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DESCRIPCION

Anticuerpos que se unen al dominio extracelular del receptor Tirosina cinasa ALK
Campo de la técnica

En la presente memoria se divulga un anticuerpo especifico para ALK humana (cinasa de linfoma anaplasico), en
particular un scFv, una secuencia de acido nucleico que lo codifica, su produccion y su uso como sustancia
farmacéutica o para fines diagndsticos. Dicho anticuerpo es adecuado para el tratamiento local de tumores o
cancer, en particular glioblastoma.

Técnica anterior

ALK (cinasa de linfoma anaplésico; CD246) es un miembro de la familia de receptores tirosina cinasa (RTK). Como
miembro tipico de esta familia, es una proteina transmembrana de tipo | que esencialmente consiste en tres
dominios: el dominio extracelular de union a ligando (aa 19-1038), que contiene un dominio de clase A del receptor
de LDL y dos dominios MAM (MAM: meprina, antigeno A5, proteina tirosina fosfatasa y), un dominio transmembrana
(aa 1039-1059) y un dominio citoplasmico (aa 1060-1620), que contiene el dominio tirosina cinasa. En el extremo N
terminal de la proteina naciente (aa 1-18) esta presente un péptido de sefial que se escinde tras la secrecion.

En 1997, dos grupos independientes (lwahara 1997; Morris 1997) clonaron ALK de longitud completa humana y de
raton. ALK es muy similar a la RTK denominada tirosina cinasa de leucocitos (LTK) y pertenece a la superfamilia de
receptores de insulina. ALK exhibe un 57% de identidad de aa y un 71% de similitud de aa con LTK en sus regiones
de solapamiento (Morris 2001). ALK esta altamente N-glicosilada y contiene 21 sitios posibles de N-glicosilacion. Los
aminoacidos 687 a 1034 tienen una similitud significativa (identidad de aa del 50%) con LTK. No obstante, la
secuencia de 686 aa proximal al extremo N terminal no muestra homologia con ninguna proteina conocida, con la
excepcion de una secuencia muy corta que también se encuentra en el receptor de LDL (Duyster
2001/SWISSPROT). Ademas, contiene dos dominios MAM en los aa264-427 y los aa478-636 (meprina, antigeno
A5, proteina tirosina fosfatasa p). Se piensa que estos dominios tienen una funcion de adherencia, ya que estan
extendidos entre diversas proteinas de adherencia implicadas en la interaccion entre células (De Juan 2002).
Ademas, existe un sitio de union para los posibles ligandos de ALK correspondiente a los aminoacidos 396-406
(Stoica 2001; véase mas adelante). La secuencia de aminoacidos del dominio cinasa de ALK murina muestra una
identidad de aa del 98% con ALK humana, una identidad del 78% con LTK de raton, del 52% con ros de raton, del
47% con el receptor del factor de crecimiento insulinico humano y del 46% con el receptor de insulina humano
(lwahara 1997; Ladanyi 2000). Hasta la fecha no se han descrito variantes de corte y empalme de ALK. No obstante,
ALK se asocia a menudo con translocaciones cromosémicas (véase mas adelante).

El gen de ALK abarca aproximadamente 315 kb y tiene 26 exones. Gran parte del gen consiste en dos intrones
grandes que abarcan aproximadamente 170 kb. El transcrito de ALK tiene una longitud de 6,5 kb (Kutok 2002).
De acuerdo con Morris, el ADNc abarca 6.226 pb (Morris 2001).

La expresion de ALK en ratones comienza durante la embriogénesis aproximadamente en la etapa de desarrollo E11 y
persiste en los periodos de desarrollo neonatales, en los que se expresa en el sistema nervioso. En adultos, su
expresion fisiolégica esta restringida a determinadas regiones neuronales (células neurales y gliales y, probablemente,
células endoteliales) del SNC a niveles bajos (Morris 1997; Duyster 2001; Stoica 2001). En realidad, la abundancia de
ALK disminuye en el periodo posnatal (Morris 2001). Basandose en su patrén de expresion, se sugiere un papel para el
receptor en el desarrollo del cerebro (Duyster 2001). La expresion restringida neural de ALK sugiere que sirve como
receptor de factores neurotréficos (véase mas adelante). De manera coherente con esto, su patrén de expresion se
solapa con los genes que codifican la familia de TRK de receptores de neurotrofina (Morris 2001). No obstante, los
ratones knockout para ALK no muestran ningun fenotipo obvio (datos no publicados), lo que podria deberse a alguna
redundancia funcional con los miembros de la familia de TRK u otros receptores de neurotrofina. Notablemente, los
tejidos hematopoyéticos no muestran expresion detectable de ALK (véase mas adelante) (Morris, 2001).

Recientemente se han descrito dos ligandos potenciales para ALK, “pleiotrofina” (PTN) y “midkina” (MK) (Stoica
2001; Duyster 2001; Stoica 2002). La interaccion PTN-ALK se identificé usando la proteina pleiotrofina humana
purificada para seleccionar una biblioteca de péptidos de presentacion en fagos. Mediante este método se identifico
una secuencia de ALK presente en su dominio extracelular (aa 396-406). De manera importante, esta secuencia no
se comparte con LTK, la RT mas estrechamente relacionada con ALK. Esta regiéon de unioén a ligando también esta
conservada en el homdlogo de ALK potencial en Drosophila (Loren 2001). ALK se fosforila rapidamente tras la union
a PTN (Bowden 2002). Ademas, se ha demostrado que ALK esta estimulada por pleiotrofina en cultivos celulares.
Esto hace que la interaccion pleiotrofina/ALK sea particularmente interesante a la luz de las implicaciones
patolégicas que tiene la pleiotrofina (Stoica 2001). Las lineas celulares que carecen de expresion de ALK tampoco
muestran una respuesta de crecimiento a la pleiotrofina y vice versa (Stoica, 2001). In vivo, se han demostrado
niveles elevados de pleiotrofina en el suero de pacientes que padecen diversos tumores sdlidos y en estudios
animales se ha sugerido una contribucion de la pleiotrofina al crecimiento tumoral (Stoica, 2001). El papel del PTN
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como factor angiogénico limitante de la velocidad en el crecimiento tumoral esta bien establecido en modelos
animales (Choudhuri 1997). En 1996, Czubayko et al. (Czubayko 1996) demostraron la importancia de PTN en la
angiogénesis tumoral, en la prevencién de la apoptosis y en la metastasis modulando los niveles de PTN con un
abordaje dirigido a las ribozimas. La determinacién de los niveles en suero de PTN en ratones demostré una clara
correlacion con el tamafio del tumor. PTN desempefia un papel importante en algunos de los tipos de cancer
humano mas agresivos, tales como el melanoma y el cancer de pancreas, lo que aporta perspectivas interesantes
para posibles aplicaciones futuras de un inhibidor de ALK (Weber 2000; Stoica 2001). En pacientes humanos, se
han encontrado niveles de pleiotrofina en suero elevados en pacientes con cancer de pancreas (n = 41; P<0,0001) y
cancer de colon (n = 65; P = 0,0079). En individuos sanos, la PTN se expresa de un modo estrechamente regulado
durante el desarrollo perinatal de 6rganos y en poblaciones selectivas de neuronas y de glia en el adulto.

La coexpresion de PTN y ALK, tal como se encuentra en varias lineas celulares de cancer, indica que podrian formar
un bucle autocrino de estimulacion del crecimiento (Stoica, 2001). A pesar de todos estos datos, la bibliografia indica
que todavia no esta claro si los efectos de PTN estan mediados por ALK sola y/o por otros receptores de PTN no
identificados (Duyster 2001). Se han sugerido al menos otros dos posibles receptores de PTN: la tirosina fosfatasa
receptora RPTP y el hepar ansulfato proteoglicano Nssindecan. No obstante, RPTP[ podr ia actuar como moduador de
la sefalizacion de PTN/ALK y N-sindecan como chaperona para el ligando (Bowden 2002).

Recientemente se ha identificado otro factor de crecimiento secretado relacionado con la pleiotrofina denominado midkina
(MK) como segundo ligando para ALK. De forma parecida a PTN, las funciones de unién y activacion (por ejemplo, la
induccion de la formacion de colonias en agar blando en cultivos celulares) de MK se pueden bloquear mediante el mismo
anticuerpo producido contra ECD de ALK (Stoica 2001). Al igual que la pleiotrofina, la midkina esta regulada positivamente
en muchos tumores, aunque su expresion fisioldgica esta muy restringida en los tejidos normales adultos (Stoica, 2002). El
andlisis de 47 muestras de tumor de vejiga urinaria reveld que la expresién de MK esta significativamente potenciada
(aproximadamente cuatro veces) en comparacion con el tejido de vejiga urinaria normal. Adicionalmente, la
sobreexpresion pronunciada se correlaciona con una mala supervivencia de los pacientes (O’Brien 1996).

No obstante, la afinidad de MK por ALK es aproximadamente 5 veces menor que la de la pleiotrofina (Stoica
2002). De manera interesante, al igual que con la pleiotrofina, la inhibicion de ALK mediante ribozimas inhibe
también los efectos de MK en cultivo celular (Stoica 2002). Los autores de estos estudios también han llegado a
la conclusion de que la inhibicion de la ruta de PTK/MK/ALK abre posibilidades muy atractivas para el tratamiento
de varias enfermedades, de las que algunas tienen opciones de tratamiento muy limitadas hasta ahora, tales
como, por ejemplo, el glioblastoma y el cancer de pancreas. (Stoica 2002).

En individuos sanos, la expresion del ARNm de ALK alcanza su maximo durante el periodo neonatal y persiste en
adultos en unas pocas partes determinadas del sistema nervioso. Recientemente, la expresion de la proteina ALK
también se detectd en células endoteliales asociadas con células neuronales y gliales. Las pruebas de que al menos
parte de las actividades malignas descritas para pleiotrofina estan mediadas por ALK procedieron de experimentos
en los que la expresion de ALK se elimindé mediante un abordaje dirigido por ribozimas. Dicha eliminacion de ALK
previno la fosforilacion estimulada por pleiotrofina de la proteina antiapoptética Akt y condujo a una supervivencia
prolongada de los ratones que habian recibido xenoinjertos. De hecho, el nimero de células apoptéticas en los
injertos tumorales aumenté significativamente cuando la expresion de ALK se eliminé (Powers 2002).

Las pruebas de que las actividades malignas descritas para MK estan mediadas por ALK proceden de experimentos
con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el ECD de ALK. La adicién de una dilucion de 1:25 del sobrenadante de
células de hibridoma de dos anticuerpos anti-ECD de ALK conduce a una disminucién significativa de la formacién de
colonias de células SW-13 en agar blando (Stoica 2002). El analisis de diez lineas celulares diferentes reveld que la
capacidad de una respuesta de crecimiento a PTN se correlacionaba perfectamente con la expresion del ARNm de
ALK (las siguientes lineas celulares respondian a PTN y se encontré que expresaban ARNm de ALK: HUVEC, NIH3T3,
SW-13, Colo357, ME-180, U87, MD-MB 231; Stoica 2001). De manera interesante, en algunas lineas celulares de
cancer (cancer de pancreas Colo 357, cancer de mama Hs578T y glioblastoma U87), PTN y ALK se coexpresan, lo que
indica que PTN y ALK forman un bucle autocrino de estimulacién del crecimiento (Stoica, 2001).

De manera interesante, se ha demostrado que PTN y MK producen regulacion positiva de la transcripcion de la
proteina antiapoptética bcl-2 (Stoica, 2002). Ademas, Akt activada (que es una diana crucial aguas abajo de la
sefalizacién aberrante de ALK) fosforila el factor proapotético denominado bad, lo que conduce a la disociacién
de bcl-xl, que, cuando se libera de bad, puede suprimir la apoptosis bloqueando la liberaciéon de citocromo ¢
(véanse Bowden 2002 para referencias).

La expresion aberrante de ALK podria estar implicada en el desarrollo de varios canceres. No obstante, primero
se asocio con un subgrupo de linfomas no Hodgkin (LNH) muy malignos, los denominados linfomas macrociticos
anaplasicos (LMCA). Los linfomas no Hodgkin representan neoplasias clonales que se originan a partir de varias
células de origen linfatico.

La mayoria de los pacientes con el subtipo clinico sistémico primario de LMCA tienen la translocacion 12,5 que expresa
una proteina de fusion que une el extremo N terminal de la nucleofosmina (NPM) al extremo C terminal de ALK. La fusién
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consta de los aa 1-117 de NPM fusionados a los aa 1058-1620 de ALKy la rotura cromosoémica se localiza en un intron
localizado entre los exones que codifican la TM y el dominio yuxtamembrana de ALK (Duyster 2001). NPM-ALK es un
transcrito que contiene un ORF de 2.040 pb que codifica una proteina de 680aa (Morris 2001). Esto corresponde a una
rotura en el intron 4 de NPM, que abarca 911 pb y el intron 16 de ALK que abarca 2.094 pb (Kutok 2002). Muy
probablemente, la secuencia de ALK en esta proteina de fusién es la secuencia minima requerida para que la proteina de
lugar al LMCA (Duyster 2001). La fusién inversa (ALK-NPM) no se expresa, al menos no en las células linfoides (Kutok,
2002). La proteina NPM de tipo silvestre demuestra una expresién ubicua y funciona como transportador de proteinas
desde el citoplasma al nucleolo. De hecho, NPM es una proteina nuclear de 38 kDa codificada en el cromosoma 5 que
contiene un NLS, se une a las proteinas nucleares y participa en el trafico citoplasma/nucleo (Duyster 2001). NPM es una
de las proteinas nucleolares mas abundantes y normalmente esta presente como un hexamero (Morris 2001). De manera
mas importante, NPM normalmente sufre autooligomerizacion (hexameros), asi como heterooligomerizacion con NPM-
ALK (Duyster 2001). La translocacion 2,5 sitta a la porcion del gen de ALK que codifica la tirosina cinasa en el cromosoma
2 bajo el control del promotor fuerte de NPM en el cromosoma 5, produciendo la expresion permanente de la proteina
NPM-ALK quimérica (p80) (Duyster 2001). Por tanto, ALK cinasa esta mal regulada y es ectdpica, tanto en términos del
tipo celular (linfoide) como de compartimento celular (nucleo/nucleolo y citoplasma) (Ladanyi 2000). La localizacion
(citoplasma o nucleo) de NPM parece no afectar a su efecto sobre la linfomagénesis (Duyster 2001). La actividad de
tirosina cinasa aberrante resultante desencadena la transformacion maligna mediante la fosforilacion constitutiva de las
dianas intracelulares. Otras varias proteinas de fusion de ALK menos habituales se asocian con el LMCA. Todas las
variantes demuestran unién del dominio de tirosina cinasa de ALK a un promotor alternativo que regula su expresion.

