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DESCRIPCION
Proteinas de fusion dirigidas/inmunomoduladoras y métodos de preparacion de las mismas
Antecedentes de la invencion
Campo técnico

La presente invencion se refiere generalmente al campo de la generacién de proteinas de fusion que van a usarse
en terapia del cancer, y mas especificamente, a secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas de fusion, en
el que los polipéptidos de fusién o quiméricos comprenden al menos un resto de direccionamiento y al menos un
resto inmunomodulador que contrarresta la tolerancia inmunitaria de las células cancerosas.

Técnica relacionada

El sistema inmunitario proporciona al cuerpo humano un medio para reconocer y defenderse él mismo contra
microorganismos y sustancias reconocidas como extrafias o posiblemente peligrosas. Aunque la inmunoterapia
pasiva del cancer con anticuerpos monoclonales y la transferencia pasiva de linfocitos T para atacar células
tumorales han demostrado eficacia clinica, el objetivo de la vacunacion terapéutica activa para inducir estos
efectores inmunitarios y establecer memoria inmunoldgica contra células tumorales ha seguido siendo desafiante.
Se han identificado varios antigenos especificos de tumor y asociados a tumor, aunque estos antigenos son
generalmente débilmente inmunogénicos y los tumores emplean diversos mecanismos para crear un entorno
tolerogénico que les permite evadir el ataque inmunolégico. Estrategias para vencer tal tolerancia inmunitaria y
activar robustos niveles de anticuerpo y/o respuestas de linfocitos T tienen la llave para la eficaz inmunoterapia
contra el cancer. Mas importante, necesitan explorarse proteinas individuales y como crear un polipéptido quimérico
activo con una estructura terciaria activa.

El documento WO 2011/109789 desvela moléculas quiméricas que comprenden un resto de direccionamiento
fusionado con un resto inmunomodulador, donde: (a) el resto de direccionamiento se une especificamente a una
molécula diana tal como un anticuerpo que se une especificamente a, por ejemplo, EGFR1, Her2/Neu, CD20, y (b)
el resto inmunomodulador se une especificamente a una molécula tal como TGF-beta, TGFbeta RIl, PO-L 1 (B7-H1)
o PD-L2 (87-DC); 4-1 BB (CD 137); ligando de 4-1 BB (4-1 BBL; CD137L).

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona polinucleétidos, ademas de polipéptidos codificados por ellos, que se expresan
en células cancerosas. Estos polinucleétidos y polipéptidos expresados son utiles en una variedad de métodos
terapéuticos para el tratamiento de cancer. La presente invenciéon proporciona ademas métodos de reduccién del
crecimiento de células cancerosas que contrarrestan la tolerancia inmunitaria de células cancerosas, en las que los
linfocitos T siguen estando activos e inhiben el reclutamiento de reguladores T que son conocidos por suprimir la
respuesta del sistema inmunitario al tumor. Asi, los polipéptidos quiméricos generados por las secuencias de
polinucleétidos de la presente invencién son utiles para tratar el cancer debido a la fusién expresada o polipéptidos
quiméricos.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de fusiéon quimérica que consiste en al menos un
resto de direccionamiento para dirigir una célula cancerosa y al menos un resto inmunomodulador que contrarresta
la tolerancia inmunitaria de la célula cancerosa, en el que el resto de direccionamiento y el resto inmunomodulador
estan unidos por un espaciador de aminoacidos de longitud suficiente de restos de aminoacidos de manera que
ambos restos puedan unirse satisfactoriamente a su diana individual, en el que el resto inmunomodulador es TGF-
BRIl que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; en el que el espaciador de aminoacidos es
SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO:11; y en el que el resto de direccionamiento es anti-EGFR1 que consiste en la cadena
pesada SEQ ID NO: 5 y la cadena ligera SEQ ID NO: 6; en el que SEQ ID NO:4 esta unida mediante el espaciador
de aminoacidos al extremo C de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 de anti-EGFR1. Los polipéptidos quiméricos/de
fusion de la invencion son utiles para unirse a un receptor de célula cancerosa y reducir la capacidad de células
cancerosas para evitar una respuesta inmunitaria.

La presente invencién se basa en preparar proteinas quiméricas/de fusién por expresién de polinucleétidos que
codifican las proteinas de fusién que contrarrestan o invierten la tolerancia inmunitaria de células cancerosas. Las
células cancerosas son capaces de escapar de la eliminacion por agentes quimioterapéuticos o anticuerpos dirigidos
a tumor mediante mecanismos inmunosupresores especificos en el microentorno del tumor y tal capacidad de las
células cancerosas es reconocida como tolerancia inmunitaria. Tales mecanismos inmunosupresores incluyen
citocinas inmunosupresoras (por ejemplo, factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)) y linfocitos T
reguladores y/o células dendriticas (DC) mieloides inmunosupresoras. Contrarrestando la tolerancia inmunitaria
inducida por tumor, la presente invencién proporciona composiciones y métodos eficaces para el tratamiento del
cancer, opcional en combinacion con otro tratamiento del cancer existente. La presente invencién proporciona
estrategias para contrarrestar la tolerancia inmunitaria inducida por tumor y potenciar la eficacia antitumoral de la
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quimioterapia activando y haciendo uso de la antitumoral adaptativa mediada por linfocitos T contra células
cancerosas resistentes o diseminadas.

También se desvela una molécula que incluye al menos un resto de direccionamiento fusionado con al menos un
resto inmunomodulador. El resto de direccionamiento se une especificamente a una molécula diana, y el resto
inmunomodulador se une especificamente a una de las siguientes moléculas: (i) Factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-B): (ii) ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1) o ligando 2 de muerte programada 1
(PD-L2); (iii) ligando de activador de receptor del factor nuclear-KB (RANK) (RANKL); (iv) receptor de factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-pR); (v) muerte programada 1 (PD-1); (vi) receptor de 4-1BB o (vii) activador
de receptor de nuclear factor-kB (RANK).

El resto de direccionamiento es un anti-EGFR1 que consiste en la cadena pesada SEQ ID NO: 5 y la cadena ligera
SEQ ID NO: 6.

En todavia un aspecto adicional, se proporciona una proteina de fusién quimérica que consiste en un resto de
direccionamiento para dirigir una célula cancerosa, un resto inmunomodulador que contrarresta la tolerancia
inmunitaria y un espaciador de aminoacidos, en el que el resto de direccionamiento y el resto inmunomodulador
estan unidos por un espaciador de aminoacidos de longitud suficiente de restos de aminoacidos de manera que
ambos restos puedan unirse satisfactoriamente a su diana individual, en el que el resto inmunomodulador es TGF-
BRIl que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; en el que el espaciador de aminoacidos es
SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 11; y en el que el resto de direccionamiento es anti-EGFR1 que consiste en la cadena
pesada SEQ ID NO: 5 y la cadena ligera SEQ ID NO: 6; en el que SEQ ID NO: 4 esta unido mediante el espaciador
de aminoacidos al extremo C de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6 de anti-EGFR1.

El resto de direccionamiento de tumor es anti-EGFR1 que consiste en la cadena pesada SEQ ID NO: 5 y la cadena
ligera SEQ ID NO: 6.

El resto inmunomodulador se une especificamente al factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) y es TGF-
BRII que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

También se desvelan genes optimizados que codifican un polipéptido de fusién segun la invencion para tratar cancer
en un sujeto humano en el que los genes optimizados se han modificado para aumentar la expresion en un sujeto
humano. También se desvelan genes optimizados que comprenden secuencias para codificar un resto de
direccionamiento o un resto inmunomodulador seleccionado de SEQ ID NO: 12 a 28.

También se desvela un vector que comprende genes optimizados para tratar cancer en un sujeto humano, en el que
los genes optimizados se han modificado para aumentar las secuencias de CG. También se desvelan vectores que
incluyen secuencias para codificar al menos un resto de direccionamiento y al menos un resto inmunomodulador
seleccionado de SEQ ID NO: 12 a 28.

También se desvela un método de tratamiento de cancer en un sujeto, comprendiendo el método:

a. proporcionar al menos un vector recombinante que comprende secuencias de nucleétidos que codifican al
menos un resto de direccionamiento y al menos un resto inmunomodulador seleccionados de SEQ ID NO: 12 a
28y

b. administrar el vector recombinante al sujeto en condiciones tales que dichas secuencias de nucleétidos se
expresen a un nivel que produce una cantidad terapéuticamente eficaz de las proteinas de fusién codificadas en
el sujeto.

También se desvela un vector de expresion que comprende polinucleétidos de genes optimizados que codifican al
menos un resto de direccionamiento y al menos un resto inmunomodulador seleccionados de SEQ ID NO: 12 a 28.

También se desvela una célula hospedadora recombinante transfectada con un polinucleétido que codifica un
péptido de proteina de fusion de la presente invencion.

También se desvela un proceso de preparacion de una proteina de fusién de la presente invencién que comprende:

a. transfectar una célula hospedadora con secuencias de polinucleétidos que codifican proteinas de fusion
quiméricas para producir una célula hospedadora transformada, en el que las secuencias de polinucleétidos
codifican al menos un resto de direccionamiento y al menos un resto inmunomodulador seleccionados de
SEQID NO: 12a28;y

b. mantener la célula hospedadora transformada en condiciones bioldgicas suficientes para la expresion del
péptido.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina de fusidon quimérica segun la invencion para su uso
en el tratamiento de una enfermedad neoplasica por cancer. Preferentemente, la proteina de fusién se expresa en
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una célula hospedadora y tales proteinas expresadas se administran en una cantidad terapéutica para reducir los
efectos del cancer en un sujeto en necesidad de la misma.

También se desvela un método de prevencion o tratamiento de una enfermedad neoplasica. El método incluye
administracion a un sujeto en necesidad del mismo de una o mas proteinas de fusién de la invencion, en diversos
aspectos, el sujeto se administra con una o mas moléculas de la invenciéon en combinacion con otra terapia contra el
cancer, en un aspecto, la terapia contra el cancer incluye una molécula quimioterapéutica, anticuerpo, inhibidor de
cinasas de molécula pequefia, agente hormonal o agente citotdxico. La terapia contra el cancer también puede
incluir radiacion ionizante, radiacion ultravioleta, crioablacién, ablacién térmica, o ablacién por radiofrecuencia.

También se desvela un método de preparaciéon de proteinas de fusidon de anticuerpo-péptido terapéuticamente
activas, comprendiendo el método;

a. preparar una secuencia de codén optimizada de dicha proteina de fusion;

b. clonar la secuencia optimizada de dicha proteina de fusién en una célula hospedadora capaz de expresion
transitoria o continuada;

c. cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones adecuadas para cultivar y permitir que la célula
hospedadora exprese la proteina clonada; y

d. someter la proteina expresada a purificacion y opcionalmente comprobar las capacidades de union
biespecifica de la proteina a sus dianas.

La proteina de fusion de anticuerpo-péptido terapéuticamente activa consiste en un resto de direccionamiento para
dirigir una célula cancerosa, un resto inmunomodulador que contrarresta la tolerancia inmunitaria y un espaciador de
aminoacidos, en la que el resto de direccionamiento y el resto inmunomodulador estan unidos por un espaciador de
aminoacidos de longitud suficiente de restos de aminoacidos de manera que ambos restos puedan unirse
satisfactoriamente a su diana individual, en la que el resto inmunomodulador es TGF-BRIl que consiste en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; en la que el espaciador de aminoacidos es SEQ ID NO: 3 o SEQ ID
NO:11; y en la que el resto de direccionamiento es anti-EGFR1 que consiste en cadena pesada SEQ ID NO: 5 y
cadena ligera SEQ ID NO: 6; en la que SEQ ID NO:4 esta unida mediante el espaciador de aminoacidos al extremo
C de SEQ ID NO:5 o0 SEQ ID NO:6 de anti-EGFR1.

El método de la presente invencion proporciona secuencias de nucleétidos que codifican las proteinas de fusion de
anticuerpo-péptido terapéuticamente activas y tal expresion puede realizarse en una linea celular transitoria o una
linea celular estable. La expresion transitoria se lleva a cabo transfectando o transformando el hospedador con
vectores que llevan las proteinas de fusion en células hospedadoras de mamifero

Una vez se expresan los péptidos de fusion, se someten preferentemente a purificacion y pruebas in vitro para
comprobar su biespecificidad, es decir, que tienen la capacidad para unirse a tanto el resto diana como al resto
inmunomodulador. Tales pruebas pueden incluir prueba in vitro tal como ELISA o ensayos de unién de linfocitos
NK/T para validar la unién de diana bi-funcional o estimulacién de células inmunitarias.

En particular, una vez los péptidos de fusion especificos demuestran la bi-especificidad deseada, tales péptidos de
fusion se seleccionan para sub-clonar en una linea celular estable para expresion y purificaciéon a mayor escala.
Tales lineas celulares estables se desvelan previamente, tal como una linea celular de mamifero, que incluye, pero
no se limita, a HEK293, CHO o NSO.

En un aspecto adicional, el medio de cultivo puede mejorarse mediante adiciones a tal medio. Por ejemplo, el medio
de cultivo puede incluir una sal de metal de transicion divalente que se afiade al cultivo celular ya sea inicialmente o
en modo de lotes alimentados para reducir la acumulacion de lactato durante el cultivo y/o reducir la heterogeneidad
de las proteinas de fusién. Una sal de metal de transicién deseable incluye un ién cinc y la adicién del i6n metalico
puede llevarse a cabo durante diferentes fases de la produccion.

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

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las secuencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién anti-
HER2/neu-TGFBRII en la regién constante LC con la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-
HER2/neu (SEQ ID NO: 1) y la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 2) esta unida a restos de aminoacidos
para TGF-BRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector
(SEQ ID NO: 3) esta situado entre la cadena ligera de anti-HER2/neu y TGF-BRIl y se muestra en cursiva.

La Figura 2 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusién anti-EGFR1-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 5) y la secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 6) esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
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(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de anti-EGFR1 y TGF-BRII y se muestra en cursiva.

La Figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion anti-CTLA4-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 7) y la secuencia de
aminodacidos de la cadena ligera de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 8) esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de anti-CTLA4 y TGF-BRIl y se muestra en cursiva.

La Figura 4 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion anti-HER2/neu HC-4-1BB y LC-
TGFBRII con secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién anti-HER2/neu/HC-4-1BB en la que la secuencia de
aminoacidos para la cadena pesada de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 1) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 2) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un
conector (SEQ ID NO: 3) esta situado entre la cadena ligera de anti-HER2/neu y TGF-BRII y se muestra en cursiva.

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién anti-EGFR1 HC-4-1BB y LC-TGFBRII con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-EGFR1-4-1BB en la que la secuencia de
aminoacidos para la cadena pesada de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 5) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 6) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita con un conector
(SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 6 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién anti-CTLA4 HC-4-1BB y LC-TGFBRII con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusidon cadena pesada de anti-CTLA4-4-1BB en la que la secuencia de
aminoacidos para la cadena pesada de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 7) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 8) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita con un conector
(SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-HER2/neu HC-PD1 y LC-TGFBRII
con secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-HER2/neu-PDI en la que la secuencia
de aminoacidos para la cadena pesada de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 1) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 2) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita con un conector
(SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-EGFR1 HC-PD1 y LC-TGFBRII con
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de la proteina de fusién de anti-EGFR1-PDI en la que la secuencia
de aminoacidos de la cadena pesada de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 5) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 6) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita con un conector
(SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 9 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-CTLA4 HC-PD1 y LC-TGFRII con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-CTLA4-PDI en la que la secuencia de
aminoacidos de la cadena pesada de anti-CTLA4 (SEQID NO:7) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en fuente de texto
escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 8) esta unida a restos de
aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita con un conector
(SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 10 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-HER2/neu HC-TGFBRII-4-1BB con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusidon cadena pesada de anti-HER2/neu-TGFBRII-4-1BB en la que la
secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 1 con una Lys adicional en el
extremo C) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRII (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y
que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 2).

La Figura 11 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-EGFR1 HC-TGFBRII-4-1BB con
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secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-EGFR1-TGFBRII-4-1BB en la que la
secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 5 con una Lys adicional en el
extremo C) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRII (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y
que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 6).

La Figura 12 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion anti-CTLA4 HC-TGFBRII-4-1BB con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-CTLA4-TGFBRII-4-1BB en la que la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 7 con una Lys adicional en el extremo
C) estda unida a un conector (SEQID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y
que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 8).

La Figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién anti-HER2/neu HC-TGFBRII-PD1 con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusiéon cadena pesada de anti-HER2/neu-TGFBRII-PD1 en la que la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 1 con una Lys adicional en el
extremo C) esta unida a un conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRII (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD-1 (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y
que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 2).

La Figura 14 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de anti-EGFR1 HC-TGFBRII-PD1 con
secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada de anti-EGFR1-TGFBRII-PD1 en la que la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 5 con una Lys adicional en el extremo
C) estda unida a un conector (SEQID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIlI (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD-1 (resto
inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y
que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 6).

