pro Arg Ala Arg Ala Lgs Leu Ash Leu Ser Pro
225 230 235 240_
His Gly Thr Phe Leu Gly Leu
245
<210> 14
<211> 250
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220> ) )
<221> CARACTERISTICA MISC.
<223> APERIL_ver2 humana
<400> 14
?et Pro Ala ser ger Pro Phe Leu Leu iga Pro Lys Gly Pro :go Gly

Asnh Met Gly %y Pro val Arg Glu ;;o Ala Leu Ser val an Leu Trp
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Lys

Gly

Gly
Arg
Arg
Ser
Gly
1)
Gly
Tyr
Gln
ASp
val

215

Thr

Leu
40

Trp
Leu
Arg
ser
Leu
120
Thr
val
Lys
GlIn
ser
200

val

Arg

Gly
pPhe
Pro
Ser
Leu
105
Ala
Lys

Gly

Arg

Ser
val

Ser

Leu
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Lys
65

Gly

Gly

Ile

Gly

240

Glin

Asn

Pro

Tyr



10

15

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

<220>
<221>
<223>

<400>

ser

305

Glu

Glu

Leu

Ile

Leu

385

20
389
PRT

GIn

val

Thr

Leu

ser

370

Gly

Homo sapiens

val Glu

val val

Gly Lys
Y 3%

Ile Asn

Glu Ala

CARACTERISTICA MISC.
EDA-A2 humana

20

get Gly Tyr ‘Pro

Pro

Arg

Leu

Arg

65

Ser

Asp

GIn

Arg
Ala
Ser
50

Ser
Gly
Pro

Gln

Glu

Gly

35

Leu

Glu

Thr

Asp

Pro
115

Arg
20

Glu
Ala
Leu
Pro
Ser
100

Leu

val

ASp
325

Thr

Lys Ala Arg
355

Met

Pro

Glu val

5

Gly ser

Gly Asn

Leu His

Arg Arg
70

Gly Thr

85

Pro Tle

Glu Pro

ES 2538 122T3

Tyr Tyr Ile Asn pPhe

310
Glu bhe Leu

Lys Pro
y 330

Thr
345

Asn Tyr Asn Cys

Gln Lys Ile Ala val
360

ser Lys His Thr Thr

375
Ala Sér
390

Glu Arg Arg Glu
10

Gln Gly Cys Gly
25

Ser Cgs Lteu Leu
4

Leu Leu Thr Leu
55

Glu Arg Gly Ala

Leu

Ser Gly Thr
90

His Leu

105

Thr Ser

Gly Glu Ala Ala
120

45

Thr
315

Gln
Tyr
Lys

Phe

Leu
Cys

Phe

Cy§

Glu
75
Ser

Gly

Leu

Asp Phe Ala Ser §¥5

Cys Thr Arg Ser 1le
Y , 9 335

Thr Ala Gly val Cys
350

Met val His Ala Asp

365

Phe Gly
380

Ala Ile Arg

Ala Ala

15

Leu Pro Ala

Ala Ala

30

Gly Gly Pro

Leu Gly Phe Phe Gly
45

Cys Tyr Leu Glu Leu
60

Gly
80

Ser Arg Leu Gly

ser Leu Gly Leu

Gl
y 95

GlIn Pro Ser Pro

110

Lys

His Ser Ser GIn

125

ASp



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

<220>

Asp
Pro
145
Lys
Lys
Pro
Pro
‘Pro
225
Ala
Gly
ASp
Arg
Ser
305
val
Gly
Lys

Ile

Glu

21

8

PRT
Artificial

Tyr

ser

Lys

Pro

Gly

Glin

Gly

ser

Trp

ser
290

Gln

val

Lys

Ala

AsSh

370

Ala

His
ser
ASn
Ala
Gly
Thr
o
Thr
Ala
Ser
275
Gly
val
Asp
Thr
Arg
355

Met

Pro

Glin

Glu

Glu
G1

18

Pro
Thr
Pro
Arg
Ile
260
Arg
Glu
Tyr
Glu
Asn
340
Gln

Ser

Ala

Met

Glu

Gly

Pro

Gin

val

Pro

Glu

245

Gln

Ile

Leu

Tyr

Lys

TYyr

Lys

Lys

Ser

ES 2538 122T3

Ala
Glu
150
Ala

Pro

Gly

Met.

Gly

Asn

val

Thr

Glu

Ile

Pro

AsSD

1le

His

Leu
135

Ser

Asp

G1y‘

Pro

Gin
Lys
Met
15
Asn
Phe
Thr
Ala

Thr
375

Leu

Arg

Gly

Pro

Pro

200

Pro

Gln

Pro

ASh

ASn

280

Leu

Phe

Leu

Cys

val

360

Thr

Asn
Arg
Pro
Asn
185

Gly

Pro

Gly

Ala
AS

26

Pro
val
Thr
GIn
TYr
3!5

Lys

Phe

46

Phe
val
val
170
Gly
Ile
cly
Pro
val
250
Leu
Lys
Asp
Asp
Cys
330
Thr

Met

Phe

Phe

Ar

15

Lys

Pro

Pro

Pro

Ser

235

val

ser

val

Gly

'Phe

315

Thr
Ala
val

Gly

Phe
140
Arg
Asn
Pro
Gly
Pro
220

Gly

Gly
Phe
Thr
300
Ala
Af‘g
Gly
His

Ala
380

Pro

Asn

Lys

Gly

Ile

205

Gly

Ala

Leu

Gly

LyS

285

Tyr

Ser

ser

val

Ala

365

Ile

Asp
LysS
Lys
Pro
190
Pro
Pro
Ala
Gln
val
270
Leu
Phe
Tyr
Ile
Cys
3%0
Asp

Arg

Glu
Arg
Lys
Pro
Gly
Pro
Asp
g

Leu
His
Ile
Glu
Glu
335
Leu
e

Leu

Lys
ser
160
Gly
Gly
Ile
Gly
Lys
240
Gln
ASD
Pro

Tyr

val

1320

Thr

Leu

ser

Gly



10

15

20

25

30

35

40

45

<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

Enlazador

21

22

6

PRT
Artificial

Enlazador

22

23

4

PRT
Artificial

Enlazador

23

24

8

PRT
Artificial

Enlazador

24

25

8

PRT
Artificial

Enlazador

25

ES 2538 122T3

g‘ly Gly ser Gly ger Gly ser Gly

g1y Gly ser Gly §er Gly

g1y Gly Ser Gly

Gly Gly ser Gly ,;sn Gly Ser Gly
1 .

tl;‘ly Gly Asn Gly §er Gly Ser Gly

47



10

15

20

25

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

26

6

PRT
Artificial

Enlazador

26

27

472
PRT
Artificial

proteina de fusiéon scCD95L

27

Met
1
Ala
‘Ser
val
Glu
65
Ser
Lys
Cys
Phe
Ser
145

Leu

Glu

Gly

ASn

Leu

50

Thr

cys

Tyr

Thr

Asn

130

Leu

.Gl y

Thr

AsSn

Ser

Leu

Gly

ASn

Pro

Thr

115

Leu

val

Gly

ASp
Gly
20

Arg
ser
Leu
Asn
Gin
100
C'ly
Thr

ASN

Ser

Thr

Ser

Ser

Gly

Tyr

Leu

85

Asp

Gln

Ser

Phe

ES 2538 122T3

Leu
Glu
Met
val
>
Pro
Leu
Met
Ala
Glu

150

Ser

Leu
Leu
Pro
3
Vai
Leu
val
Tep
Asp
Glu

Gly

Leu

Arg

Leu

- 40

Tyr

Tyr

Ser

Met

Ala

His

ser

Ser

Trp

Ser

25

Glu

Lys

ser

His

Met
105

Arg

Leu

GIn

Gly

48

val
10

val
Trp

Lys

Lys

59°

Glu

ser
Tyr

Thr

178

Leu

Ala

Glu

Gly

val

75

val

Gly

ser

val

Phe

155

Ser

g"ly Gly Asn Gly Tg‘er‘ Gly

Leu

His

Asp

Gly
60

TYyr

Tyr

Lys

TYyr

ASN

140

phe

val

Leu

Leu

Trp

Thr

~ 30

Thr
45

Leu
Phe
Met
Met
Leu
125
val
Gly

Ala

Tyrj

val

Arg

Arg

MetT

‘110

Gly

Ser

Leu

His

val

15

Gly
Gly
Ile
Gly
Asn
95

Ser

Ala

Glu

Leu
175

Pro

Lys

Ile

Asn

GIn
80

Ser

Tyr

val

Leu

Lys

160

Thr



ES 2538 122T3

Gly Lys Ser Asn Ser Arg Ser Met Pro Leu Glu Trp Glu Asp Thr Tyr
180 - 185 190 :

Gly Ile val Leu Leu Ser Gly val Lys Tyr Lys Lys Gly Gly Leu val
195 200 205

Ile Asn Glu Thr Gly Leu Tyr Phe val Tyr Ser Lys val Tyr Phe Arg
210 _ ‘ 215 2¥0 '

Gly Gln Ser Cys Asn Asn Leu Pro Leu Ser His Lys.val Tyr Met Arg
225 230 235 240

Asn Ser Lys Tyr Pro GIn Asp Leu Val Met Met Glu Gly Lys Met Met
245 250 255

ser Tyr Cys Thr Thr Gly GIn Met Trp Ala Arg Ser Ser Tyr Leu Gly
260 265 270

Ala val phe Asn Leu Thr Ser Ala Asp His Leu Tyr val Asp val Ser
275 280 285

Glu Leu Ser Leu val Asn Phe Glu Glu Ser GIn Thr Phe Phe Gly Leu
290 295 300 ’

Tgr Lys Leu Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Arg Ser val Ala His
305 310 315 320

Leu Thr Gly Lys Ser Asn Ser Arg Ser Met Pro Leu Glu Trp Glu Asp
325 330 _ 335

Thr Tyr Gly Ile val Leu Leu Ser Gly val Lys Tyr Lys Lys Gly Gly
4 340 ' 34 350

Asn Glu Thr Gly Leu Tyr Phe val Tyr Ser Lys val Tyr

Leu val Ile
355 360 : 365

phe Arg Gly GIn Ser Cys Asn Asn Leu Pro Leu Ser His Lys val Tyr
370 375 : 380

Met Arg Asn Ser Lys Tyr Pro GIn Asp Leu Val Met Met Glu Gly Lys
385 390 395 400

Met Met Ser Tyr Cys Thr Thr Gly Gln Met Trp Ala Arg ser Ser Tyr
405 410 415

Leu Gly Ala val phe Asn Leu Thr Ser Ala Asp His Leu Tgr val Asn
420 425 ’ 430

val ser Glu teu Ser Leu val Asn Phe Glu Glu Ser Gln Thr Phe Phe
435 440 445

Gly Leu Tyr Lys Leu Gly Gly Pro Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala

49



10

15

20

25

30

35

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

28
538
PRT

Artificial

450

Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys
465 . 470

proteina de fusion scTRAILwt

CARACTERISTICA MISC.
(186)...(186)
Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.
(188)...(188)
Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.
(355)...(355)
Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.
(357)...(357)
Xaa = Ser o Asn

28

Met
1

Ala
Arg
Gly
Leu

65

Gly

Ile.

Lys

Glu Thr
Gly Asn
ser Asn
35
Arg Lys
50 Y
ser Asn
Phe Tyr

Lys Glu

Tyr Thr
Y 115

ASp
Gly
20

Thr
Ile
Leu
Tyr
Asn
100

Ser

Thr
S
Gln
Leu
Asnh
His
Ile
85

Thr

Tyr

ES 2538 122T3

Leu Leu
Arg val
Ser Ser
Ser Trp
55
Leu Arg
70
Tyr Ser

Lys Asn

Pro Asp

Leu

Ala

Pro

40

Glu

ASh

GlIn

AsSp

Pro
120

455

Trp val
10

Ala
25

Asn
Ser

Gly

Thr

50

His
Ser

Ser

Gln

Leu

Leu

Ile

Lys

Arg

Leu

75

Phe

Met

Leu

teu

Thr

Asn

ser

60

val

Arg

val

Met

Leu

Gly

Glu

45

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys
125

460

Trp
Thr
30

Lys
His
His
Gln
Tyr
110

Ser

val
15

Arg
Ala
ser
Glu
Glu
95

Ile

A.1 a

Pro
Gly
Leu

Phe

Tyr

Arg



ASnh

Gln

145

val

Gly

Ala

Pro

Glu

225

‘Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

305

Lys

Asp

ser

Arg

Ala
38S

Ser
130

Gly

Thr

Ala

Ala

Asn

210

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

290

Glu

Glu

Met

Gly

Gly

Leu

cys

Gly

AsD

Phe

His

195

ser

ser

Glu

Tyr

Gln

275

Leu

Tyr

ASN

Asp

Xaa

355

Arg

Gly

Trp
Ile
Glu
Leu
180
Ile
Lys
Arg
Leu
Phe
260
Met
Leu
Gly
ASp
His
340
Gly

ser

Arg

Ser
Phe
His
165
val
Thr
Ash
ser

val

245

Arg
val
Met
Leu
Arg
Glu
Xaa
ASn

Lys

ES 2538 122T3

Lys
%
Leu
cly
Gly
Glu
Gly
Ile
Phe
GIn
Lys
i
Ile
Ala
Gly

Thr

Ile
390

Leu

Ile

Gly

Thr

Lys

His

His

GIn

Tyr

ser

295

ser

Phe

Ser

ser

Leu

375

AsSn

Ala

Lys

Asp

Ser

Ar

20

Ala

ser

Glu

Glu

Ile

280

Ala

Ile

val

Phe

360

Ser

Ser

Glu
Glu
Met
3

Gly

Leu.