Se ha notificado que ALK de longitud completa también se expresa en aproximadamente el 92% de las células de
neuroblastoma primario y en algunos rabdomiosarcomas (Lamant 2000). No obstante, hasta ahora no se ha
demostrado ninguna correlacion entre la expresién de ALK y la biologia tumoral. Este hecho, junto con la falta de
pruebas respecto de los niveles significativos de ALK fosforilada endégenamente en estos tumores, sugiere que la
expresion de ALK en neuroblastomas refleja su expresion normal en células neurales inmaduras mas que un papel
oncogeénico primario y ALK en estos tumores no esta fosforilada de forma constitutiva, lo que cuestiona un papel
importante de ALK en estos tumores (Duyster 2001; Pulford 2001). No obstante, la sefalizacion de ALK podria ser
importante en al menos algunos neuroblastomas, como sugieren Miyake et al., que descubrieron sobreexpresion y
fosforilacion constitutiva de ALK debido a la amplificacion génica en lineas celulares derivadas de neuroblastoma
(Miyake 2002). No obstante, otras lineas celulares derivadas de neuroblastoma no muestran activacion constitutiva
de ALK, lo que va en contra de una participacion patoldgica general de ALK (Dirks 2002; Pulford 2004).

Mas interesantemente, ALK parece ser importante para el crecimiento del glioblastoma multiforme, un tumor
cerebral elevadamente maligno que ofrece opciones terapéuticas muy limitadas (Powers 2002). Se ha
demostrado que en estos devastadores tumores se producen multiples alteraciones genéricas, incluida la pérdida
o mutaciones de PTEN, p53 y INK4a-ARF. Ademas, la sefalizacion de RTK desempefia un papel particularmente
importante en el crecimiento y desarrollo de estos tumores, que sobreexpresan varios factores de crecimiento,
tales como PDGF, HGF, NGF y VEGF, lo que sugiere bucles de sefializacion autocrina de RTK. Powers y
colaboradores han demostrado expresion de ARNm y proteica de ALK en muestras de tumores de pacientes con
glioblastoma, mientras que las sefiales no eran detectables en el tejido cerebral adyacente normal (Powers 2002).
Ademas, las células humanas U87MG de glioblastoma (que proceden de un paciente y representan un sistema
modelo bien caracterizado para estudiar la tumorigénesis y sefializacion en el glioblastoma) muestran un
comportamiento antiapoptético dependiente de ALK en estudios de xenoinjerto. Cuando se elimina ALK en estas
células tumorales mediante el uso de ribozimas, los ratones a los que se inyectaron estas células tumorales
sobreviven al menos dos veces mas que cuando se les inyectan células tumorales de tipo silvestre y estas células
tumorales muestran una apoptosis espectacularmente aumentada. Por tanto, ALK y sus ligandos proporcionan
una sefial de supervivencia esencial que es limitante de la velocidad para el crecimiento tumoral de células
U87MG in vivo (Powers 2002). Estos hallazgos indican que la inhibicion de la sefializaciéon de ALK podria ser un
abordaje prometedor para mejorar la esperanza de vida de los pacientes con glioblastoma.

El glioblastoma multiforme es, con mucho, el tumor glial primario maligno mas comun, con una incidencia de
aproximadamente 2/100.000/a (aproximadamente 15.000 casos en EE. UU. y Europa occidental al afio). Afecta
principalmente a los hemisferios cerebrales, pero también puede afectar al tronco encefalico (principalmente en nifios) o a
la médula espinal. Los tumores pueden manifestarse de novo (glioblastoma primario) o pueden desarrollarse a partir de
astrocitomas de grado bajo (glioblastoma secundario). Los glioblastomas primarios y secundarios muestran poco
solapamiento molecular y constituyen diferentes entidades de enfermedad a nivel molecular. Ambos contienen muchas
anomalias genéticas, incluyendo afeccién de p53, EGFR, MDM2, PDGF, PTEN, p16, RB.

En los dltimos 25 afios no se ha producido ningun avance significativo del tratamiento. Las terapias son solo
paliativas y pueden ampliar la esperanza de vida desde 3 meses hasta 1 afio. Los pacientes normalmente presentan
un déficit neuroldgico lentamente progresivo, por ejemplo debilidad motora, sintomas de presién intracraneal, por
ejemplo cefalea, nauseas, vomitos, deterioro cognitivo o convulsiones. Los cambios en la personalidad también
pueden ser signos tempranos. La etiologia del glioblastoma es desconocida, los casos familiares representan menos
del 1%. El unico factor de riesgo consistente identificado es la exposicion a sustancias petroquimicas. El diagnéstico
se efectia principalmente mediante estudios por imagen (TC, RMN) y biopsia. La estadificacion completa de la
mayoria de los glioblastomas no es ni practica ni posible, ya que estos tumores no tienen margenes claramente

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 547248 T3

definidos. En su lugar, exhiben tendencias bien conocidas para invadir localmente y extenderse a lo largo de vias de
la materia blanca compacta. La principal razén por la cual no es posible un tratamiento curativo es porque el tumor
estd mas alla del alcance del control local cuando se diagnostica. Los agentes quimioterapéuticos principales son
carmustina (un agente alquilante) y cisplatino, pero solo el 40% de los pacientes muestra alguna respuesta.

Aunque hay bastantes incertidumbres con respecto al papel de ALK en el glioblastoma, esta enfermedad ofrece varios
abordajes para los farmacos dirigidos a ALK. De hecho, para esta enfermedad devastadora, incluso una pequefia mejora
de las opciones terapéuticas actuales atenderia una enorme necesidad médica. Es importante observar que dado que las
células de glioblastoma expresan ALK de longitud completa, para tratar esté cancer, ALK podria considerarse como una
diana no solo para los inhibidores de cinasa de molécula pequefia sino también para anticuerpos y/o fragmentos de
anticuerpos tales como scFv, es decir, para inducir la apoptosis de células tumorales. La estricta localizacion del
glioblastoma en el SNC apoya el uso de scFv, si se pueden administrar de manera eficaz en el SNC (sin un aclaramiento
rapido debido a la compartimentalizacion, pero con mejor penetracién tumoral en comparacion con las IgG debido a su
menor tamario). Los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos podrian dirigirse contra la secuencia de union a ligando de
ALK (aa 396-406) o contra otras partes de las partes extracelulares del receptor.

La expresion muy limitada de ALK en tejidos sanos en condiciones fisiologicas indica que los tumores que expresan
ALK podrian ser una excelente diana para el tratamiento de la enfermedad usando anticuerpos radioactivos o
marcados con toxinas y/o fragmentos de anticuerpos, con independencia de si ALK esta implicada en la patogenia de
estos tumores o no. Ademas de las células de glioblastoma, la expresién de ALK se ha encontrado de manera
elevadamente significativa en las lineas celulares de melanoma y las lineas celulares de carcinoma de mama (sin que
esté fosforilada de forma constitutiva) (Dirks 2002). EI hecho de que una gran parte del dominio extracelular de ALK
parezca ser bastante Unica en el proteasoma humano deberia hacer que este abordaje sea altamente especifico.

Los documentos W09515331/US5529925 divulgan la clonaciéon y secuenciacién de las secuencias de acido
nucleico humano, que estan reorganizadas en el evento de translocacién cromosémica t(2;5)(p23;935) que se
produce en el linfoma t(2;5) humano. Se descubrié que la reordenacion situé secuencias del gen de la fosfoproteina
nucleolar (el gen de NPM) en el cromosoma 5q35 en las de un gen de proteina tirosina cinasa no identificada
previamente (en lo sucesivo denominado el gen de ALK) en el cromosoma 2p23. También se divulgaron la
secuencia del gen de fusién y de la proteina de fusion (gen o proteina de fusion NPM/ALK, respectivamente).

La secuencia de ALK de longitud completa esta patentada en el documento US-5770421, titulado “Human ALK Protein
Tyrosine Kinase”. Ademas, la patente US-6174674B1 titulada “Method of detecting a chromosomal rearrangement
involving a breakpoint in the ALK or NPM gene” divulga cebadores para detectar la secuencia de fusion NPM-ALK en
muestras de pacientes. En otra solicitud de patente, US-6696548 titulada “ALK protein tyrosine kinase/receptor and ligands
thereof”, se divulga el uso de ALK para la deteccion de ligandos de ALK y anticuerpos que se unen a secuencias
especificas de ALK. También se divulga un método de identificacion de un agente capaz de unirse al polipéptido ALK
aislado. El documento WO0196394/US-20020034768 divulga ALK como receptor de pleiotrofina. El documento US-
20040234519 divulga anticuerpos anti-pleiotrofina y el documento W02006020684 describe la deteccién de pleiotrofina.

Los anticuerpos policlonales de conejo contra el dominio de unién a ligando de ALK humana se conocen por
Stoica et al. (J. of Biological Chemistry, 2001, 16772-16779). Ademas, Stoica et al (J. of Biological Chemistry,
2002, 35990-35998) describe anticuerpos monoclonales murinos contra el dominio de unién a ligando que eran
capaces de inhibir parcialmente la union de MK a ALK en un ensayo basado en células.

Morris et al (documento US-2001/021505) divulgan la secuencia de ALK y ligandos de esta.

Auf der Maur et al (Methods, 2004, 215-224; J. of Biological Chemistry, 2002, 45075-45085) describen métodos
para la seleccion de regiones marco conservadas estables de anticuerpos intracelulares. Los documentos EP-
1479694 y WO03/097697 proporcionan secuencias de ScFv que son estables en un ambiente reductor.

Descripcion de la invencion

Por tanto, es un objeto general de la invencion proporcionar un anticuerpo o derivado de anticuerpo estable y soluble, tal
como se define en las reivindicaciones adjuntas, que se une a la proteina ALK humana in vitro e in vivo. Con maxima
preferencia, el anticuerpo esta especificamente dirigido contra el dominio de unién a ligando de ALK (aminoacidos 396-
406) y por lo tanto bloqueara los efectos bioldgicos de MK, que tiene una Kd por ALK de aproximadamente 170 pM, asi
como los efectos biolégicos de PTN, que tiene una Kd por ALK de aproximadamente 20-30 pM (Stoica 2002; Stoica
2001). Dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo scFv. En lo sucesivo, el término anticuerpo
comprende anticuerpos de longitud completa, asi como otros derivados de anticuerpos.

Dicho anticuerpo tiene una CDR3 de VH de la secuencia SEC ID N.°: 2.
El anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo se une especificamente a un epitopo que comprende, que

consiste esencialmente en o un fragmento de la region que abarca los aminoacidos 391-406 (SEC ID N.°: 1) de la
proteina ALK (SEC ID N.° 1).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 547248 T3

El anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo se puede caracterizar por que se une especificamente a una proteina
ALK con una Kp de menos de aproximadamente 10 x 10° M. En una realizacién particular, el anticuerpo o porciéon de
union a antigeno del mismo se une especificamente a una proteina ALK (o fragmento de la misma) con una Kp de al
menos aproximadamente 10 x 107 M, al menos aproximadamente 10 x 10® M, o al menos aproximadamente 10 x 10° M.

En otras determinadas realizaciones, el anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo se une especificamente a un
epitopo que se solapa con un epitopo unido por un anticuerpo o derivado de anticuerpo de ESBA521 (SEC ID N.°: 19)
y/o compite por la unién a una proteina ALK, o porcion de la misma, con un anticuerpo o derivado de anticuerpo de
ESBA521. En una realizacion relacionada, el anticuerpo o parte de unién a antigeno del mismo se une especificamente
a un epitopo que comprende los restos 391-406 (SEC ID N.°: 1) de una proteina ALK, o porcién de la misma.

Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos o partes de unién a antigeno de los mismos
normalmente incluyen una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR). Estas incluyen las regiones
CDR1, CDR2 y CDR3. En realizaciones particulares, las CDR de cadena pesada variable son al menos un 80%, 85%,
90%, 95%, o mas preferiblemente un 100% idénticas a una CDR del anticuerpo ESBA521. En otras realizaciones
particulares, las CDR de cadena ligera variable son al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, o mas preferiblemente un 100%
idénticas a una CDR de una region variable de cadena ligera del anticuerpo ESBA521.

De acuerdo con lo anterior, los anticuerpos o fragmentos concretos de la invencidn comprenden una region
variable de la cadena pesada que incluye una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) que
son al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, o mas preferiblemente un 100% idénticas a una CDR de una region
variable de la cadena pesada de ESBA521 y una region variable de la cadena ligera que incluye una o mas CDR
que son al menos un 80%, 85%, 90%, 95% o mas preferiblemente un 100% idénticas a una CDR de una region
variable de la cadena ligera del anticuerpo ESBA521.