La Figura 15 muestra la proteina de fusion anti-CTLA4 HC-TGFBRII-PD1 con secuencia de aminoacidos de proteina
de fusién cadena pesada anti-CTLA4-TGFBRII-PD1 en la que la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 7 con una Lys adicional en el extremo C) estd unida a un conector (SEQ ID NO: 3)
mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se identifica en negrita y
la secuencia de aminoacidos para PD-1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 8) esta en fuente de texto escrito con
el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de anti-
CTLA4 (SEQ ID NO: 8).

La Figura 16 muestra un fragmento de la secuencia de nucleétidos de la region constante de la cadena pesada de
anti-HER2/neu con conector (SEQ ID NO: 12) y ECD de TGFBRII (SEQ ID NO: 13) que han sido optimizadas en
codones para la expresion en célula CHO.

La Figura 17 muestra la secuencia de nucleétidos de la regiéon variable de la cadena pesada de anti-HER2/neu
(SEQ ID NO: 14), region variable de la cadena ligera de anti-HER2/neu (SEQ ID NO: 15) y regién constante de la
cadena pesada de anti-EGFR1 con conector (SEQ ID NO: 16) que han sido optimizadas en codones para la
expresion en célula CHO.

La Figura 18 muestra la secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada de anti-EGFR1
(SEQ ID NO: 17), region variable de la cadena ligera de anti-EGFR1 (SEQ ID NO: 18), region variable de la cadena
pesada de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 19) y region variable de la cadena ligera de anti-CTLA4 (SEQ ID NO: 20) que
han sido optimizadas en codones para la expresion en célula CHO.

La Figura 19 muestra la secuencia de nucleétidos de la molécula IgG1 anti-CD20 (SEQ ID NO: 21), regién variable
de la cadena pesada de anti-CD20 (SEQ ID NO: 22) y region variable de la cadena ligera de anti-CD20
(SEQ ID NO: 23) que han sido optimizadas en codones para la expresién en célula CHO.

La Figura 20 muestra la secuencia de nucledtidos de 4-1BB (SEQ ID NO: 24) y cadena pesada de anti-IL6R
(SEQ ID NO: 25) que han sido optimizadas en codones para la expresién en célula CHO.

La Figura 21 muestra la secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera de anti-IL6R
(SEQ ID NO: 26), cadena pesada de anti-4-1BB (SEQ ID NO: 27) y region variable de la cadena ligera de anti-4-1BB
(SEQ ID NO: 28) que han sido optimizadas en codones para la expresién en célula CHO.

La Figura 22 muestra el analisis de anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII purificadas en proteina A al
12 % de PAGE
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La Figura 23A muestra muestras de anti-HER2/neu-TGFBRII analizadas por cromatografia en proteina A/SEC y B
muestras de anti-EGFR1-TGFBRII analizadas por cromatografia en proteina A/SEC.

La Figura 24A muestra que las moléculas anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII se unen a TGFf que
indica que la proteina de fusién es funcional y B muestra que anti-HER2-TGFBRII inhibe la proliferacién de la linea
celular BT474 similar a Bmab200 (Herceptin).

La Figura 25 muestra que anti-EGFR1-TGFBRII inhibe la proliferacion de la linea celular A431 similar a Cetuximab.

La Figura 26 muestra que la actividad de ADCC de anti-HER2-TGFBRII en células BT474 es similar a la de
Bmab200 (Herceptin).

La Figura 27 muestra la actividad de ADCC de anti-EGFR1-TGFBRII en células A431 en las que las actividades de
ADCC son similares a las de Cetuximab.

La Figura 28 muestra la actividad de ADCC de actividad de ADCC de anti-EGFR1-4-1BB en comparacién con anti-
EGFR1-TGFBRII y cetuximab.

La Figura 29A muestra que la actividad de unién de anti-CTLA4-TGFBRIl a TGFB1 es comparable a anti-EGFR1-
TGFBRIl y B muestra la actividad de union de anti-CTLA4-TGFBRIlI a CTLAA4.

La Figura 30A muestra la actividad de union de anti-CTLA4-TGFBRII para determinar el nivel de uniéon de PD1-Fc y
B muestra la actividad de unién de anti-EGRF1-4-1BB para determinar la unién de 4-1BBL.

La Figura 31 muestra la actividad de unién de anti-EGFR1-4-1BB a EGFR y B muestra la actividad de unién de PD1-
Fc-4-1BB para encontrar PDL1-Fc.

La Figura 32 muestra la actividad de union de anti-EGFR1-PD1 a EGFR y PD1.
La Figura 33 muestra fotografias de proteinas expresadas y alquilacion de reduccion de las mismas.

La Figura 34A muestra el espectro de masas espectro de masas de la cadena ligera (LC) (reducido) de la fusion
anti-HER2/neu-ECD de TGFBRII y B muestra el espectro de masas de LC (reducido) deconvolucionado de la fusién
anti-HER2/neu-ECD de TGFBRII.

La Figura 35 muestra el espectro de masas de la cadena pesada (HC) (reducido) de la fusion anti-HER2/neu-ECD
de TGFBRII.

La Figura 36A muestra el espectro de masas de LC (reducido) de anti-EGFR1-ECD de TGFBRIl y B muestra el
espectro de masas de LC (reducido) deconvolucionado de anti-EGFR1-ECD de TGFBRII.

La Figura 37 muestra el espectro de masas de HC (reducido) de anti-EGFR1-ECD de TGFfRII.

La Figura 38A muestra el cromatograma de UV de péptidos tripticos de la proteina de fusion anti-HER2/neu-ECD de
TGFBRIl y B muestra el cromatograma ionico total (TIC) de péptidos tripticos de la proteina de fusion anti-
HER2/neu-ECD de TGFBRII.

Las Figuras 39, 40 y 41 proporcionan listas de péptido triptico esperado/observado de la cadena ligera, cadena
pesada y motivo unido de la proteina de fusion anti-HER2/neu-ECD de TGFBRII, respectivamente.

La Figura 42A muestra el cromatograma de UV de péptidos tripticos de la proteina de fusion anti-EGFR1-ECD de
TGFBRIl y B muestra el cromatograma iénico total (TIC) de péptidos tripticos de la proteina de fusién anti-EGFR1-
ECD de TGFBRIL.

La Figura 43 proporciona una lista de péptido triptico esperado/observado de la cadena ligera de la proteina de
fusion anti-EGFR1-ECD de TGFRRIL.

La Figura 44 muestra la lista de péptido triptico esperado/observado de la cadena pesada de la proteina de fusion
anti-EGFR1-ECD de TGFBRII.

La Figura 45 muestra la lista de péptido triptico esperado/observado de la cadena pesada de la proteina de fusion
anti-EGFR1-ECD de TGFBRII.

La Figura 46 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion cantuzumab-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de cantuzumab (SEQ ID NO: 29) y secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de cantuzumab (SEQ ID NO: 30) unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
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(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de cantuzumab y TGF-BRIl y se muestra en cursiva.

La Figura 47 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion cixutumumab-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de cixutumumab (SEQ ID NO: 31) y secuencia de
aminodacidos de la cadena ligera de cixutumumab (SEQ ID NO: 32) unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de cixutumumab y TGF-BRIl y se muestra en cursiva.

La Figura 48 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion clivatuzumab-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de clivatuzumab (SEQ ID NO: 33) y secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de clivatuzumab (SEQ ID NO: 34) unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de clivatuzumab y TGF-BRIl y se muestra en cursiva.

La Figura 49 muestra las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusion pritumumab-TGFBRII en la region
constante LC con secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de pritumumab (SEQ ID NO: 35) y secuencia de
aminoacidos de la cadena ligera de pritumumab (SEQ ID NO: 36) unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII
(resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita y en las que un conector (SEQ ID NO: 3) esta
situado entre la cadena ligera de pritumumab y TGF-BRII y se muestra en cursiva.

La Figura 50 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cantuzumab HC-4-1BB y LC-TGF{RIl en
la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cantuzumab (SEQ ID NO: 29) esta unida a un
conector (SEQID NO: 3) que se muestra en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador)
(SEQ ID NO: 9) esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de cantuzumab
(SEQ ID NO: 30) esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4)
identificados en negrita con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 51 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cixutumumab HC-4-1BB y LC-TGFBRII
en la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cixutumumab (SEQ ID NO: 31) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de cixutumumab (SEQ ID NO: 32)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 52 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién clivatuzumab HC-4-1BB y LC-TGFBRII
en la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de clivatuzumab (SEQ ID NO: 33) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de clivatuzumab (SEQ ID NO: 34)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 53 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion pritumumab HC-4-1BB y LC-TGF@RIl en
la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de pritumumab (SEQ ID NO: 35) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de pritumumab (SEQ ID NO: 36)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 54 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusiéon cantuzumab - HC-PD1 y LC-TGF{RIl en
la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cantuzumab (SEQ ID NO: 29) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de cantuzumab (SEQ ID NO: 30)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 55 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cixutumumab - HC-PD1 y LC-TGFRRII
en la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cixutumumab (SEQ ID NO: 31) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de cixutumumab (SEQ ID NO: 32)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 56 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién clivatuzumab - HC-PD1 y LC-TGFBRII
en la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de clivatuzumab (SEQ ID NO: 33) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10)
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esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de clivatuzumab (SEQ ID NO: 34)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 57 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién pritumumab - HC-PD1 y LC-TGFBRII en
la que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de pritumumab (SEQ ID NO: 35) esta unida a un
conector (SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10)
esta en fuente de texto escrito y la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de pritumumab (SEQ ID NO: 36)
esta unida a restos de aminoacidos para TGF-BRII (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) identificados en negrita
con un conector (SEQ ID NO: 3) entremedias.

La Figura 58 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cantuzumab HC-TGFBRII-4-1BB en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cantuzumab (SEQ ID NO: 29) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de cantuzumab (SEQ ID NO: 30).

La Figura 59 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cixutumumab HC-TGFBRII-4-1BB en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cixutumumab (SEQ ID NO: 31) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de cixutumumab (SEQ ID NO: 32).

La Figura 60 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion clivatuzumab HC-TGFBRII-4-1BB en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de clivatuzumab (SEQ ID NO: 33) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de clivatuzumab (SEQ ID NO: 34).

La Figura 61 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion pritumumab HC-TGFBRII-4-1BB en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de pritumumab (SEQ ID NO: 35) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para 4-1BB (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 9) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de pritumumab (SEQ ID NO: 36).

La Figura 62 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cantuzumab HC-TGFBRII-PD1 en la que
la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cantuzumab (SEQ ID NO: 29) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de cantuzumab (SEQ ID NO: 30).

La Figura 63 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cixutumumab HC-TGFBRII-PD1 en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de cixutumumab (SEQ ID NO: 31) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de cixutumumab (SEQ ID NO: 32).

La Figura 64 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion clivatuzumab HC-TGFBRII-PD1 en la
que la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de clivatuzumab (SEQ ID NO: 33) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de clivatuzumab (SEQ ID NO: 34).

La Figura 65 muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion pritumumab HC-TGFBRII-PD1 en la que
la secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de pritumumab (SEQ ID NO: 35) esta unida a un conector
(SEQ ID NO: 3) mostrado en cursiva y la secuencia para TGFBRIl (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 4) se
identifica en negrita y la secuencia de aminoacidos para PD1 (resto inmunomodulador) (SEQ ID NO: 10) esta en
fuente de texto escrito con el conector entremedias (SEQ ID NO: 11) y que incluye la secuencia de aminoacidos de
la cadena ligera de pritumumab (SEQ ID NO: 36).
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Descripcion detallada de la invenciéon

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro de la
experiencia de la materia. Véanse, por ejemplo, Sambrook, et al. MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, 22 edicion (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds.,
(1987)); la serie METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, B. D. Hames and G. R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A
LABORATORY MANUAL, y ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney, ed. (1987)).

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el significado comunmente entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente
invencion. La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones particulares solo
y no pretende ser limitante de la invencién. Como se usa en la descripcion de la invencion y las reivindicaciones

adjuntas, las formas en singular "un", "una" y "el" y "la" pretenden incluir las formas en plural también, a menos que
el contexto indique claramente de otro modo. Los siguientes términos tienen los significados dados:

El término "polinucledtido”, como se usa en el presente documento, significa una secuencia de nucleotidos
conectada por enlaces fosfodiéster. Los polinucleétidos se presentan en el presente documento en la direccién de
direccion 5' a 3'. Un polinucleétido de la presente invencion puede ser una molécula de acido desoxirribonucleico
(ADN) o molécula de acido ribonucleico (ARN). Donde un polinucleétido es una molécula de ADN, esa molécula
puede ser un gen o una molécula de ADNc. Bases de nucledtidos se indican en el presente documento por el cédigo
de una sola letra: adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina (1) y uracilo (U). Un polinucleétido de la
presente invencion puede prepararse usando técnicas convencionales muy conocidas para un experto en la materia.

El término "optimizado", como se usa en el presente documento, significa que una secuencia de nucledétidos ha sido
alterada para codificar una secuencia de aminoacidos usando codones que son preferidos en la célula u organismo
de produccion, generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de Pichia, una célula de Trichoderma,
una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La secuencia optimizada de nucleotidos se
manipula para retener completamente o en la medida de lo posible la secuencia de aminoacidos originalmente
codificada por la secuencia de nucleétidos de partida, que también se conoce como la secuencia "parental". Las
secuencias optimizadas en el presente documento han sido manipuladas para tener codones que se prefieren en
células CHO de mamifero; sin embargo, también se prevé la expresion optimizada de estas secuencias en otras
células eucariotas en el presente documento. Las secuencias de aminoacidos codificadas por secuencias de
nucledtidos optimizadas también se denominan optimizadas. El término "expresién", como se usa en el presente
documento, se define como la transcripcion y/o traduccion de una secuencia de nucleétidos particular accionada por
Su promotor.

El término "transfeccion" de una célula, como se usa en el presente documento, significa que el material genético se
introduce en una célula con el fin de modificar genéticamente la célula. La transfeccion puede llevarse a cabo
mediante una variedad de medios conocidos en la técnica, tales como transduccién o electroporacion.

El término "cancer", como se usa en el presente documento, se define como enfermedad caracterizada por el
crecimiento rapido e incontrolado de células aberrantes. Las células cancerosas pueden extenderse localmente o a
través de la circulacién sanguinea y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo. Ejemplos de diversos canceres
incluyen, pero no se limitan a, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino,
cancer de piel, cancer ocular, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cancer renal, cancer de higado, cancer
cerebral, linfoma, leucemia, cancer de pulmén y similares.

El término "transgén" se usa en un sentido amplio para significar cualquier secuencia de nucleétidos heteréloga
incorporada en un vector para la expresidon en una célula diana y secuencias de control de la expresion asociadas,
tales como promotores. Se aprecia por aquellos expertos en la materia que las secuencias de control de la expresion
se seleccionaran basandose en la capacidad para promover la expresion del transgén en la célula diana. Un ejemplo
de un transgén es un acido nucleico que codifica una proteina de fusion quimérica de la presente invencion.

El término "vector de expresion”, como se usa en el presente documento, significa un vector que contiene una
secuencia de acidos nucleicos que codifica al menos parte de un producto génico capaz de ser transcrito. Los
vectores de expresion pueden contener una variedad de secuencias de control, que se refieren a secuencias de
acidos nucleicos necesarias para la transcripcion y posiblemente traduccion de una secuencia codificante
operativamente unida en un organismo hospedador particular. Ademas de secuencias de control que gobiernan la
transcripcion y traduccion, vectores y vectores de expresion pueden contener secuencias de acidos nucleicos que
también sirven a otras funciones. El término también incluye un plasmido o virus recombinante que comprende un
polinucledtido que va a administrarse en una célula hospedadora, ya sea in vitro o in vivo. Preferentemente, la célula
hospedadora es una linea celular transitoria o una linea celular estable y mas preferentemente una célula
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hospedadora de mamifero y se selecciona del grupo que consiste en HEK293, CHO y NSO.

El término "sujeto," como se usa en el presente documento, significa un animal humano o vertebrado que incluye un
perro, gato, caballo, vaca, cerdo, oveja, cabra, pollo, mono, rata y ratén.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, significa la cantidad del
compuesto objeto que provocara la respuesta bioldégica o médica de un tejido, sistema, animal o humano que esta
siendo buscada por el investigador, veterinario, doctor médico u otro profesional clinico.

El término "farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, significa que el vehiculo,
diluyente o excipiente debe ser compatible con los otros componentes de formulacién y no perjudicial para el
receptor de la misma.

El término "recombinante”, como se usa en el presente documento, significa una entidad genética distinta de la
generalmente encontrada en la naturaleza. Como se aplica a un polinucledtido o gen, esto significa que el
polinucleétido es el producto de diversas combinaciones de etapas de clonacion, restriccion y/o ligacion, y otros
procedimientos que producen la produccién de una construccién que es distinta de un polinucleétido encontrado en
la naturaleza.

El término "identidad sustancial" o "similitud sustancial", como se usa en el presente documento cuando se refiere a
un acido nucleico o fragmento del mismo, indica que cuando se alinea éptimamente con inserciones o deleciones de
nucledtidos apropiadas con otro acido nucleico (o su hebra complementaria), existe identidad de secuencia de
nucledtidos en al menos aproximadamente del 95 al 99 % de la secuencia.