Phe

Lys

Glu
265
Tyr
Arg
Tyr
ser
pPhe
345
val
ser

Trp

51

Tyr

Asn

ASp

170

Xaa

Arg

Gly

Leu

Lys

‘ASn

Glin

val

330

Gly

Ala

Pro

Glu

His
Gly
ser
Arg
Ser
235
Phe
Lys
Tyr
ser
Gl

31

Thr
Ala
Ala

Asn

Ser
395

Leu
140

Arg

Glu

Xaa

ASD

LyS

220

Asn

Tyr

Glu

Thr

Tyr
Ile
Ala
Gly
Thr
205
Ile
Leu
Tyr
Asn
ser

285

Trp

300

Gly

AsSNn

Phe

His

ser

380

Ser

Ile

Glu

Leu

Ile

365

Lys

Arg

ser
Phe
Ser
ser
190
Leu
Asn
His
Ile
Thr
270
Tyr
ser
Phe
His
val
350
Thr

Asn

Ser

Ile
val
Phe
175
Arg
ser
Ser
Leu
Tyr
255
Lys
Pro
Lys
Glu
Leu
335
Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr
ser
160
Phe
val
Ser
Trp
Arg
240
ser
ASn
ASp
ASp
Leu
320
Ile
Gly
Thr

Lys

His



10

15

20

25

30

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

ser
Glu
Glu
Pl
Ile
val
Phe
ser

29

546
PRT
Artificial

Phe Leu
Lys Gly
Glu Ile
43S
Lys
Arg Asn
Tyr Gln
Ser val

pPhe Gly

Ala Tr
530 P

Ser
Phe
420

Lys

Tyr

Ser

Gly
Thr
500

Ala

Ser

Asn
405

TYyr

Glu

Thr

Cys

Gly

Asn

Phe

His

proteina de fusion scTRAILR2

CARACTERISTICA MISC.

(194)...(194)

Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.

(196)...(196)

Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.

(363)...(363)

Xaa = Ser o Asn

CARACTERISTICA MISC.

(365)...(365)

Xaa = Ser o Asn

29

ES 2538 122T3

Leu

Tyr

Asn

ser

Glu

Leu

Pro

His
Ile
Thr
¥
ser
Phe
His
val

Gln
535

Leu
Tyr
Lys
440
Pro
Lys
Glu
Leu
Gl

52

Phe

Arg

Ser

4925

Asn

Asp

ASp

Leu

Ile

Gly -

Glu

52

AsSD
410

Gln

Asp
Pro
Ala
Lys
490
Asp

Pro

Lys

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

Met

Gly

Glu

Tyr

Gln

Leu

460

TYyr

Asn

Asp

ser

Leu

Phe

Met

445

Leu

Gly

Asp

His

ser
§2§

val

Arg

430

val

Met

Leu

Arg

Glu

510

ser

Ile

415

Phe

Gin

Lys

Tyr

Ile
495

‘Ala

ser

His

Gln

TYr

ser

ser

480

Phe

ser

Ser



Met
1
Ala

Ala

Asn

Ser
65

Gly

Thr

LyS

Ile

Glu

145

Glu

Met

Gly

Gly

Leu

225

Phe

Lys

Glu

Glu

Gly

His

Ser

50

Ser

Glu

Gln

Gln

Ley

130

Tyr

ASn

Asp

Xaa

Ar

21

Gly

Leu

Gly

ile

Thr

ASn
Ile
35

Lys
Arg
Leu
Phe
Met
115
Leu
Gly

Asp

His

Arg
ser
Phe

Lys
275

Asp

Gl
20y

Thr
S

ser

ES 2538 122T3

Leu

Pro

Thr Gly Thr

Asn
ser

val

Met
Leu
Arg
Glu
180
Xaa
Asn
Lys
Asn
Tyr

Glu

Glu
Gly
Ile
85

Phe
Gln

Lys

Ile
165
Ala
Gly
Thr
Ile
Leu
245

TYyr

Asn

Lys

His
70

His

Arg

Tyr

Ser

ser

150

phe

ser

ser

Leu

Asn

230

His

Ile

Thr

Leu

Gly

Arg

Ala

55

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

Ile

val

Phe

Arg

ser

215

Ser

Leu

Tyr

Lys

Leu
Ser
Gly
40

Leu
Phe
Lys
Glu
TYr
120
Arg
Tyer
ser
Phe
val

200

ser

Trp

Arg

ser

Asn’

280

Trp val Leu
10

ser
25

Arg
Gly
Leu
Gly
Xle
105
Lys
ASN
Gln

val

Pro
Glu
Asn

GIn
265

53

Asp

ser
Ser
Alrg
ser
Phe
90

Lys
Tyr
Ser
Gly
Thr
170
Ala
Ala

AsSn

Ser

Lys

Ser
Asn
Lys
ASn
75
Tyr
Glu
Thr
Cys
Gly
1
ASn
Phe
His
Ser
ser
235
Glu

GIn

Gln

Leu Leu Trp val Pro
15

Ser

Thr

Ile

60

Leu

Tyr

Asn

ser Ty

Trp
140

Ile

Glu

Leu
Ile
558
Arg
Leu
Phe

Met

Ser
Leu
45

Asn
His
Ile

Thr

Ser
Phe
Arg
val
it
Asn
ser
val
Lys

val
285

Arg
30

Sser
Ser

Leu

Tyr

Lys
Glu
Leu
Gly
Gly
G1y
Gly

Ile

Phe

270

Gin

val

Ser

Trp

Arg

Ser

95

AsSn

Asp

ASp

Leu

Leu

175

Gly

Thr

Lys

His

His

Arg

Tyr

Ala
Pro
Glu
Asn
80

GIn
Asp
Pro
Ala
LyS
160
Gin
ser
Arg
Ala
Ser
240
Glu

Glu

Ile



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

<220>

30
1452
ADN
Artificial

Tyr

Ser

Phe

val

Ser

385

Trp

Arg

Ser

AsSn

AS

46

Leu

Leu

Gly

Glu
545

Lys
290
Asn

Gln

val

Tyr

Ser

Gly

Thr

The'

Cys

Gly

Asn
340

Gly Ala Phe

355

Ala Ala His

370

Pro

Glu

Asn

Ala

Lys

Gln

Pro

530

Lys

Asn

Ser

Gly

Thr

435

Lys

Ile

Glu

Glu

Met

515

Gly

ser
Ser
Glu
420
Gln
GIn
Leu

Tyr

Asn
500

ASp

Ser

ser
Trp
Ile
Glu
Leu
Ie
Lys
Ar

40

Leq
Phe
Met
Leu
Gly
Asp
His

ser

ES 2538 122T3

Tyr

ser.

310

Phe

Arg

val

Thr

Asn

390

Ser

val

Lys

val

Met

470

Leu

Arg

Glu

ser

Pro

295

Lys

Glu

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

455

Lys

Tyr

Ile

Ala

ser
535

Asp Pro
Asp Ala
Leu Lys
Leu Gin

345
Gly Ser
Thr arg
Lys Ala
His Ser
His Glu

425

Arg Glu
44

Tyr Ile
Ser Ala
Ser Ile
Phe val

505

ser Phe
520

ser Ser

54

Ile
Glu
Glu
330
Met
Gly
Gly
Leu
Phe
410

Lys

Glu

Arg
Tyr
490
Ser

Phe

Ala

Leu
Tye
315
Asnh
Asp
Xaa
Arg
Gly
Leu
Gly
Ile
Lys
AsSn
475
Gln
val

Gly

“Trp

Leu
300
Gly
Asp
His
Gly
ser
380
Arg
Ser

Phe

Lys

Gly

Thr

A1a-

ser
540

Met

‘Leu

Arg

Glu

Xaa
365

Asn
Lys
Asn
Tyr
Glu
445
Thr
Cys
Gly
ASn
Phe

525

His

Lys
TYyr
Ile

Ala
350

Gly
Thr
ITe
Leu
%0
Asn
Ser
Trp
Ile
sk

Leu

Pro

Ser

Ser

Phe

335

ser

ser

Leu

Asn

His

418

Ile

Thr

Tyr

ser

Phe

495

Arg

val

Gin

Ala
Ile
320
val
pPhe
Arg
ser
ser
400
Leu
Tyr
Lys
Pro
Lys
a%o
Glu
Leu

Gly

Phe
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15

ES 2538 122T3

<223> secuencia de nucleodtidos; proteina de fusion scCD95L

<400>

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

<220>
<223>

<400>

30
aagcttgecg
cctgcaggaa
agaagtatgc
tacaagaagg
tactttcotg
tccaaatacce
gggcaaatgt
catttgtacg
trrggcttat
actggcaaat
ttgctgtctg
ttcgtgtata
aaagtgtata
atgtcgtaft
aacttgactt
gaggagtcac
cgctctgttyg
gacacatacg
aacgagactg
aaccrtccac
atgatggagg
taccttggtg
ctgtctctgg
ccrggctcga

cgcegercta

31
1650
ADN
Artificial

ccaccatgga
atggatccga
ccctegaatg
gtgggctegt
gtcaatcttg
cacaagacct
gggccaggag
ttaatgtcag
acaaactcgg
ctaattcccg
grgtaaagta
gcaaagtcta
tgaggaatag
gracgaccgg
ctgcggatca
agaccttctt
ctcatctgac
gtatcgtget
gactctactt
tTctctcacaa
gcaagatgat
ccgtcttcaa
tcaacttcga
gtagcagcag

ga

gactgacacc
attgcgtage
ggaggatacc
catcaatgaa
taataacttg
cgtrratgatg
tagttacctt
cgagcetgtec
tggcageggt
ttcaatgcct
taagaagggt
crrcagagga
taaatatcc;
ccagatgtgg
cctctatgtg
cggactctac
gggaaagagc
gttatccggce
tgtctactcg
ggtctacatg
gagctactgce

cctgacatca

‘ggaaagtcag

tTtcagettgg

ctgctgtrtgt
gtcgcacatc
tatgggattg
actggattgt
cctctcagec
gagggtaaga
ggcgcggtgt
ttggtgaact
agtggctecg
ctggagtggg
ggcctggtga
cagagctgca
caggatctag
gctegeagea
aacgtgtccg
aagctgggag
aactctagga
gttaagtaca
aaggtgtact
aggaactcca
actaccggac
gccgaccatce
acgttcttcg

agtcacccac

secuencia de nucleotidos; proteina de fusion scTRAILwt

31

55

gggtcctact
tgacagggaa
tgeteettte
acttcgtcta
ataaggtcta
tgatgagtta
ttaacctcac
tcgaggaaag
gaagaagcgt
aagacactta
ttaacgaaac
acaacttgcec
ttatgatgga
gctatctggg
aattgtcget
gcagtggtag
gtatgccgct
agaaaggcég
ttcgcggcca
agtacccaca
agatgtgggc
tgtacgtcaa
gtttgtataa
agttcgagaa

gctttgggte
gtccaacagce
aggcgtgaaa
ttcaaaggtt
tatgcgtaac
ctgcaccaca
tagcgccgat

ccaaacattc

‘cgcacacttg

tggcatcgtc

cggctrgrac

tctgtcecat
agggaagatg
tgccgrattc
ggtgaatttt
tggtagcgoc
ggagtgggag
attggtcatc
atcctgcaac
ggacttggtg
acgatcctcg
cgtcagcgaa
gcteggeggt
gtaataggcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
- 600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
-1200

1260
1320
1380
1440
1452



10

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

<220>
<223>

<400>

aagcttgccg
cctgcaggaa
accctgtcca
gagtccagca
gtgatccatg
gagatcaagg
agctatccag
gccgagtatg
aggatctteg
ttcggegett
attactggca
gcecctggatc
aatctccatc
agccaaactt
atggttcaat
gcccgtaata
gggatatttg
attgatatgg
ggaarcggct
agttctccta
tctcgtagtg
cacgaaaagg
aaggagaata

cccgatccta

tatgggttgt

ttegtgtcag
gccttectgg
Ttcgagaagt
32

1674

ADN
Artificial

ccaccatgga
atggacagag
gcccgaatece
gatccggtca
agaagggctt
agaacaccaa
acccaatcce
gcctgtatag
tgagcgtcac
tcttagtggg
cccgagggag
gaaagatcaa
tccgaaatgg
actttagott
atatttacaa
gctgttggag
aactcaagga
accacgaagc
ctagagtagc
actcaaagaa
ggcattccte
gattctacta
ctaagaacga
tactgttgat
actcgatcta
taaccaacga
tgggcggtcc
aataggcgcg