La regién variable de la cadena pesada de los anticuerpos o partes de unidn a antigeno de los mismos también
puede incluir las tres CDR que son al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, o mas preferiblemente un 100% idénticas
a las CDR de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo ESBA521 y/o las tres CDR que son al menos
un 80%, 85%, 90%, 95% o mas preferiblemente 100%, idénticas a las CDR de la region variable de cadena ligera
del anticuerpo ESBA521.

En otra realizacion de la invencion, los anticuerpos o partes de union a antigeno de los mismos (a) incluyen una
region variable de la cadena pesada que esta codificada por, o procede de (es decir, es el producto de) un gen de
VH humana (por ejemplo de tipo H3); y/o (b) incluyen una regioén variable de la cadena ligera que esta codificada
por, o procede de, un gen de V kappa o lambda humana (por ejemplo, de tipo lambda 1).

Los anticuerpos también pueden estar unidos a diversos agentes terapéuticos (por ejemplo, agentes
anticancerosos, sustancias quimioterapéuticas o toxinas) y/o un marcador (por ejemplo, un radiomarcador).

En otro aspecto, la invencién se refiere a acidos nucleicos aislados que incluyen una secuencia que codifica una regién
variable de cadena pesada de un anticuerpo de SEC ID N.°: 22. La invencidon también presenta acidos nucleicos aislados
que incluyen una secuencia que codifica una region variable de cadena ligera de un anticuerpo de SEC ID N.°: 21.

También se presentan vectores de expresion que incluyen cualquiera de los acidos nucleicos anteriores, solos o
en combinacion (por ejemplo, expresados a partir de uno o mas vectores), asi como células hospedadoras que
comprenden dichos vectores de expresion.

Las células hospedadoras adecuadas para expresar los anticuerpos de la invencién incluyen diversas células
eucariotas, por ejemplo células de levadura, células de mamifero, por ejemplo células de ovario de hamster chino
(CHO), células NSO, células de mieloma o células vegetales. Las moléculas divulgadas en la presente memoria
también pueden expresarse en células procariotas, por ejemplo E. coli.

También se presentan métodos para producir los anticuerpos o partes de union a antigeno de los mismos
expresando acidos nucleicos que codifican anticuerpos en una célula hospedadora (por ejemplo, acidos nucleicos
que codifican la parte de la regién de unién a antigeno de un anticuerpo). En otro aspecto mas, se presenta un
hibridoma o transfectoma que incluye los &cidos nucleicos anteriormente mencionados.

En otra realizacién, las moléculas de anticuerpo (o regiones de unién VL y VH) son completamente humanas. El
tratamiento de seres humanos con anticuerpos monoclonales humanos ofrece varias ventajas. Por ejemplo, es
probable que los anticuerpos sean menos inmunogénicos en seres humanos que los anticuerpos no humanos.
Asimismo, la terapia es rapida porque se puede producir la inactivacion de ALK en cuanto el anticuerpo alcanza
un sitio de cancer (donde se expresa ALK). Por lo tanto, el anticuerpo es un anticuerpo scFv, es decir, ESBA521 o
un anticuerpo que comprende una regién VL y/o VH (o las CDR de las mismas; por ejemplo, la CDR3 de VL [SEC
ID N.°: 3] y/o la CDR3 de VH [SEC ID N.°: 2]) de ESBA521.
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Los anticuerpos humanos también localizan sitios adecuados en seres humanos de manera mas eficiente que los
anticuerpos no humanos. Ademas, el tratamiento es especifico para ALK, es recombinante y esta elevadamente
purificado y, a diferencia de las terapias tradicionales, evita el potencial de contaminarse con agentes adventicios.
Como alternativa, los anticuerpos divulgados en la presente memoria pueden producirse mediante sintesis quimica.

En otra realizacion, la invencién proporciona composiciones para tratar un cancer (o la elaboraciéon de un
medicamento adecuado) que puedan prevenir la neoplasia en un sujeto mediante la competicidon con los ligandos
de ALK, tales como midkina (MK) y/o pleiotrofina (PTN) y, de este modo, bloquear la sefializacion de ALK
mediada por dichos ligandos. Dicha composicion puede administrarse sola o en combinacion con los agentes
anticancerosos reconocidos en la técnica, por ejemplo metotrexato y similares.

El anticuerpo de la invencion y/o la vacuna de ALK pueden usarse solos o en combinacién con un agente
terapéutico conocido, por ejemplo un agente anticanceroso, por ejemplo metotrexato y similares.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién se entendera mejor cuando se tiene en cuenta la siguiente descripcion detallada de la misma. Dicha
descripcion hace referencia a los dibujos adjuntos, en donde:

La Figura 1 muestra un esquema de la proteina ALK humana usada. Un péptido de 16 aminoéacidos del sitio de unién
de la PTN (discontinua) se usa como epitopo en una seleccion de dos hibridos para las sustancias que se unen a scFv.

La Figura 2 muestra la aleatorizacion escalonada de porciones de CDR3 de VH, CDR3 de VL y CDR2 de VH para
obtener ESBA521 como aglutinante secundario y un conjunto de scFv como aglutinantes terciarios (véase la
Tabla 1). x representa cualquier resto de aminoacido.

La Fig. 3 muestra un experimento ELISA en donde las caracteristicas de unidon de los scFv mejorados se
comparan con las de la regiéon marco conservada a partir de la cual se originan.

La Fig. 4 muestra la inmunotincion de células Hela transfectadas transitoriamente con ESBA521 (paneles de la
izquierda) y con un anticuerpo policlonal especifico de ALK (paneles de la derecha). Panel central: las mismas
células visualizadas mediante microscopia 6ptica.

La Figura 5 muestra un experimento de ELISA que compara el ESBA512 con los aglutinantes terciarios mejorados.
Descripcion detallada de la invencién

Con el fin de que la presente invencion pueda entenderse con mayor facilidad, en primer lugar se definen ciertos términos.
Definiciones

El término “ALK” y “Alk-1” incluye la proteina ALK humana codificada por el gen de ALK (cinasa del linfoma
anaplasico) que es una proteina tirosina cinasa que transmembrana (PTK)/receptor.

El término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos enteros y cualquier fragmento de union a antigeno (es decir, “porcién de
unién a antigeno”, “polipéptido de unién a antigeno” o “inmunoaglutinante”) o una cadena sencilla de los mismos. Un
“anticuerpo” se refiere a una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas mediante puentes disulfuro, o una porcién de uniéon a antigeno del mismo. Cada cadena pesada
comprende una regioén variable de cadena pesada (abreviada en la presente memoria como V4) y una region constante de
cadena pesada. La region constante de cadena pesada comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera
comprende una regioén variable de cadena ligera (abreviada en la presente memoria como V|) y una region constante de
cadena ligera. La regién constante de cadena ligera comprende un dominio, CL. Las regiones Vu y Vi pueden subdividirse
adicionalmente en regiones de hipervariabilidad denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco conservadas (FR). Cada Vy y Vi
comprende tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino terminal al extremo carboxilo terminal, en el orden
siguiente: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un
dominio de unidn que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la union
de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador, incluidas varias células del sistema inmunolégico (por ejemplo,
células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema de complemento clasico.

La expresién “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo (o simplemente “parte de anticuerpo”) se refiere a uno

0 mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la capacidad para unirse especificamente a un antigeno (por
ejemplo, ALK). Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo se puede realizar mediante
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fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados dentro del
término “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente
que consiste en los dominios V|, Vy, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende
dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los
dominios Vy y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de un uUnico brazo de un
anticuerpo; (v) un solo dominio o fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546) que consiste en un dominio
Vu; y (vi) una region determinante de la complementariedad (CDR) aislada o (vii) una combinacién de dos o mas
CDR aisladas que opcionalmente pueden estar unidas por un enlazador sintético. Ademas, aunque los dos
dominios del fragmento Fv, V. y Vu, estan codificados por genes distintos, pueden unirse, usando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético que permite que se produzcan en forma de una sola cadena de
proteina en la que las regiones V| y Vy se emparejan para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
de cadena sencilla [scFV]; véase, por ejemplo, Bird et al. [1988] Science 242:423-426; y Huston et al. [1988] Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). También se pretende que dichos anticuerpos de cadena sencilla estén
abarcados dentro del término “parte de unién a antigeno” de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se
obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica y los fragmentos se
seleccionan segun su utilidad del mismo modo que con los anticuerpos intactos. Las partes de unién a antigeno
se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escisidon enzimatica o quimica de
inmunoglobulinas intactas. Los anticuerpos pueden ser de diferente isotipo, por ejemplo un anticuerpo 1gG (por
ejemplo, un subtipo IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4), IgA1, IgA2, IgD, IgE, o IgM.

La expresién “region marco conservada” hace referencia a las partes reconocidas en la técnica de una region
variable de un anticuerpo que existen entre las regiones CDR, mas divergentes. Dichas regiones marco conservadas
normalmente se denominan regiones marco conservadas de 1 a 4 (FR1, FR2, FR3 y FR4) y proporcionan un
armazon para sujetar, en espacio tridimensional, las tres CRD halladas en una region variable de la cadena ligera o
pesada del anticuerpo, de forma que las CDR pueden formar una superficie de union a antigeno. Dichas regiones
marco conservadas también se pueden denominar armazones, ya que proporcionan soporte para la presentacion de
las CDR, mas divergentes. Otras CDR y regiones marco conservadas de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
tales como repeticiones de anquirina y fibronectina, se pueden usar como moléculas de unién a antigeno (véanse
también por ejemplo, las patentes de US-6.300.064, US-6.815.540 y la publicacion de US- 20040132028).

El término “epitopo” o “determinante antigénico” se refiere a un sitio sobre un antigeno al que se une una
inmunoglobulina o anticuerpo de forma especifica (por ejemplo, ALK; por ejemplo, los restos de aminoacidos 391-
406 de ALK-1 humana (véase, por ejemplo, la SEC ID N.°: 1). Un epitopo normalmente incluye al menos 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacion espacial Unica. Véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996).

Las expresiones “union especifica”, “union selectiva”, “se une selectivamente” y “se une especificamente” hacen
referencia a la uniéon de un anticuerpo a un epitopo sobre un antigeno predeterminado. Normalmente, el
anticuerpo se une con una afinidad (Kp) de aproximadamente menos de 107 M, tal como aproximadamente
menos de 10® M, 10° M o 107"° M o incluso menor.

El término “Kp” se refiere a la constante de disociacidén en el equilibrio de una interacciéon anticuerpo-antigeno
concreta. Normalmente, los anticuerpos de la invencion se unen a ALK con una constante de disociaciéon en el
equilibrio (Kp) de menos de aproximadamente 107 M, tal como de menos de aproximadamente 10%M, 10°M o
10" M o incluso menor, por ejemplo, segun se determina usando tecnologia de resonancia de plasmon
superficial (SPR) en un instrumento BIACORE.

Las expresiones “neutraliza a ALK”, “inhibe a ALK” y “bloquea a ALK” se usan de forma intercambiable para
hacer referencia a la capacidad de un anticuerpo de la invencion para evitar la interaccion de ALK con uno o0 mas
ligandos diana y, por ejemplo, desencadenar una sefial de transduccion.

La expresion “molécula de acido nucleico” hace referencia a moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de
acido nucleico puede ser monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario. Un acido nucleico esta
“unido operablemente” cuando se coloca en una relacién funcional con otra secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un
promotor o potenciador esta unido operablemente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcion de la secuencia.

Para los acidos nucleicos, la expresion “homologia sustancial” indica que dos acidos nucleicos, o las secuencias
designadas de los mismos, cuando se alinean y comparan 6ptimamente, son idénticas, con las inserciones o
deleciones adecuadas de nucleétidos, en al menos aproximadamente un 80% de los nucleétidos, normalmente al
menos aproximadamente de un 90% a un 95%, y mas preferiblemente al menos aproximadamente de un 98% a
un 99,5% de los nucledtidos. Como alternativa, existe una homologia sustancial cuando los segmentos hibridan
en condiciones de hibridacion selectiva con la hebra complementaria. Dichas condiciones de hibridacién se
conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo, Sambook et al., citado mas adelante.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que se han de
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introducir para la alineacion éptima de las dos secuencias. La comparacién de las secuencias y la determinacion
del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede conseguir usando un algoritmo matematico, tal como
se describe en los ejemplos no limitativos siguientes.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos se puede determinar usando el programa GAP en el
paquete de software GCG usando un NWSgapdna. La matriz CMP y un peso del hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso
de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6. El porcentaje de identidad entre dos secuencias nucleotidicas o de aminoacidos también
se puede determinar usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (CABIOS, 4:11-17 [1989]) que se ha incorporado en el
programa ALIGN (versién 2.0) usando una tabla de ponderacion de restos PAM120, un penalizacion de la longitud del
hueco de 12 y una penalizacion del hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos
se puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 [1970]) que se ha incorporado
en el programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y una
ponderacion de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y una ponderacion de longitud de 1, 2, 3,4, 50 6.