El término "péptido", "polipéptido” y "proteina” se usan indistintamente para indicar un polimero de secuencia de al
menos dos aminoacidos covalentemente unidos por un enlace amida.

El término "homologo", como se usa en el presente documento y se refiere a péptidos, se refiere a similitud de
secuencias de aminoacidos entre dos péptidos. Cuando una posicion de aminoacido en ambos de los péptidos esta
ocupada por aminoacidos idénticos, son homdlogos en esa posicion. Asi, por "sustancialmente homodlogo" significa
una secuencia de aminoacidos que es ampliamente, pero no completamente, homéloga, y que retiene la mayor
parte o toda de la actividad de la secuencia a la que es homdloga. Como se usa en el presente documento,
"sustancialmente homdlogo", como se usa en el presente documento, significa que una secuencia es al menos el
50 % idéntica, y preferentemente al menos el 75 % y mas preferentemente el 95 % de homologia con el péptido de
referencia. Modificacion de secuencias de péptidos adicional estan incluida, tales como variaciones, deleciones,
sustituciones o derivatizaciones menores de la secuencia de aminoacidos de las secuencias desveladas en el
presente documento, mientras que el péptido tenga sustancialmente la misma actividad o funcién que los péptidos
sin modificar. En particular, un péptido modificado retendra actividad o funcién asociada al péptido sin modificar, el
péptido modificado generalmente tendra una secuencia de aminoacidos "sustancialmente homdloga" a la secuencia
de aminoacidos de la secuencia sin modificar.

El término "administrar", como se usa en el presente documento, se define como la introduccion fisica real de la
composicion en o sobre (segun convenga) el sujeto hospedador. Todos y cada uno de los métodos de introduccion
de la composicion en el sujeto se contemplan segun la presente invencion; el método no depende de cualquier
medio particular de introduccion y no debe interpretarse asi. Los medios de introduccion son muy conocidos para
aquellos expertos en la materia, y preferentemente, la composicion se administra por via subcutanea o por via
intratumoral. Un experto en la materia reconocera que, aunque puede usarse mas de una via para administracion,
una via particular puede proporcionar una reaccion mas inmediata y mas eficaz que otra via. Puede llevarse a cabo
administracion local o sistémica por administracién que comprende administracién o instilacién de inmunovacunas
en cavidades del cuerpo, inhalaciéon o insuflacién de un aerosol, o por introduccién parenteral, que comprende
administraciéon intramuscular, intravenosa, intraportal, intrahepatica, peritoneal, subcutanea o intradérmica. En el
supuesto caso de que el tumor esté en el sistema nervioso central, la composicién debe administrarse por via
intratumoral debido a que no existe sensibilizaciéon del sistema inmunitario en el sistema nervioso central.

Aunque los agentes quimioterapéuticos pueden inducir muerte de células tumorales "inmunogénica" y facilitar la
presentacion cruzada de antigenos por células dendriticas, los tumores crean un entorno tolerogénico que les
permite suprimir la activacion de respuestas inmunitarias innatas y adaptativas y evadir el ataque inmunolégico por
células efectoras inmunitarias. La presente invencidon proporciona estrategias para contrarrestar la tolerancia
inmunitaria inducida por tumor en el microentorno del tumor y puede potenciar la eficacia antitumoral de la
quimioterapia activando y haciendo uso de la inmunidad antitumoral adaptativa mediada por linfocitos T contra
células cancerosas diseminadas.

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que los anticuerpos o proteinas de fusion
inmunomoduladores dirigidos de la presente invencién pueden contrarrestar o invertir la tolerancia inmunitaria de las
células cancerosas. Las células cancerosas son capaces de escapar de la eliminacion por agentes
quimioterapéuticos o anticuerpos dirigidos a tumor mediante mecanismos inmunosupresores especificos en el
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microentorno del tumor y tal capacidad de las células cancerosas es reconocida como tolerancia inmunitaria.
Contrarrestando la tolerancia inmunitaria inducida por tumor, la presente invencién proporciona composiciones y
métodos eficaces para el tratamiento de cancer, opcional en combinacién con otro tratamiento para el cancer
existente.

La presente divulgacion proporciona composiciones y métodos de produccion de proteinas de fusion que
contrarrestan la tolerancia inmunitaria en el microentorno del tumor y promueven la inmunidad antitumoral adaptativa
mediada por linfocitos T para el mantenimiento de proteccion duradera a largo plazo contra canceres recurrentes o
diseminados. Estas proteinas de fusién se disefian para facilitar las respuestas inmunitarias de linfocitos T a largo
plazo eficaces contra células tumorales por al menos uno de los siguientes:

a. promover la muerte de células tumorales mediante potenciamiento de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC); y

b. aumentar la activacion y proliferacion de linfocitos T CD8+ antitumorales por negacion de la supresion
inmunitaria mediada por linfocitos T reguladores y células supresoras mieloides. Estas respuestas inmunitarias
antitumorales pueden activarse en tandem con la sensibilizacion de células tumorales a citotoxicidad mediada
por efectores inmunitarios, estableciéndose asi un bucle de retroalimentaciéon positiva que aumenta la
citorreduccion tumoral y refuerza la inmunidad antitumoral adaptativa.

Ademas, las proteinas de fusion de la presente invencion se distinguen de y son superiores a las moléculas
terapéuticas existentes en al menos uno de los siguientes aspectos: (i) Para contrarrestar la tolerancia inmunitaria en
el microentorno del tumor y promover la inmunidad antitumoral adaptativa mediada por linfocitos T para el
mantenimiento de protecciéon a largo plazo contra canceres recurrentes o diseminados (para la prevencion o
tratamiento de diversos canceres); (i) Para producir composiciones de células inmunitarias para terapia celular
adoptiva de diversos canceres; y (iii) Para servir de adyuvantes o vacunas inmunitarios para la profilaxis de diversos
canceres o enfermedades infecciosas.

Los anticuerpos y/o proteinas de fusion inmunoestimulantes dirigidos de la invencion proporcionan la capacidad de
alterar las redes inmunosupresoras en el microentorno del tumor. Los tumores emplean una amplia matriz de
mecanismos reguladores para evitar o suprimir la respuesta inmunitaria. Células cancerosas promueven
activamente la tolerancia inmunitaria en el microentorno del tumor mediante la expresion de citocinas y moléculas
que inhiben la diferenciacién y maduracion de células dendriticas (DC) presentadoras de antigeno. Las citocinas
inmunosupresoras y ligandos producidos por células tumorales incluyen los siguientes: (i) Factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-B); (ii) ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1; B7-H1); (iii) factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF); y (iv) interleucina-10 (IL-10).

Ademas de bloquear la maduracion de células dendriticas (DC), estas moléculas promueven el desarrollo de
subconjuntos especializados de linfocitos T CD4" inmunosupresores (linfocitos T reguladores; linfocitos Treg) y
células supresoras derivadas de mieloide (MDSC). Tregs son una sub-poblacién minoritaria de linfocitos T CD4" que
expresan constitutivamente CD25 [la cadena cc del receptor de interleucina-2 (IL-2)] y el factor de transcripcion de la
caja forkhead P3 (FOXP3). Los Tregs (linfocitos CD4+CD25+FoxP3+) mantienen la tolerancia inmunitaria
restringiendo la activacion, proliferacion y funciones efectoras de una amplia gama de células inmunitarias, que
incluyen linfocitos T CD4 y CDS, linfocitos citoliticos espontaneos (NK) y NKT, linfocitos B y células presentadoras
de antigenos (APC) in vitro e in vivo.

La acumulacion de linfocitos Treg en el microentorno del tumor refuerza la tolerancia inmunitaria del tumor y facilita
la progresion y metastasis del tumor. El aumento de expresion de citocinas inmunosupresoras (TGF-§3; PD-L1) y
Tregs infiltrantes de tumor se correlaciona con una reduccion de la supervivencia de pacientes con diversos tipos de
canceres. Las proteinas de fusion de la presente invencién inhiben moléculas inmunosupresoras clave expresadas
por la célula tumoral dirigida o linfocitos Treg infiltrantes de tumor y células supresoras de mieloide (DCs o MDSC).
Como tales, proporcionan la capacidad dirigida para inhibir el desarrollo o funcion de Tregs dentro del microentorno
del tumor.

La presente divulgaciéon proporciona un método de prevenciéon o tratamiento de una enfermedad neoplasica. El
método incluye la administracion a un sujeto en necesidad del mismo de una o mas proteinas de fusion de la
presente invencién en combinacién con otra terapia contra el cancer, en el que la terapia contra el cancer es una
molécula quimioterapéutica, anticuerpo, inhibidor de cinasas de molécula pequefia, agente hormonal, agente
citotoxico, agente terapéutico dirigido, agente antiangiogénico, radiacion ionizante, radiacion ultravioleta,
crioablacién, ablacién térmica, o ablacién por radiofrecuencia.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo” incluye anticuerpos mono- o polivalentes naturales o
artificiales que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, multiespecificos, humanos,
humanizados o quiméricos, anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab, fragmentos F(ab), fragmentos producidos
por una biblioteca de expresion de Fab, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos
anti-ld contra anticuerpos de la invencion) y fragmentos de uniéon a epitope de cualquiera de los anteriores. El
anticuerpo puede ser de cualquier origen animal que incluye aves y mamiferos. En un aspecto, el anticuerpo es, o
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deriva de, un ser humano, murino (por ejemplo, ratén y rata), burro, oveja, conejo, cabra, cobaya, camello, caballo, o
pollo. Ademas, tal anticuerpo puede ser una version humanizada de un anticuerpo. El anticuerpo puede ser
monoespecifico, biespecifico, triespecifico, o de mayor multiespecificidad. El anticuerpo en el presente documento
incluye especificamente un anticuerpo "quimérico" en el que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica
u homodloga a secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a
una clase o subclase particular de anticuerpo, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homologo a
secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otras especies o que pertenecen a otra clase o subclase
de anticuerpo, ademas de fragmentos de tales anticuerpos, mientras que presenten la actividad biolégica deseada.

Ejemplos de anticuerpos que pueden incorporarse en las composiciones y métodos desvelados en el presente
documento incluyen, pero no se limitan, a anticuerpos tales como trastuzumab (anticuerpo anti-HER2/neu);
pertuzumab (mAb anti-HER2); cetuximab (anticuerpo monoclonal quimérico contra el receptor de factor de
crecimiento epidérmico EGFR): panitumumab (anticuerpo anti-EGFR); nimotuzumab (anticuerpo anti-EGFRY);
zalutumumab (mAb anti-EGFR); necitumumab (mAb anti-EGFR); MDX-210 (anticuerpo biespecifico anti-HER-2
humanizado); MDX-210 (anticuerpo biespecifico anti-HER-2 humanizado); MDX-447 (anticuerpo biespecifico anti-
receptor de EGF humanizado); rituximab (mAb anti-CD20 murino/humano quimérico); obinutuzumab (mAb anti-
CD20); ofatumumab (mAb anti-CD20); tositumumab-1131 (mAb anti-CD20); ibritumomab tiuxetan (mAb anti-CD20);
bevacizumab (mAb anti-VEGF); ramucirumab (mAb anti-VEGFR?2); ranibizumab (mAb anti-VEGF); aflibercept
(dominios extracelulares de YEGFR1 y VEGFR2 fusionados con Fc de 1gG1); AMG386 (péptido de unién a
angiopoyetina-1 y -2 fusionado con Fc de IgG1); dalotuzumab (mAb anti-IGF-1R); gemtuzumab ozogamicina (mAb
anti-CD33); alemtuzumab (mAb anti-Campath-1/CD52); brentuximab vedotin (mAb anti-CD30); catumaxomab (mAb
biespecifico que se dirige a la molécula de adhesién a células epiteliales y CD3); naptumomab (mAb anti-5T4);
girentuximab (anti-anhidrasa carbonica ix); o farletuzumab (anti-receptor de folato). Otros ejemplos incluyen
anticuerpos tales como Panorex™ (17-1 A) (anticuerpo monoclonal murino); Panorex (@ (17-1 A) (anticuerpo
monoclonal murino quimérico); BEC2 (mAb anti-idiotipico, imita al epitope GD) (con BCG): Oncolym (anticuerpo
monoclonal contra Lym-1); Ab SMART M 1 95, 13' 1 LYM-1 humanizado (Oncolym), Ovarex (B43,13, mAb de raton
anti-idiotipico); mAb 3622W94 que se une a EGP40 (17- 1 A), antigeno pancarcinoma en adenocarcinomas;
Zenapax (SMART anti-Tac (receptor de IL-2); Ab SMART M1 95, Ab humanizado, humanizado); NovoMAb-G2 (Ab
especifico de pancarcinoma); TNT (mAb quimérico contra antigenos de histona); TNT (mAb quimérico contra
antigenos de histona); GJiomab-H (Abs monoclonales humanizados); Mab GN1-250; EMD-72000 (antagonista de
EGF quimérico); LymphoCide (anticuerpo IL.L.2 humanizado); y MDX-260 biespecifico, dianas GD-2, Ab ANA, Ab
SMART IDiO, Ab SMART ABL 364 o ImmuRAIT-CEA.

Se han empleado diversos métodos para producir anticuerpos. La tecnologia de hibridomas, que se refiere a una
linea celular clonada que produce un Unico tipo de anticuerpo, usa células de diversas especies, que incluyen
ratones (murina), hamsteres, ratas y seres humanos. Otro método de preparacién de un anticuerpo usa ingenieria
genética que incluye técnicas de ADN recombinante. Por ejemplo, anticuerpos preparados a partir de estas técnicas
incluyen, entre otros, anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Un anticuerpo quimérico combina ADN
que codifica regiones de mas de un tipo de especie. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede derivar de la region
variable de un ratébn y la region constante de un ser humano. Un anticuerpo humanizado procede
predominantemente de un ser humano, aun cuando no contenga porciones no humanas. Al igual que un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humanizado puede contener una regidon constante completamente humana. Pero a
diferencia de un anticuerpo quimérico, la region variable puede derivar parcialmente de un ser humano. Las
porciones sintéticas no humanas de un anticuerpo humanizado frecuentemente proceden de CDR en anticuerpos
murinos. En cualquier caso, estas regiones son cruciales para permitir que el anticuerpo reconozca y se una a un
antigeno especifico.

En una realizaciéon, un hibridoma puede producir una proteina de fusién dirigida que comprende un resto de
direccionamiento y un resto inmunomodulador. El resto de direccionamiento de la proteina de fusién quimérica de la
invencion esta unido o fusionado con el resto inmunomodulador con un conector en el que el espaciador de
aminoacidos es GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 3) o EPKSCDK (SEQ ID NO: 11).

Un fragmento de anticuerpo puede incluir una porciéon de un anticuerpo intacto, por ejemplo que incluye la unién al
antigeno o region variable del mismo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab')2
y Fv; fragmentos Fc o productos de fusion de Fc; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de una
sola cadena; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmento(s) de anticuerpo. Un anticuerpo intacto
es uno que incluye una region variable de unién al antigeno, ademas de un dominio constante de la cadena ligera
(CL) y dominios constantes de la cadena pesada, CH1, CH2 y CH3. Los dominios constantes pueden ser dominios
constantes de la secuencia nativa (por ejemplo, dominios constantes de la secuencia nativa humana) o variante de
la secuencia de aminoacidos de los mismos o cualquier otro Fc modificado (por ejemplo, glucosilacion u otro Fc
modificado).

Las proteinas de fusidon quiméricas de la presente invencién pueden sintetizarse por técnicas convencionales
conocidas en la técnica, por ejemplo, por sintesis quimica tal como sintesis de péptidos en fase soélida. Tales
métodos son conocidos para aquellos expertos en la materia. En general, estos métodos emplean o bien métodos
de sintesis en fase sdlida o en fase de disoluciéon, muy conocidos en la técnica. Especificamente, los métodos
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comprenden la adicion secuencial de uno o mas aminoacidos o aminoacidos adecuadamente protegidos a un
cadena de péptido en crecimiento. Normalmente, o bien el grupo amino o carboxilo del primer aminoacido se
protege por un grupo protector adecuado. El aminoacido protegido o derivado puede entonces o bien unirse a un
soporte solido inerte o utilizarse en solucién afiadiendo el siguiente aminoacido en la secuencia que tiene el grupo
complementario (amino o carboxilo) adecuadamente protegido, en condiciones adecuadas para formar el enlace
amida. El grupo protector se elimina entonces de este resto de aminoacido recién afiadido y entonces se afiade el
siguiente aminoacido (adecuadamente protegido), etc. Después de que todos los aminoacidos deseados se hayan
unido en la secuencia apropiada, cualquier grupo protector restante y cualquier soporte solido se eliminan ya sea
secuencialmente o simultaneamente para proporcionar el polipéptido final. Por modificacién simple de este
procedimiento general, es posible afiadir mas de un aminoacido de una vez a una cadena en crecimiento, por
ejemplo, acoplando (en condicién que no racemice los centros quirales) un tripéptido protegido con un dipéptido
apropiadamente protegido para formar, después de la desproteccion, un pentapéptido.