ES 2538 122T3

gactgacacc
agtggctgct
taagaacgag
tagtttcctg
ctactacatc
gaacgacaag
gctgatgaag
catctatcag
taatgagcat
cggttccgga
aagtaatact
tagctgggag
tgaattggtc
ccaagaggag
gtacacttcc
taéagatgca
gaatgatcgc
tagrrtcettc
cgcccacata
cgagaaagca
cctgtccaac
catctactcc
caaacagatg
gaaatctgca
ccagggcgga
gcacctgata
tggctcgagr
ccgegcetage

crgcrgtegt
cacatcaccg
aaggctctgg
tctaacttge
tactctcaga
cagatggtgc
tccgctagga
ggaggcatct
ctcatcgaca
arcggtartg
ttgtcaagtc
tcaagtcggt
atacatgaga
attaaggaga
tatccagacc
gaatacggac
atattcgtat
ggagcattcc
accgggacaa
cttggacgta
ctccacttga
cagacatact
gtccagtaca
aggaactctt
attttcgagt
gatatggacc
agcagcagtt

secuencia de nucleétidos; proteina de fusion scTRAILR2

32

56

gggtcctact
gaactcgggg
gcaggaagat
acctgagaaa
cctacttccg
agtacatcta
actcctgttg
tcgagctgaa
tggaccatga
grtagtcgcgt
ccaatagcaa
ctggacacag
aggggttcta
acacgaagaa
cgatcttget
tcratagtat
ctgtgacaaa
tggtgggcgg
ggggacgaag
agatcaactc
gaaatgggga
tccgattceca
tatacaagta
gctggtctaa
tgaaagagaa
atgaggcatc
cagcttggag

getttgggtce
taggtctaac
caactcttgg
cggcgagctg
ctrtcaggag
caagtacacc
gagcCaaagac
ggagaacgac
agcctetttc
cgcggcacat
gaatgagaag
ctttctcagt
ttacatctat
tgataagcag
tatgaagtca
ttaccaaggt
cgaacacttg
aagcggcart
caacacgcta
ctgggaaagt
gcrtgtgatt
agaggaaatc
cacctcatac
ggacgctgag
cgaccgcata
ctrctrtggt
tcacccacag

aagcttoccg ccaccatgga gactgacacc ctgctgttgt gggtcctact gctrtgggtce

cctgcaggaa atggatcccc tggaagttct tcaagctcta gcagagtgge tgctcacatc

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1650

60
120



10

15

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

<220>
<223>

<400>

accggaactc
ctgggcagga
ttgcacctga
cagacccagt
gtgcagtaca
aggaactcct
atcttcgagce
cagatggacc
artggtagtc
agtcccaata
cggtcrggac
gagaaggggt
gagaacacga

gacccgatct

ggactctata
gtatctgtga
ttectggtgg
acaaggggac
cgtaagatca
ttgagaaatg
cagttcaaat
tacatataca
tettgetggt
gagttgaaag
gaccatgagg
agttcagctt

33

222
PRT
Artificial

ggggtaggtc
agatcaactc
gaaacggcga
tcaagtttcg
tctacaagta
gttggagcaa
tgaaggagaa
atgaagcctce
gcgtcgeggc
gcaagaatga
acagctttct
tctattacat
agaatrgataa
tgcttatgaa
gtatttacca
caaacgaacg
gcggaagcgg
gaagcaacac
actccrggga
gggagcttgt
tccgagagga
agtacacctc
ctaaggacgc
agaacgaccg
catccttctt

ggagtcaccc

ES 2538 122T3

taacaccctg
ttgggagtcc
gcrggtgate
ggaggagatc
caccagctat
agacgccgag
cgacaggatc
tttcettcgge
acatattact
gaaggccctg
cagtaatctc
ctatagccaa
gcagatggtt
gtcagcccgt
aggtgggata
cttgctrcag
cartggaarc
gctaagttct
aagttctcgt
gattcacgaa
aatcaaggag
ataccccgat
tgagtatgog
catattcgtg
tggtgccttc

acagttcgag

tccagecccga
agcagatccg
catgagaagg
aaggagaaca
ccagacccaa
tatggcctgt

ttcgtgagcg

getttcttag.

ggcacccgag
ggtcgaaaga
catctccgaa
actcagttta
caatatattt
aatagctgtt
tttgaactca
atggaccacg
ggctctagag
cctaactcaa
agtgggcatt
aagggattct
aatactaaga
cctatactgt
ttgtactcga
tcagtaacca
ctggtgggcg
aagtaaiagg

modulo de cadena pesada de pertuzumab Fab (VHCH1)

33

Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly
1 S 10 15

attccaagaa
gtcatagftt
gctictacta
ccaagaacga
tcctgctgat
atagcatcta
tcactaatga
tgggcggttc
ggagaagtaa
tcaatagctg
atggtgaatt
agttccgaga
acaagtacac
ggagtaaaga
aggagaatga
aagctragttt
tagccgcecca
agaacgagaa
ccttectgtc
actacatcta
acgacaaaca
tgatgaaatc
tctaccaggg
acgagcgect
gtcctggctc

cgcgecegege

cgagaaggct
ccrgtctaac
catcractct
caagcagatg
gaagtccgct
tcagggaggc
gaggctgctc
cggaarcggt
tactttgrca
ggagtcaagt
ggtcatacat
ggagattaag
Trccratcca
tgcagaatac
tcgcatattc
cttcggagca
cataaccggg
agcacttgga
caacctccac
ctcccagaca
gatggtccag

'tgcaaggaac

cggaattttc
gttgcagatg
gagtagcagc
tagc

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr phe Thr Asp Tyr

57

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
1674



ES 2538 122T3

20 25 30

Thr Met gsp Trp val Arg Glin ﬁ&a Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

Ala Agp val Asn Pro Asn ggr Gly Gly Sser Ile ggr Asn GIn Arg Phe
S

Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser val Asp Arg Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Leu Gly Pro Ser pPhe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val phe
115 120 125

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr ser Gly val His Thr Phe Pro Ala val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val Thr val Pro Ser
18 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 2%0

<210> 34

<211> 214

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> moddulo de cadena ligera de pertuzumab Fab (VLCL)

<400> 34

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ;Br Ile Thr Cys Lys g}a Ser Gln Asp val gsr Ile Gly

58



10

15

20

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

35
16
PRT

vatl

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

ser

Ala

Phe

Artificial

Ala
ser
b))

Gly
ASp
Phe
ser
Ala
130
Ya1
ser
Thr

Cys

Asn
210

Trp
35S

Ala
ser
Phe
Gly
val
115
Ser
Gln
val
Leu
Glu

195

Arg

Tyr
ser
Gly
Ala
GlIn
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180

val

Gly

GIn
TYr
Thr
Thr
85

Gly
Ile

val

Lys

Thr

Glu

ES 2538 122T3

GIn

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

cys

val

150

GIn

ser

His

Cys

region de bisagra de IGG1 humana

35

36
263
PRT

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

ASp

Lys

GIn

250 Gly
Thr Gly
Thr Leu
Cys GIn
val Glu

105
Pro Ser
120
Leu AsSh
Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

g =

Lys

val

Thr

GIn

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Tyr

Ser

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Glin

TYyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Lys

45

Arg

ser

Ile

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Leu
Phe
Leu
Tyr
val
110
Lys
Arg
AsNn
Ser
i35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala

Gly

Ala

GlIn

160

Ser

Tyr

Ser

iys ser Cys Asp kys Thr His Thr Cys ;50 Pro Cys Pro Ala Pro Glu
15

Artificial

modulo scFv de pertuzumab

36

59



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

<220>
<223>

Met
1

Ala
Gln

Phe

Asn
val
Trp
Gly
Ser
Cys
Lys
Tyr
Phe
225
Tyr
Lys

37

230

PRT
Artificial

Glu

Gly

Pro

Thr

50

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Lys

Pro

Thr

210

Thr

Cys

val

Thr

ASn

Gly

35

ASp

Trp

Arg

Leu

Tyr

115

GIn

Gly

ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

ASp
Gly
20

Gly
TYyr
val
Phe
TYr
100
Cys
Gly
Gly
ser
ser
180
Lys
val
Thr

Gln

Ile
260

Thr
Glu
Ser
Thr
Ala
g
Leu
Ala
Thr
Ser
Leu
165
Gln
Ala
Pro
Ile
TYyr

245

Lys

ES 2538 122T3

Leu

val

Leu

Met

Asp

70

Gly

GlIn

Arg

Leu

Asp

Pro

ser

Ser

230

Tyr

Arg

Leu
Glin
Arg
Asp
55

val
Arg
Met
ASn
val
13S
Gly
Ala
val
Lys
Ar

21

Ser

Ile

Thr

Leu

Leu

Leu

40

Trp

Asn

Phe

Asn

Leu

120

Thr

Gly

ser

Ser

Leu

200

Phe

Leu

Tyr

parte Fc de IGG1 humana (bisagra+CH2+CH3)

Trp
val
25

ser
val
Pro
Thr
Ser
105
Gly
val
Gly
val
Ile
185
Leu
Ser

Gln

Pro

60

val

10

Glu

cys

Arg

Asn

Leu

90

Leu

Pro

ser

Ser

Ile

Gly

Pro

TYr

Leu

ser

Ala

Gln

ser

75

ser

Arg

ser

ser

ASpP

Asp

val

Tyr

Ser

Glu

235

Thr

Leu

Gly

Ala

Ala

60

Gly

val

Ala

phe

Gly

140

Ile

Arg

Ala

ser

Gly

ASp

Phe

Leu
Gly
Ser
45

Pro
Gly
Asp
Glu
Tyr
1)2/S
Gly
Glin
val
Trp
Ala
205
ser

Phe

Gly

Trp
Gly
30

Gly
Gly
ser
Arg
AS

11

Phe
Gly

Met

Thr

Gly
Ala

Gn

val

15

Leu

Phe

Lys

Ile

Ser

95

Thr

AsSp

Gly

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

Gly

Pro
val
Thr
Gly
g
Lys
Ala
Tyr
ser
o
Thr
GIn

Arg

Asp



<400> 37

Lys
1
Leu
Thr
val
val
65
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
145
Ala
Thr
Leu

Ser

Ser

ser

Leu

lLeu

Ser

50

Glu

Thr

Asn

Pro

GIn

130

val

val

Pro

Thr

val

210

Leu

cys
Gly
i
His
val
Tyr
Gly
Ile

115

val

Ser

Glu

Pro

val

195

Met

ser

AsSp

Gly

20

Ile

Glu

His

Arg

LysS

100

Glu

Tyr

Leu

Trp

Lys
S
Pro
Ser
Asp
ASNn
val
85
Glu
Lys
Thr

Thr

Glu

. 165

val

180

Asp

His

Pro

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2538 122T3

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

70

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

150

ser

Asp

Ser

Ala

Lys

225

His
val
Thr
Glu
S5

Lys
ser
Lys
Ile
Pro
135
Leu
Asn
ser

Arg

Leu.
215

Thr

Phe

Pro

40

val

Thr

val

Cys

Ser

120

Pro

val

Gly

ASp

Trp

200

His

Cys
Leu
25

Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
155
Lys
Ser

Lys

Gln

Asn

61

Pro
10

Phe

‘val

Phe

Pro

Thr

90

val

Ala

Arg

Gly

Pro

170

Ser

Gln

His

Pro

Pro

Thre

Asn

Arg

75

val

Ser

Lys

Glu

Phe

155

Glu

Phe

Gly

Tyr

230

Cys

Pro

Cys

Trp

60

Glu

Leu

Asnh

Gly

Glu

140

Tyr

ASN

Phe

AsSn

Thr
220

Pro

Lys

val

45

Tyr

Glu

His

Lys

Pro

Asn

Leu

val

205

GlIn

Ala

Pro

30

val

val

Gln

GIn

Ala

110

Pro

Thr

Ser

Tyr

TYr

Phe

Lys

Pro

15

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

95

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

175

Ser

Ser

Ser

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

80

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

160

Thr

Lys

Cys

Leu



10

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

<220>
<223>

<400>

38
246
PRT

Artificial

ES 2538 122T3

moédulo Fc N-terminal con péptido sefial

38

Met
1
Ala
Glu
Asp
ASp
65
Gly
ASn
Trp
Pro
Glu
145
Asn
Ile

Thr

Lys

Glu Thr Asp ;hr Leu Leu

Gly

Leu

Thr

50

val

val

Ser

Leu

Ala

130

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
210

ASN
Leu
35

Leu
ser
Glu
Thr
Asn
115
Pro
GIn
vail

val

Pro
195

Gly
20

Gly
Met
His
val
Tyr
180
Gly
Ile
val
Ser
Glu
180

Pro

val

ASp

Gly

Ile

Glu

His

85

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

165

Trp

val

Asp

Lys

Pro

Ser

Asp

70

Asn

val

Glu

Lys

Thr

150

Thr

Glu

Leu

Lys

Thr
Ser
Arg
S5

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
135
Leu
Cys
Ser

ASp

Ser
215

Leu

His

val

40

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

ASn

Ser

200

Arg

Trp
Thr
25

Phe
Pro
val
Thr
val
105
cys
Ser

Pro

val

ASp

Trp

62

val
10

Cys
Leu
Glu
Lys
Lys
50

Leu
Lys
Lys
ser
Lys
170
Gln

Gly

GlIn

Leu

Pro

Phe

val

Phe

75

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

Leu

Pro

Pro

Thr

60

AsSn

Arg

val

Ser

Phe

Glu

Phe

Gl
22

Leu

Cys

Pro

45

Cys

Tep

Glu

Leu

Asn

125

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

205

ASn

Lys
val
Tyr
Glu
His
110
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
190