Las secuencias de acido nucleico y de proteinas de la presente invencion pueden usarse ademas como
“secuencia de consulta” para realizar una busqueda contra bases de datos publicas para, por ejemplo, identificar
secuencias relacionadas. Dichas busquedas se pueden realizar usando los programas NBLAST y XBLAST
(versidn 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las busquedas de nucleétidos en BLAST se
pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacion = 100; longitud de palabra = 12, para obtener secuencias
de nucleétidos homélogas a las moléculas de acido nucleico de la invencion. Las busquedas de proteinas en
BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacion = 50; longitud de palabra = 3, para obtener
secuencias de aminoacidos homodlogas a las moléculas de proteinas de la invencion. Para obtener alineaciones
de huecos con fines comparativos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., (1997)
Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se usan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden usar
los parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

También estan abarcadas las “modificaciones conservativas de secuencia” de las secuencias expuestas en las
SEC ID N.° en la presente memoria, es decir, modificaciones en las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos
que no anulan la unién del anticuerpo codificado por la secuencia de nucleétidos o que contiene la secuencia de
aminoacidos, al antigeno. Dichas modificaciones de secuencia conservativas incluyen sustituciones, adiciones y
deleciones de nucledtidos y de aminoacidos. Por ejemplo, pueden introducirse modificaciones mediante de
técnicas convencionales conocidas en la materia, tales como mutagénesis de sitio dirigido y mutagénesis
mediada por PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservativas incluyen aquellas en las que el resto de
aminoacido esta sustituido por otro resto de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han
definido familias de restos de aminoacidos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por
ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales ramificadas beta (por ejemplo,
treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por tanto, un resto de aminoacido no esencial predicho en un anticuerpo humano anti-ALK se sustituye,
preferiblemente, con otro resto de aminoacido de la misma familia de cadenas laterales. Los métodos para
identificar sustituciones conservativas de nucleétidos y aminoacidos que no eliminen la unién al antigeno se
conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell et al., Biochem. 32:1180-1187 [1993]; Kobayashi et al.
Protein Eng. 12[10]:879-884 [1999]; y Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412-417 [1997]).

Como alternativa, en otra realizacion, las mutaciones se introducen de forma aleatoria a lo largo de la totalidad o
parte de una secuencia codificante de un anticuerpo anti-ALK, tal como mediante mutagénesis por saturacion, y
los anticuerpos anti-ALK modificados resultantes se pueden someter a exploracién respecto de su actividad de
unién. Una “secuencia consenso” es una secuencia formada por los aminoacidos (o nucledtidos) de aparicion
mas frecuentes en una familia de secuencias relacionadas (véase, por ejemplo, Winnaker, From Genes to Clones
(Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1987). En una familia de proteinas, cada posiciéon en la secuencia
consenso esta ocupada por el aminoacido que aparece con mayor frecuencia en dicha posicion en la familia. Si
hay dos aminoacidos igualmente frecuentes, puede incluirse cualquiera de los dos en la secuencia consenso.

Mediante referencia a las tablas y las figuras proporcionadas en la presente memoria se puede obtener una
secuencia consenso para la o las CDR de la regién variable de la cadena pesadalligera del anticuerpo mediante
la alineacién 6ptima de las secuencias de aminoacidos de las CDR de la region variable de los anticuerpos que
son reactivos contra el epitopo de 390-406 de la proteina ALK-1 humana.

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se
ha unido. Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN circular bicatenario en el que se
pueden ligar segmentos adicionales de ADN. Otro tipo de vector es un vector viral, en donde se pueden ligar en el
genoma viral segmentos adicionales de ADN. Determinados vectores son capaces de una replicacion autbnoma
en una célula hospedadora en la que se introducen (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de
replicacién bacteriano y vectores episémicos de mamifero). Otros vectores (por ejemplo, vectores no episomicos
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de mamifero) pueden integrarse en el genoma de una célula hospedadora tras la introduccién en la célula
hospedadora y, de este modo, se replican junto con el genoma del hospedador.

La expresion “célula hospedadora” hace referencia a una célula en la que se ha introducido un vector de expresion.
Las células hospedadoras pueden incluir células bacterianas, microbianas, vegetales o animales. Las bacterias, que
son susceptibles a la transformacion, incluyen miembros de las enterobacteridceas, tales como cepas de
Escherichia coli o Salmonella; bacilaceas, tales como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y Haemophilus
influenzae. Los microbios adecuados incluyen Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris. Las lineas de células
hospedadoras animales adecuadas incluyen células CHO (lineas de ovario de hamster chino) y NSO.

Los términos “tratar”, “que trata” y “tratamiento” hacen referencia a medidas terapéuticas o preventivas descritas
en la presente memoria. El uso del anticuerpo para “tratamiento” emplea la administracion a un sujeto que
necesite dicho tratamiento, del anticuerpo divulgado en la presente memoria, por ejemplo un sujeto que tiene un
trastorno mediado por ALK o un sujeto que, en ultima instancia, pueda adquirir dicho trastorno, con el fin de
prevenir, curar, retrasar, reducir la gravedad de o mejorar uno o mas sintomas del trastorno o trastorno recurrente
o con el fin de prolongar la supervivencia de un sujeto mas alla de lo esperado en ausencia de dicho tratamiento.

La expresion “trastorno mediado por ALK” se refiere a estados patoldgicos y/o sintomas asociados con canceres o
tumores mediados por ALK. En general, la expresion “trastorno mediado por ALK” hace referencia a cualquier
trastorno cuyo inicio, progresion o persistencia de los sintomas requiere de la participacion de ALK. Los trastornos
mediados por ALK ilustrativos incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, cancer, en particular glioblastoma.

La expresion “dosis eficaz” o “dosificacion eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para conseguir o al menos
conseguir parcialmente el efecto deseado. La expresion “dosis terapéuticamente eficaz” se define como una
cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones en un
paciente que ya padece la enfermedad. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad del
trastorno que se esté tratando y del estado general de sistema inmunolégico del propio paciente.

El término “sujeto” se refiere a cualquier ser humano o animal no humano. Por ejemplo, los métodos y composiciones
de la presente invencién se pueden usar para tratar a un sujeto con cancer, por gjemplo glioblastoma.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado entendido habitualmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.

Varios aspectos de la invencion se describen con mas detalle en las subsecciones siguientes. Se entiende que las
diversas realizaciones, preferencias e intervalos se pueden combinar a voluntad. Ademas, en funcion de la
realizacién especifica, las definiciones, realizaciones o intervalos determinados pueden no ser de aplicacion.

En un primer aspecto, se proporciona un anticuerpo que se une a la proteina ALK humana, comprendiendo dicho
anticuerpo una CDR3 de cadena pesada variable de SEC ID N.°: 2.

El anticuerpo se une especificamente a la proteina ALK humana, es decir, no se une a la proteina ALK de raton,
cuyo sitio de uniéon a PTN difiere en unicamente 2 restos de aminoacidos en comparacién con el sitio de union a
PTN (SEC ID N.°: 1) de la proteina ALK humana. La isoleucina humana en la posicion 3 es una valina y el
aspartato es una alanina en la correspondiente secuencia de raton.

El anticuerpo es un scFv.

La cadena pesada y la cadena ligera estan compuestas por secuencias de regiones marco conservadas, comprendiendo
cada una tres CDR, CDR1, CDR2 y CDRS3, que estan implicadas principalmente en la unién al antigeno. El anticuerpo
divulgado en la presente memoria comprende el dominio VH de tipo H3 y un dominio VL del tipo lambda 1.

La region marco conservada de VH y VL del anticuerpo de la presente invencién es estable y soluble para que
sea funcional en un ambiente reductor intracelular. Preferiblemente, es la region marco conservada 4.4. que
anteriormente se ha aislado mediante un sistema de exploracion en levaduras conocido como el “sistema de
control de calidad” (Auf der Maur et al., 2001; Auf der Maur et al. 2004). La secuencia de la regién marco
conservada se puede deducir a partir, por ejemplo, de la SEC ID N.°: 20 (véase mas adelante), donde las
porciones de la regién marco conservada estan representadas por letras rectas no subrayadas, mientras que las
secuencias de CDR estan subrayadas y la secuencia enlazante est4 en cursiva.

El anticuerpo divulgado en la presente memoria es capaz de unirse a un epitopo peptidico de ALK de 16
aminoacidos de SEC ID N.°: 1. Esta secuencia también se cita como sitio de unién a PTN y es una secuencia
Unica en todo el genoma humano. La secuencia correspondiente de ratén varia en 2 de 16 aminoacidos, es decir
V en la posicién 3 y A en la posicidon 7 en lugar de | o D, respectivamente. Preferiblemente, el anticuerpo
divulgado en la presente memoria se une a ALK humana pero no de ratén, es decir, es especifico para la proteina
humana. El epitopo de ALK que comprende aproximadamente los restos 391-406 o que comprende estos restos
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esta adecuado de forma unica para seleccionar un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que puede unirse
especificamente a ALK y bloquear o inhibir la actividad mediada por ALK. Este epitopo también es adecuado para
seleccionar o producir anticuerpos que bloquean especificamente la actividad de ALK. El anticuerpo divulgado en
la presente memoria tiene una afinidad por el epitopo peptidico de ALK con una K4 de 10 nM o menor.

El anticuerpo comprende una CDR3 de la cadena ligera variable de SEC ID N.°: 3. De nuevo, este anticuerpo se
une a un epitopo peptidico de ALK de 16 aminoacidos de SEC ID N.°: 1. Asimismo, el anticuerpo tiene una
afinidad por el epitopo peptidico de ALK con una Kq de menos de 10 nM, preferiblemente de menos de 7 nM.

El anticuerpo comprende una secuencia de VH de SEC ID N.°: 4 y una secuencia de VL de SEC ID N.°: 5.
Adicionalmente, puede comprender al menos una mutacion en al menos una de las CDR que da como resultado
una mayor afinidad caracterizada por una K4 de menos de aproximadamente 3 nM. Dicha al menos una mutacion
se encuentra, preferiblemente, en la CDR1 o la CDR2 de VH y/o VL, con maxima preferencia en la CDR2 de VH.

El anticuerpo de la presente invencién comprende una secuencia de VH de SEC ID N.°: 4 y una secuencia de VL
de SEC ID N.°: 5. En los anticuerpos scFV, la estructura del dominio puede ser NH»>-VL-enlazador-VH-COOH o
NH2-VH-enlazador-VL-COOH; preferiblemente, el enlazador tiene la secuencia de SEC ID N.°: 16. Como
alternativa, las regiones variables representadas por las SEC ID N.°: 4 y 5 pueden modificarse en un anticuerpo
de longitud completa, por ejemplo, IgG o IgM. Las regiones constantes adecuadas para combinar con las
regiones variables de la invenciéon se conocen en la técnica.

También se divulga el uso del anticuerpo o derivado de anticuerpo como medicamento o como herramienta
diagnéstica. Preferiblemente, se prevé la producciéon de un medicamento para el tratamiento de canceres o
tumores. Para este fin, puede radiomarcarse un anticuerpo usando radionuclidos o marcaje con metales
radiactivos. Esto es particularmente valioso para dirigirse a tumores y para estudios de imagen y de
biodistribucion. Asimismo, la tecnologia de ADN recombinante hace posible fusionar genéticamente regiones
codificantes de genes V variables a dominios de toxinas modificados. Por ejemplo, una fusiéon scFv-toxina en
donde el scFv es especifico de una proteina marcadora tumoral puede dirigir la toxina al tumor, donde la toxina
produce citotoxicidad. Dicha terapia dirigida da como resultado la concentracion selectiva de agentes citotéxicos o
radionuclidos en tumores y deberia disminuir la toxicidad para los tejidos normales.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el anticuerpo se usa para un tratamiento de canceres o tumores,
preferiblemente neuroblastoma, glioblastoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de mama, melanoma, cancer de pancreas,
linfoma no Hodgkin de linfocitos B, carcinoma de tiroides, carcinoma de pulmén microcitico, retinoblastoma, sarcoma de
Ewing, cancer de préstata, cancer de colon o cancer de pancreas, preferiblemente glioblastoma, neuroblastoma y
rabdomiosarcoma. La expresion de ALK y la proteina se han detectado en muchos tumores de tejidos blandos (Li et al.,
2004). ALK de longitud completa se ha encontrado en estos tumores humanos. Ademas, el anticuerpo se usa,
preferiblemente, para tratamientos locales. El mas preferido es el tratamiento local del glioblastoma.

También se proporciona una secuencia de ADN que codifica el anticuerpo divulgado en la presente memoria. Un
vector de expresion procariota adecuado para ESBA512 (SEC ID N.°: 19) es pTFT74 (véase la SEC ID N.°: 90
para la secuencia que incluye la secuencia codificante de ESBA512). En este, la secuencia codificante de
ESBA512 esta bajo el control del promotor de T7 y el producto génico recombinante se purifica normalmente
sobre cuerpos de inclusidn. Otro vector de expresion procariota preferido es pAK400, en donde la secuencia de
ESBA512 se marca con his para purificacion simplificada (véase la SEC ID N.°: 89 para la secuencia que incluye
la secuencia codificante de ESBA512). El producto génico se secreta por la célula hospedadora en el periplasma.

Ademas, se proporciona un vector de expresion que comprende dicha secuencia de ADN y una célula hospedadora
adecuada transformada con dicho vector de expresién. Preferiblemente, dicha célula hospedadora es una célula de E. coli.

Otro aspecto mas es la produccion del anticuerpo divulgado en la presente memoria, que comprende cultivar la
célula hospedadora que esta transformada con el vector de expresion para dicho anticuerpo, en condiciones que
permiten la sintesis de dicho anticuerpo y recuperarlo de dicho cultivo.
Las secuencias divulgadas en la presente memoria son las siguientes:

SEC ID N.°: 1: GRIGRPDNPFRVALEY

Epitopo peptidico de ALK humana (aminoacidos 391-406 de la proteina ALK), los restos subrayados son
diferentes en el homdlogo de raton.

SEC ID N.°: 2: RDAWLDVLSDGFDY

CDR3 de VH de ESBA521. Los restos obtenidos después de la aleatorizacion estén subrayados.
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SEC ID N.°: 3: ATWDNDKWGVV
CDR3 de VL de ESBA521. Los restos obtenidos después de la aleatorizacion estan subrayados.
SEC ID N.°: 4:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDAWLDVLSDGFDYWGQGTLVTVSS
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VH de ESBA521. Las CDR estan subrayadas.