Grupos protectores tipicos incluyen t-butiloxicarbonilo (Boc), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), benxiloxicarbonilo
(Cbz), p-toluenosulfonilo (Tos); 2,4-dinitrofenilo, bencilo (Bzl), bifenilisopropiloxi-carboxicarbonilo, ciclohexilo,
isopropilo, acetilo, o-nitrofenilsulfonilo, y similares. De estos, se prefieren Boc y Fmoc.

Soportes sélidos tipicos son generalmente materiales poliméricos reticulados. Estos incluyen polimeros basados en
estireno reticulados con divinilbenceno, por ejemplo, copolimeros de divinilbenceno-hidroximetilestireno, copolimeros
de divinilbenceno-clorometilestireno y copolimeros de divinilbenceno-benzhidrilaminopoliestireno. Los copolimeros
de divinilbenceno-benzhidrilaminopoliestireno, como se ilustra en el presente documento usando resina de p-metil-
benzhidrilamina, ofrecen la ventaja de introducir directamente un grupo funcional de amida en la cadena de péptido,
cuya funcién es retenida por la cadena cuando la cadena se escinde del soporte.

En un método, los polipéptidos se preparan por sintesis quimica en fase sdlida convencional en, por ejemplo, un
sintetizador de péptidos de Applied Biosystems, Inc. (ABI) 430A usando una resina que permite la sintesis de la
forma de péptido de amida y usando derivados de aminoacido t-Boc (Peninsula Laboratories, Inc.) con disolventes y
reactivos estandar. Polipéptidos que contienen ya sea aminoacidos L o D pueden sintetizarse de este modo. La
composicion de polipéptido se confirma por analisis cuantitativo de aminoacidos y la secuencia especifica de cada
péptido puede ser determinada por analisis de secuencias.

Preferentemente, los polipéptidos pueden producirse por técnicas de ADN recombinante sintetizando ADN que
codifica el polipéptido deseado. Una vez se han sintetizado o aislado secuencias codificantes para los polipéptidos
deseados, pueden clonarse en cualquier vector adecuado para la expresion. Numerosos vectores de clonaciéon son
conocidos para aquellos expertos en la materia, y la seleccion de un vector de clonacion apropiado es una cuestion
de eleccion. El gen puede ponerse bajo el control de un promotor, sitio de union al ribosoma (para expresion
bacteriana) y, opcionalmente, un operador (denominados conjuntamente en el presente documento elementos de
"control"), de manera que la secuencia de ADN que codifica el polipéptido deseado se transcribe en ARN en la célula
hospedadora transformada por un vector que contiene esta construcciéon de expresién. La secuencia codificante
puede o puede no contener un péptido sefial o secuencia conductora. Pueden afiadirse secuencias conductoras
heterdlogas a la secuencia codificante que producen la secrecion del polipéptido expresado a partir del organismo
hospedador. También pueden ser deseables otras secuencias reguladoras que permiten la regulacion de la
expresion de las secuencias de proteinas con respecto al crecimiento de la célula hospedadora. Tales secuencias
reguladoras son conocidas para aquellos expertos en la materia, y ejemplos incluyen aquellos que producen la
expresion de un gen para ser encendido o apagado en respuesta a un estimulo quimico o fisico, que incluye la
presencia de un compuesto regulador. Otros tipos de elementos reguladores también pueden estar presentes en el
vector, por ejemplo, secuencias potenciadoras.

Las secuencias de control y otras secuencias reguladoras pueden unirse a la secuencia codificante antes de la
insercion en un vector, tal como los vectores de clonacién descritos anteriormente. Alternativamente, la secuencia
codificante puede clonarse directamente en un vector de expresiéon que ya contiene las secuencias de control y un
sitio de restriccién apropiado.

El vector de expresion puede entonces usarse para transformar una célula hospedadora apropiada. Se conocen en
la técnica varias lineas celulares de mamifero e incluyen lineas celulares inmortalizadas disponibles de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales como, pero no se limitan a, células de ovario de hamster chino (CHO),
células HelLa, HEK293, células de rifion de hamster bebé (BHK), células de rifion de mono (COS), células de
carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células de rifidn bovino de Madin-Darby ("MDBK"), células
NOS derivadas de células de carcinoma, tales como sarcoma, ademas de otros. Similarmente, hospedadores
bacterianos tales como E. coli, Bacillus subtilis y Streptococcus spp. encontraran uso con las presentes
construcciones de expresion. Hospedadores de levadura utiles en la presente invencion incluyen, entre otros,
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida maltosa, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Pichia guillerimondii, Pichia pastoris, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica.
Células de insecto para su uso con vectores de expresion de baculovirus incluyen, entre otros, Aedes aegypti,
Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni. Las
proteinas también pueden expresarse en tripanosomas.
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Dependiendo del sistema de expresién y hospedador seleccionado, las proteinas de la presente invencion se
producen cultivando células hospedadoras transformadas por un vector de expresion descrito anteriormente en
condiciones por las que la proteina de interés se expresa. La proteina se aisla entonces de las células
hospedadoras y se purifica. Si el sistema de expresion secreta la proteina en medio de crecimiento, la proteina
puede purificarse directamente a partir del medio. Si la proteina no se secreta, se aisla de lisados celulares. La
seleccion de condiciones de crecimiento y métodos de recuperacion apropiados esta dentro de la experiencia de la
materia. Una vez purificadas, las secuencias de aminoacidos de las proteinas pueden determinarse, es decir, por
ciclo repetitivos de degradacion de Edman, seguido de analisis de aminoacidos por HPLC. También se conocen en
la técnica otros métodos de secuenciacion de aminoacidos.

Una vez sintetizado o producido de otro modo, puede probarse la actividad inhibidora de un polipéptido candidato
evaluando la capacidad del candidato para inhibir la translocacién nuclear inducida por lipopolisacarido de NF-
.kappa.B, por ejemplo, usando células endoteliales murinas.

Las proteinas de fusion de la presente invencion pueden formularse en composiciones terapéuticas en una variedad
de formas de dosificacion tales como, pero no se limitan a, soluciones o suspensiones liquidas, comprimidos,
pildoras, polvos, supositorios, microcapsulas o microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones inyectables o
infusibles. La forma preferida depende del modo de administraciéon y el tipo de cancer particular dirigido. Las
composiciones también incluyen preferentemente vehiculos, excipientes o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables, muy conocidos en la técnica, tales como albumina de suero humano, intercambiadores i6nicos, alimina,
lecitina, sustancias tampodn tales como fosfatos, glicina, acido soérbico, sorbato de potasio, y sales o electrolitos tales
como sulfato de protamina. Vehiculos adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanal,
o similares, y combinaciones de los mismos. Métodos de preparacion propiamente dichos de tales composiciones
son conocidos, o0 seran evidentes, para aquellos expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 182 edicién, 1990.

Las composiciones anteriores pueden administrarse usando modos de administraciéon convencionales que incluyen,
pero no se limitan a, administracién intravenosa, intraperitoneal, oral, intralinfatica o subcutanea. La administracion
local a un tumor en cuestién, o a un sitio de inflamacién, por ejemplo, inyeccion directa en una articulacion artritica,
también encontrara uso con la presente invencion.

Dosis terapéuticamente eficaces seran facilmente determinadas por un experto en la materia y dependeran de la
gravedad y evolucion de la enfermedad, la salud del paciente y respuesta al tratamiento, y el criterio del médico
practico.

Parte experimental

A continuacioén estan ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los ejemplos
se ofrecen para fines ilustrativos solo, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion de ningiin modo. Se
han hecho esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los numeros usados (por ejemplo, cantidades,
temperaturas, etc.), pero, por supuesto, debe permitirse cierto error experimental y desviacion.

Ejemplo 1

Se expresaron proteinas de fusion que comprenden cadena pesada de IgG unida a ligandos inmunomoduladores
(ya sea supresores o activadores) por genes de codon optimizado para la expresion de células CHO. Las
secuencias de nucleotidos de codon optimizado definidas por SEQ ID NO: 12 a 28 se expresaron en células (CHO) y
las proteinas quiméricas/de fusidon expresadas se muestran en la Tabla 1

Detalles de las proteinas de fusion

cadena pesada de anti-HER2/neu + ECD de TGFB-RIl y cadena ligera de anti-HER2/neu
cadena pesada de anti-EGFR1 + ECD de TGFB-RIl y cadena ligera de anti-EGFR1
cadena pesada de anti-CTLA4 + ECD de TGFB-RIl y cadena ligera de anti-CTLA4
cadena pesada de anti-CTLA4 + ectodominio de PD1 y cadena ligera de anti-CTLA4
cadena pesada de anti-HER2/neu + 4-1BBL y cadena ligera de anti-HER2/neu

cadena pesada de anti-EGFR1 + 4-1BBL y cadena ligera de anti-EGFR1

cadena pesada de anti-CTLA4 + 4-1BBL y cadena ligera de anti-CTLA4

ectodominio de PD1-Fc-4-1BBL

ECD de TGFBRII-Fc-4-1BBL

cadena pesada de anti-EGFR1 + ectodominio de PD1 y cadena ligera de anti-EGFR1
cadena pesada de anti-CD20 + 4-1BBL y cadena ligera de anti-CD20

cadena pesada de anti-HER2/neu + ectodominio de PD1 y cadena ligera de anti-HER2/neu
cadena pesada de anti-IL6R + ectodominio de PD1 y cadena ligera de anti-IL6R

cadena pesada de anti-IL6R + ECD de TGFB-RIl y cadena ligera de anti-IL6R

cadena pesada de anti-4-1BB + ectodominio de PD1 y cadena ligera de anti-4-1BB
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Se caracterizaron las proteinas expresadas usando SDS-PAGE y las proteinas de fusidon expresadas anti-
HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII se purificaron de sobrenadantes de cultivo usando columna de proteina
Ay los resultados se muestran en la Figura 22. En particular, la masa de la cadena ligera de anti-EGFR1-TGFBRII
es mas alta y puede ser debido a la presencia de dos sitios de glucosilacion en las regiones variables de la cadena
ligera y pesada. Tanto las masas de las cadenas pesadas de anti-HER2/neu-TGFBRII como de anti-EGFR1-
TGFBRII son mas altas debido a TGFBRII. También la cadena pesada de anti-HER2/neu-TGFBRII tiene cuatro sitios
de N-glucosilacion, mientras que anti-EGFR1-TGFBRII tiene cinco sitios de N-glucosilacion.

Ejemplo 2

Cromatografia en proteina A/SEC. Se analizaron las muestras de anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII
por cromatografia en proteina A/SEC vy los resultados se muestran en la Figura 23. La Figura 23A muestra un pico
afilado de elucion de Bmab200 (Herceptin) frente a un pico de eluciéon mas ancho que se cree que es una medida de
heterogeneidad debido a la presencia de glucosilacion ya que existen tres sitios de N-glucosilacion adicionales que
estan presentes en la region de TGFBRII. En particular, el almacenamiento a -80 °C no causé agregacion. El
desplazamiento en la posicidon o aspecto del pico claramente en la columna de SEC indica que el aumento en el
peso molecular es debido al componente de fusién. Esto confirma nuevamente que la molécula de longitud completa
esta siendo expresada. La Figura 23B muestra un pico de elucién afilado de Bmab200 (Herceptin) frente a un pico
de elucion mas ancho que se cree que es una medida de heterogeneidad debido a la presencia de sitios de
glucosilacion ya que existen tres sitios de N-glucosilacion adicionales presentes en la regién de TGFRRIL.
Nuevamente, el almacenamiento a -80 °C no causo6 agregacion. El desplazamiento en la posicion o aspecto del pico
pronto en la columna de SEC indica que el aumento en el peso molecular es debido al componente de fusion. Esto
confirma nuevamente que la molécula de longitud completa esta siendo expresada.

Ejemplo 3

Ensayos funcionales para las proteinas de fusion. Se llevd a cabo experimento de ELISA para comprobar la
capacidad de unién de anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII a TGFB. La Figura 24A muestra que las
moléculas anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRII se unen a TGFf, que indica que la proteina de fusion es
funcional. La Figura 24B muestra que anti-HER2-TGFBRII inhibe la proliferacion de la linea celular BT474 similar a
Bmab200 (Herceptin). La Figura 25 muestra que anti-EGFR1-TGFBRII inhibe la proliferacion de la linea celular A431
similar a cetuximab.

Ejemplo 4

Se realizé la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo ADCC para la proteina de fusién anti-
HER2/neu-TGFBRII para determinar que la proteina se unia a los receptores diana sobre las células. Los resultados
se muestran en la Figura 26, en la que la actividad se determina en células BT474 y es evidente que la actividad de
ADCC (% de lisis de células) de anti-HER2-TGFBRII en células BT474 es similar a la de Bmab200 (Herceptin). La
Figura 27 muestra la actividad de ADCC de anti-EGFR1-TGFBRII en células A431, en las que las actividades de
ADCC son similares a las de cetuximab. La Figura 28 muestra la actividad de ADCC de actividad de ADCC de anti-
EGFR1-4-1BB en comparacion con anti-EGFR1-TGFBRII y cetuximab.

Ejemplo 5

Actividad de union de las proteinas expresadas. El objetivo de este ensayo es probar la funcionalidad de las
proteinas de fusién para unirse a los receptores diana en las células en un modo dependiente de la dosis. La Figura
29A muestra que la actividad de unién de anti-CTLA4-TGFBRII a TGFB1 es comparable a anti-EGFR1-TGFBRIl y B
muestra la actividad de union de anti-CTLA4-TGFBRII a CTLA4. La Figura 30A muestra la actividad de unién de anti-
CTLA4-TGFBRII para determinar el nivel de uniéon de PD1-Fc y B muestra la actividad de union de anti-EGRF1-4-
1BB para determinar la unién de 4-1BBL. La Figura 31A muestra la actividad de unién de anti-EGFR1-4-1BB a
EGFR y B muestra la actividad de union de PD1-Fc-4-1BB para encontrar PDL1-Fc. La Figura 32 muestra la
actividad de unién de anti-EGFR1-PD1 a EGFR y PD1.

Ejemplo 6

Confirmacion de la estructura primaria de molécula. Como se muestra en la Figura 33, las proteinas expresadas se
evaltian para determinar el peso molecular y la presencia de glucosilacion. Las muestras se analizaron por SDS-
PAGE reductora y no reductora. Las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo se separan mediante alquilacion por
reduccion de manera que puedan evaluarse las estructuras reducidas. La digestion triptica de las proteinas de fusion
proporciona la identificacion de la secuencia primaria. Se realiza analisis de EM/EM de las proteinas.

Andlisis de espectrometria de masas de anti-HER2/neu-TGFBRII y anti-EGFR1-TGFBRIIl. Se expreso la proteina de
fusion mostrada en la Figura 1 y se probé. La Figura 34A muestra el espectro de masas espectro de masas de la
cadena ligera (LC) (reducido) de la fusion anti-HER2/neu-ECD de TGFBRII y B muestra el espectro de masas
deconvolucionado de LC (reducido) de la fusiéon anti-HER2/neu-ECD de TGFBRII. La Figura 35 muestra el espectro
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de masas de la cadena pesada (HC) (reducido) de la fusién anti-HER2/neu-ECD de TGFfRIL.

Se expreso6 y probo la proteina de fusion mostrada en la Figura 2. La Figura 36A muestra el espectro de masas de
LC (reducido) de anti-EGFR1-ECD de TGFBRIl y B muestra el espectro de masas deconvolucionado de LC
(reducido) de anti-EGFR1-ECD de TGFBRII. La Figura 37 muestra el espectro de masas de HC (reducido) de anti-
EGFR1-ECD de TGFBRII.

Ejemplo 7

Se inspeccionaron las proteinas de fusion que tienen secuencias de aminoacidos como se describen en las Figuras
1y 2 usando cromatografia de UV y proporcionando cromatogramas resultantes de la separacion cromatografica del
digesto triptico de las proteinas de fusion y se probo con UV de 218-222 nm de longitud de onda. También se evalud
la corriente iénica total (TIC) correspondiente a la traza de UV. La Figura 38A muestra el cromatograma de UV de
péptidos tripticos de la proteina de fusiéon anti-HER2/neu-ECD de TGFBRIl y B muestra el cromatograma iénico total
(TIC) de péptidos tripticos de la proteina de fusion anti-HER2/neu-ECD de TGFBRIIl. Las Figuras 39, 40 y 41
proporcionan listas de péptido triptico esperado/observado de la cadena ligera, cadena pesada y motivo unido de la
proteina de fusién anti-HER2/neu-ECD de TGFRII, respectivamente. En particular, se identificaron todos los
péptidos esperados de las moléculas que incluyen los péptidos de las cadenas ligeras y pesadas y los péptidos del
motivo unido (TGFBRII).