Leu

val

val

15

Ala

Pro

val

val

Glin

95

Gln

Ala

Pro

Thr

ser

175

Tyr

Tyr

Phe

Pro

Pro

Lys

val

Asp

80

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

160

ASp

Lys

ser

Ser



10

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

<220>
<223>

<400>

225

ES 2538 122T3

230

Leu Ser Leu Ser Pro Gly
245

39

265
PRT
Artificial

moédulo de la cadena pesada de pertuzumab Fab con péptido sefal

39

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu
1 5

Ala

Gin

Phe

Leu

65

Asn

Asn

val

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Gly

pPro

Thr

50

Glu

Gln

Thr

TYyr

Ala

val

Ala

Asph

AsSp

Trp

Arg

Leu

val

Ala

Ser

vail
19§

Gl

20y
Gly
TYyr
val
Phe
Tyr
180
Cys
Gly

Phe

Leu

Glu
ser
Thr
Ala
3
Leu
Ala
Thr

Pro

Asn

Glin

val

Leu

Met

Asp

70

Gly

Gln

Arg

Leu

Leu

150

cys

Ser

ser

Gln

Arg

Asp

S5

val

Arg

Met

Asn

val

135

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu Trp Val
10

Leu

Leu

40

Trp

Asn

Phe

AsSh

Leu

120

Thr

Pro

val

Ala

Gly

val

25

ser

val

Pro

Thr

ser

105

Gly

val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

63

Glu

Cys

Arg

Asn

Leu

90

Leu

Pro

Ser

Ser

Tyr

Leu Leu
ser Gly
Ala Ala
Gin Ala
60
Ser Gly
75
ser val
Arg Ala
ser Phe
Ser Ala
140
Lys Ser
Tyr Phe

Ser Gly

ser Leu

Leu

Gly

Ser

45

Pro

Gly

Asp

Glu

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

Ser
205

Trp
Gly
30

Gly
Gly
Ser
Arg
ASp
110
Phe
Thr
Ser
Glu
His
190

Ser

Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn g;z Tyr Thr GIn Lys Ser

vail
15

Leu
Phe
Lys
Ile
Ser
95

Thr
ASp
Lys
Gly
Pro
175

Thr

val

240

Pro
val
Thr
Gly
Tyr
80

Lys
Ala
Tyr
Gly
Gl

16

val

Phe

val



10

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

<220>
<223>

<400>

ES 2538 122T3

Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr
210 215

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys
225 230

235

-
<
n

Ser Cys Asp Lys Thr His Gly Ser Pro Gly Ser Ser
245 250

Ala Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys
260 265

40

253
PRT
Artificial

maodulo de la cadena ligera de pertuzumab Fab con péptido sefial

40

qet Glu Thr Asp ;hr Leu Leu Leu Trp X%1 Leu

Gly Ser
Ala Ser
val ser
S0

Lys Leu
3

Arg Phe
Ser Leu

Ile Tyr

Thr val
130

Leu Lys
145

Pro Arg

Thr

val

35

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Gly
20

Gly
Gly
Ile
Gly
Pro
100
Tyr
Ala

Gly

Ala

Asp

Asp

val

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Ile

Arg

Ala

ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

val

GIn
val
TJrp
55

Ala
ser
Phe
Gly
val
135

ser

Gln

Met Thr
25

Thr Ile
40

Tyr GIn
ser Tyr
Gly Thr
Ala Thr

105

GIn Gly
120
Phe Tle

val val

Trp Lys

64

Glin

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

cys

val
170

Ser

cys

Lys

TYyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu
155

ASp

Leu

Pro

Lys

Pro

60

Thr

Thr

cys

val

Pro

140

Leu

Asn

Tyr Ile Cys Asn
220

val Glu Pro

Ser Ser Ser

Leu

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

ser

ASD

Ala

Trp
ser
30

ser
Lys
val
Thr
Gln
110
Ile
ASp

AsSN

Leu

255

val

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Tyr

Lys

Glu

Phe

val

Lys

ser

Pro
ser
ASp
Pro
ser
80

Ser
Tyr

Arg

GIn



10

15

20

25

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

ES 2538 122T3

Gly Asn Ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asg ser Thr
180 18S 19
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser LYS Ala Asg Tyr Glu Lys
195 200 20
His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn G'\% Leu Ser Ser Pro
210 215 22
val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly Ser Pro Gly Ser Ser
225 230 235 240
Ser ser Ser Ser Ala Trp Ser His Pro GIn Phe Glu Lys
245 250

41

823

ADN

Artificial

maodulo del gen de la cadena pesada de pertuzumab Fab

41
aagcttgecg ccaccatgga gactgacacC ctgctgttgt gggtcctact gctttgggre 60
cc{gcaggta acggtgaagt gcagctcgtc gaaagcggrg gcggactggt tcagcccggt 120
ggtrtctctgc ggcrgtcttg tgcrgoctcg ggtttcacgt tcactgacta cacaatggac 180
tgggtgcgtc aggctcctgg aaagggattg gagtgggtag ccgacgttaa tccaaactcc 240
ggcgggagca tctacaacca gaggttcaag gggaggttca ctctgagcgt ggatcgetcc 300
aagaacacgc tgtaccrcca gatgaactct ctcagggccg aggacacggc tgtrtactat 360
tgcgcgagga acctgggtcc ttccttcetac ttcgactact ggggacaggg aaccctggrg 420
accgtcaget ccgettctac caagggtcect agtgtgttec ctettgetcc cagctctaaa 480
agcacctccg grggaactgc tgcrtcigggc tgtctggtta aggactactt ccccgaaccce 540
gtgaccgtat cttggaactc cggcgcactt acttctggeg tccacacttt cccagccgtc 600
ttacagtcct ctggectgta ttctttgage agcgtcgrga ccgrgcctag cagtagtctg 660
ggcacccaga cctacatctg caacgtcaac cacaagccta gcaacaccaa ggttgacaag 720
aaggtcgagc ctaagrcgtg cgacaagacg cacggatccc ctggctcgag ttcaagetct 780
tctgectggt cacatccaca attcgagaag taataggcgc gcc 823.

42

787

ADN

Artificial

maodulo del gen de la cadena ligera de pertuzumab Fab

42

65



10

15

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

<220>
<223>

<400>

43
771

aagctrgceg
ccgggatcta
ggagatcgtg
tatcagcaga
actggcgtac
agctecctec
tacacgttcg
ttcatcttcc
ctcaacaact
tccggeaata
tccagcaccc
gtgactcacc
tccecctgget

gecgegec

PRT
Artificial

ccaccatgga
ccggtgacat
tcaccatcac
aacccggcaa
cttcgaggtt
aacccgagga
gccaaggcac
cacctagcga
tctacccrtceg
gccaggaatc
ttacgctgtc
aaggtctgtc
cgagttcaag

ES 2538 122T3

gaccgataca
ccagatgaca
atgcaaggcce
ggcacccaag
tagtggtagc
ctrcgccace
taaggtcgag
cgagcagcta
gdgaagcgaag
cgrgaccgag
caaggccgac
aagccctgtg

ctertctgee

ctgctcttgt
caatctccta
agccaggatg
ctgctgatct
ggttctggaa
tactactgcc
attaaacgta
aagtctggaa
gtccagtgga
caggacagca
tacgagaagc
accaagagct

tggtcacatc

proteina de fusion scTRAILwt-Fc con péptido sefial

43

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp val Leu
1 ) 10

Ala Gly Asn

arg ser
Gly Arg
50

Leu sSer
65

Gly Phe Tyr

Ile Lys

Lys Tyr Thr
115

Gly GlIn
20

Asn Thr Leu
35

Lys Ile Asn
Asn Leu His

Tyr 1le
8sS

Asn Thr
100

Glu

ser Tyr

Arg val
ser Ser
ser Trp
55

Leu Arg
70

Tyr Ser
Lys Asn

Pro Asp

Ala

Pro

40

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala
25

His I1

ASn

Ser

Gly
75

Thr

Lys
105

Ile

120

66

Ser Lys
ser Arg
Glu Leu
Tyr Phe
90

GIn Met

Leu Leu

gggtactctt
gcagtctgag
tgagcattgg
actcggecag
ccgatttcac
agcaatacta
cggtcgeagc
ctgcgtecgt
aagtggacaa
aggattctac
ataaggtota
tcaacagagg

cacaattcga

Leu Leu

e Thr Gly

Trp

Thr

gctgrgggtt
cgcaagtgtt
agtcgectgg
Tracagatac
cctcaccatt
catcraccct
tccttccgta
cgtgtgcctg
cgctctccag
ctactcactg
cgcttgtgag
cgagtgcgga
gaagtaatag

val
15

Pro

Arg Gly

30

AsSn

Ser
60

Gly
val Ile
Arg Phe
val GIn

Met Lys

Lys

His

His

Gln

Ala Leu

Ser Phe

Glu Lys

80

Glu Glu

95

Ile Tyr

Ala Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
787



Asn
Gln
145
val
Gly
Ala
-Pro
Glu
225
ASN
Glin
Asp
Pro
Ala
305
Lys
ASp
Ser

Arg

Ala
385

Ser
130
Gly
Thr
Ala
Ala
Ash
210
Ser
Gly
Thr
Lys
Ile
290
Glu
Glu

Met

Gly

Cys

Gly

Asn

Phe

His

195

Ser

Ser

Glu

Tyr

Glin

275

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser
355

gy o

Leu

Gly

Trp

Ile

Glu

Leu

180

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

260

Met

Leu

Gly

ASp

His

340

Gly

Ser

Arg

Ser

Phe

ES 2538 122T3

Lys

Glu

150

His

165

val

Thr

ASN

ser

val

245

Arg

val

Met

Leu

Ar

32

Glu

ASN

ASh

Lys

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Gln

Lys

Tyr

310

Ile

Ala

Gly

Thr

Ile
390

i
Leu
Ile
Gly
Thr
3
His
His
GlIn
Tyr
sSer
295
ser
Phe
Ser
Ser
Leu

375

AsDh

Ala
Lys
Asp
ser
Al

20

Ala
Ser
Glu
Glu
Ile
280
Ala
Ile
val
Phe
Ar

36

Ser

Ser

Glu

Glu

Met

Gly

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

265

Tyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

345

val

Ser

Trp

67

Tyr

Asn

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

AsSn

Gln

val

330

Gly

Ala

Pro

Glu

Gly

AsSp

His

Gly

Ser

Arg

ser

235

Phe

Lys

Tyr

ser

Gly

Thr

Ala

Ala

Asn

Ser
395

Leu
140
Arg
Glu
Asn
Asn
2%
Asn
Tyr
Glu
Thr
580
Gly
Asn
Phe
His
Ser

380

ser

Tyr

Ile

Ala

Gly

Thr
205

Ile

Leu

Tyr

Asn

Ser

285

Trp

Ile

Glu

Leu

Ile

365

Lys

Arg

ser

Phe

ser

Ser

190

Leu

Asn

His

Ile

Thr

270

TYFr

Ser

Phe

His

val

350

Thr

Asn

Ser

Ile Tyr

val
Phe
175
Arg
ser
ser
Leu
TYr
2!5
Lys
Pro
Lys
Glu
Leu
335
Gly
Gly

Glu

Gly

Ser

160

Phe

val

ser

Trp

Arg

240

ser

ASN

ASp

Asp

Leu

320

Ile

Gly

Thr

Lys

His
400



Ser

Glu

Glu

Ile

Ala

465

ITe

val

Phe

Ser

val

545

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

625

Ser

Gln

Phe

Lys

Glu

TYyr

Arg

Tyr

Ser

Phe

Gl

53

Ala

Met

His

val

TYyr

610

Gly

Ile

val

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

val

Gly

ser

Gly

Ile

Glu

His

595

Arg

Lys

Glu

Tyr

Ser

Phe

420

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr

500

Ala

Asp

Pro

ser

Asp

Asn

val

Glu

Lys

Thr
660

Asn
405

Tyr

Glu

Thr

Ccys

Gl

485

Asn

Phe

Lys

Ser

Ar

56

Pro

Ala

val

TYyr

Thr

645

Leu

ES 2538 122T3

Leu

Tyr

Asn

Ser

Trp

470

Ile

Glu

Leu

Thr

val

550

Thr

Glu

Lys

Ser

630

Ile

Pro

His
Ile
Thr
%
ser
Phe
His

val

Pro
val
Thr
val
615
Cys

Ser

Pro

Leu

Tyr

Lys

440

Pro

Lys

Glu

Leu

Gly

Thr

Leu

Glu

Lys

Lys

600

Leu

Lys

Lys

ser

Arg
ser
AsSh
ASp
Asp
Leu
Ile
505
Gly
Cys
Phe
val
Phe
585
Pro
Thr

val

Ala

863

68

Asn
410
Gln
ASp
Pro
Ala
Lys
4%0
ASp
Pro
Pro
Pro
Thr
570
AsSn
Arg
val
ser
Lys
6%0

Glu

Gly
The
Lys
Ie
Glu
475
Glu
Met
Gly
Pro
Pro
555
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
63S