SEC ID N.°: 5:

QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSTSNIGDNYVSWYQQLPGTAPQLLIYDNTKRPSGIPDRFSGSKSGTSATLGIT

GLQTGDEADYYCATWDNDKWGVVFGGGTKLEVLG

VL de ESBA521. Las CDR estan subrayadas.

SEC ID N.°: 6:
AISGSGGSTYYADSVKG
CDR 2 de VH de ESBA521
SECID N.>: 7:
AINMKGNDRYYADSVGK
CDR 2 de VH de scFv 265.1
SEC ID N.°: 8:
AIRTNSKEYYADSVKG
CDR 2 de VH de scFv 43.2
SECIDN.”: 9
AIKTDGNHKYYADSVKG
CDR 2 de VH de scFv 100.2
SEC ID N.°: 10:
RTDSKEQYYADSVKG
CDR 2 de VH de scFv 2.11
SEC ID N.°: 11:
ETSSGSTYYADSVKG
CDR 2 de VH de scFv 28.11
SEC ID N.°: 12:
NTGGGSTYYADSVKG
CDR 2 de VH de scFv 33.11
SEC ID N.°: 13:
NTRGQNEYYADSVKG

CDR 2 de VH de scFv 4.12
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SEC ID N.°: 16:

GGGGSGGGGSGGGGSSGGGS

Enlazador que conecta VL y VH

SEC ID N.°: 17:

YYADSVKG

Mitad C-terminal de CDR2 de ESBA521 y sus derivados.

SEC ID N.°: 18:

DAGIAVAGTGFDY

CDR3 de VH de FW4.4

SEC ID N.°: 19:
QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSTSNIGDNYVSWYQQLPGTAPQLLIYDNTKRPSGIPDRFSGSKSGTSATLGIT
GLQTGDEADYYCATWDNDKWGVVFGGGTKLEVLGGGGGSGGGGSGGGGSSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGS

LRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARDAWLDVLSDGFDYWGQGTLVTVSS

scFv ESBA521, las CDR estan subrayadas, el enlazador en cursiva
SEC ID N.°: 20:

QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSTSNIGDNYVSWYQQLPGTAPQLLIYDNTKRPSGIPDRFSGSKSGTSATLGIT
GLQTGDEADYYCGTWDSSLSGVVFGGGTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSL
RLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARDAGIAVAGTGFDYWGQGTLVTVSS

FW4.4, las CDR estan subrayadas, el enlazador en cursiva
SEC ID N.°: 21

cagtctgtgctgacgcagccgccctcagtgtctgcggccccaggacagaaggtcaccatctectgctccggaagcacctccaacattggegataattatgtatcctggtacca
acaactcccaggaacagccccccaactcctcatttatgacaatactaaacgaccctcagggattcctgaccggttetctggetccaagtctggcacgtcagecaccctgggea
tcaccggactccagactggggacgaggccgattattactgcgcgacctgggataatgataagtggggtgtggttttcggcggagggaccaagcetcgaggtectaggt

Secuencia de acido nucleico de VL de ESBA521
Las CDR estan subrayadas.
SEC ID N.°: 22

gaggtgcagctggtggagtccgggggaggcettggtacagectggggggtccctgagactctectgtgcagectctggattcacctttagcagctatgeccatgagcet
gggtccgccaggctccagggaaggggctggagtgggtctcagcetattagtggtagtggtggtagcacatactacgcagactccgtgaagggcecggttcaccate
tccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagcctgagagccgaggacacggcecgtatattactgcgcgeatgatgcatagttggatgtgctt
tcggataggctttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctectcg

Secuencia de acido nucleico de VH de ESBA521
Las CDR estan subrayadas.
SEC ID N.°: 23

cagtctgtgctgacgcagccgccctcagtgtctgcggeccccaggacagaaggtcaccatctecctgctccggaagcacctccaacattggcgataattatgtatcctggtac
caacaactcccaggaacagccccccaactcctcatttatgacaatactaaacgaccctcagggattcctgaccggttctetggetccaagtctggcacgtcagccaccct
gggcatcaccggactccagactggggacgaggccgattattactgcgcgacctgggataatgataagtggggtgtggttttcggcggagggaccaagcetcgaggtecta
ggtggtggtggtgattctggtggtggtggtictggcggeggeggcetecagtggtggtggatccgaggtgcagetggtggagtccgggggaggcettggtacagectggggg
gtccctgagactctcctgtgcagcectcetggattcacctttagcagctatgccatgagetgggtccgeccaggcetccagggaaggggcetggagtgggtcetcagcetattagtggt

agtaggtggtagcacatactacgcagactccgtgaagggcecggttcaccatctccagagacaattccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagectgagagccgag
gacacggccgtatattactgcgcgegtgatgegtagttggatatgctticggatggctttgactactggggccagggaaccctggtcaccgtctecteg
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Secuencia de acido nucleico de ESBA521
Las CDR estan subrayadas, el enlazador en cursiva
La invencion se describe adicionalmente a continuacion mediante ejemplos:

Materiales y métodos

En general, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales
de quimica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, inmunologia (especialmente, por ejemplo, tecnologia
de anticuerpos) y técnicas estandar de preparacion de polipéptidos. Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody Engineering Protocols (Methods in Molecular
Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practical Approach (Practical Approach Series,
169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow et al., C.S.H.L. Press, Pub. (1999); y
Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons (1992).

Experimento 1: Exploracion para identificar scFv que se unen a Alk

En una gran cantidad de estudios estructurales sobre interacciones anticuerpo-antigeno se encontré que los restos
en la region 3 determinante de la complementariedad (CDR-H3) de la cadena pesada generalmente contribuyen a
los contactos mas sustanciales con el antigeno (Chothia y Lesk, 1987; Chothia et al., 1985; Padlan, 1994). Los
inventores han aplicado su tecnologia de exploracion de interaccion antigeno-anticuerpo con dos hibridos de
levadura descrita recientemente para aislar directamente los scFv de unién a antigeno mediante exploracién de
cuatro bibliotecas de scFv de secuencias de CDR-H3 sintéticas aleatorizadas (Auf der Maur et al., 2002). Las cuatro
bibliotecas se basan en cuatro regiones marco conservadas de scFv humanas estables diferentes en las que se
aleatorizaron 7 aminoacidos dentro del tercer bucle de CDR de la cadena pesada variable (VH-CDR3). Las partes
aleatorizadas se introdujeron mediante técnicas de clonacion de PCR estandar. Las bibliotecas de scFv se
exploraron frente a un péptido de 16 aminoacidos derivados del domino extracelular de la tirosina cinasa receptora
humana cinasa de linfoma anaplasico (ALK) mediante un sistema de exploracion de levaduras denominado “Control
de calidad” (Auf der Maur et al., 2001; Auf der Maur et al., 2004). En resumen, la tecnologia de control de calidad es
un sistema de seleccién de intracuerpos independiente de antigeno para identificar a partir de un conjunto natural de
regiones variables de cadenas pesada (VH) y ligera (VL) humanas aquellas combinaciones de VL y VH con
propiedades biofisicas favorables, tales como estabilidad, solubilidad y rendimiento de expresién. Un aglutinante
prometedor y especifico de una de las cuatro bibliotecas de scFv se aisl6 después de la primera ronda de
exploracion. Este scFv concreto se derivd de la biblioteca de la region marco conservada FW4.4. FW4.4 (SEC ID
N.°: 20) consiste en un dominio VL (lambda1) conectado mediante un enlazador flexible clasico de glicina-serina
(GGGGS)4 a un dominio VH3. La CDR3 de VH de FW4.4 comprende 13 aminoacidos (DAGIAVAGTGFDY; SEC ID
N.° 18). Para construir la biblioteca, la parte central de la CDR3 de VH (DAXXXXXXXGFDY) se aleatorizé mediante
métodos de clonacion de PCR estandar usando un oligonucleétido degradado. Los Ultimos dos restos (Asp y Tyr) se
mantuvieron constantes debido a que su importancia estructural se demostré en muchos casos (Chothia y Lesk,
1987). Los restos restantes no se modificaron con el fin de mantener la complejidad de la biblioteca en dimensiones
manejables. La biblioteca de scFv se cloné en un vector de expresién en levaduras (pLib1) como una fusién en C-
terminal del dominio de activacion transcripcional de Gal4 (Auf der Maur et al., 2002).

El dominio de union a ligando (LBD) de Alk humana se eligi6 como antigeno para la deteccion de interacciones
(Stoica et al., 2001). Este péptido de 16 aminoacidos se cloné en otro vector de expresion en levaduras (pBait1)
como fusion en C-terminal a la proteina de union al ADN LexA.

La cepa indicadora de levadura YDE173 (Auf der Maur et al., 2002) que contiene los genes indicadores HIS3 y lacZ
integrados de forma estable bajo el control de seis sitios de union a LexA se transformé con el vector cebo que expresa
el LBD de Alk fusionado a LexA junto con la biblioteca aleatoria de ScFv de CDR-H3 fusionada al dominio de activacién
de Gal4. Las células transformadas se seleccionaron en placas que carecian de histidina y que contenian 3-amino-
triazol (3-AT) 2,5 mM, que es un inhibidor competitivo del producto génico de HIS3. Las colonias en crecimiento se
recogieron durante un periodo de seis dias y se aislaron los plasmidos de la biblioteca. Se transformé la misma cepa
indicadora con los plasmidos rescatados para confirmar la activacion génica dependiente de antigeno. Se realizd un
ensayo de B-galactosidasa liquida cuantitativo para medir la fuerza de la unién entre el LBD de Alk, es decir el péptido
de ALK de 16 aminoacidos, y el scFv seleccionado. El scFv con la activacion mas alta de gen indicador también
demostré mejor afinidad (~31 nM) para el péptido del LBD de Alk en el ELISA (datos no mostrados).
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Las secuencias de otras secuencias de CDR3 de VH en las que se identificé que contribuian a la union a ALK se
proporcionan mas adelante en la Tabla 1a.

Clon CDR3 de VH (restos mutados)
FW4.4 TS DAGIAVAGTGFDY (SEC ID N.°: 24)
H5 SH 2.1 DAKFMSDGIGFDY (SEC ID N.°: 25)
H5 SH 4.1 DAWGWTILSGFDY (SEC ID N.°: 26)
H5 SH 5.1 DAAYMIRYEGFDY (SEC ID N.°: 27)
H5 SH 2.3 DAWIYWAREGFDY (SEC ID N.°: 28)
H5 SH 3.3 DACMTYSREGFDY (SEC ID N.°: 29)
H5 SH 5.3 DAWLDVLSDGFDY (SEC ID N.°: 30)
H5 SH 14.3 DAPSVNDREGFDY (SEC ID N.°: 31)

Las secuencias de otras regiones marco conservadas adecuadas se proporcionan a continuacion en la Tabla 1b.

FW Secuencia

52 | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQTLTHYLAWYQQKPGQAPRLLIYDTSKRATGTPARFSGSGSGTD
FTLTISSLEPEDSALYYCQQRNSWPHTFGGGTKLEIKRGGGGGSGGGGSGGGGSSGGGSEVQLVESG
GGVAQPGGSLRVSCAASGFSFSSYAMQWVRQAPGKGLEWVAVISNDGRIEHYADAVRGRFTISRDNSQ
NTVFLQMNSLRSDDTALYYCAREIGATGYLDNWGQGTLVTVSS

(SEC ID N.°: 15)

Experimento 2: Maduracion por afinidad

Con el fin de obtener un scFv con afinidad mas alta, este aglutinante primario se someti6 a un proceso de
maduracion de la afinidad adicional mediante mutagénesis y una segunda ronda de exploracion en levaduras.
Permitiendo la maduracién por afinidad, el nivel de expresion de la proteina de fusion LexA-péptido de LBD de Alk
se redujo con el fin de disminuir la activacién del gen indicador dirigida por la interaccion del aglutinante primario con
el péptido LBD de Alk. El promotor fuerte de actina en el vector pBait1 se intercambié con la version truncada y por
tanto menos activa del promotor de ADH (alcohol deshidrogenasa) dando como resultado pBait3. Esta reduccion del
nivel de expresion del cebo en presencia del aglutinante primario fue suficiente para inhibir el crecimiento en las
placas que carecian de histidina y que contenian 3-AT 5 mM. La mutagénesis del aglutinante primario para la
maduracion por afinidad se consiguié mediante aleatorizacién de partes de la CDR3 dentro de la cadena ligera
variable. Esto se realizd directamente en levaduras mediante recombinaciéon de homologos (Schaerer-Brodbeck y
Barberis, 2004). La CDR3 de VL de FW4.4 comprende 11 aminoacidos (SEC ID N.°: 14: GTWDSSLSGVV). Las
primeras dos posiciones se aleatorizaron parcialmente, de modo que la primera posicion codifica Gly, Ala o Gin, y la
segunda posicion Thr, Ser o Ala. En las posiciones 5 a 8 en la CDR3 de VL se permitieron todos los restos de
aminoacidos. Las posiciones restantes se mantuvieron constantes. La aleatorizacion se introdujo mediante PCR. El
producto de PCR resultante tenia un tamafio de 356 pb y comprendia el casete de CDR aleatorizado con secuencias
de regiones marco conservadas de 267 pb cadena arriba y de 27 pb cadena abajo. Este producto es el denominado
fragmento de PCR donante, que porta homologias con el vector diana. El vector diana es el plasmido de levaduras
(pLib1) que codifica el aglutinante primario fusionado con el dominio de activacién de Gal4. Con el fin de mejorar la
eficiencia de la recombinacion de homologos y de excluir los falsos positivos en la posterior exploracion, la CDR L3
en el vector diana se modificd ligeramente. Se introdujo un Unico sitio de restriccion Sacl en el medio de CDR3 de
VL, lo que da lugar a un desplazamiento de fase en la parte que codifica scFv de la proteina de fusién y tiene como
resultado una proteina truncada incapaz de unirse a LBD de Alk. Ademas, el sitio Sacl permite la linealizacion del
vector diana, que potencia la eficacia de la recombinacién en levaduras.