La Figura 42A muestra el cromatograma de UV de péptidos tripticos de la proteina de fusion anti-EGFR1-ECD de
TGFBRIl y B muestra el cromatograma iénico total (TIC) de péptidos tripticos de la proteina de fusién anti-EGFR1-
ECD de TGFBRII. Las Figuras 43, 44 y 45 proporcionan listas de péptido triptico esperado/observado de la cadena
ligera, cadena pesada y motivo unido de la proteina de fusion anti-EGFR1-ECD de TGFRII, respectivamente.
Nuevamente, se identificaron todos los péptidos esperados de las moléculas que incluyen los péptidos de las
cadenas ligeras y pesadas y los péptidos del motivo unido (TGFBRII).

Ejemplo 8

La linea de células hospedadoras usada para la expresion de la expresion de proteinas de fusidon recombinantes es
células CHO o el derivado de células CHO. Las células CHO citadas aqui es cualquier célula Freedom CHO-S; las
células CHO-S son células derivadas de CHO adaptadas a cultivo en suspensién sin suero de alta densidad en
medio quimicamente definido que son capaces de producir altos niveles de proteina recombinante secretada o
células CHO K1; que tienen el mismo que ATCC No. CCL-61. Es basicamente una linea de células adherentes.
Vectores usados para la linea celular estable:

El vector Freedom pCHO 1.0, disefiado por ProBioGen AG, para expresar uno o dos genes de interés en la direccion
3' de los dos promotores del CMV hibridos diferentes de vector. Este vector contiene el marcador de seleccion de
dihidrofolato reductasa (DHFR) y un gen de resistencia a puromicina, que permite la seleccion usando MTX y
puromicina, simultaneamente.

Se clonan la cadena ligera o las secuencias de acidos nucleicos codificantes de la proteina de fusion de la cadena
ligera en los sitios de enzimas de restriccion Avrll y BstZI7 bajo el control del promotor EF2/CMV. Se clonan la
cadena pesada o las secuencias de acidos nucleicos codificantes de la proteina de fusién de la cadena pesada, en
sitios de enzimas de restriccion EcoRV y Pad bajo el control del promotor CMV/EF1.

La(s) construccion (construcciones) se transfectan en células Freedom CHO-S / células CHOK1. Se selecciona la
cepa de células clonales individual altamente productora para producir la proteina de fusién recombinante. Preparar
MCB y caracterizar la viabilidad celular, productividad, estabilidad y otros parametros. Las células se usan para
cultivo, seguido de purificacion.

Ejemplo 9

El cultivo celular se realiza en modo de lotes alimentados. En el cultivo celular, las células hospedadoras de
mamifero usadas es células de ovario de hamster chino (CHO) y el medio de cultivo se suministra inicialmente. Las
células CHO son genéticamente manipuladas para producir la proteina de fusidon anticuerpo-péptido. Se afiade sal
de sulfato de cinc heptahidratada al medio a una concentracion de 0,4 mM. A diferencia, no existe adiciéon de
ninguna sal de cinc en el medio de control. Empieza la serie de fermentacion de produccién con una cifra inicial de
células de 0,3-0,45x106 células/ml a 37 £ 1°C, los primeros 3-4 dias se dedican a cultivar las células en modo
discontinuo. La siguiente etapa implica reducir la temperatura a 3111 °C y continuar la serie hasta el 7° dia. El lactato
se reduce casi el 10-40 % durante toda la serie. La proteina de fusidn producida se recoge entonces de los medios
usando la técnica de cromatografia de afinidad.

Ejemplo 10

Se emplea el cultivo celular realizado en un modo de lotes alimentados. En los cultivos celulares, se suministran
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inicialmente las células hospedadoras de mamifero y medio de cultivo que es Hyclone CDM4Mab. Las sales (cinc)
también se afiaden al medio (0,3 mM). Empieza la serie de fermentacion de produccidon con una cifra inicial de
células de 0,3-0,45x106 células/ml a 37 £ 1°C, los primeros 3-4 dias se dedican a cultivar las células en modo
discontinuo. La siguiente etapa implica reducir la temperatura a 31 + 1 °C y continuar la serie hasta el 7° dia.

Ejemplo 11

Purificacién de moléculas inmunoestimulantes de fusion anticuerpo-péptido usando columna de proteina A. Se
prueba el sobrenadante de cultivo secretado de la linea celular CHO recombinante que contiene los anticuerpos
monoclonales de fusion para titulo y endotoxinas en condiciones estériles. El sobrenadante se somete a
cromatografia de afinidad usando resina de afinidad Mab Select Xtra Protein A, se lava y se equilibra con tampén de
union. El pH del sobrenadante se ajusta usando fosfato 0,5 M al mismo pH que la columna; se dej6 que el
sobrenadante se uniera a la columna / pasara a través de la columna al caudal de 0,5 ml/minuto para lograr la
maxima union. Todas las moléculas de fusion anticuerpo-proteinas se unen mediante la region Fc, mientras que las
impurezas se eliminan como flujo a través. La columna se lava con tampén de equilibrio y las moléculas de fusion
unidas se eluyen usando glicina 0,1 M a pH 3,0. El pH de las proteinas eluidas se ajusta a pH neutro o el pH de
formulacion estable y la proteina purificada se almacena a -20 °C o a 2-8 °C.

Ejemplo 12
Diferenciacion de trastuzumab de la molécula de fusién de trastuzumab-receptor TGFBRII

Un tumor de cancer de mama que expresa en exceso el receptor de ErbB2 conducira o bien por activacion
constitutiva o heterodimerizacion con otros miembros de la familia de receptores de ErbB a progresion tumoral. Esto
implicara la union de factores de crecimiento asociados a la via de sefalizacién de ErbB. Ademas de esto, el tumor
crea un medio en el que el sistema inmunitario es suprimido activando TGFf y citocinas especificas implicadas en la
respuesta inmunitaria suave. Se genera una novedosa molécula en la que trastuzumab (anti-ErbB2) esta fusionado
con el receptor TGFBRII como una proteina de fusién. Aunque se supone que trastuzumab actuara de recirculacion
de moléculas dirigidas en las células de cancer de mama que expresan en exceso ErbB2, el receptor TGFBRII
secuestrara TGFf, conduciendo a activacién inmunitaria. El experimento utilizara el crecimiento de lineas celulares
que expresan ErbB2 resistentes a Herceptin (seleccionado cultivando células BT474 en presencia de Herceptin) en
presencia de TGFf3, células CD8 positivas citotoxicas y células NK. Aunque Trastuzumab sera ineficaz en inducir la
citotoxicidad, la molécula de fusion trastuzumab-receptor TGFBRII secuestrara TGF[3, previniendo asi la inhibicion de
células CD8 citotdxicas y NK. Esto conducira a potenciada citotoxicidad observada en las células de fusion
trastuzumab-receptor TGFBRII tratadas con respecto a células tratadas con Trastuzumab solo. La lectura para el
experimento usara azul de Alamar, un colorante de resazurina que se activara directamente proporcional a las
células vivas presentes. Otro método podria ser medir la citotoxicidad usando CytoTox-Glo que mide la liberacion de
proteasa que se corresponde directamente con células muertas proporcionales. Otro método mas podria ser el uso
del citometro de flujo que mide directamente la poblacion de células apoptdsicas y necroticas usando Annexin V' y
yoduro de propidio. Los resultados de estos multiples experimentos esclareceran el entendimiento de la actividad de
la molécula de conjugado en comparacioén con trastuzumab solo.
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<211
<212>

1
449
PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

1

Glu val

1

Ser Leu

Tyr Ile

Ala Arg

50

Lys Gly

Leu Gln

Ser Arg

Gly Thr

Phe Pro
130

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

val

Ala

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Pro

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

val

Ser

ES 2 678 696 T3

Ser

Ala

Gln

Arg

Gly

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Gly

Ser

Pro

TvYr

Asp

Glu

TYr

105

Ala

Ser

19

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

val

Asn

Gly

TYr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

val

TvYr

Gly

Gly

Pro

Asp

Thr

TvYr

Trp

Pro

Thr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

TYr

95

Gly

Ser

Ala

Gly

Thr

val

val

TYr

80

Cys

Gln

val

Ala



Leu

145

Trp

Leu

ser

Pro

Lys

Pro

ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

385

Leu

Gly

Asn

Gln

ser

ser

210

Thr

ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Cys

ser

ser

ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Leu

Gly

ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Asp

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

ES 2 678 696 T3

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Tyr

ser

ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Leu

20

Pro

val

170

ser

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr
410

Glu

155

His

ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Thr

Pro

Thr

190

Asn

ser

Leu

Leu

ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

val

val

Pro

Thr

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

val

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

val
415

ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

400

Asp



ES 2 678 696 T3

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

435 440 445
Gly
<210> 2
<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 2

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

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp val Asn Thr Ala
20 25 30

val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 15

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys val Gln Trp Lys val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

21



10

15

20

ES 2 678 696 T3

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr
185 190

180

Ala Cys Glu val

195

Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

<223> Construccion sintética

210

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

<223> Construccion sintética

Asp

val

Ser

50

Trp

Pro

Lys

Pro

Asn

Arg

35

Ile

Arg

Lys

Cys

<210> 3
<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<400> 3
<210> 4
<211> 137
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220
<400> 4
Thr
1
Thr
Asp
Cys
val
65
Asp
Pro
Met

Cys

ser
115

Pro

Asn

20

Phe

Thr

Lys

Leu

Ile

100

Cys

His

Gly

Ser

Ser

Asn

Pro

85

Met

ser

val

Ala

Thr

Ile

Asp

70

Tyr

Lys

ser

Gln

val

Cys

Cys

55

Glu

His

Glu

Asp

Lys Ser

Lys Phe
25

AsSp Asn
40

Glu Lys

Asn Ile

Asp Phe

Lys Lys

105

Glu Cys
120

22

val

10

Pro

Gln

Pro

Thr

Ile

90

Lys

Asn

Asn

Gln

Lys

Gln

Leu

75

Leu

Pro

Asp

Asn

Leu

Ser

Glu

60

Glu

Glu

Gly

Asn

Asp

Cys

Cys

45

val

Thr

Asp

Glu

Ile
125

Met

LyS

30

Met

Cys

val

Ala

Thr

110

Ile

Ile

15

Phe

Ser

val

Cys

Ala

95

Phe

Phe

val

Cys

Asn

His

80

ser

Phe

ser



10

<210> 5
<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 678 696 T3

Glu Glu Tyr Asn Thr Ser Asn Pro Asp
130

<223> Construccion sintética

<400> 5

Gln

1

Ser

Gly

Gly

Ser

63

Lys

Arg

Thr

Pro

Gln

Ser

val

Leu

val

val

50

Arg

Met

Ala

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Gln

Ser

His

35

Leu

Asn

Leu

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
195

Leu

Ile

20

Trp

Trp

Ser

Ser

Thr

100

Thr

Pro

val

Ala

Lys
5

Thr
val

Ser

Leu
85

Tyr
val
Ser
Lys
Leu
165

Leu

y Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ash

70

Gln

Tyr

Ser

Ser

Tyr

Gln

Ser

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ser

Asp

Ala

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

Gly

val

Ser

40

Asn

Asp

Asn

Tyr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Glu

105

Ser

Thr

Pro

val

Ser
185

23

135

Gly

10

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr

90

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

val
Ser
Gly
Asn
60
Ser
Ile
Tyr
Gly
Gly
1
val
Phe

val

val

Gln

Leu

Leu

45

Thr

Gln

Tyr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

FPro

Thr

Asn
205

Pro

Thr

30

Glu

Pro

val

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Ser

15

Asn

Trp

Phe

Phe

Cys

Gln

val

Ala

Ser

val

175

FPro

Lys

Gln

Tyr

Leu

Thr

Phe

80

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

FPro



Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

<210> 6
«211> 214
<212> PRT

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

ES 2 678 696 T3

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Arg

Pro

Lys

val

His

Lys

Gln

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

val

Ala

Pro

val

265

val

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

24

Glu

Pro

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Lys

Leu

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

His

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly



10

<400=> 6
Asp
1
Glu
Ile
Lys
Ser
65
Glu
Thr
Pro
Thr
LysS
145
Glu
Ser

Ala

Phe

<210> 7
<211> 447
<212> PRT

Ile

Arg

His

Asp

Phe

sSer

Ala

130

val

sSer

Thr

Cys

Asn
210

Leu

val

Trp

35

Ala

sSer

Ile

Gly

val

115

sSer

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

sSer

20

Tyr

sSer

Gly

Ala

Ala

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

<223> Construccion sintética

<400> 7

Thr

Phe

GlIn

Glu

Thr

Asp

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2 678 696 T3

GlIn

sSer

GlIn

sSer

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

GlIn

sSer

His

Cys

sSer

Cys

Arg

Ile

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

GlIn

Pro

Arg

Thr

40

sSer

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

sSer

Ala

val

Ala

25

Asn

Gly

Leu

GlIn

Glu

105

sSer

Asn

Ala

Lys

25

Ile

10

sSer

Gly

Ile

sSer

GlIn

20

Leu

Asp

Asn

Leu

Tyr

sSer

Leu

GlIn

sSer

Pro

Ile

75

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

155

sSer

Glu

sSer

sSer

sSer

Pro

ser

60

Asn

Asn

Arg

GlIn

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

val

Ile

Arg

45

Arg

sSer

Asn

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

sSer

Gly

30

Leu

Phe

val

Trp

val

110

Lys

Arg

Asn

sSer

Pro

15

Thr

Leu

sSer

Glu

Pro

95

Ala

sSer

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

s5er

80

Thr

Ala

Gly

Ala

Gln

160

sSer

Tyr

sSer



Gln

Ser

Thr

Thr

Lys

Leu

Ala

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

Asn

His

val

val

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

210

Thr

Phe

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Phe

val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Trp

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro
245

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

230

Pro

ES 2 678 696 T3

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Pro

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Ile

200

val

Ala

Pro

Gly

Ser

25

Pro

AsSn

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Pro

Lys

26

Gly

10

Gly

Gly

Lys

ASN

Asp

90

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

ASN

Pro

Glu

Asp
250

val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

Leu

235

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

ASN

Ser

220

Leu

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ala

ASN

Ile

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205

Cys

Gly

Met

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

Asp

Gly

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser
255

Arg

Tyr

val

val

Tyr

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

240

Arg



ES 2 678 696 T3

Thr pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

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

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val
290 295 300

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

Lys Cy¥s Lys val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335

Ile Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr Thr Leu
340 345 350

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn val Ser Leu Thr Cys
355 360 365

Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser
370 375 380

Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp
385 390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser
405 410 415

Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala
420 425 430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly

435 440 445
<210> 8§
<211> 215
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 8§

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser val Gly Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu

27



ES 2 678 696 T3

35 40 45

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

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr ITe Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys Gln GIn Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg Thr val ala
100 105 110

Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu GIn Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys val Gln Trp Lys val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val

180 185 190
Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys
195 200 205
Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215
<210> 9
<211> 205

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

«220>

<223> Construccion sintética

<400> 9

Ala Cys Pro Trp Ala val Ser Gly Ala Arg Ala Ser Pro Gly Ser Ala
1 5 10 15

Ala Ser Pro Arg Leu Arg Glu Gly Pro Glu Leu Ser Pro Asp Asp Pro
20 25 30

Ala Gly Leu Leu Asp Leu Arg Gln Gly Met Phe Ala Gln Leu val Ala
35 40 45

28



ES 2 678 696 T3

GIn Asn val Leu Leu ITe Asp Gly Pro Leu Ser Trp Tyr Ser Asp Pro
50 55 60

Gly Leu Ala Gly val Ser Leu Thr Gly Gly Leu Ser Tyr Lys Glu Asp
65 70 75 80

Thr Lys Glu Leu val val Ala Lys Ala Gly val Tyr Tyr val Phe Phe
85 90 95

Gln Leu Glu Leu Arg Arg val val Ala Gly Glu Gly Ser Gly Ser val
100 105 110

Ser Leu Ala Leu His Leu Gln Pro Leu Arg Ser Ala Ala Gly Ala Ala
115 120 125

Ala Leu Ala Leu Thr val Asp Leu Pro Pro Ala Ser Ser Glu Ala Arg
130 135 140

Ash Ser Ala Phe Gly Phe Gln Gly Arg Leu Leu His Leu Ser Ala Gly
145 150 155 160

Gln Arg Leu Gly val His Leu His Thr Glu Ala Arg Ala Arg His Ala
165 170 175

Trp GIn Leu Thr 61n Gly Ala Thr val Leu Gly Leu Phe Arg val Thr
180 185 19

Pro Glu Ile Pro Ala Gly Leu Pro Ser Pro Arg Ser Glu

195 200 205
<210> 10
<211> 150
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

«220>

<223> Construccion sintética

<400> 10
Pro Gly Trp Phe Leu Asp Ser Pro Asp Arg Pro Trp Asn Pro Pro Thr
1 5 10 15
Phe Ser Pro g&a Leu Leu val val ggr Glu Gly Asp Asn %&a Thr Phe