Gly

Glu

Glu

Tyr

Gln

Leu

460

Tyr

Asn

ASp

ser

Cys

540

LysS

val

Tyr

Glu

His

620

Lys

Gln

Met

Leu

Phe
Met
445
Leu
Gly
ASp
His
ser
525
Pro
Pro
val
val
Gln
605
Gln
Gly

Pro

Thr

val

Ar

43

val

Met

Leu

Arg

510

ser

Ala

Lys

val

ASp

590

Tyr

ASp

Leu

Arg

Lys
670

Ile

415

Phe

GlIn

Lys

Tyr

Ile

495

Ala

ser

Pro

Asp

ASp

5735

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

His

Gln

TYyr

ser

ser

480

Phe

Ser

Ser

Pro

Thr

560

val

val

Ser

Leu

Ser

640

Pro

Gln



10

15

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

<220>
<223>

<400>

44

val ser

Glu
690

val

Pro Pro

705

Thr val

val Met
Ser

Leu

Glu
770

Phe

2341
ADN
Artificial

Leu Thr

675

Trp Glu

val Leu

Asp Lys

Cys

Ser

Asp

Ser

ES 2538 122T3

teu val

Gly

Asn

Ser
710

Asp

Arg Trp

725

Glu
740

His

Pro Gly
755

Lys

Ala

Ser

Leu His

Ser Ser

maodulo del gen scTRAILwt-FC01

44

aagcttgeeg
cctgcaggaa
accctgtcca
gagtccagca
gtgatccatg
gagatcaagg
agctatccag
gccgagtatg
aggatrctrcg
ttcggcgett
atractggca
gccectgggte
aatctccatc
agccaaactt
atggttcaat
gcccgtaata

ccaccatgga
atggacagag
gcccgaattce
gatccggtca
agaagggctt
agaacaccaa
acccaatcct
gcecrgtatag
tgagcgtcac
tcttagtggg
cccgagggag
gaaagatcaa
tccgaaatgg
actttaggtt
atatttacaa
gctgttggag

gactgacacc
agtggctgcet
taagaacgag
tagtttcctg
cracracatc
gaacgacaag
gctgatgaag
catctatcag
taatgagcat
cggttccgga
aagtaatact
tagctgggag
tgaattggtc
ccaagaggag
gtacacttcc

taaagatgca

Lys Gly Phe

Gln Pro Glu

Gly Ser
GIn

GIn Gly

His
745

Asn

ser Ser
760

ctgctgttgt
cacatcaccg
aaggctctgg
tctaactigc
tactctcaga
cagatggtgc
tccgetagga
ggaggcatct
ctcatcgaca
agcggtaatg
ttgtcaagtc
tcaagtcggt
atacatgaga
attaaggaga
tatccagacc

gaatacggac

69

Phe

TYyr

Ser

Tyr

Pro Ser

Asp Ile

685

Asn
700

Phe
715

Asn

Thr

AsSn Tyr

Leu Tyr

val Phe

GIn Lys

Trp ser

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

735

Ser Leu

750

His Pro

765

gggrccract
gaactcgaqag
gcaggaagat
acctgagaaa
cctacttceg
agtacatcta
actcctgttg
tcgagctgaa
tggaccatga
gtagrcgcgt
ccaatagcaa
ctggacacag
aggggttcta
acacgaagaa
cgatcttget
tctatagtat

gctttgggrc
taggtctaac
caactcttgg
cggcgagctg
ctttcaggag
caagtacacc
gagcaaagac
ggagaacgac
agcctctttc
cgcggcacat
gaatgagaag
ctttctcagt
ttacatctat
tgataagcag
tatgaagtca
ttaccaaggt

Ala

Thr

Leu

720

ser

Ser

GlIn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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15

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

<220>
<223>

<400>

45

gggatatteg
attgatatgg
ggaaacggct
agttctccta
tctegtagtg
cacgaaaagg
aaggagaata
cccgatccta
tatgggttgt
ttcgtgtcag
geetrectgg
acctgccectce
aagcctaagg
gtgtctcacg
aacgccaaga
ctgaccgtgce
aagggcctge
cctcaggtgt
acctgtcrgg
cagcccgaga
ctgtactcca
tccgtoatgce
ggctcatctt

C

773
PRT
Artificial

aactcaagga
accacgaagc
ctagagtagc
actcaaagaa
ggcattccrr
gattctacta
ctaagaacga
Tactgttgat
actcgatcta
taaccaacga
tgggcggtec
cctgtectge
acaccctgat
aagatcccga
ccaagccrag
tgcaccagga
cttcatctat
acaccctrgec
tgaagggctt
acaactacaa
agctgaccgt
acgaggccct

caagctette

HC-scTRAILwWt-SNSN

45

ES 2538 122T3

gaatgatcgc atattcgtat
tagtttcttc ggagcattcce
cgcccacata accgggacaa
cgagaaagca cttggacgta
cctgtccaac ctccacttga
catctactcc Cagacatact
caaacagatg gtccagtaca
gaaatctgca aggaactctt
ccagggcgga attrtcgagt
gcacctgata gatatggacc
tggctcgagt agctccrcat
CCCrcctgtc getggaccta
gatctccagg acccctgagg
ggtgaagtrc aactggtacg
ggaggagcag tacaactcca
ttggctgaac ggaaaggagt
cgagaaaacc atctccaagg
tcctagcagg gaggagatga
ctacccttcc gatatcgccg
gaccaccect cctgtgergg
ggacaagtcc agatggcagce
gcacaatcac tacacccaga

tgcctggtet catccgcaat

ctgtgacaaa
tggtgggcgg
ggggacgaag
agatcaactc
gaaatgggga
tccgaticca
tatacaagta
gctggtctaa
tgaaagagaa
atgaggcatc
ccggerecga
gcgtgttcct
tgacctgtgt
tggacggegt
ccraccgggt
ataagtgtaa
ccaagggcca
ccaagaacca
tggagtggga
actctgacgg
agggcaacgt
agtccctgte

tcgagaaata

cgaacacttg
aagcggcagt
caacacgcta
ctgggaaagt
gcrrgtgatt
agaggaaatc
cacctcatac
ggacgctgag
cgaccgcata
cttctttagt
taagacccac
gttcectcca
ggtggtggac
ggaggtccac
ggtgtctgtg
ggtcrccaac
gcctcgggag
gétgtCCCtg
gtctaatggc
ctccttcttc
gttcrcectge
tctgagteccg

ataggcgcge

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

. 1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2341

b{et Glu Thr Asp 1S’hr Leu Leu Leu Trp \1/31 Leu Leu Leu Trp \{g] Pro

Ala Gly Asn Gly Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val
20 25 30

Gln Pro g;y Gly ser Leu Arg Lgu ser Cys Ala Ala igr Gly Phe Thr
4

70



Phe

Leu

65

Asn

Asn

val

Trp

Pro

145

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

225

Ser

Arg

Ser

Ser

Leu
305

Thr

50

Glu

Gin

Thr

Tyr

Ala

val

Ala

val

210

His

cys

val

Ser

Trp

290

Arg

Asp

Trp

Arg

Leu

Tyr

115

GIn

val

Ala

Ser

val

195

Pro

Lys

Asp

Ala

Pro

275

Glu

Asn

TYyr

val

Phe

TYr

100

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Ala

260

Asn

ser

Gly

Thr

Ala

Lys

85

Leu

Ala

Thr

Pro

Asn

Gln

Ser

ser

Thr

245

His

Ser

ser

Glu

ES 2538 122T3

Met

Asp

70

Gly

Gln

Arg

Leu

Leu
150

Cys L

ser

ser

Ser

AsSn

230

His

Ile

Lys

Arg

Leu
310

Asp
55

val
Arg
mMet
ASn
val
135

Ala

Gly
ser
Leu
215

Thr

Gly

Thr

Asn

ser

295

val

Trp

ASn

Phe

AsSnh

Leu

120

Thr

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

Gly

Glu

280

Gly

Ile

val

Pro

Thr

ser

105

Gly

val

ser

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

Pro

Thr

265

Lys

His

His

71

Arg

ASnh

Leu

90

Leu

Pro

ser

Ser

AS
17

Thr

Tyr

Gin

ASp

Gly

Arg

Ala

Ser

Glu

Gln

Ser

75

Ser

Arg

Ser

ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

235

ser

Gly

Leu

Phe

Lys
315

Ala
60

Gly
val
Ala
Phe
Ala
1_.40
ser
Phe
Gly
Leu
Tyr
250
Lys
Ser
Arg
Gly
Leu

300

Gly

Pro
Gly
ASD
Glu
Tyr
135
Ser
Thr
Pro
val
Ser
205
Ile
val
ser
Ser
Ar

28

Ser

Phe

Gly

Ser

Arg

ASp

110

Phe

Thr

ser

Glu

His

190

ser

Cys

Glu

Ser

Asn

270

Lys

Asn

Tyr

Lys

Ile

Ser

95

Thr

ASp

Lys

Gly

Pro

175

Thr

val

ASD

Pro

Ser

255

Thr

Ile

Leu

Tyr

Gly

TYr

80

Lys

Ala

Tyr

Gly

Phe

val

val

240

ser

Leu

Asn

Ile
320



TYr

Lys

Pro

Lys

Glu

385

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

GIn

Lys

2
v

Ala

ser

ASn

Asp

Ile

Gly

Thr

Lys

His

His

Gln

Tyr

Ser

530

ser

Phe

ser

Gln

Asp

Pro

355

Ala

Lys

ASp

Ser

ser

Glu

Glu

Ile

515

Ala

Ile

val

Phe

Thr
Lys
340
Ile
Glu
Glu
Met
G1

42

Gly
Leu
Phe
Lys
Glu
500
Tyr
Arg
Tyr

Ser

Phe
580

Tyr
325
GIn
Leu

TYyr

AsSn

Arg

Gly

Leu

Lys

Asn

GIn

val

565

Gly

ES 2538 122T3

Phe

Met

Leu

Gly

390

His

Gly

ser

Arg

Ser

470

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala

Arg
val
Met
Leu
375
Arg
Glu
Asn
Asn
¥
Asn
Tyr
Glu
Thr
5%
Gly
Asn

Phe

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala

Gly

Thr

440

Ile

Leu

Tyr

ASD

ser

520

Trp

Ile

Glu

Leu

GIn

3

Ser
Ser
Phe
Ser
Ser
425
Leu
Asn
His
Ile

Thr
S0S

Tyr
Ser
lfhe
His

val
585

72

Glu

330

Ile

Ala

Ile

val

Phe

Glu

Tyr

Arg

TYyr

Ser

395

Phe

410 -

Arg

Ser

Ser

Leu

Pro

Lys

Glu

Leu
570

val

Ser

Trp

Ar

47

Ser

AsSn

ASp

Asp
Leu
555

Ile

Gly

Ile

Lys

Asn

Glin

380

val

Gly

Ala

Pro

Gln

Asp

Pro

Ala

540

Lys

AsSp

Ser

Lys

TYyr

ser

365

Gly

Thr

Ala

Ala

Asn

445

Ser

Gly

Thr

Lys

Ile

525

Glu

Glu

Met

Gly

Glu
Thr
350
cys

Gly

Asn

Phe

His

430

ser

Ser

Glu

Tyr

Gln

510

Leu

Tyr

Asn

Asp

ser
590

ASnh
335
Ser
Trp
Ile
Glu
Leu
415
Ile
Lys
Arg
Leu
Phe
495
Met
Leu
Gly
Asp
His
575

Gly

Thr

Ty r

Ser

Phe

His

400

val

Thr

Ash

ser

val

480

Arg

val

Met

Leu

Ar

56

Glu

Asn



10

15

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

<220>
<223>

<400>

Gly

Thr

Ile
625

Leu
Tyr
AsSn
Ser
Tr
70
Ile
Glu
Leu
Pro

46

2347

ADN
Artificial

Ser Arg
Leu Ser
610
Asn Ser
His Leu
Ile Tyr
Thr Lys
675
Tyr Pro
650
ser Lys
Phe Glu
His Leu