La exploracion se inici6 mediante pretrasformacion de la cepa indicadora de levadura YDE173 con el plasmido (pBait3)
que expresa LBD de Alk de LexA a partir del promotor de ADH truncado. Estas células de levadura pretransformadas
se hicieron competentes de nuevo y se cotransformaron con el vector diana linealizado y con el fragmento donante de
la PCR, que porta homologias cadena arriba y cadena abajo de la CDR3 de VL. Tras la recombinacion de homologos
entre el producto de la PCR y el vector diana, la nueva secuencia de CDR3 de VL esta integrada en el correspondiente
sitio del vector diana. Como resultado neto de este evento, la CDR3 de VL primordial se intercambia con la CDR3 de
VL aleatorizada. Esto permite la reconstitucion de un plasmido circular que expresa una proteina de fusion
completamente funcional con una nueva secuencia de CD3 de VL, que activara la expresion del gen indicador y
permitira el crecimiento sobre placas selectivas tras la interaccion con el péptido LBD de Alk.

Un total de 119 clones crecio en placas selectivas durante un periodo de observacion de 6 dias. Se recogieron estos
clones y los plasmidos de la biblioteca se aislaron y se volvieron a transformar en la misma cepa indicadora de
levadura. Se realizé un ensayo de Bgalactosidasa liquida cuantitativo para medir la fuerza de la unién entre LBD de Alk
(antigeno) y el scFv madurado por afinidad. También se ensayaron los 20 clones con la activacion de /lacZ mas alta en
ELISA con péptido LBD de Alk. El mejor candidato reveld una Kp de aproximadamente 7 nM (Fig. 3) y se denomino
ESBA521.
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Las secuencias de otras secuencias de CDR3 de VL identificadas como contribuyentes a la uniéon a ALK se
proporcionan a continuacion en la Tabla 1c.

clon CDR 3de VL

WT FW4.4 GTWDSSLSGVV (SEC ID N.°: 32)
5.3-9.1 AAWDSVKHGVYV (SEC ID N.°: 33)
5.3-21.1 AAWDNSMRGVV (SEC ID N.°: 34)
5.3-22.1 AAWDTMRYGVV (SEC ID N.°: 35)
5.3-25.1 AAWDTTRVGVYV (SEC ID N.°: 36)
5.3-271 ASWDTMLKGVV (SEC ID N.°: 37)
5.3-28.1 ASWDTPTCGVV (SEC ID N.°: 38)
5.3-29.1 ATWDISRCGVYV (SEC ID N.°: 39)
5.3-46.1 ATWDTVCAGVYV (SEC ID N.°: 40)
5.3-53.1 ATWDVDVFGVV (SEC ID N.°: 41)
5.3-57 1 ATWDDVVGGVV (SEC ID N.°: 42)
5.3-86.1 AAWDSFYNGVV (SEC ID N.°: 43)
5.3-94.1 ASWDTLIEGVV (SEC ID N.°: 44)
5.3-107.1 ATWDNDKWGVV (SEC ID N.°: 45)
5.3-112.1 AAWDSTTCGVV (SEC ID N.°: 46)
5.3-113.1 ATWDMWMKGVV (SEC ID N.°: 47)
5.3-117.1 GTWDSSLSGVV (SEC ID N.°: 48)
5.3-118.1 AAWDWVLGGVV (SEC ID N.°: 49)
14.3-6.1 ATWDNPGQGVYV (SEC ID N.°: 50)
14.3-7.1 ATWDDWVIGVV (SEC ID N.°: 51)
14.3-8.1 ASWDDQKWGVV (SEC ID N.°: 52)
14.3-9.1 ATWDTNRHGVV (SEC ID N.°: 53)
14.3-12.1 ASWDDLHIGVV (SEC ID N.°: 54)
14.3-13.1 ASWDEEAWGVV (SEC ID N.°: 55)
14.3-21.1 ATWDYIKIGVV (SEC ID N.°: 56)
14.3-48.1 ATWDTFERGVV (SEC ID N.°: 57)
14.3-49.1 ATWDSNLIGVV (SEC ID N.°: 58)
5.3-24.,1 ATWDNNTCGVV (SEC ID N.°: 59)
5.3-3.1 AAWDCDINGVV (SEC ID N.°: 60)
5.3-8.1 ASWDSMKIGVV (SEC ID N.°: 61)
5.3-19.1 ATWDCTRAGVV (SEC ID N.°: 62)

Experimento 3: El scFv ESBA521 se une especificamente a la forma transmembrana de ALK humana

Con el fin de analizar si el scFV recién identificado era capaz también reconocer a la proteina ALK humana
transmembrana sobre la superficie de células vivas, se realizaron experimentos de inmunotincion de células HELA
transfectadas de forma transitoria. ESBA521 reacciona con la proteina ALK de un modo comparable al de un
anticuerpo policlonal (Fig. 4). En un experimento de control, se demostré que la regién marco conservada 4.4 de scFv
no reacciona con ALK humana. Sorprendentemente, ESBA521 solo se une a la proteina ALK humana, pero no a la
correspondiente proteina de ratén, aunque el péptido antigénico de ratén solo difiere en dos posiciones de aminoacidos
con respecto a la secuencia peptidica humana. Por el contrario, el anticuerpo policlonal de ALK reconoce a la proteina
humana y de ratén. Por tanto, la unién de ESBA521 es especifica de la proteina ALK humana en la superficie celular.

Experimento 4: Aislamiento de aglutinantes mejorados mediante mutagénesis por PCR de la CDR2 de VH

Para mejorar adicionalmente la unién a antigeno, se usé ESBA521 como scFv de partida en un ciclo adicional de
maduracion por afinidad usando el mismo enfoque de dos hibridos, tal como se ha descrito para el primer ciclo de
maduracion por afinidad, salvo que en este caso, la CDR2 de VH se modific6 mediante mutagénesis por PCR y
se transformé en el receptor de levadura, en donde se efectia la recombinacion de homdélogos en CDR2 de una
forma analoga. De nuevo se introdujo un sitio de restriccion en la CDR2 para permitir la linealizacién del plasmido
diana. Las mutaciones introducidas en la CDR2 se proporcionan en la Tabla 2.
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scFv (mejor funcionamiento) CDR2 de VH (restos mutados)

TS (ESBA521) AISGSGGSTYYADSVKG (SEC ID N.°: 63)
1.1 Al-KTDGQNYYADSVKG (SEC ID N.°: 64)
17.1 AIRSDGNERYYADSVKG (SEC ID N.°: 65)
35.1 AINTNGNEKYYADSVKG (SEC ID N.°: 66)
64.1 AISTNGKERYYADSVKG (SEC ID N.°: 67)
130.1 AIRTQSQEEYYADSVKG (SEC ID N.°: 68)
152.1 AIKSRSQEQYYADSVKG (SEC ID N.°: 69)
167.1 AIKSHSQQQYYADSVKG (SEC ID N.°: 70)
214.1 AINSEGQQRYYADSVKG (SEC ID N.°: 71)
225.1 AIKSKGQNKYYADSVKG (SEC ID N.°: 72)
262.1 AIRTNSEEKYYADSVKG (SEC ID N.°: 73)
265.1 AINMKGNDRYYADSVKG (SEC ID N.°: 74)
43.2 Al-RTNSKEYYADSVKG (SEC ID N.°: 75)
70.2 AIKTESQQRYYADSVKG (SEC ID N.°: 76)
99.2 AINSNGKQDYYADSVKG (SEC ID N.°: 77)
100.2 AIKTDGNHKYYADSVKG (SEC ID N.°: 78)
109.2 AIDTKGNGQYYADSVKG (SEC ID N.°: 79)
146.2 AIRSDSSHKYYADSVKG (SEC ID N.°: 80)
173.2 AINTKSNEQYYADSVKG (SEC ID N.°: 81)
199.2 AIRTDSKNSYYADSVKG (SEC ID N.°: 82)
2.11 AIRTDSKEQYYADSVKG (SEC ID N.°: 83)
19.11 AIRTNSKEEYYADSVKG (SEC ID N.°: 84)
28.11 AIETSSGSTYYADSVKG (SEC ID N.°: 85)
33.11 AINTGGGSTYYADSVKG (SEC ID N.°: 86)
412 AINTRGQNEYYADSVKG (SEC ID N.°: 87)
6.12 AISTSG-STYYADSVKG (SEC ID N.°: 88)

Entre los scFv aislados obtenidos tras este procedimiento, siete resultaron tener una afinidad significativamente
mejorada con una Ky en el intervalo de 2-3 nM (Fig. 5), siendo el mejor de ellos 28.11.

Experimento 5: Prevencién del crecimiento tumoral tras la administracion de anticuerpo anti-ALK

Se seleccionaron los progenitores del anticuerpo ESBA521 para unirse a los aminoacidos 391-406 de ALK, que
comprende los aminoacidos (396-406) que se sabe que se unen a pleiotrofina (Stoica 2001). ESBA521 se obtuvo
aleatorizando aminoacidos adicionales en las CDR de su progenitor y seleccionando aglutinantes que se unen al tramo
de 391-406 aminoacidos contenido en su contexto natural del dominio extracelular de ALK (ECD). Estos
procedimientos dieron como resultado un anticuerpo que se une al ECD de ALK con una afinidad elevada en el mismo
sitio que se une a la PTN segun lo que se conoce. Este es el primer anticuerpo monoclonal dirigido especificamente al
sitio de union a PTN de ALK. Por consiguiente, se predice que ESBA521 tiene una afinidad elevada con el ECD de ALK
y compite de forma eficiente con pleiotrofina (PTN) y midkina (MK) por la union al receptor de ALK vy, por tanto, el
anticuerpo ESBA521 es adecuado para inhibir la unién del ligando tanto MK como PTN a la proteina ALK.

Dado que ALK y sus ligandos estan implicados en la neoplasia, la invasién tumoral y la angiogénesis, la inhibicion
de la interaccion entre ALK y sus ligandos afines rompe la tumorigénesis mediada por ALK.

El efecto de ESBA521 sobre un tumor especifico se puede determinar mediante los siguientes dos ensayos que
se describen a continuacion.

En un primer ensayo se preparan experimentos de xenoinjerto con el fin de determinar el papel limitante de la
velocidad de crecimiento del cancer de ALK (Powers 2002). En resumen, se preparé una suspension celular de
U87MG de 20 millones de células/ml en medio suplementado con suero bovino fetal al 10%. Estas se inyectan en
ratones NU/NU y se miden los tumores resultantes. Se introducen los anticuerpos de ensayo, preferiblemente
anticuerpos de longitud completa, mas preferiblemente anticuerpos pegilados, y se evalla el crecimiento del tumor.

Aunque se muestran y describen las realizaciones de la invencion preferidas actualmente, debe entenderse

claramente que la invencion no esta limitada a las mismas sino que, de otro modo, puede ilustrarse y ponerse en
practica de varias formas dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> ESBATech AG

<120> Anticuerpos que se unen al dominio extracelular del receptor
Tirosina cinasa ALK

<130> P100661PC

<150> US 60/795,831
<151> 2006-04-28

<160> 91
<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Arg lle Gly Arg Pro Asp Asn Pro Phe Arg Val Ala Leu Glu Tyr
1 5 10 15

<210> 2
<211> 14
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena pesada de ESBA512

<400> 2

Arg Asp Ala Trp Leu Asp Val Leu Ser Asp Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 3
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de ESBA512

<400> 3
Ala Thr Trp Asp Asn Asp Lys Trp Gly Val Val
1 5 10

<210> 4
<211> 122
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Region variable de la cadena pesada de ESBA512
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<400> 4
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala lle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

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

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asp Ala Trp Leu Asp Val Leu Ser Asp Gly Phe Asp Tyr Trp
100 105 110

Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 5
<211> 111
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de ESBA512

<400> 5

GIn Ser Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly GIn
1 5 10 15

Lys Val Thr lle Ser Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn lle Gly Asp Asn
20 25 30

Tyr Val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro GIn Leu Leu
35 40 45

lle Tyr Asp Asn Thr Lys Arg Pro Ser Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly lle Thr Gly Leu GIn
65 70 75 80

Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Trp Asp Asn Asp Lys
85 90 95
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Trp Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Val Leu Gly
100 105 110

<210> 6
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de ESBA512

<400> 6

Ala lle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 7
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 265.1

<400> 7

Ala lle Asn Met Lys Gly Asn Asp Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Gly
1 5 10 15

Lys

<210> 8
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 43.2

<400> 8

Ala lle Arg Thr Asn Ser Lys Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 9
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regién variable de la cadena pesada de scFv 100.2
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<400> 9

Ala lle Lys Thr Asp Gly Asn His Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 10
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 2.11

<400> 10

Arg Thr Asp Ser Lys Glu GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 11
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 28.11

<400> 11

Glu Thr Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 12
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regidn variable de la cadena pesada de scFv 33.11

<400> 12

Asn Thr Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 13
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 4.12

<400> 13

Asn Thr Arg Gly GIn Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15
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<210> 14
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de la seccion de marco 4.4

<400> 14

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Val Val
1 5 10

<210> 15
<211> 248
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> secuencia de la seccion de marco 5.2

<400> 15
Glu lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Thr Leu Thr His Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu lle
35 40 45

Tyr Asp Thr Ser Lys Arg Ala Thr Gly Thr Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ser Ala Leu Tyr Tyr Cys GIn GIn Arg Asn Ser Trp Pro His
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Gly Gly Gly Gly
100 105 110

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Ala GIn Pro Gly
130 135 140

Gly Ser Leu Arg Val Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Ser Ser
145 150 155 160

Tyr Ala Met GIn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
165 170 175
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Val Ala Val lle Ser Asn Asp Gly Arg lle Glu His Tyr Ala Asp Ala
180 185 190

Val Arg Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser GIn Asn Thr Val
195 200 205

Phe Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr
210 215 220

Cys Ala Arg Glu lle Gly Ala Thr Gly Tyr Leu Asp Asn Trp Gly GIn
225 230 235 240

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
245

<210> 16
<211> 20
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador que conecta VH y VL en ESBA512

<400> 16

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

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 17
<211> 8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Mitad C-terminal de CDR2 de ESBA521 y sus derivados.