Thr Cys %er Phe Ser Asn Thr Ser Glu Ser Phe val Leu Asn Trp Tyr
5 4 45

Arg Met Ser Pro Ser Asn Gln Thr Asp Lys Leu Ala Ala Phe Pro Glu
50 55 60

29



10

15

20

<210>

Asp

65

Pro

Asp

GlIn

Ala

GlIn
145

11

<211> 7

<212>

PRT

Arg Ser Gln

Asn Gly Arg

Thr
100

Ser Gly

Ile Glu

Glu
130

Pro

Phe GIn Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400

11

ES 2

Pro Gly Gln

70

Asp Phe His

85

Tyr Leu Cys

Ser Leu Arg

His
135

Thr Ala

val
150

Leu

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys

1

<210>
<211

12
1032

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

12

gctagcacca
ggcaccgcecg
tggaactctyg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgcg
cctagegtgt
gaagtgacct
tacgtggacyg

tccacctacc

5

agggccecte
ctctgggcty
gcgctetgac
ccctgtecte
acgtgaacca
acaagaccca
tcetgtteec
gcgtggtggr
gcgtggaagt
gggtggtgtc

cgtgttcect
cctggtcaag
ctccggegtyg
cgtcgtgacce
caagccctcec
cacctgtccc
cccaaagecce
ggacgtgtcc
gcacaacgcc

cgtgctgacc

678 696 T3

Asp Cys Ar

Met va

90

sSer

Ala 11

105

Gly

Ala Glu

120

Le

Pro Ser Pr

ctyggcccect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcccteca
aacaccaagg
ccctgecctyg
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc

gtgctgcacc

30

g Phe
75

Arg
1 val Arg
e Ser Leu
u Arg val

Pro
140

o Ser

ccagcaagtc
ccgagcccgt
ctgccgtgct
gctctctggg
tggacaagaa
cccctgaget
tgatgatctc
ctgaagtgaa
ccagagagga

aggactggct

val Thr GlIn

Ala Arg Arg

95

Ala Pro

110

Lys

Thr Glu

125

Arg

Arg Pro Ala

cacctectgyc
gaccgtgtcc
gcagtcctec
cacccagacc
ggtggaaccc
cctgggaggce
ccggacecec
gttcaattgg
acagtacaac

gaacggcaaa

Leu
80

Asn
Ala

Arg

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



10

15

20

gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggaat
ctggactccg
cagcagggca
cagaagtccc

ggtggcggat

gcaaggtgtc
gccagccceyg
accaggtgtc
gggagtccaa
acggctcatt
acgtgttctc
tgtccctgag

cC

<210> 13

<211> 425

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400=> 13

ggatccacca tccccccaca

aacaacggcg
tgcgacaacc
caggaagtgt
tgccacgacce
tgcatcatga

gacgagtgca

ctgtgaagtt
agaaatcctyg
gcgtegecgt
ccaagctgcc
aggaaaagaa

acgacaacat

agctt

<210> 14

<211> 430
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 14

ES 2 678 696 T3

caacaaggcc
cgagcctcag
cctgacctgt
cggccagccc
cttcctgtac
ctgctccgtyg

cccaggcaaa

cgtgcagaaa
cccccagcetg
catgtccaac
ctggcggaag
ctaccacgac
gaagcccgyc

catctrctcc

ctgcctygecce
gtgtacaccc
ctggtcaagq
gagaacaact
tccaagctga
atgcacgagg

ggcggaggcy

tccgtgaaca
tgcaagttct
tgctccatca
aacgacgaga
ttcatcctygg
gagactttct

gaagagtaca

31

ccatcgaaaa
tgcccectag
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

gatctggcygg

acgacatgat
gcgacgtgceg
cctccatctyg
acatcaccct
aagatgccgc
tcatgtgcag

acacctccaa

gaccatctcc
ccgggaagag
ctccgatatce
cceccectgty
gtcccgagtag
ccactacacc

cggaggatct

cgtgaccgac
gttctctacc
cgagaagcce
ggaaaccgtg
ctcccccaag
ctgctcctcce

ccccgactga

660
720
780
840
900
960
1020
1032

60
120
180
240
300
360
420
425



10

15

20

gcggccgeca
cagtgcgagg
agactgtcct
caggcccctg
agatacgccg
gectacctyc

tggggaggcyg
ctcegetage

tgaacttcgyg
tgcagctggt
gcgccgectce
gcaagggcct
actccgtgaa
agatgaactc

acggcttcta

<210> 15

<211> 442

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

gcggccgeca
acctgtggcyg
agagtgacca
cagaagcccyg
gtgccctecc
ctgcagcccg

tttggccaqgq

tggaatccca
acatccagat
tcacctgtcg
gcaaggcccc
ggttctccgg
aggacttcgc

gcaccaaggt

cccaccctec gacgagcagce
<210> 16

<211> 1032
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 16

ES 2 678 696 T3

cctgegygctg
ggaatccggc
cggcttcaac
ggaatgggtg
gggccggttc
cctgcgggce

cgccatggac

gacccaggtqg
gacccagtcc
ggcctcccagy
caagctgctyg
ctctagatcc
cacctactac
ggaaatcaag

tq

atcttcctgyg
ggaggcctgg
atcaaggaca
gcccggatct
accatctccg
gaggacaccyg

tactggggcc

ctgatctccc
ccctecagec
gacgtgaaca
atctactccg
ggcaccgact
tgccagcagce

cggaccgtgg

32

tgctgaccct
tccagectgg
cctacatcca
accccaccaa
ccgacacctce
ccgtgtacta

agggcaccct

tgctgttctg
tgtccgectce
ccgecgtygyge
cctecttect
ttaccctgac
actacaccac

ccgctccctc

gaagggcgtyg
cggatctctg
ctgggtccga
cggctacacce
caagaacacc
ctgctccaga

ggtcaccgtyg

ggtgtccggc
tgtgggcgac
ctggtatcag
gtactccggc
catcteccagc
ccccecccacce

cgtgttcatc

60
120
180
240
300
300

420
430

60
120
180
240
300
360
420
442



10

15

gctagcacca
ggcaccgccg
tggaactctqg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgcg
ccttcecgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaga
gccgtggaat

ctggactccy

cagcagggca
cagaagtccce

ggcggaggat

agggcccctce
ctctgggctyg
gcgctcetgac
ccctgtectc
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttecc
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgtc
gcaaggtgtc
gccagececg
accaggatgtc
gggagtccaa

acggctcatt
acgtgttctc
tgtctctgag

cC

<210> 17

<211> 427

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 17

gcggecgeca tgaacttcgg

cagtgccagg tgcagctgaa

tccatcacct gtaccgtgtce

cagtccccag gcaagggect

tacaacaccc ccttcacctc

ttcttcaaga tgaactccct

ctgacctact atgactacga

cgctagce

<210> 18

«211> 442

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 678 696 T3

cgtgtttcce
cctggtcaag
ctccyggegtg
cgtcgtgacc
caagccctece
cacctgtccc
cccaaagcecc
ggacgtgtcc
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcc
cgagcctcag
cctgacctgt
cggccagccce

cttecctgtac

ctgctccgty

ccecggcaaa

cctgcggetg
gcagtccgga
cggcttctee
ggaatgacty
ccggctgtee
gcagtccaac

gttcgcctac

ctggcccect
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagyg
ccectgeccty
aaggacacce
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcctgeec
gtgtacaccc
ctggtcaagy
gagaacaact

tccaagctga
atgcacgagg

ggcggcggag

atcttcctgg
cctggectyg
ctgaccaact
ggagtgattt
atcaacaagg

gacaccgcca

tggggacagg

33

ccagcaagtc
ccgageceegt
ctgccgtgcet
gctctctggg
tggacaagcy
cccctgaact
tgatgatctce
ctgaagtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccteccag
gcttctaccc
acaagaccac

ccgtggacaa

ccctgcacaa

gatctggcygg

tgctgaccct
tgcagccttce
acggcgtgca
ggagcggcgyg
acaactccaa
tctactactg

gcaccctggt

cacctctggce
gaccgtgtcc
gcagtcctcec
cacccagacc
ggtggaaccc
gctgggaggc
ccggaccece
gttcaattqgg
acagtacaac
gaacggcaaa
gaccatctcc
ccgggacgag
ctccgatate
cceceectygty

gtcccyggtgy

ccactacacc

tggcggatca

gaagggcgtg
ccagtcectg
ctgggtccga
caacaccgac
gtcccaggtyg
cgccagagec

caccgtgtct

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

960
1020
1032

60
120
180
240
300
360
420
427



5

10

15

20

25

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 18

gcgygccgeca
acctgtggcy
cgggtgtect
cagcggacca
atcccetece
gtygaatccy
ttcyggcgcety

tggaatccca
acatcctgcet
tctecetgecg
acggctccec
ggttctccygg
aggatatcgc

gcaccaagct

cccaccctee gacgageagce

<210> 19

<211> 424

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220

<223> Construccion sintética

<400> 19
gcggecgeca tgaacttcegy
cagtgccagg tgcagctggt
agactgtcct gcgecgectce
caggcccctg gcaagggect
tactacgccg actccgtgaa
ctgtacctgc agatgaactc
accggctgge tgggcccttt

tagc

<210> 20

<211> 445
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

«220>

<223> Construccion sintética

<400> 20

ES 2 678 696 T3

gacccaggtg
gacccagtcc
ggcctcccag
tcgoctgety
ctctggctece
cgactactac
ggaactgaag
tg

cctygcgycty
ggaatccggc
cggcttcacce
ggaatgggtc

gggccggttc
cctgegggec

tgattactyg

ctgatctecce
ccegtgatcee
tccatcggea
attaagtacg
ggcaccgact
tgccageaga

cggaccgtygg

atcttcctgg
ggaggcgtgg
ttctccaget
accttcatca
accatctccc

gaggacaccg

ggccagggca

34

tgctgttcty
tgtcegtygte
ccaacatcca
cctecgagte
tcaccctgre
acaacaacty

ccgeteccte

tgctgaccct
tgcagecctygg
acaccatgca
gctacgacgg
gggacaactc
ccatctacta

ccctyggteac

ggtgtcecgygc
tcctygegag
ctggtatcag
tatctcegyc
catcaactcc
gcccaccacce

cgtgttcatc

gaagggcgtyg
cagatccctyg
ctgggtccga
caacaacaag
caagaacacc
ctgcgeccgg

cgtgtcctece

60
120
180
240
300
360
420
442

60
120
180
240
300
360
420
424



gcggccgeca
acctgtggcg
agagccaccc
cagcagaage
ggcatccctg

cggctggaac

tggaatccca
agatcgtgct
tgtcctgcag
ccggecaggce
accggttctc

ccgaggactt

acctttggcc agggcaccaa

cttcecacce tocgacgage

<210> 21

<211> 1035
<212> ADN

5 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

10 =<400> 21

gctagcacaa
ggcactgctg
tggaactctyg
ggactgtact
tacatttgta
aaatcctgtg

ccttctgtgt
gaggtgacat

tacgtcgatg
tcaacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaaa
gctgtggagt
ctggattctyg
cagcagggga

cagaaatccc

ggtggtggcg

agggccectag
ctctgggaty
gtgctctgac
ctctgteatce
atgtgaacca
acaaaaccca

ttctgttece
gtgtggtggt

gagtggaagt
gagtcgtcag
gtaaagtctc
gacagcctag
accaggtgtc
dgggagtcaaa
atggctcttt
atgtcttttc
tgtctctgte

gatcc

<210> 22
15  <211> 435
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 678 696 T3

gacccaggtyg
gacccagtcc
agcctcccag
cccteggetyg
tggctccggce
cgccgtgtac
ggtggaaatc

agctg

tgtgtttect
cctggtgaag
ttctggtgte
tgtggtcact
caaaccatcc
cacctgccca

accaaaacca
ggatgtgtct

ccacaatgcc
tgtgctgact
aaacaagygcc
ggaaccccaqg
cctygacatge
tggacagcct
ctttctgtac
ttgctctgte

tcccgggaaa

ctgatctccc
cccggcacce
tccgtggget
ctgatctacy
tccggcaccyg
tactgccagce

aagcggaccg

ctggcteect
gattactttc
cacactttcce
gtoccctett
aacactaaag
ccttgtectyg

aaagataccce
catgaggacc

aaaaccaagc
gtgctgcatc
ctygcctygctce
gtctacaccce
ctyggtcaaag
gagaacaact
tccaaactga
atgcatgagg
ggcggcyggag

35

tgctgttcty
tgtctctgag
cctcctacct
gcgetttetc
acttcaccct
agtacggctc

tggccgetec

cttccaaatc
ctgaacctgt
ctgctgtgct
catctctygy
tggacaaaaa
cceetgaact

tgatgatctc
ctgaggtcaa

ctagagagga
aggattggct
caattgagaa
tgccaccttce
gcttctaccce
acaaaacaac
ctgtggacaa

ctctgcataa

gatctggcgg

ggtgtccggc
ccctggegag
ggcttggtat
tcgggccacc
gaccatctcc
ctcccectgg

ctccgtgttc

cacttctggt
gactgtctca
gcagtctagt
aacccagacc
agccgaaccc
gctgggagga

tagaacccct
atttaattgg

acagtacaat
gaatggcaag
aacaatctca
acgcgacgaa
ttctgacatt
cccecctgty
gtctagatgg
ccactacact

aggcggttct

60
120
180
240
300
360
420
445

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1035



10

15

20

25

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 22
gcggccgeca tgaattttgg

cagtgtcagqg
aagatgtcct
cagacccecg
tcctacaacc
gcctacatgc
tctacctact

gtgtctgctyg

tgcagctgca
gcaaggcctc
gcagaggcct
agaagttcaa
agctgtcctc
acggcggcga

ctagce

<210> 23

<211> 405

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 23
gcggccgeca tgaattttgg

cagtgtcaga
gtgacaatga
cccggeteca
gtgcgytttt
gccgaggatg

ggaggcacca

tcgtgctgtc
cctgecggyc
gccccaagec
ccygctctyy
ccgccaccta

agctggaaat

<210> 24

<211> 631

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 24

ES 2 678 696 T3

actgaggctyg
gcagcctggt
cggctacacc
ggaatggatc
gggcaagygcc
cctgacctec

ctggtacttc

actgaggcty
ccagtcccct
ctcctectee
ttggatctac
ctctggeace
ctactgccag

caagcggacc

attttcctgg
gccgagetcy
ttcaccagct
ggcgctatct
accctgaccg
gaggactccg
daacgtgrggg

attttcctyg
gccatcctgt
gtgtcctaca
gccaccteca
tcctacteee
cagtggacca

gtggcyggcgc

36

tgctgaccct
tgaaacctygg
acaacatgca
accccggcaa
ccgacaagtc
ccgtgtacta

gcgctggeac

tgctgaccct
ctgctagecce
tccactggtt
acctggccte
tgaccatctc
gcaaccecece

cctct

gaaaggcgtc
cgcctecyty
ctgggtcaag
cggcgacacc
ctctteccace
ctgcgeceyg

caccgtgacc

gaaaggegtc
tggcgagaaa
ccagcagaag
tggcgtgcca
tcgggtggaa
cacatttggc

60
120
180
240
300
360
420
435

60
120
180
240
300
360
405



10

ggatccgect
cccagactga
agacagggca
tcctggtact
gaggacacca
gaactgcggc
cagcccctga
gcctcctceg
gctggccaga
ctgacccagg

ctgcccagece

«210> 25

<211>
<212> ADN

1458

gtccttggge
gagagggccc
tgtttgcecca
ctgatcctgg
aagaactggt
99g9tggtggc
gatctgccgce
aggcccggaa
gactgggagt
gcgctaccgt

ctagatccoa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 25

gcggeegeca
cagtgtcagqg
tctctgacct
cgacagcctc
acctacaacc
ttctcectge
tctctggeca
tctgctagea
ggcggcaccyg
tcttggaact

tgaattttgg
tgcagctgca
gtaccgtgtc
ctggcagagg
ccagcctgaa
ggctgtectce
ggaccaccgc
ccaagggecce
ccgcetetggg

ctggcgeect

ES 2 678 696 T3

cgtgtcecggce
tgagctgtcc
gctggtggcc
cctggeceggce
ggtggccaag
c€ggcgagggce
tggcgceget
ctccgeattc
gcatctgcac
gctgggoctg
gtgataagct

actgaggctyg
ggaatctggc
cggctactcc
cctggaatgg
gtccagagtg
cgtgaccgct
catggattac
ctcegtgtte
ctgcctegtyg

gacctccggc

gctagagcect
cctgacgatc
cagaacgtgc
gtgtccctga
gctggcegtgt
tctggatctg
gctctggecc
gggtttcagg
accgaggceca
ttcagagtga
t

attttcctgg
cctggactcyg
atcacctccg
atcggctaca
accatgctgc
gctgatacceg
tggggccagg
cctctggecce
aaggactact

gtgcacacct

37

ctcctggete
ctgccggect
tgctgatcga
ccggeggact
actacgtgtt
tgtccctgge
tgacagtgga
gccggetget
gagccagaca

cccecgagat

tgctgaccct
tgcggectte
accacgcctg
tctectacte
gggacacctc
ccgtgtacta
gctcectegt
cttcctctaa
tcececgagec

ttecagetyt

tgccgectec
gctggacctg
cggcececty
gtcctacaaa
ctttcagety
cctgcatctyg
tctgectect
gcacctgtct
cgcctgygcag