val Gly

G1n Phe
770

val

Ser

Trp

Arg

Ser

660

AsSn

Asp

Asp

Leu

Ile

740

Gly

Glu

Ala
Pro
Glu
Asn
645
Gin
Asp
Pro
Ala
Lys
7¥5
Asp

Pro

Lys

ES 2538 122T3

Ala

Asnh

ser

630

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

710

Glu

Met

Gly

modulo del gen HC-scTRAILwt-SNSN

46

His

ser

615

Ser

Glu

Tyr

GIn

Leu

695

Tyr

Asn

Asp

Ser

Ile

600

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

680

Leu

Gly

Asp

His

ser
760

Thr

Asn

Ser

val

665

val

Met

Leu

Arg

Glu

745

ser

Gly

Glu

Gly

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ser

aagcttgecg ccaccargga gactgacacc ctgctgttgt

cctgcaggta acggtgaagt gcagctcgtc gaaagcggtg

ggttcterge ggctgtcttg tgcrgectcg ggtttcacgt

tgggrgcgtc aggctcctgg aaagggattg gagtgggtad
ggcgggagca tctacaacca gaggttcaag gggaggttca

aagaacacgc tgtacctcca gatgaactct ctcagggcecg

73

Thr

Lys

His

635

His

Gln

Tyr

Ser

ser

715

Phe

ser

Ser

Arg

Ala

620

ser

Glu

Glu

Ile

Ala

700

Ile

val

Phe

ser

Phe

Lys

Glu

Tyr

685

Arg

Tyr

ser

Phe

Ala
765

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

670

Lys

Asn

Gin

val

Gly

Trp

ser

Arg

ser

Phe

655

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ala

Ser

gggtcctact gectttgggrc

gcggactggt tcagcccggt

Asn

Lys

Asn

640

Tyr

Glu

Thr

Cys

Gl

72

ASD

Phe

His

tcactgacta cacaatggac

ccgacgttaa tccaaactcc

crctgagcgt ggatcgctcc

aggacacggc tgtttactat

60
120
180
240
300
360



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

<220>

tgcgcgagga
accgtcagct
agcaccteccg
gtgaccgtat
ttacagtcct
ggcacccaga
aaggtcgagc
agcagagtgg
aattctaaga
ggtcatagtt
ggcttectact
accaagaacg
atcctgctga
tatagcatct
gtcactaatg
gtgggcggtt
gggagaagta
atcaatagct
aatggtgaat
aggttccaag
tacaagtaca
tggagtaaag
aaggagaatg
gaagctagtt
gtagccgecc
aagaacgaga
tcctteetgt
tactacatct
aacgacaaac
ttgatgaaat
atctaccagg
aacgagcacc
. ggtcctggct
gcgecgcee

47

773
PRT
Artificial

acctrgggtcc
ccgertetac
gtggaactgc
cttggaactc
ctggcctgta
¢ctacatctg
ctaagtcgtg
ctgctcacat
acgagaaggc
tcctgtetaa
dcatctactc
acaagcagat
tgaagtccgc
atcagggagg
agcatctcat
c€cggaagcgg
atactttgtc
gggagtcaag
tggtcataca
aggagattaa
cttecratcc
atgcagaata
atcgcatatt
tcttcggagce
acataaccgg
aagcacttgg
ccaacctcca
actcccagac
agatggtcca
ctgcaaggaa
gcggaatett
tgatagatat
cgagtagcag

ES 2538 122T3

ttccttcetac
caagggtcct
tgctctgggc
cggcgcactt
tTctttgagce
caacgtcaac
cgacaagacg
caccggaact
tctgggcagg
cttgcacctg
tcagacctac
ggtgcagtac
taggaactcc
catcticgag
cgacatggac
taatggtagt
aagtcccaat
Tcggtctgga
tgagaagggg
ggagaacacg
agacccgatc
cggactctat
cgtatctgtg
attccrggtg
gacaagggga
acgtaagatc
cttgagaaat
atactrccga
gtacatatac
ctcttgetgg
cgagttgaaa
ggaccatgag

cagttcagct

trcgactact
agtgtgttce
tgtctggtra
acttctggcg
agcgtcgtga
cacaagccta
cacggatcec
cggggtaggt
aagatcaact
agaaacggcegd
ttccgetttc
arctacaagt
tgttggagca
Ctgaaggaga
catgaagcct
cgcgtegegg
agcaagaatg
cacagettic
ttctattaca
aagaatgata
ttgcttatga
agtatttacc
acaaacgaac
ggcggaagcg
cgaagcaaca
aactcctggyg
ggggagcttg
ttccaagagg
aagtracacct

tctaaggacg

gagaacgacc

gcatccterct

tggagtcacc

74

ggggacaggg
crtcttgetec
aggactactt
Tccacacttt
ccgtgectag
gcaacaccaa
ctggaagttc
ctaacaccct
cttgggagtc
agctggtgat
aggaggagat
acaccagcta
aagacgccga
acgacaggat
crrrcttcgg
cacatatrtac
agaaggccct
tcagtaatct
tctatagcca
agcagatggt
agtcagcccg
aaggtgggat
acttgattga
gcagtggaaa
cgctaagttc
aaagttctcg
tgattcacga
aaatcaagga
cataccccga
ctgagtatgg
gcatattcgt
ttggtgcctt

cacagttcga

aaccctggtg
cagctctaaa
ccccgaaccc
cccagecgtce
cagtagtctg
ggttgacaag
ttcaagctct
gtccagcccg
cagcagatcc
ccatgagaag
caaggagaac
tccagaccca
gratggccto
cttcgtgagce
cgctttcita
tggcacccga
gggtcgaaag
ccatctccga
aacttacttt
tcaatatatt
taatagctgt
attrgaactce
tatggaccac
cggctctaga
tcctaactca
tagtgggcat
aaagggattc
gaatactaag
rccratactg
gttgtactcg
gtcagraacc
cctggtaggce
gaagtaatag

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2347



ES 2538 122T3

<223> HC-scTRAILRZ-SNSN con peptide sefial

<400> 47

MetT
1
Ala
Gln
Phe
Leu
65
ASDh
Asn
val
Trp
Pro
145
Thr
Thr
Pro

Thr

Asn
225

Glu
Gly
Pro
Thr
SO
Glu
Gin
The
TYr
Gly
1
ser
Ala
val
Ala
val

210

His

Thr
Asn
Asp
Trp
Arg
Leu
1
Gln
val
Ala
Ser
val
195

Pro

Lys

Asp.;hr Leu Leu

Gly

20

Gly

Tyr

val

Phe

Tyr

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

ser

Pro

Glu

Ser

Thr

Ala

Leu

Ala

Thr

Pro

Asn

GIn

Ser

Ser

val
Leu
Met
Asp
70

Gly
Gln
Arg
Leu
Leu
150
Cys
ser
Ser

Ser

Asn
230

Gln
Arg
55
val
Arg
Met
Asn
val
135
Ala
Leu
Gly
Ser
Leu

215

Thr

Leu

Leu

Leu

40

Trp

Asn

Phe

ASh

Leu

120

Thr

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Trp

val

25

Ser

val

Pro

Thr

Ser

105

Gly

val

Ser

Lys

Leu

185

Leu

Thr

val

75

val

10

Glu

Cys

Arg

Asn

Leu

90

Leu

Pro

ser

Ser

Asp

170

Thr

Tyr

GlIn

ASp

Leu

ser

Ala

Gln

ser

75

Ser

Arg

ser

ser

Lys

Tyr

.ser

Ser

Thr

253

Leu

Gly

Ala

Ala

60

Gly

val

Ala

Phe

Ala

140

Ser

Phe

Gly

Leu

TYyr

220

Lys

Leu
Gly
ser
45

Pro
Gly
Asp
Glu
Tyr
135
ser
Thr
Pro
val
Ser
205

Ile

val

Trp
Gly
30

Gly
Gly
ser
Arg
AsSp
110
Phe
Thr
Ser
Glu
His
190
Ser

cys

Glu

val
1S

Leu

.Phe

Lys

Ile

Ser

95

Thr

ASD

Lys

Gly

Pro

175

Thr

val

Asn

Pro

Pro
val
Thr
Gly
%r
Lys
Ala
Tyr
Gly
sk
val
Phe
val
val

Lys
240



ser

Arg

ser

ser

Leu

305

Tyr

Lys

Pro

Lys

Glu

385

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Ile

Phe

Cys
val
ser
Trp
Arg
Ser
Asn
Asp
3

Leu
Leu
Gly
Thr
4%
His
His

Arg

Asp

Ala

Pro

275

Glu

Asn

Gln

ASp

Pro

355

Ala

LysS

Gln

Ser

Ar

43

Ala

ser

Glu

Glu

Lys
Ala
260
Asn
Ser
Gly

Thr

Lys

340

Ile

Glu

Glu

MetT

Gl

42

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu
500

Thr
245
His
Ser
ser
Glu
Gln
325
Gln
Leu
Tyr
ASh
AS

40

ser
Arg
Gly
Leu

485

Ile

ES 2538 122T3

His

Ile

Lys

Arg

Leu

310

Phe

Met

Leu

Gly

390

His

Gly

Ser

Arg

ser

470

Phe

Lys

Gly
Thr
Asn
Ser
295
val
Lys
val
Met
Leu
375
Arg
Glu
Asn
Asn
Lys
a%s
AsSn

Tyr

Glu

ser

Gly

Glu

280

Gly

Tle

Phe

GIn

360

Tyr

Ile

Ala

Gly

Thr

440

Ile

Leu

Tyr

Asn

Pro

Thr

265

Lys

His

His

Arg

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser

ser

425

Leu

Asn

His

Ile

Thr
505

76

Gly

Arg

Ala

ser

Glu

Glu

330

Ile

Ala

Ile

val

Phe

410

Arg

ser

Ser

Leu

TYyr

490

Lys

ser

Gly

Leu

Phe

Lys

315

Glu

TYr

Arg

Tyr

ser

395

Phe

val

ser

Trp

Asn

Ser

Arg

Gly

Leu

300

Gly

Ile

Lys

Asn

GIn

val

Gly

Ala

Pro

Glu

460

Asn

GlIn

Asp

Ser

Ser

Arg

285

Ser

Phe

Lys

Tyr

Ser

365

Gly

The

Ala

Ala

ASn

445

ser

Gly

Thr

Lys

Ser Sser
258

Asn Thr
270

Lys Ile
Asn Leu
TYyr Tyr

Glu Asn
335

Thr ser
350

Cys Trp
Gly Ile
Asn Glu

Phe Leu
415

His 1le
430

Ser Lys
Ser Arg
Glu Leu
Gin Phe
: 495

Gin Met
510

Ser

Leu

Asn

His

Ile

Thr

Tyr

ser

Phe

Arg

400

val

Thr

Asn

Ser

val

480

Lys

val



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

<220>
<223>

ES 2538 122T3

GIn Tyr Ile Tyr Lys Tyr
515

Lys Ser Ala Arg Asn Ser
530

Tyr ser Ile Tyr Gln Gl
545 55

I1e Phe val ser val Thr
565

Ala ser pPhe phe Gly Ala
580

Gly Ser Arg val Ala Ala
595

Thr Leu Ser Ser Pro Asn
610

Il1e Asp Ser Trp Glu Ser
625 630

Leu His Leu Arg Asn Gly
645

Tyr Ile Tyr Ser Gln Thr
660

Asn Thr Lys Asn Asp Lys
675

Sser Tyr Pro Asp Pro Ile
690 :

Trp Ser Lys Asp Ala Glu
70 710

Ile Phe Glu Leu Lys Glu
725

Glu Arg Leu Leu GIn Met
740

Lteu val Gly Gly Pro Gly

Pro GIn Phe Glu Lys
770

48
2347
ADN
Artificial

modulo del gen HC-scTRAILR2-SNSN

Thr

G

Gcly

Asn

Phe

His

Ser

615

ser

Glu

Gln

Gln

Leu
695

Tyr

Asn

Asp

Ser

ser

520

Trp

Ile

Glu

Leu

Ile

600

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

680

Leu

Gly

ASp

His

Ser
760

Tyr
Ser
phe
Arg
val
585
Thr
Asn
ser
val
665
val
Met
Leu
Arg
Glu

745

ser

77

Pro

Lys

Glu

Leu

570

Gly

Gly

Glu

Gly

Ile

650

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ile

Ala

Ser

Asp
Asp
Leu
555

Leu

Gly

Thr.