<400> 17
Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5

<210> 18
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> CDRS3 de la secuencia variable de la cadena pesada de la seccién de marco 4.4

<400> 18

Asp Ala Gly lle Ala Val Ala Gly Thr Gly Phe Asp Tyr
1 5 10
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ES 2 547248 T3

<210> 19
<211> 253
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Fragmento de anticuerpo de cadena sencilla ESBA512

<400> 19

GIn Ser Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly Gin
1 5 10 15

Lys Val Thr lle Ser Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn lle Gly Asp Asn
20 25 30

Tyr Val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro GIn Leu Leu
35 40 45

lle Tyr Asp Asn Thr Lys Arg Pro Ser Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly lle Thr Gly Leu GIn
65 70 75 80

Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Trp Asp Asn Asp Lys
85 90 95

Trp Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Val Leu Gly Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Gly
115 120 125

Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
130 135 140

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
145 150 155 160

Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
165 170 175

Glu Trp Val Ser Ala lle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
180 185 190

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
195 200 205

Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
210 215 220
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ES 2 547248 T3

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Ala Trp Leu Asp Val Leu Ser Asp Gly Phe
225 230 235 240

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
245 250

<210> 20
<211> 253
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> scFv sirviendo como seccion de marco

<400> 20
GlIn Ser Val Leu Thr GIn Pro Pro Ser Val Ser Ala Ala Pro Gly GIn
1 5 10 15

Lys Val Thr lle Ser Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn lle Gly Asp Asn
20 25 30

Tyr Val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro GIn Leu Leu
35 40 45

lle Tyr Asp Asn Thr Lys Arg Pro Ser Gly lle Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Thr Leu Gly lle Thr Gly Leu GIn
65 70 75 80

Thr Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu
85 90 95

Ser Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gly
100 105 110

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Gly
115 120 125

Gly Gly Ser Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
130 135 140

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
145 150 155 160

Ser Ser Tyr Ala Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
165 170 175

Glu Trp Val Ser Ala lle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala
180 185 190
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ES 2 547248 T3

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
195 200 205

Thr Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
210 215 220

Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Ala Gly lle Ala Val Ala Gly Thr Gly Phe
225 230 235 240

Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
245 250

<210> 21
<211> 333
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Region variable de la cadena ligera de ESBA512

<400> 21
cagtctgtgc tgacgcagcc gccctcagtg tctgecggecc caggacagaa ggtcaccatc

tcetgetceg gaagceacctc caacattgge gataattatg tatcctggta ccaacaactc
ccaggaacag ccccccaact cctcatttat gacaatacta aacgaccctc agggattcct
gaccggttct ctggctccaa gtctggcacg tcagccaccc tgggcatcac cggactccag
actggggacg aggccgatta ttactgcgceg acctgggata atgataagtg gggtgtggtt
ttcggcggag ggaccaagct cgaggtccta ggt

<210> 22

<211> 366

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> Region variable de la cadena pesada de ESBA512

<400> 22
gaggtgcagc tggtggagtc cgggggaggc ttggtacagc ctggggggtc cctgagactc

tcectgtgcag cctetggatt cacctttage agctatgcca tgagcetgggt ccgeccaggct
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta gtggtggtag cacatactac
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcecgtat attactgcge gegtgatgeg
tggttggatg tgctttcgga tggctttgac tactggggcc agggaaccct ggtcaccgtc
tccteg

<210> 23
<211> 759

28

60

120

180

240

300

333

60

120

180

240

300

360

366
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ES 2 547248 T3

<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Anticuerpo de cadena sencilla

<400> 23
cagtctgtgc tgacgcagcc gecctcagtg tectgecggece caggacagaa ggtcaccatc

tcctgetccg gaagcacctc caacattgge gataattatg tatcctggta ccaacaactc
ccaggaacag ccccccaact cctcatttat gacaatacta aacgaccctc agggattcct
gaccggttct ctggctccaa gtectggcacg tcagccaccce tgggcatcac cggactccag
actggggacg aggccgatta ttactgcgcg acctgggata atgataagtg gggtgtggtt
ttcggcggag ggaccaagct cgaggtccta ggtggtggtg gtggttctgg tggtggtggt
tetggeggeg geggetecag tggtggtgga tecgaggtge agetggtgga gtccggggga
ggcttggtac agcctggggg gtcectgaga ctetectgtg cagectctgg attcaccttt
agcagctatg ccatgagctg ggtccgccag gectccaggga aggggcetgga gtgggtctca
gctattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg ccggttcacc
atctccagag acaattccaa gaacacgctg tatctgcaaa tgaacagcct gagagccgag
gacacggccg tatattactg cgcgcgtgat gcgtggttgg atgtgctttc ggatggcttt
gactactggg gccagggaac cctggtcacc gtctcctcg

<210> 24

<211> 13

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> CDRS3 de la region variable de la cadena pesada de la secciéon de marco 4.4

<400> 24

Asp Ala Gly lle Ala Val Ala Gly Thr Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 25
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la regidn variable de la cadena pesada de H5 SH 2.1

<400> 25
Asp Ala Lys Phe Met Ser Asp Gly lle Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 26
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

29

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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ES 2 547248 T3

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 4.1

<400> 26

Asp Ala Trp Gly Trp Thr lle Leu Ser Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 27
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 5.1

<400> 27

Asp Ala Ala Tyr Met lle Arg Tyr Glu Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 28
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 2.3

<400> 28
Asp Ala Trp lle Tyr Trp Ala Arg Glu Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 29
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 3.3

<400> 29
Asp Ala Cys Met Thr Tyr Ser Arg Glu Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 30
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 5.3

<400> 30

Asp Ala Trp Leu Asp Val Leu Ser Asp Gly Phe Asp Tyr
1 5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

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

<220>
<223>

<400>

ES 2 547248 T3

31

13
PRT
Artificial

CDR3 de la region variable de la cadena pesada de H5 SH 14.3

31

Asp Ala Pro Ser Val Asn Asp Arg Glu Gly Phe Asp Tyr
10

5

32

11

PRT
Avrtificial

CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de WT FW4.4

32

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Val Val
1

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

<220>
<223>

<400>

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

33

11

PRT
Avrtificial

CDRa3 de la regién variable de la cadena ligera de 5.3-9.1

33

Ala Ala Trp Asp Ser Val Lys His Gly Val Val
5

10

34

11

PRT
Atrtificial

CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-21.1

34

Ala Ala Trp Asp Asn Ser Met Arg Gly Val Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5 10

35

11

PRT

Avrtificial

CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-22.1
35

31
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ES 2 547248 T3

Ala Ala Trp Asp Thr Met Arg Tyr Gly Val Val
1 5 10

<210> 36
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-25.1

<400> 36

Ala Ala Trp Asp Thr Thr Arg Val Gly Val Val
1 5 10

<210> 37
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-27.1

<400> 37

Ala Ser Trp Asp Thr Met Leu Lys Gly Val Val
1 5 10

<210> 38
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-28.1

<400> 38
Ala Ser Trp Asp Thr Pro Thr Cys Gly Val Val
1 5 10

<210> 39
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-29.1

<400> 39
Ala Thr Trp Asp lle Ser Arg Cys Gly Val Val
1 5 10

<210> 40
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
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ES 2 547248 T3

<223> CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-46.1
<400> 40

Ala Thr Trp Asp Thr Val Cys Ala Gly Val Val
1 5 10

<210> 41
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-53.1

<400> 41

Ala Thr Trp Asp Val Asp Val Phe Gly Val Val
1 5 10

<210> 42
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-57.1

<400> 42

Ala Thr Trp Asp Asp Val Val Gly Gly Val Val
1 5 10

<210> 43
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-86.1

<400> 43
Ala Ala Trp Asp Ser Phe Tyr Asn Gly Val Val
1 5 10

<210> 44
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-94.1

<400> 44
Ala Ser Trp Asp Thr Leu lle Glu Gly Val Val
1 5 10

<210> 45
<211> 11
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ES 2 547248 T3

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-107.1

<400> 45

Ala Thr Trp Asp Asn Asp Lys Trp Gly Val Val
1 5 10

<210> 46
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-112.1

<400> 46

Ala Ala Trp Asp Ser Thr Thr Cys Gly Val Val
1 5 10

<210> 47
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-113.1

<400> 47

Ala Thr Trp Asp Met Trp Met Lys Gly Val Val
1 5 10

<210> 48
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-117.1

<400> 48
Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Gly Val Val
1 5 10

<210> 49
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-118.1

<400> 49

Ala Ala Trp Asp Trp Val Leu Gly Gly Val Val
1 5 10
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ES 2 547248 T3

<210> 50
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 14.3-6.1

<400> 50

Ala Thr Trp Asp Asn Pro Gly GIn Gly Val Val
1 5 10

<210> 51
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera de 14.3-7.1

<400> 51

Ala Thr Trp Asp Asp Trp Val lle Gly Val Val
1 5 10

<210> 52
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 14.3-8.1

<400> 52

Ala Ser Trp Asp Asp Gin Lys Trp Gly Val Val
1 5 10

<210> 53
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 14.3-9.1

<400> 53
Ala Thr Trp Asp Thr Asn Arg His Gly Val Val
1 5 10

<210> 54
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 14.3-12.1
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ES 2 547248 T3

<400> 54

Ala Ser Trp Asp Asp Leu His lle Gly Val Val
1 5 10

<210> 55
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 14.3-13.1

<400> 55

Ala Ser Trp Asp Glu Glu Ala Trp Gly Val Val
1 5 10

<210> 56
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 14.3-21.1

<400> 56

Ala Thr Trp Asp Tyr lle Lys lle Gly Val Val
1 5 10

<210> 57
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 14.3-48.1

<400> 57

Ala Thr Trp Asp Thr Phe Glu Arg Gly Val Val
1 5 10

<210> 58
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la region variable de la cadena ligera de 14.3-49.1

<400> 58
Ala Thr Trp Asp Ser Asn Leu lle Gly Val Val
1 5 10

<210> 59
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial
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ES 2 547248 T3

<220>
<223> CDRS3 de la region variable de la cadena ligera de 5.3-24.,1

<400> 59

Ala Thr Trp Asp Asn Asn Thr Cys Gly Val Val
1 5 10

<210> 60
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-3.1

<400> 60

Ala Ala Trp Asp Cys Asp lle Asn Gly Val Val
1 5 10

<210> 61
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDRS de la region variable de la cadena ligera de 5.3-8.1

<400> 61

Ala Ser Trp Asp Ser Met Lys lle Gly Val Val
1 5 10

<210> 62
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR3 de la regidn variable de la cadena ligera de 5.3-19.1

<400> 62
Ala Thr Trp Asp Cys Thr Arg Ala Gly Val Val
1 5 10

<210> 63
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv WT (ESBA521)

<400> 63

Ala lle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
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ES 2 547248 T3

Gly

<210> 64
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 1.1

<400> 64

Ala lle Lys Thr Asp Gly GIn Asn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 65
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 17.1

<400> 65

Ala lle Arg Ser Asp Gly Asn Glu Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 66
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 35.1

<400> 66
Ala lle Asn Thr Asn Gly Asn Glu Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 67
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 64.1

<400> 67

Ala lle Ser Thr Asn Gly Lys Glu Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 68
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 130.1

<400> 68

Ala lle Arg Thr GIn Ser GIn Glu Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 69
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 152.1

<400> 69
Ala lle Lys Ser Arg Ser GIn Glu GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 70
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 167.1

<400> 70
Ala lle Lys Ser His Ser GIn GIn GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 71
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
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<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 214.1
<400> 71

Ala lle Asn Ser Glu Gly GIn GIn Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 72
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 225.1

<400> 72
Ala lle Lys Ser Lys Gly GIn Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 73
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regién variable de la cadena pesada de scFv 262.1

<400> 73
Ala lle Arg Thr Asn Ser Glu Glu Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 74
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 265.1

<400> 74

Ala lle Asn Met Lys Gly Asn Asp Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 75
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 43.2

<400> 75

Ala lle Arg Thr Asn Ser Lys Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 76
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regidn variable de la cadena pesada de scFv 70.2

<400> 76
Ala lle Lys Thr Glu Ser GIn GIn Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 77
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 99.2

<400> 77
Ala lle Asn Ser Asn Gly Lys GIn Asp Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 78
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 100.2

<400> 78
Ala lle Lys Thr Asp Gly Asn His Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 79
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 109.2

<400> 79

Ala lle Asp Thr Lys Gly Asn Gly GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 80
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 146.2

<400> 80

Ala lle Arg Ser Asp Ser Ser His Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 81
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regién variable de la cadena pesada de scFv 173.2

<400> 81
Ala lle Asn Thr Lys Ser Asn Glu GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 82
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regién variable de la cadena pesada de scFv 199.2

<400> 82
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ES 2 547248 T3

Ala lle Arg Thr Asp Ser Lys Asn Ser Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 83
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 2.11

<400> 83

Ala lle Arg Thr Asp Ser Lys Glu GIn Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 84
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 19.11

<400> 84

Ala lle Arg Thr Asn Ser Lys Glu Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 85
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDRZ2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 28.11