cccagecggc

gaaaggcgtc
ccaaaccctg
gtcrrgggty
cggcatcace
caagaaccag
ctgcgccaga
gaccgtgtcc
atctacctct
cgtgacagtg

gctygcagtec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
631

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



10

15

20

tccggectgt
acctacatct
cccaagtcct
ggaccctctg
cccgaagtga
tggtacgtygg
aactccacct
aaagagtaca
tccaaggcca
gagctgacca
atcgccgtygg
gtgctggact
tggcagcagg
acccagaagt

tctggtggtyg

actccctgte
gcaacgtgaa
gcgacaagac
tgttcctgtt
cctgcgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
agggccagcc
agaatcaggt
aatgggagtc
ccgacggctc
gcaacgtgtt
ccectgteect

gcggatce

<210> 26
<211> 405
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 26

gcggeecgeca
cagtgtgaca
gtgaccatca
aagccceggea
ccctctagat
cagcccgagy

ggccagggca

tgaattttgy
tccagatgac
cctgtcgygc
aggccccecaa
tttccggcetce
atatcgccac

ccaaggtgga

<210> 27

<211> 1455

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética
<400> 27

ES 2 678 696 T3

cagcgtcgty
ccacaagccc
ccacacctygt
cccaccaaaa
ggtggatgtyg
agtgcacaac
gtccgtgcty
gtccaacaag
acgggaacce
gtccctgaca
caacggccag
attcttcctg

ctcctgctcc

gJgagccccgqg

actgaggctg
ccagtccccec
ctcccaggac
gctgctgatc
tggctccgyce
ctactactgc

aatcaagcgg

actgtgccct
tccaacacca
cccecttgtce
ccgaaagaca
tcccacgagy
gccaagacca
accgtgctgce
gcecctgectyg
caggtgtaca
tgcctcgtga
cctgagaaca
tactcaaagc
gtgatgcacg
aaaggcggceyg

attttcctygg
tccagectgt
atctcctect
tactacacct
accgacttta

cagcaaggca

accgtggegg

cctcatctct
aggtggacaa
ctgcccctga
ccctgatgat
accctgaagt
agcctagaga
accaggattg
ccceccatcga
cactgcccce
aaggcttcta
actacaagac
tgacagtgga
aggccctgca

gaggatctgg

tgctgaccct
ctgcctetgt
acctgaactg
ccegygetgea
ccttcaccat
acaccctgec

cgeee

gggcacccag
gaaggtggaa
actgctgggc
ctceeggacc
gaagttcaat
ggaacagtac
gctgaacqgc
aaagaccatc
tagccgcgac
ccecctecgat
caccccccect
caagtcccgg

caaccactac

cggaggcggtr

gaaaggcgtc
gggcgacaga
gtatcagcag
ctcegygcgty
cagcteccty

ctacaccttt

gcggecgeca tgaattttgyg actgaggctyg attttcctgg tgctgaccct gaaaggcgtce

38

660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1458

60
120
180
240
300
360
405

60



ES 2 678 696 T3

39

cagtgtcagyg tgcagctgca gcagtgggga gctggactgc tgaagccctc cgagacactg 120
tctctgacct gogotgtgta cggoggotco ttotccgget actactggtce ctggattegg 180
cagtcccctg agaagggcct ggaatggatc ggcgagatca accacggcegg ctacgtgacce 240
tacaacccca gcctggaatc cagagtgacc atctccgtgg acacctccaa gaaccagttc 300
tccctgaage tgtcctecgt gaccgecgct gataccgccg tgtactactg cgccagagac 360
tacggccctg gcaactacga ctggtacttc gacctgtggg gcagaggcac cctcgtgacce 420
gtgtcctctyg ctagcaccaa gggeccctee gtgtttecte tggecccttg ctcacgetec 480
acctccgaat ctaccgecgce tctgggetge ctogtgaagg actacttccc cgagceccgtg 540
actgtgtctt ggaactctgg cgccctgace tccggegtge acacctttcc agetgtgctg 600
cagtcctoceg gectgtactc ccetgtccagoe gtogtgacag tgccctccag ctototgggce 660
accaagacct acacctgtaa cgtggaccac aagccctcca acaccaaggt ggacaagcgg 720
gtggaatcta aatacggccc tccctgecct ccttgeccag cccctgaatt totgggogga 780
ccttcecgtgt tcctgttccc cccaaaacce aaggacacce tgatgatctc ccggacceec 840
gaagtgacct gcgtggtggt ggatgtgtcc caggaagatc ccgaggtgca gttcaattgg 900
tacgtggacg gcgtggaagt gcacaacgcc aagaccaagc ctagagagga acagttcaac 960
tccacctacc gggtggtgtc cgtgctgacc gtgetgcacc aggattgget gaacggcaaa 1020
gagtacaagt gcaaggtgtc caacaagggc ctgcccaget ccatcgaaaa gaccatcagc 1080
aaggccaagg gccagccccg ggaaccccag gtgtacacac tgcctccaag ccaggaagag 1140
atgaccaaga atcaggtgtc cctgacctgt ctcgtgaaag gcttctacce ctecgatatc 1200
gccgtggaat gggagtccaa cggecagcect gagaacaact acaagaccac cccccectgtg 1260
ctggactccg acggcagett cttoctgtac tctcgectga ccgtggacaa gteccgygtag 1320
caggaaggca acgtgttctc ctgctcecgtg atgcacgagg coctgeacaa ccactacacce 1380
cagaagtcce tgtccctgte tctggggaaa ggcggcggag gatctggegy aggcggttct 1440
ggtggtggcg gatcc 1455

<210> 28

<211> 411

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

55223(1}Construcci(’)n sintética

<400> 28
gcggecgeca tgaattttygg actgaggety attttcetgg tgctgaccct gaaaggegtc 60
cagtgtgaga tcgtgctgac ccagtctcct gccaccctgt ctctgagoece tggcgagaga 120
gctaccctgt cctgccgtge ctcccaatce gtgtcctctt acctggcctg gtatcageaa 180
aagcccggec aggctccccg getgetgatce tacgatgcoct ccaatagagc caccggeatc 240
cctgccagat tctccggcte tggctctgge accgacttta ccctgaccat ctectcectctg 300
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gaacccgagg acttcgecgt gtactactgc cagcageggt ccaactggce tcecgeccty

ES 2 678 696 T3

acatttggcg gaggcaccaa ggtggaaatc aagcggaccg tggoggogec ¢

<210> 29
<211> 449
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 29

g]n val Gln Leu

Thr val
Gly Met
Gly Trp

50
Gln Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Thr

Pro Leu

130

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

Arg

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu
195

Ile

20

Trp

Asp

Ile

Lys

Gly

Thr

Pro

val

Ala

Gly

Gly

val

Ser

val

Thr

Ala

sSer

85

Pro

val

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Gln

Cys

Lys

Thr

Phe

70

Leu

TyYr

sSer

sSer

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Ser

Lys

Gln

Thr

55

sSer

Lys

Asn

Ser

Tyr

Ser

Ser

Thr

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

40

Gly Glu

Leu Glu

Ser Glu

Trp Tvr

105

Ala Ser
120

ser Thr

Phe Pro

Gly val

Leu Ser

185

Tyr Ile
200

40

Glu

10

Asp

Gly

Pro

Thr

Asp

0

Phe

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

val

TYr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Lys

Thr

Gly

TYr

60

Ala

Ala

val

Gly

Gly

val

Phe

val

val

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

Thr

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn
205

Pro

Thr

30

Lys

Gln

Thr

Tyr

Gly

ser

Ala

val

Ala

val

190

His

Gly

15

TYr

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Gln

val

Ala

ser

val

175

Pro

Lys

Glu

Tyr

Met

Phe

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

ser

Pro

360
411



Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

Ala

val

305

TYr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

<210> 30
<211> 219

<212> PRT

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<213> Secuencia artificial

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

GIn

Gly

GIn

420

Asn

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

GIn

His

ES 2 678 696 T3

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

val

310

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

390

Phe

Gly

TYr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys

Pro

Lys

val

Tyr

280

Glu

His

Lys

GIn

Leu

360

Pro

Asn

Leu

val

GIn
440

41

val

Ala

Pro

val

265

val

GIn

GIn

Ala

Pro

345

Thr

Ser

TYr

TYr

Phe

425

Lys

Glu

Pro

Lys

250

val

Asp

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Lys

Leu

Thr

val

val

Ser

300

Leu

Ala

Pro

GIn

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Pro

GIn

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Cys

Gly

Met

His

270

val

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu

335

TYr

Leu

Trp

val

Asp

415

His

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly
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<220>

<223> Construccion sintética

<400> 30

Asp Ile val Met Thr GIn Ser Pro Leu
1

Glu Pro val Ser Ile Ser Cys Arg Ser
20 25

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe
35 40

Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70

Ser Arg val Glu gga Glu Asp val Gly

Leu Glu Tyr Pro Phe Thr phe Gly Pro
100 105

Arg Thr val Ala Ala pro Ser val Phe
115 120

GIn Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val
130 135

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val Gln Trp
145 150

Ser Gly Asn Ser E%g Glu ser val Thr

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr
180 185
Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val
195 200
Pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly
210 215
<210> 31
«211> 460
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

42

Ser

10

Ser

Leu

Asnh

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

val

Lys

GlIn

Leu

Ala

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

GlIn

Ser

His

Cys

Pro

Ser

Arg

val

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

GlIn

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asnh

Ser

Ala

Gly

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asnh

Ala

Lys

Pro

15

His

GlIn

val

Arg

GlIn

95

Leu

Asp

Asnh

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

His

Lys

Glu

Phe

GlIn

160

Ser

Glu

Ser



<400>

31

Glu

1

ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Tvr

Ser

Ser

145

Asp

Thr

Tyr

Gln

225

val

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Tvr

Ser

130

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

210

Lys

Gln

Lys

ser

35

Ile

Arg

Leu

Ala

Tvr

115

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

195

Tyr

Lys

Leu

val

20

Trp

Ile

val

ser

Pro

100

Tvr

Ser

Thr

Pro

val

180

Ser

Ile

val

val

ser

val

Pro

Thr

ser

85

Leu

Met

Thr

Ser

Glu

165

His

Ser

Cys

Glu

ES 2 678 696 T3

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Arg

Asp

Lys

Pro

Thr

val

Asn

Pro
230

ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Phe

val

Gly

Gly

val

Phe

val

val

215

Lys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

ser

Leu

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

200

Asn

Ser

Ala

ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Glu

105

Gly

Ser

Ala

val

Ala

185

val

His

Cys

43

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Lys

Asp

90

Trp

Lys

val

Ala

Ser

170

val

Pro

Lys

Asp

val

Gly

Gln

Asn

ser

75

Thr

ser

Gly

Phe

Leu

155

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

Lys

Thr

Gly

Tvr

60

Thr

Ala

Thr

Thr

Pro

140

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

220

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

ser

val

Gln

Thr

125

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

205

Asn

His

Pro

ser

30

Glu

Gln

Thr

Tvr

Asp

110

val

Ala

Leu

Gly

Ser

190

Leu

Thr

Thr

Gly

15

ser

Trp

Lys

Ala

Tvr

95

His

Thr

Pro

val

Ala

175

Gly

Gly

Lys

Cys

ser

Tvr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Tvr

val

Ser

Lys

160

Leu

Leu

Thr

val

Pro
240
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Pro

Pro

Thr

Asn

ser

Lys

Glu

Phe

385

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210> 32
<211> 213
<212> PRT

Cys

Pro

Cys

Trp

290

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

370

TYr

Asn

Phe

Asn

Thr
450

Pro

Lys

val

275

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

355

Met

Pro

Asn

Leu

val

435

Gln

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Pro

260

val

val

Gln

Gln

Ala

340

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

420

Phe

Lys

<223> Construccion sintética

<400> 32

Pro

245

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

325

Leu

Arg

Lys

Asp

Ser

Ser

ES 2 678 696 T3

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

310

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

390

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Thr

val

val

295

ser

Leu

Ala

Pro

Gln

375

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
455

Leu

Leu

ser

280

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

360

val

val

Pro

Thr

val

440

Leu

Gly

Met

265

His

val

Tyr

Gly

Ile

345

val

Ser

Glu

Pro

val

425

Met

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

410

Asp

His

Pro

Pro

ser

Asp

Asn

val

315

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

395

Leu

Lys

Glu

Gly

ser

Arg

Pro

Ala

300

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

380

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
460

val

Thr

Glu

285

Lys

ser

Lys

Pro

365

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
445

Phe

Pro

270

val

Thr

val

Cys

ser

350

Pro

val

Gly

Asp

Leu

255

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

Asn

Phe

val

Phe

Pro

Thr

320

val

Arg

Gly

Pro

400

Ser

Gln

His

Ser Ser Glu Leu Thr GIn Asp Pro Ala val Ser val Ala Leu Gly GlIn

44
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Thr val Arg gge Thr Cys Gln Gly ggp Ser Leu Arg Ser ggr Tyr Ala

Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly GIn Ala Pro Ile Leu val Ile Tyr
35 40 45

Gly Glu Asn Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly Ala GIn Ala Glu
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Lys Ser Arg Asp Gly Ser Gly GIn His

Leu val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly GIn Pro Lys
100 105 110

Ala Ala Pro Ser val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu Gln
115 120 125

Ala Asn Lys Ala Thr Leu val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly
130 135 140

Ala val Thr val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro val Lys Ala Gly
145 150 155 160

val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys GIn Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala
165 170 175

Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu GIn Trp Lys Ser His Arg Ser
180 185 190

Tyr Ser Cys GIn val Thr His Glu Gly Ser Thr val Glu Lys Thr val
195 200 205

Ala Pro Ala Glu Cys

210
<210> 33
<211> 449
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

GIn val GIn Leu GIn GIn Ser Gly ala Glu val Lys Lys Phe Gly Ala
1 5 10 15

45



s5er

val

Gly

Lys

Met

ala

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Arg

Pro

val

Leu

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

val

Thr

Glu

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Thr

Phe

Pro

val

val

20

Trp

Asn

Ala

ser

Phe

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

S5er

val

Pro

Thr

Arg

85

Gly

val

S5er

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

val

Phe

Cys

Lys

Tvr

Leu

70

Leu

Gly

ser

ser

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

ES 2 678 696 T3

Glu

Gln

Asn

55

Thr

Arg

ser

ser

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

Ala

Ala

40

Asp

Arg

ser

Tyr

Ala

120

ser

Phe

Gly

Leu

TvYr

Arg

Pro

Lys

val

Tyr

ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Gly

ser

Thr

Pro

val

ser

185

Ile

val

Ala

Pro

val

265

val

46

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Phe

Thr

ser

Glu

Asn

170

Ser

Cys

Glu

Pro

ASDP

Tvr

Gln

Gln

ser

75

Thr

Ala

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Thr
Gly
Thr
60

Ile
Ala
Tyr
Gly
i
val
Phe
val
val
Lys
Leu
Thr

val

val

Phe

Leu

45

Asn

Asn

val

Asn

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

Pro

30

Glu

Lys

Thr

Tvr

Gly

ser

Ala

val

Ala

val

190

Cys

Gly

Asn

His

270

val

ser

Trp

Lys

Ala

TYr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Tvr

Ile

Phe

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Ser

Asp

Asn
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Ala

val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

ser

385

Asp

ser

Ala

Lys

<210> 34

<211> 215
<212> PRT

Lys
290

Ser

Lys

Pro

Leu

370

Asn

ser

Arg

Leu

275

Thr

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

<213> Secuencia artificial

<220

LysS

Leu

Lys

LyS

340

Ser

Lys

GIn

Gly

GIn

420

Asn

<223> Construccion sintética

<400> 34

Pro

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

ser

405

GIn

His

ES 2 678 696 T3

Arg
val
310

Ser

LysS

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr

Glu

295

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

280

Glu

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

GIn
440

Gln

Gln

Ala

Pro

345

Thr

ser

Tyr

Tyr

Phe

425

Lys

Tyr

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

410

ser

ser

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Ser

300

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

ser

ser

285

Thr

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Asp Ile GIn Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
1 5

Asp Arg val EBr Met Thr Cys Ser gga Ser Ser Ser val

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

47

Tyr

Gly

Ile

val

350

Ser

Pro

val

Asn

430

ser

Arg

LysS

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

val

Pro

val

Glu

320

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Ser val Gly
15

5er Ser Ser

30

Lys Leu Trp
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<210>
<211>
<212>