Lys

His

His

Arg

Tyr

Ser

ser

715

Phe

ser

Ser

Pro
Ala
540
Lys
Gln
ser
Arg
Ala
ser
Glu
Glu
Ie
Ala
700
Ile
val
ghe

Ser

Ile
525
Glu
Glu
Met
Ggly
Gly
Leu
Phe
Lys
Glu
Tyr
685
Arg
Tyr
Ser

Phe

Ala
765

Leu

Tyr

Asn

Asp

ser

590

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn

GIn

val

Gly

Trp

Leu

Gly

Asp

His

575

Gly

Ser

Arg

Ser

Phe

655

Lys

Tyr

Ser

Gly

Thr

735

Ala

Ser

Met

Leu

Ar

56

Glu

AsSh

Asn

Lys

Asn
640

Tyr

Glu

Thr

Cys

Phe

His
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<400> 48

aagcttgccg
cctgcaggta
ggrrcrctge
tgggtgcgtc
ggcgggagca
aagaacacgc
tgcgcgagga
accgtcagct
agcacctrccg
gtgaccgtat
ttacagtcct
ggcacccaga
aaggtcgagc
agcagagtgg
aattccaaga
ggtcatagtt
ggctrctract
accaagaacg
atcctgctga
tatagcatct
gtcactaatg
gtgggcggtt
gggagaagta
atcaatagct
aatggtgaat
aagttccgag
tacaagtaca
tggagtaaag
aaggagaatg
gaagctragtt

gtagccgecce

ccaccatgga
acggtgaagrt
ggctgtcttg
aggctcctgg
tctacaacca
tgracctcca
acctgggrec
ccgettctac
gtggaactgc
cttggaactc
ctggcctgta
cctacatctg
ctaagtcgtg
ctgctcacat
acgagaaggc
tcctgtctaa
acatctactc
acaagcagat
tgaagtccgce
atcagggagg
agaggctgct
ccggaagegg
atactrtgtc
gggagtcaag
tggtcataca
aggagattaa
cttcctatecc
atgcagaata
atcgcatatet
tctteggage

acataaccgg

ES 2538 122T3

gactgacacc
gcagctcgtc
tgctgccrcg
aaagggattg
gaggttcaag
gatgaactct
ttccttctac
caagggtcct
tgctetgggce
cggcgcactt
trctttgage
caacgtcaac
cgacaagacg
caccggaact
Ttctgggcagg
cttgcacctg
tcagacccag
ggtgcagtac
taggaactce
catcttcgag
ccagatggac
taatggtagt
aagtcccaat
tcggtetgga
tgagaagggg
ggagaacacg
agacccogatce
cggactctat
cgtatctgtg
attcctggtg
gacaagggga

crgctgttgt
gaaagcggtg
ggtttcacgt
gagtgggtag
gggaggttca
ctcagggccg
ttcgacract
agtgtgttcc
tgtctggtta
acttctggcg
agcgtcgrga
cacaagccta
cacggatccce
cggggtaggt
aagatcaact
agaaacggcg
ttcaagtttce
atcracaagt
tgttggagca
ctgaaggaga
catgaagcct
cgcgtcgegg
agcaagaatg
cacagctttc
ttctattaca
aagaatgata
ttgctratga
agrattrtacc
acaaacgaac
ggcggaagcg
cgaagcaaca

78

gggtcctact
gcggactggt
tcactgacta
ccgacgttaa
cfctgagcgt
aggacacggc
ggggacaggqg
ctetrgetee
aggactacrt
tccacacttt
ccgtgcctag
gcaacaccaa
ctggaagttc
ctaacaccct
ctrgggagtc
agctggtgat
gggaggagat
acaccagcta
aagacgccga
acgacaggat
ctttcttcgg
cacatattac
agaaggccct
tcagtaatct
tctatagcca
agcagatggt
agtcagcccg
aaggtgggat
gcithttca
gcagtggaaa
cgctaagttc

gctttgagtce
tcagcccggt
cacaatggac
tccaaactcc
ggatcgcetcc
tgtttactat
aaccctggtg
cagctctaaa
ccccgaacce
cccagccgtce
cagtagtctg
ggttgacaag
ttcaagctct
gtccagcccg
cagcagatcc
ccatgagaag
caaggagaac
tccagaccca
gtatggccrg
cttcgtgagce
cgcrrrctta
tggcacccga
gggrtcgaaag
ccatctccga
aactcagttt
tcaatatatt
taatagctgt
atttrgaactc
gatggaccac
cggctctaga

TCCtaactca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
2960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



ES 2538 122T3

aagaacgaga aagcacrrtgg acgraagatc aactcctggg aaagttctcg tagtgggcat 1920
tccttectgr ccaacctcca cttgagaaat ggggagcttg tgattcacga aaagggattce 1980
tactacatct actcccagac acagttcaaa ttccgagagg aaatcaagga gaatactaag 2040
aacgacaaac agatggtcca gtacatatac aagtacacct cataccccga tcctatactg 2100
ttgatgaaat ctgcaaggaa ctcttgctgg tctaaggacg ctgagtatgg gttgtactcg 2160
atctaccagg gcggaatttt cgagttgaaa gagaacgacc gcatattcgt gtcagtaacc 2220
aacgagCgcc tgttgcagat ggaccatgag gcatccrict ttggtgcctt Cctggrgggc 2280
ggtcctggct cgagtagcag cagttcagct tggagtcacc cacagttcga gaagtaatag 2340
gcgcgec 2347

<210> 49

<211> 773

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> HC-scTRAILRZ-SSSS con peptide sefial

<400> 49

?et Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

Ala Gly Asn Gly Glu val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val
20 25 30

GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg kgu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Phe Thr
35

Phe ggr Asp Tyr Thr Met ggp Tep val Arg GIn gga Pro Gly Lys Gly

Leu Glu Trp val Ala Asp val Asn Pro Asn Ser Gly Gly Ser Ile Tgr
65 70 75 8

Asn GIn Arg Phe kgs Gly Arg Phe Thr Leu Ser Vval Asp Arg ggr Lys
90

Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asn Leu Gly Pro Ser Phe Tgr Phe Asp Tyr
115 120 125

Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
130 135 140

Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro ser Ser Lys Ser Thr ser Gly Gly
145 150 155 160

79



ES 2538 122T3

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
165 170 175

Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe
180 185 : 190

Pro Ala val Leu GIn Ser ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val
195 200 205

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

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys
225 230 235 240

Ser Cys Asp Lys Thr His Gly ser Pro 615 ser Ser Ser Ser Ser Ser
245 25 255

Arg val Ala Ala His Ile Thr Gly Thr Arg Gly Arg Ser Asn Thr Leu
260 265 270

Ser ser Pro Asn Ser Lys Asn Glu Lys Ala Leu Gly Arg Lys Ile Asn
275 280 285 -

Glu Ser Ser Arg Ser Gly His Ser Phe Leu Ser Asn Leu His

ser Tr
29 295 300

Leu Arg Asn Gly Glu Leu val Ile His Glu Lys Gly Phe Tyr Tyr Ile
305 . 310 315 320

Tyr Ser Gln Thr GIln Phe Lys Phe Arg Glu Glu Ile Lys G]d Asn Thr
325 330 335

Lys Asn Asp Lys Gln Met val GIn Tyr Ile Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr
340 345 350

Pro Asp Pro Ile Leu Leu Met Lys Ser Ala Arg Asn Ser Cys Trp ser
355 360 365

Lys Asp Ala Glu Tyr Gly Leu Tyr Ser ITe Tyr Gln Gly Gly Ile Phe
370 _ 375 380

Glu Leu Lys Glu Asn Asp Arg Ile Phe val ser val Thr Asn Glu Arg
38s 390 395 400

Leu Leu Gin Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe Leu Vval
405 410 415

Gly Gly Ser Gly ser Gly ser Gly Ser Arg val Ala Ala His Ile Thr
42 425 430

80



Gly
Glu
%

Ile
Phe
Gln
Lys
Tyr
Ile
Ala
Gly
Thr
H
Leu
Tyr
Asn

ser

Trp

Thr
Lys
4%0
His
His
Arg
Tyr
Ser
530
ser
Phe
ser
ser
Leu
610
ASn
His
Ile
Thr
Tyr

690

Ser

Ser

Glu

Glu

Ile

515

Ala

Ile

val

Phe

Arg

Ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

675

Pro

Lys

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu

500

Tyr

Arg

Tyr

ser

Phe

580

val

Ser

Trp

Arg

Ser

660

Asn

Asp

Asp

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

Lys

Asn

Gln

val

565

Gly

Ala

Pro

Glu

Asn

645

G1n

Asp

Pro

Ala

ES 2538 122T3

sear

Arg

Ser

470

Phe

Lys

Tyr

Ser

Gl

55

Thr

Ala

Ala

AsSn

ser

630

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

Asn

Lys

ASN

TYyr

Glu

Thr

Cys

535

Gly

Asn

phe

His

ser

615

sSer

Glu

GIn

GIn

Leu

695

Tyr

Thr

440

Ile

Leu

TYr

Asn

Trp

Ile

Glu

Leu

Ile

600

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

680

Leu

Gly

81

Leu
Asn
His
Ile
:
Tyr
ser
phe
Arg
val
585
Thr
Asn
ser
val
Lys
val

Met

Leu

ser

Ser

Leu

TYyr

490

Lys

Pro

Lys

Glu

Leu

570

Gly

Gly

Glu

Gly

Phe

Gln

Lys

Tyr

Ser

Trp

Arg

475

Ser

Asn

ASp

ASD

Leu

555

Leu

Gly

Thr

Lys

His

635

His

Arg

Tyr

Ser

ser

Pro

Glu

460

Asn

Gln

Asp

Pro

Ala

540

Lys

Gln

Ser

Arg

Ala

ser

Glu

Glu

Ile

Ala
700

}'le

ASNn
445
ser

Gly

Thr

Glu

Met

Gly

G

60

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

685

AFrgQ

Tyr

ser

Ser

Glu

GIn

GlIn

510

Leu

Tyr

Asn

Asp

Ser

590

Arg

Gly

Leu

Gly

Ile

€70

Lys

AsSn

GIn

Lys

Arg

Leu

Phe

495

Met

Leu

Gly

Asp

His

Gly

ser

Arg

Ser

phe

655

Lys

TYr

Ser

Gly

Asn
Ser
val
480
Lys
val
Met
Leu
Ar

56

Glu
ser
ASn
Lys
ASN
640
Tyr
Glu
Thr

Cys

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

<220>
<223>

<400>

50

705

Ile Phe Glu Leu Lys
725

ES 2538 122T3

710

715

720

Glu Asn Asp Arg Ile Phe val ser val Thr Asn
730 735§

Glu Arg Leu Leu GIn Met Asp His Glu Ala Ser Phe Phe Gly Ala Phe
740 745 750

Leu val Gly Gly Pro Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ala Trp Ser His
755 760 765

pPro Gin Phe Glu Lys

770

2347
ADN
Artificial

modulo del gen HC-scTRAILR2-SSSS

50

aagcttgccg
cctgcaggta
ggttctctgc
tgggtgcgtc
ggcgggagca
aagaacacgc
tgcgcgagga
accgtcagct
agcacctccg
gtgaccgtat
ttrtacagtcct
ggcacccaga
aaggtcgagc
agcagagtgg
aattccaaga
ggtcatagtt
ggcttctact
accaagaacg
atcctgetga
tatagcatct

gtcactaatg

ccaccatgga
acggtgaagt
ggctgrcttg
aggctcctag
tctacaacca
tgtacctcca
acctgggrec
ccgettetac
gtggaactgc
cttggaactc
ctggcctgra
cctacatcetyg
ctaagtcgtg
ctgctcacat
acgagaaggc
tccrgtctaa
acatctactc
acaagcagat
tgaagtccgce
atcagggagg
agaggctgct

gactgacacc
gcagctegrc
tgctgectcg
aaagggattg
gaggttcaag
gatgaactct
ttccrtctac
caagggtcct
tgctctggge
cggcgecactt
Ttcrrtgagce
caacgtcaac
cgacaagacg
caccggaact
tctgggeagg
crtgcacctg
tcagacccag
ggtgcagtac
taggaactce
catcttcgag
ccagatggac

ctgcrgrigt
gaaagcgatg
ggtrrcacgt
gagtgggtag
gggaggttca
ctcagggccg
ttcgactact
agtgtgttec
tgtctggtta
acttctggeg
agcgtcgtga
cacaagccta
cacggatccce
cggggtaggt
aagatcaact
agaaacggeg
ttcaagtttc
atctacaagt
tgttggagca
ctgaaggaga
catgaagcce

82

gggtcctact
gcggactggt
tcactgacta
ccgacgttaa
ctctgagegt
aggacacggc
ggggacaggg
ctcttgetcec
aggactactt
tccacacttt
ccgtgectag
gcaacaccaa
crggaagttc
ctaacaccct
cttgggagtc
agctggtgat
gggaggagat
acaccagcta
aagacgccga
acgacaggat

cttrcttegg

gctttgggtc
tcagceceggt
cacaatggac
tccaaactcc
ggatcgctcc
tgtttactat
aaccctggtg
cagctctaaa
cceccgaacce
cccagecgrce
cagtagtctg
ggttgacaag
ttcaagctet
gtccagccecg
cagcagatcc
ccatgagaag
caaggagaac
tccagaccca
gtatggcctg
cttcgtgagce
cgctttctta