<400> 85
Ala lle Glu Thr Ser Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 86
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial
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<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 33.11

<400> 86

Ala lle Asn Thr Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 87
<211> 17
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la regidn variable de la cadena pesada de scFv 4.12

<400> 87

Ala lle Asn Thr Arg Gly GIn Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 88
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> CDR2 de la region variable de la cadena pesada de scFv 6.12

<400> 88
Ala lle Ser Thr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
1 5 10 15

<210> 89
<211> 2520
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> vector de expresion pAK400 con la secuencia codificante ESBA521

<400> 89
acccgacacc atcgaatggc gcaaaacctt tcgcggtatg gcatgatage gcccggaaga

gagtcaattc agggtggtga atgtgaaacc agtaacgtta tacgatgtcg cagagtatgc

cggtgtctct tatcagaccg tttcccgegt ggtgaaccag geccagecacg tttctgcgaa

aacgcgggaa aaagtggaag cggcgatggc ggagctgaat tacattccca accgcgtggce

acaacaactg gcgggcaaac agtcgttgct gattggcgtt gccacctcca gtctggecct

gcacgcgcecg tcgcaaattg tcgecggcegat taaatctcge gecgatcaac tgggtgecag
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cgtggtggtg tcgatggtag aacgaagcgg cgtcgaagcec tgtaaagcgg cggtgcacaa
tcttctcgeg caacgegtca gtgggctgat cattaactat ccgctggatg accaggatge
cattgctgtg gaagctgcect gcactaatgt tccggegtta tttcttgatg tctctgacca
gacacccatc aacagtatta ttttctccca tgaagacggt acgcgactgg gcgtggagca
tctggtcgcea ttgggtcacc agcaaatcge getgttageg ggcccattaa gttctgtctc
ggcgcegtctg cgtetggetg getggcataa atatctcact cgcaatcaaa ttcagecgat
agcggaacgg gaaggcegact ggagtgcecat gtccggtttt caacaaacca tgcaaatgct
gaatgagggc atcgttccca ctgcgatgcet ggttgccaac gatcagatgg cgetgggegce
aatgcgcgcc attaccgagt ccgggcetgeg cgttggtgeg gacatctcgg tagtgggata
cgacgatacc gaagacagct catgttatat cccgccgtta accaccatca aacaggattt
tcgectgetg gggcaaacca gegtggaccg cttgetgcaa ctetctcagg geccaggeggt
gaagggcaat cagctgttgc ccgtctcact ggtgaaaaga aaaaccaccc tggcgcccaa
tacgcaaacc gcctctceec gegegttgge cgattcatta atgcagetgg cacgacaggt
ttcccgactg gaaagcgggce agtgageggt acccgataaa agcggctice tgacaggagg
ccgttttgtt ttgcagccca cctcaacgca attaatgtga gttagctcac tcattaggca
ccccaggctt tacactttat gettccggct cgtatgttgt gtggaattgt gagcggataa
caatttcaca caggaaacag ctatgaccat gattacgaat ttctagagaa ggagatatac
atatgaaata cctattgcct acggcagccg ctggattgtt attactcgcg gcccagecgg
ccatggcgga ctacaaagac cagtctgtgc tgacgcagcc gccctcagtg tctgecggecc
caggacagaa ggtcaccatc tcctgctccg gaagcacctc caacattgge gataattatg
tatcctggta ccaacaactc ccaggaacag ccccccaact cctcatttat gacaatacta
aacgaccctc agggattcct gaccggttct ctggctccaa gtctggcacg tcagccaccce
tgggcatcac cggactccag actggggacg aggccgatta ttactgcgcg acctgggata
atgataagtg gggtgtggtt ttcggcggag ggaccaagct cgaggtccta ggtggtggtg
gtggttctgg tggtggtggt tetggeggeg geggetecag tggtggtgga tecgaggtge
agctggtgga gtccggggga ggcttggtac agectggggg gtcecctgaga ctetectgtg
cagcctctgg attcaccttt agcagctatg ccatgagctg ggtccgccag getccaggga
aggggctgga gtgggtctca gctattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact
ccgtgaaggg ccggttcacc atctccagag acaattccaa gaacacgctg tatctgcaaa
tgaacagcct gagagccgag gacacggcecg tatattactg cgcgegtgat gegtggttgg
atgtgctttc ggatggcttt gactactggg gccagggaac cctggtcacc gtctcctegg
cctcgggggce cgatcaccat catcaccatc attagtaagc ttgacctgtg aagtgaaaaa

tggcgcacat tgtgcgacat tttttttgtc tgccgtttac cgctactgeg tcacggatce
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ccacgcgccc tgtagcggceg cattaagcgce ggegggtgtg gtggttacge gcagegtgac

cgctacactt gccagcgcecc tagcgcecegc tectttcgct ttetteectt cctttetege
cacgttcgcc ggctttccece gtcaagctct aaatcggggce atccctttag ggttccgatt
<210> 90

<211> 3319

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> vector de expresion pTFT74 con la secuencia codificante ESBA521

<400> 90
acccgacacc atcgaaatta atacgactca ctatagggag accacaacgg tttcccgaat

tgtgagcgga taacaataga aataattttg tttaacttta agaaggagat atatccatgg
cgcagtctgt gctgacgcag ccgccctcag tgtctgcgge cccaggacag aaggtcacca
tcteetgete cggaagcacc tccaacattg gcgataatta tgtatcectgg taccaacaac
tcccaggaac agccccccaa ctecteattt atgacaatac taaacgaccce tcagggattc
ctgaccggtt ctctggctce aagtctggca cgtcagcecac cctgggcatc accggactcce
agactgggga cgaggccgat tattactgcg cgacctggga taatgataag tggggtgtgg
ttttcggcgg agggaccaag ctcgaggtcc taggtggtgg tggtggttct ggtggtggtg
gttctggegg cggeggetee agtggtggtg gatccgaggt gecagetggty gagtcegggg
gaggcttggt acagcctggg gggtccctga gactctectg tgcagcectct ggattcacct
ttagcagcta tgccatgagc tgggtccgec aggctccagg gaaggggetg gagtgggtct
cagctattag tggtagtggt ggtagcacat actacgcaga ctccgtgaag ggccggttca
ccatctccag agacaattcc aagaacacgc tgtatctgca aatgaacagce ctgagagcecg
aggacacggc cgtatattac tgcgcgcegtg atgcgtggtt ggatgtgctt tcggatggct
ttgactactg gggccaggga accctggtca ccgtctcctc gtagtaagcet tcagtccegg
gcagtggatc cggctgctaa caaagcccga aaggaagcetg agttggctge tgccaccgcet
gagcaataac tagcataacc ccttggggcc tctaaacggg tcttgagggg ttttttgctg
aaaggaggaa ctatatccgg atcgagatcc ccacgegcecc tgtagcggeg cattaagege
ggcgggtgtg gtggttacge gcagegtgac cgctacactt gccagegecc tagegeccge
tectttegct ttetteectt cetttctcge cacgttcgec ggctttceee gtcaagctet
aaatcggggc atccctttag ggttccgatt tagtgcttta cggcacctcg accccaaaaa
acttgattag ggtgatggtt cacgtagtgg gccatcgccc tgatagacgg tttttcgecc
tttgacgttg gagtccacgt tctttaatag tggactcttg ttccaaactg gaacaacact
caaccctatc tcggtctatt cttttgattt ataagggatt ttgccgattt cggcctattg

gttaaaaaat gagctgattt aacaaaaatt taacgcgaat tttaacaaaa tattaacgtt
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tacaatttca ggtggcactt ttcggggaaa tgtgcgcgga acccctattt gtttattttt
ctaaatacat tcaaatatgt atccgctcat gagacaataa ccctgataaa tgcttcaata
atattgaaaa aggaagagta tgagtattca acatttccgt gtcgccctta tteccttttt
tgcggcattt tgccttectg tttttgctca cccagaaacg ctggtgaaag taaaagatge
tgaagatcag ttgggtgcac gagtgggtta catcgaactg gatctcaaca gcggtaagat
ccttgagagt tttcgccceg aagaacgttt tccaatgatg agceactttta aagttctget
atgtggcgceg gtattatcce gtattgacgc cgggcaagag caactcggtc gccgcataca
ctattctcag aatgacttgg ttgagtactc accagtcaca gaaaagcatc ttacggatgg
catgacagta agagaattat gcagtgctgc cataaccatg agtgataaca ctgcggccaa
cttacttctg acaacgatcg gaggaccgaa ggagctaacc gcttttttgc acaacatggg
ggatcatgta actcgccttg atcgttggga accggagcetg aatgaagcca taccaaacga
cgagcgtgac accacgatgc ctgtagcaat ggcaacaacg ttgcgcaaac tattaactgg
cgaactactt actctagctt cccggcaaca attaatagac tggatggagg cggataaagt
tgcaggacca cttctgegct cggeccttce ggetggetgg tttattgetg ataaatctgg
agccggtgag cgtgggtctc geggtatcat tgcagcactg gggccagatg gtaagccctc
ccgtatcgta gttatctaca cgacggggag tcaggcaact atggatgaac gaaatagaca
gatcgctgag ataggtgcct cactgattaa gcattggtaa ctgtcagacc aagtttactc
atatatactt tagattgatt taaaacttca tttttaattt aaaaggatct aggtgaagat
cctttttgat aatctcatga ccaaaatccc ttaacgtgag ttttcgttcc actgagcegtc
agaccccgta gaaaagatca aaggatcttc ttgagatcct ttttttctgc gecgtaatctg
ctgcttgcaa acaaaaaaac caccgctacc ageggtggtt tgtttgccgg atcaagagct
accaactctt tttccgaagg taactggctt cagcagagcg cagataccaa atactgtcct
tctagtgtag ccgtagttag gccaccactt caagaactct gtagcaccgc ctacatacct
cgctctgcta atcctgttac cagtggctgce tgccagtgge gataagtegt gtcttaccgg
gttggactca agacgatagt taccggataa ggcgcagcegg tcgggctgaa cggggggttc
gtgcacacag cccagcttgg agcgaacgac ctacaccgaa ctgagatacc tacagcgtga
gctatgagaa agcgccacgc ttcccgaagg gagaaaggceg gacaggtatc cggtaagegg
cagggtcgga acaggagagc gcacgaggga gcttccaggg ggaaacgcct ggtatcttta
tagtcctgtc gggtttcgec acctctgact tgagcgtcga tttttgtgat getcgtcagg

ggggcggagc ctatggaaaa acgccagcaa cgcggccttt ttacggttce tggccttitg

ctggcectttt gctcacatg

<210> 91
<211> 22
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 91
Val Leu GIn Gly Arg lle Gly Arg Pro
1 5

Leu Glu Tyr lle Ser Ser
20

ES 2 547248 T3

Asp Asn Pro Phe Arg Val Ala
10 15

48



10

15

20

25

30

35

40

45

10.

11.

12.

ES 2 547248 T3

REIVINDICACIONES

Un anticuerpo scFv que se une a la proteina cinasa de linfoma anaplasico (ALK) humana, comprendiendo dicho
anticuerpo scFv

(i) una secuencia de la cadena pesada variable de SEC ID N.°: 4,y
(i) una secuencia de la cadena ligera variable de SEC ID N.°: 5,

uniéndose dicho anticuerpo a un epitopo peptidico de ALK de 16 aminoacidos de SEC ID N.°: 1 con una
afinidad Kq de 10 nM o menor y en donde el anticuerpo no se une a la proteina ALK de ratén.

El anticuerpo scFy de la reivindicacion 1, comprendiendo dicho anticuerpo la estructura NH2-VL-enlazador-
VH-COOH o NH2-VH-enlazador-VL-COOH, en donde el enlazador tiene la secuencia SEC ID N.°: 16.

El anticuerpo scFy de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, estando dicho anticuerpo
radiomarcado o marcado con una toxina.

El anticuerpo scFy de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para uso como un medicamento o
como una herramienta diagndstica.

El uso del anticuerpo scFv de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la produccion de un
medicamento para el tratamiento de canceres o tumores.

El uso segun la reivindicacion 5, en donde el medicamento es adecuado para la inhibicion de la unién de
MK y/o PTN a ALK y/o la sefalizacion mediada por ALK.

El uso de la reivindicacion 5 o 6, en donde el medicamento es adecuado para administrar dicho anticuerpo
scFv junto con un agente anticanceroso, por ejemplo, metotrexato.

El uso de la reivindicacion 5, en donde el tratamiento es un tratamiento de neuroblastoma, glioblastoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de mama, melanoma, cancer de pancreas, LNH de linfocitos B, carcinoma
de tiroides, carcinoma microcitico de pulmoén, retinoblastoma, sarcoma de Ewing, cancer de prostata,
cancer de colon, cancer de pancreas, lipoma, liposarcoma, fibrosacoma, en particular glioblastoma,
neuroblastoma y rabdomiosarcoma.

Una secuencia de ADN que codifica el anticuerpo scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2.
Un vector de expresion que comprende la secuencia de ADN de la reivindicacion 9.

Una célula hospedadora adecuada transformada con el vector de expresion de la reivindicacion 10, en
particular una célula E. coli.

Un método para la producciéon de un anticuerpo scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, que

comprende cultivar la célula hospedadora de la reivindicacion 11 en condiciones que permiten la sintesis
de dicho anticuerpo scFv y recuperarlo de dicho cultivo.
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Fig. 1

hALK

ECD Sitio de unién a PTN DIC

Antigeno diana

* Péptido de 16 aa — GRIGRPDNPFRVALEY
+ Sitio de unién a PTN

» Secuencia de aa unica en el

genoma humano
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Fig. 2
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Aglutinante terciario: especifico para ALK, K, ~ 2-3 nM
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Fig. 3
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Fig. 4

ALK humana
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