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

1020
1080
1140
1200
1260



10

15

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

<220>
<223>

<400>

51
761

gtgggcggtt
gggagaagta
atcaaragct
aarggtgaat
aagttccgag
tacaagtaca
tggagtaaag
aaggagaatg
gaagctagtt
gtagccgccc
aagaacgaga
tccttectgt
tactacatct
aacgacaaac
ttgatgaaat
atctaccagg
aacgagcegcec
ggtcctggct

gcgecgec

PRT
Artificial

ccggaagcegg
atactttgtc
gggagtcaag
tggtcataca
aggagattaa
cttectatcc
atgcagaata
atcgcatatt
tcttcggagce
acataaccgg
aagcacttgg
ccaacctrcca
actcccagac
agatggtcca
ctgcaaggaa
gcggaatttt
tgttgcagat
cgagtagcag

ES 2538 122T3

tagtaggtagt
aagtcccaat
tcggtctgdga
tgagaagggg
ggagaacacg
agacccgatc
cggactctat
cgtatctgtg
atrtccrggtyg
gacaagggga
acgraagatc
cttgagaaat
acagttcaaa
gtacatatac
ctcttgcetgg
cgagttgaaa
ggaccatgag
cagttcagct

LC-scTRAILR2-SNSN con peptide sefal

51

Met Glu
1

Gly Ser

Ala Ser

val ser
50

Lys Leu
65

cgcgtegeag
agcaagaatg
cacagctrtc
ttctattaca
aagaatgata
ttgcttatga
agtratttacc
acaaacgaac
9g9cggaagcg
cgaagcaaca
aactcctggg
ggggagcrtg
ttccgagagg
aagtacacct
tctaaggacg
gagaacgacc
gcatccttct
tggagtcacc

83

cacatattac
agaaggccct
tcagtaatct
tctatagceca
agcagatggt
agtcagcccg
aaggtgggat
gcrrgcttca
gcagtggaag
cgctaagttc
aaagttctcg
tgattcacga
aaatcaagga
cataccccga
ctgagtatgg
gcatattcgt
ttggtgcctt

cacagttcga

Thr asp }hr Leu Leu Leu Trp 181 Leu Leu
Thr Gly Asp Ile GIln Met Thr Gln Ser Pro
20 25
val Gly Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Lys
3S 40
Ile Gly val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro
55 60

Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr
70 75

tggcacccga
gggtcgaaag
ccatcteccga
aactcagttt
tcaatatatt
taatagctgt

atttgaactc

gatggaccac

cggctctaga
tcctaactca
tagtgggcat
aaagggattc
gaatactaag
tcctatactg
gttgtactcg
gtcagtaacc
cctggtgggc
gaagtaatag

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2347

Leu Trp val Pro
15

Ser Ser Leu Ser
30

S

Ala Ser Gln Asp
4

Gly Lys Ala Pro

Gly val Pro Ser
80



Arg

Ser

Ile

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

val

225

Ser

Ser

Arg

Ser

Phe

305

Lys

Tyr

Phe

Leu

Tyr

val

130

Lys

Arg

AsSn

Ser

210

Thr

Ser

Asn

Lys

AsSn

290

Tyr

Glu

Thr

Ser

Glin

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Lys

ser

Thr

Ile

275

Leu

TYyr

AsSn

ser

Gly
Pro
100
Tyr
Ala
Gly
Ala
Gln
180
ser
Tyr
Ser
ser
Leuy
260
Asn
His
Ile

Thr

Tyr

ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe

245

ser

Ser

Leu

Tyr

Lys

325

Pro

ES 2538 122T3

Gly

AsSp

Phe

Ser

Ala

150

val

ser

Thr

Cys

ASn

230

val

Ser

Trp

Arg

ser

310

Asn

Asp

Ser

Phe

Gly

val

135

Ser

Gln

val

Leu

Glu

215

Arg

Ala

Pro

Glu

Asn

295

Gln

Asp

Pro

Gly

Ala

Gln

120

Phe

val

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

Ala

Asn

Ser

280

Gly

Thr

Lys

Ie

Thr

Thr

105

Gly

Ile

val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

His

Ser

265

ser

Glu

Gln

Gln

Leu
345

84

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

170

Gln

Ser

His

Cys

Ile

250

Lys

Arg

Leu

Phe

Met

330

Lteu

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

GIn

Gl

23

Thr

ASD

Ser

val

Lys

315

val

Met

Thr

Cys

val

Pro

140

Leuv

AsSn

Ser

Ala

Gly

Ser

Gly

Glu

Gly

Ile

300

Phe

GIn

Lys

Leu

Gln

Glu

125

ser

ASNh

Ala

Lys

Asp

Leu

Pro

Thr

Lys

His

285

His

Arg

Tyr

Ser

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

As

19

Tyr

Ser

Gly

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

Ile

Ala
350

Ile
95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

ser

Glu

Ser

Ser

Gl

25

Leu

Phe

Lys

Glu

Tyr

335

Arg

ser

Tyr

Arg

Glin

Thr
Lys
Pro
Ser
240
Arg
Gly
Leu
Gly
ITe
320

Lys

Asn
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ser

Gly

Thr

385

Ala

Ala

Asn

ser

Gly

Thr

Lys

Ile

Glu

Glu

545

Met

Gly

Gly

Leu

Phe

Cys

Gly

AsSn

Phe

His

ser

ser

450

Glu

Gln

Gln

Leu

Tyr

530

Asn

Asp

Ser

Arg

Gly

610

Leu

Trp

355

Ile

Glu

Leu

Ile

LyS

435

Arg

Leu

Phe

Met

Leu

515

Gly

Asp

His

Gly

Ser

595

Arg

ser

ser

Phe

Arg

val

Thr

420

Asn

Ser

val

Lys

val

500

Met

Leu

Arg

Glu

ASD

580

Asn

Lys

Asn

Lys

Glu

Leu

Glu

Gly

Ile

Phe

485

GIn

Lys

TYr

Ile

Ala

565

Gly

Thr

Ile

Leu

ES 2538 122T3

Asp

Leu

Leu

390

Gly

Thr

Lys

His

His

470

Arg

Tyr

ser

ser

Phe

550

Ser

Ser

Leu

AsSn

His

Ala
Lys
3?5
Gln
Ser
Arg
Ala
Ser
455
Glu

Glu

Ile

Phe
Arg
Ser
Ser

615

Leu

Glu
360
Glu
Met
Gly
Gly

Leu
440

Phe~

Lys

Glu

Tyr

Arg

520

Tyr

Ser

Phe

val

Ser

600

Trp

Arg

TYyr
Asn
Asp
Ser
25
Gly
Leu
Gly
Ile
Lys
Asn
Gln
val
Gly
583
Pro
Glu

AsSD

85

Gly

Asp

His

Gly

410

Ser

Arg

ser

Phe

Lys

Tyr

ser

Gly

Thr

Ala

570

Ala

Asn

ser

Gly

Leu

Arg

Glu

395

AsSh

AsSn

Lys

Asn

Thr

cys

Gly

AsSn

555

Phe

His

ser

Ser

Glu

Tyr

Ile

380

Ala

Gly

Thr

Ile

Leu

460

Tyr

Asn

ser

Trp

Ile

540

Glu

Leu

Ile

Lys

Ar

62

Leu

Ser

365

Phe

sSer

Ser

Leu

AsSn

445

His

Ile

Thr

Tyr

Ser

525

Phe

Arg

val

Thr

Asn

605

Ser

val

Ile

val

Phe

Arg

Ser

430

ser

Leu

TYF

Lys

Pro

510

Lys

Glu

Leu

Gly

Gl

59

Glu

Gly

Ile

TYyr

Ser

Phe

val

415

Ser

Trp

Arg

ser

AsSn

495

Asp

Asp

Leu

Leu

Gly

Thr

Lys

His

His

Gln

val

Gly

Ala

pro

Glu

Asn

Gln

480

Asp

Pro

Ala

Lys

Gln

560

ser

Arg

Ala

Ser

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

625

ES 2538 122T3

630

Lys Gly Phe Tyr Tyr Ile

645

Glu Ile Lys Glu Asn Thr
660

Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr

675

Arg Asn Ser Cys Trp Ser

690

T%r GIn Gly Gly Ile pPhe
705 .

710

Ser val Thr Asn Glu Arg

725

Phe Gly Ala phe Leu val
740

Ala Trp ser His Pro GlIn

758
52
8
PRT
Artificial

secuencia de enlazador

52

53

8

PRT
Artificial

secuencia de enlazador

53

Tyr

Lys

Pro

Lys

695

Glu

Leu

Gly

Phe

ser Gln

ASn Asp

665

Asp Pro
680

Asp Ala

Leu

Lys

Leu G1n

Gly Pro

745

Glu Lys

760

Thr
650
Lys
Ile
Glu
Glu
Met
730

Gly

635

Gin

Gln

Leu

Tyr

Asn

715

ASp

ser

Phe

Met

Leu

Asp

His

Ser

Lys

val

Met

685

Leu

Arg

Glu

ser

g1y ser Gly Ser g1y Ser Gly ser

§1y Ser Gly Ser g]y Asn Gly Ser

86

Phe

Gln

670

Lys

Tyr

Ile

Ala

Ser
750

Ar

65

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser

735

Ser

640

Glu

Ile

Ala

Ile

val

720

Phe

Ser
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ES 2538 122T3

REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido de fusion de cadena sencilla que comprende:

(i) un primer dominio de citoquinas de la familia de TNF soluble,
(i) un primer enlazador peptidico,

(iii) un segundo dominio de citoquinas de la familia TNF soluble,
(iv) un segundo enlazador peptidico, y

(v) un tercer dominio de citoquinas de la familia TNF soluble,

en donde el polipéptido de fusién es sustancialmente no-agregante, en donde el dominio de citoquinas de la familia
TNF soluble se selecciona de dominios TRAIL.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el segundo y/o el tercer dominio de citoquinas de la familia TNF
soluble, es un dominio acortado de modo N-terminal, que opcionalmente comprende mutaciones en las secuencias
de aminoacidos.

3. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde al menos uno de los dominios de citoquinas
de la familia TNF soluble, particularmente al menos uno de los dominios (iii) y (v) de citoquinas de la familia TNF
soluble es un dominio soluble TRAIL, con una secuencia que comienza entre el aminoacido GIn120 y Val122 de
TRAIL humano, y en donde Arg121 puede ser reemplazado por un aminoacido neutro, p. €j., Ser o Gly.

4. El polipéptido de la reivindicacién 3, en donde al menos uno de los dominios de citoquinas de la familia TNF
soluble, particularmente al menos uno de los dominios (iii) y (v) de citoquinas de la familia TNF soluble es un dominio
soluble TRAIL con una secuencia N-terminal seleccionada de

(a) Arg121 - Val122 — Ala123 y
(b) (Gly/Ser)121 — Val122 — Ala 123.

5. El polipéptido de las reivindicaciones 3 6 4, en donde el dominio soluble TRAIL termina con el aminoacido Gly281
de TRAIL humano y/o comprende opcionalmente una mutacion en las posiciones R130, G160, H168, R170, H177,
Y189, R191, Q193, E195, N199, K201, Y213, T214, S215, H264, 1266, D267 o D269 o en dos o mas de dichas
posiciones.

6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el primer y segundo enlazadores
peptidicos, independientemente, tienen una longitud de de 3-8 aminoacidos, particularmente una longitud de 3, 4, 5,
6, 7 u 8 aminoacidos, y preferiblemente son enlazadores de glicina/serina que comprenden opcionalmente un
residuo asparagina que puede estar glicosilado.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que adicionalmente comprende un dominio de
péptido sefial N-terminal, que puede comprender un sitio de escision de proteasa, y/o que adicionalmente
comprende un elemento C-terminal que puede comprender y/o conectarse a un dominio de
reconocimiento/purificacion.

8. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que adicionalmente comprende en posicion N-
terminal y/o C-terminal un dominio adicional, p. €j., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de cadena sencilla tal
como un dominio Fab o de fragmento Fc.

9. Una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
8, preferiblemente en enlace operativo con una secuencia del control de la expresion.

10. Una célula o un organismo no humano, transformado o transfectado con una molécula de acido nucleico de la
reivindicacion 9, en donde la célula es, p. €j., una célula procariota o una célula eucariota, preferiblemente una célula
de mamifero, o mas preferiblemente una célula humana.

11. Una composicion farmacéutica o de diagnéstico que comprende, como agente activo, una proteina de fusion de
una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, o una molécula de acido nucleico de la reivindicacion 9, particularmente
para uso en terapia, mas particularmente para la profilaxis y/o tratamiento de trastornos causados por, asociados
con y/o acompafiados de la disfuncion de citoquinas TNF, en particular trastornos proliferativos tales como tumores,
p. e€j., tumores solidos o linfaticos; enfermedades infecciosas; enfermedades inflamatorias; enfermedades

87
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metabdlicas; trastornos autoinmunes, p. ej., enfermedades reumatoides y/o artriticas; enfermedades degenerativas,
p. €j., enfermedades neurodegenerativas tales como la esclerosis multiple; enfermedades asociadas a la apoptosis o
rechazos de trasplantes.
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Figura 5
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Figura 17 -
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Proteina Esguema del enlazador:
eeTRAILW-BSHS ™ ambos enlazadores con Asn en pos-1
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Figura 22
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Figura 24
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28

Ensayo de citotoxicidad células HT 1080
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