Ile

Gly

65

Pro

Tyr

Ala

Gly

val

145

sSer

Thr

Tyr

sSer

35
450
PRT

Glu

Thr

Pro

Thr

130

GlIn

val

Leu

Ala

Phe
210

sSer

Gly

Asp

Phe

s5er

115

Ala

Trp

Thr

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400>

35

Thr

sSer

sSer

Gly

val

sSer

Lys

Glu

Leu

180

Glu

Arg

sSer

Gly

Ala

85

Gly

Phe

val

val

GlIn

165

sSer

val

Gly

ES 2 678 696 T3

Asn

Thr

70

sSer

Gly

Ile

val

Asp

Pro

Thr

Glu

Leu
55

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
135
Asn
Ser

Arg

His

215

Ala

Phe

Phe

Arg

Pro

120

Leu

Ala

Lys

Lys

GlIn
200

sSer

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Leu

Asp

Ala

185

Gly

Gly

Leu

His

20

Glu

sSer

Asn

GlIn

s5er

170

Asp

Leu

val

Thr

75

GlIn

Ile

Asp

Asn

s5er

155

Thr

Tyr

sSer

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

140

Gly

Tyr

Glu

sSer

Ala

sSer

Asn

Arg

Tyr

Asn

sSer

Lys

Pro
205

Arg

sSer

Arg

Thr

110

Leu

Glu

sSer

Leu

His

190

val

Phe

Leu

Tyr

95

val

Lys

Ala

GlIn

sSer

175

Lys

Thr

sSer

GlIn

80

Pro

Ala

sSer

Lys

Glu

160

sSer

val

Lys

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Asp Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

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

Ala Met Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
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Ser

Lys

65

Leu

Gly

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val
305

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Ile

Arg

Met

val

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Thr

Phe

Asn

Pro

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu
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Ser

Ile

70

Leu

Arg

val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

val

Phe

Pro

Thr
310

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Gly

Arg

val

Thr

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Leu

Ser

Asp

Glu

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

49

Thr

Asn

Asp

20

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Pro

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp
315

Tyr

60

Gln

Ala

Leu

Lys

Gly

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Ala

Asn

val

Tyr

Gly

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Ser

Leu

Ile

95

Gly

Ser

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

val

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Glu

His

Arg
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Glu Tyr Lys Cys

Lys Thr Ile Ser
340

Thr Leu Pro Pro
355

Thr Cys Leu val
370

Glu Ser Asn Gly
385

Leu Asp Ser Asp
Lys Ser Arg Trp

Glu Ala Leu His
435

Gly Lys

<210> 36
<211> 214
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 36

?sp Ile Gln Met
Asp Arg val Thr
20
Leu Ala Trp Phe
35
Tyr Ala Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Lys

Lys

Ser

Lys

G1n

Gly

G1n

Asn

Thr

Ile

GlIn

Ser

Thr
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val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

G1n

His

GlIn

Thr

GlIn

Leu

Asp
70

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Ser

Cys

Lys

His

35

Phe

Ash Lys
Gly Gln

345

Glu Leu
360

Tyr Pro
Ash Asn
Phe Leu
Asn val

425

Thr Gln
440

Pro Ser
Arg Ala
Pro Gly
40

Ser Lys

Thr Leu

50

Ala

330

Fro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Arg

Lys

Asp

Ser

Ser

Leu

GlIn

Ala

Pro

Ile
75

Fro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Asp

Pro

Thr

60

Ser

Ala

Fro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Ala

Ile

Ser

Fro

Gln

350

val

val

Fro

Thr

val

430

Leu

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

Ile

val

Ser

Glu

Fro

val

415

Met

Ser

val

15

Asnh

Leu

Ser

GlIn

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

400

Asp

His

Fro

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

ser

Ala

Phe

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

ser

Thr

Cys

Asn
210

Phe

Gly

val

115

Ser

Gln

val

Leu

Glu

195

Arg

Ala

Gly

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr

85

Gly

Ile

val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu
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Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

GIn

ser

His

Cys

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

GIn

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

ser

Ala

Gly
200

51

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

ser

Glu

ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Tyr

val

110

LysS

Arg

Asn

ser

Lys

190

Thr

Pro
95

Ala

Ser

Ser

Leu

175

val

Lys

Ile

Gln

160

ser

Tyr

ser
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusidon quimérica que consiste en un resto de direccionamiento para dirigir a una célula
cancerosa, un resto inmunomodulador que contrarresta la tolerancia inmunitaria, y un espaciador de aminoacidos,
en la que el resto de direccionamiento y el resto inmunomodulador estan unidos por un espaciador de aminoacidos
de longitud suficiente de restos de aminoacidos de manera que ambos restos puedan unirse satisfactoriamente a su
diana individual, en la que el resto inmunomodulador es TGF-BRII que consiste en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4; en la que el espaciador de aminoacidos es SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO:11; y en la que el resto de
direccionamiento es anti-EGFR1 que consiste en la cadena pesada SEQ ID NO: 5 y la cadena ligera SEQ ID NO: 6;
en la que SEQ ID NO: 4 esta unida mediante el espaciador de aminoacidos al extremo C de SEQ ID NO: 5 o
SEQ ID NO: 6 de anti-EGFR1.

2. Una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una proteina de
fusion quimérica de la reivindicacion 1.

3. Una proteina de fusion quimérica segun la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
neoplasica en un sujeto.
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Proteina de fusion anti-HER2/neu-TGF@RII en la regién constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-HER2/neu:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAP
GKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQM
NSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion de cadena ligera de anti-HER2/neu:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPG
KAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNN
GAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEV
CVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE
KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 1
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Proteina de fusion anti-EGFR1-TGF@RII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-EGFR1:

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSP
GKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKM
NSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion de cadena ligera de anti-EGFR1:

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGS
PRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYY
CQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECGGGGSGGGGESGGGGESTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGA
VKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCV
AVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKK
KPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 2
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Proteina de fusion anti-CTLA4-TGFBRII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de anti-CTLA4:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQA
PGKGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ
MNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Secuencia de aminoacidos de proteina de fusion de cadena ligera de anti-CTLA4:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKP
GQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDF
AVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDN
NGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQE
VCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMK
EKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 3
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Proteina de fusion anti-HER2/neu HC-4-1BB y LC-TGFRRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYY
CSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSACPWAVSG
ARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNYVLL
IDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVWAKAGVYYVTIFQLEL

RRWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS
AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFR
VTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFRII:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPP
TFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKS
VNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICE
KPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEK
KKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 4
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Proteina de fusion anti-EGFR1 HC-4-1BB y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYY
CARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSACPWAVSG
ARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLL
IDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELWAKAGYVYYVFFQLEL

RRWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS
AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFR
VTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFRII:

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFG
AGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVN
NDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKP
QEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKK
KPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 5
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Proteina de fusion anti-CTLA4 HC-4-1BB y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLE
WVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIY
YCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSACPWAVSGA
RASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLI
DGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELR
RWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSA
FGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRV
TPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFRII:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IlYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
WTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQ
KSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSI
CEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMK
EKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 6
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Proteina de fusion anti-HER2/neu HC-PD1 y LC-TGF@RII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena pesada-PD1:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYY
CSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSPGWFLDSP
DRPWNPPTFSPALLVWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSN
QTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRND
SGTYLCGALISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPA
GQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFRII:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPP
TFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKS
VNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICE
KPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEK
KKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 7

59



ES 2 678 696 T3

Proteina de fusion anti-EGFR1 HC-PD1 y LC-TGFRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-PD1:

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYY
CARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSPGWFELDSP
DRPWNPPTFSPALLYWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSN
QTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRND
SGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPA
GQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFRII:

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFG
AGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVN
NDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKP
QEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKK
KPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 8
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Proteina de fusion anti-CTLA4 HC-PD1 y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-PD1:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLE
WVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIY
YCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS

VMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSPGWFLDSPD

RPWNPPTESPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQ
TDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVWRARRNDS
GTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAG

QFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena ligera-TGFBRII:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
WTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQ
KSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSI
CEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMK
EKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 9
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Proteina de fusion anti-HER2/neu HC-TGFBRII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYY
CSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQK
SVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSIC
EKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE
KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKACPWAY

SGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNYV
LLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVWAKAGVYYVFFQL

ELRRWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR

NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGL

FRVTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPP
TFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 10
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Proteina de fusion anti-EGFR1 HC-TGF@RII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYY
CARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWWT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQK
SVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSIC
EKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE

KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKACPWAY
SGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNV
LLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVWAKAGVYYVFFQL
ELRRWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEAR
NSAFGFQGRULHISAGQRLGVHIHTEARARHAWQLTQGATVLGL
FRVTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFG
AGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 11
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Proteina de fusion anti-CTLA4 HC-TGFBRII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLE
WVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIY
YCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSV
NNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEK
PQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKK

KPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKACPWAVSG

ARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLL
IDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLEL

RRWAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNS
AFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLIHTEARARHAWQLTQGATVLGLFR
VTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
WTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 12
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Proteina de fusion anti-HER2/neu HC-TGFBRII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEW
VARIYPTNGYTRYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYY
CSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQK
SVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSIC
EKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE

KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKPGWFLD
SPDRPWNPPTFSPALLWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSP
SNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARR
NDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR
PAGQFQTLV

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLI
YSASFLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPP

TFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 13
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Proteina de fusion de anti-EGFR1 HC-TGFBRII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLE
WLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYY
CARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVY
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQK
SVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSIC
EKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKE

KKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKPGWFLD
SPDRPWNPPTESPALLIWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSP
SNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARR
NDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPR
PAGQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFG
AGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 14
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Proteina de fusion anti-CTLA4 HC-TGFBRII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLE
WVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIY
YCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSV
NNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEK
PQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKK

KPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPDEPKSCDKPGWFLDSP
DRPWNPPTFSPALLVWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSN
QTDKLAATPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRND
SGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPA
GQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IlYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
WTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 15
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Secuencia de nucleétidos de la region constante de la cadena pesada de anti-HER2/neu con conector

1 gctagcacca agggcccctc cgtgttcect ctggeccect ccagcaagte cacctetgge

61 ggcaccgceceg ctetgggetg cetggtcaag gactacttcc ccgagececgt gacegtgtee
121 tggaactctg gegcetetgac ctceggegtg cacaccttee ctgeegtgcet geagtectee
181 ggcctgtact cectgtecte cgtegtgacce gtgeccteca getetetggg cacccagacce
241 tacatctgca acgtgaacca caagccctce aacaccaagg tggacaagaa ggtggaacce
301 aagtccetgeg acaagaccca cacctgtceccectgeccetg ceceetgagct cctgggagge
361 cctagegtgt tectgttcece cccaaagece aaggacaccce tgatgatcte ccggacceee
421 gaagtgacct gcgtggtggt ggacgtgice cacgaggacce ctgaagtgaa gttcaattgg
481 tacgtggacg gcgtggaagt gcacaacgcc aagaccaagc ccagagagga acagtacaac
541 tccacctacc gggtggtgtc cgtgetgacc gtgetgcacc aggactggct gaacggcaaa
601 gagtacaagt gcaaggtgtc caacaaggcc ctgcctgcece ccatcgaaaa gaccatctce
661 aaggccaagg gccagececcg cgagectcag gtgtacacce tgeeccctag ccgggaagag
721 atgaccaaga accaggtgtc cctgacctgt ctggtcaagg gettctaccc ctccgatate
781 gcegtggaat gggagtccaa cggccagece gagaacaact acaagaccac cccccctgtg
841 ctggactccg acggcteatt cttectgtac tccaagetga cecgtggacaa gtececggtog
901 cagcagggca acgtgttctc ctgctcegtg atgcacgagg ccetgcacaa ccactacacc
961 cagaagtccc tgtccctgag cccaggcaaa ggeggaggceg gatctggegg cggaggatet

....1021 ggtggcg gatcc

Secuencia de nucleétidos de ECD de TGFBRII:

1 ggatccacca tcceeeccaca cgtgcagaaa tecgtgaaca acgacatgat cgtgaccgac
61 aacaacggcg ctgtgaagtt cccccagcetg tgcaagttct gcgacgtgeg gttctctace
121 tgcgacaacc agaaatcctg catgtccaac tgctccatca ceteccatctg cgagaagcecce
181 caggaagtgt gcgtcgecegt ctggcggaag aacgacgaga acatcacect ggaaaccgtg
241 tgccacgacc ccaagctgec ctaccacgac ttcatcetgg aagatgecge ctcecccaag
301 tgcatcatga aggaaaagaa gaagcccggce gagactttct tcatgtgcag ctgctectce
361 gacgagtgca acgacaacat catcttcicc gaagagtaca acacctccaa ccececgactga
421 agctt
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Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de anti-HER2/neu:

1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de nucleétidos de

1
61
121
181
241
301
361
421

Secuencia de nucleétidos de

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

gcggccgcca
cagtgcgagg
agactgtcct
caggcccctg
agatacgceg
gcetacctge
tggggaggcg

ctecegeta

gcggecgecea
acctgtggeg
agagtgacca
cagaagcccg
gtgccctccecce
ctgcagecccg
tttggccagyg

cccacccect

gctagcacca
ggcaccgccg
tggaactctyg
ggcctgtact
tacatctgca
aagtcctgecg
ccttcececgtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaga
gccegtggaat
ctggactccg

cagcagggca
cagaagtccce

tgaacttcgg
tgcagctggt
gcgeccgecte
gcaagggcct
actccgtgaa
agatgaactc
acggcttcta
gc

cctgeggetyg
ggaatccggce
cggcttcaac
ggaatgggtg
gggccggttre
cctgecgggcec
cgccatggac

atcttcctgg
ggaggcetgg
atcaaggaca
gcccggatcet
accatctccg
gaggacaccg
tactggggcc

tgctgaccct
tcecagceetgg
cctacatcca
accccaccaa
ccgacacctce
ccgtgtacta
agggcaccct

la region variable de la cadena ligera de anti-HER2/neu:

tggaatccca
acatccagat
tcacctgtcg
gcaaggcccce
ggttctccgg
aggacttcgce
gcaccaaggt
ccgacgagca

gacccaggtg
gacccagtce
ggcctceccag
caagctgctg
ctctagatcc
cacctactac
ggaaatcaag
gctg

ctgatctcce
ccctcecagcece
gacgtgaaca
atctactceceg
ggcaccgact
tgccagcagce
cggaccgtgg

tgctgttectg
tgtecgecte
ccgecgtgge
cctecttect
ttaccctgac
actacaccac
ccgcteecte

la region constante de la cadena pesada de anti-EGFR1

agggeccccte
ctctgggcectg
gcgctctgac
ccectgtecte
acgtgaacca
acaagaccca
tcetgttecce
gcgtggtggt
gcgtggaagt
gggtggtgtce
gcaaggtgtc
gccagccceg
accaggtgtc
gggagtccaa
acggctcatt
acgtgttctce
tgtctctgag

ggcggag gatcc

cgtgtttccce
cctggteaag
ctceggegtyg
cgtcegtgacce
caagccctcc
cacctgtccce
cccaaagccce
ggacgtgtcce
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcce
cgagcctcag
cctgacctgt
cggccagecc
cttectgtac
ctgctecegtg
cccecggcaaa

ctggcccect
gactacttcc
cacaccttce
gtgcecctcca
aacaccaagyg
ccctgeectg
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacce
ctgcetgece
gtgtacaccce
ctggtcaagg
gagaacaact
tecaagcectga
atgcacgagg
ggcggcggag
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ccagcaagtce
ccgagcccgt
ctgcegtget
gctetetggg
tggacaagcg
ccecctgaact
tgatgatctc
ctgaagtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgccteccag
gcttctaccce
acaagaccac
ccgtggacaa
ccectgcacaa
gatctggegg

gaagggcgtg
cggatctctg
ctgggtccga
cggctacacc
caagaacacc
ctgctccaga
ggtcaccgtg

ggtgtccggce
tgtgggcgac
ctggtatcag
gtactcecggce
catctccagce
ccececcacce
cgtgttcatc

con conector:

cacctctgge
gaccgtgtece
gcagtcctcce
cacccagacc
ggtggaaccc
gctgggaggce
ccggacccecec
gttcaattgg
acagtacaac
gaacggcaaa
gaccatctcc
ccgggacgag
ctcegatate
ccccectgtg
gtcceggtgg
ccactacacc
tggcggatca
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Secuencia de nucledtidos de region variable de la cadena pesada de anti-EGFR1:

1 gcggcecgcca tgaacttegg cctgeggctg atcttcecctgg tgetgaccct gaagggcgtg

61
121
181
241
301
361
421

cagtgccagg
tccatcacct
cagtccccag
tacaacaccc
ttcttcaaga
ctgacctact
cgctagce

tgcagctgaa
gtaccgtgtc
gcaagggcct
ccttcaccte
tgaactccecct
atgactacga

gcagtccgga
cggcttetcece
ggaatggctg
ccggetgtec
gcagtccaac
gttcgecctac

cctggecetgg
ctgaccaact
ggagtgattt
atcaacaagg
gacaccgcca
tggggacagg

tgcagccttc
acggcgtgea
ggagcggcgyg
acaactccaa
tctactactg
gcaccctggt

Secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera de anti-EGFR1:

ccagtcecctg
ctgggtccga
caacaccgac
gtcccaggtg
cgccagagcc
caccgtgtct

1 gcggeccgcca tggaatccca gacccaggtg ctgatctcec tgctgttctg ggtgtceccgge

61
121
181
241
301
361
421

acctgtggcg
cgggtgtcct
cagcggacca
atcccctece
gtggaatccg
ttcggcgcetg

cececacect

acatcctgcect
tctecectgecg
acggctcceccc
ggttctecgg
aggatatcgce
gcaccaagct
ccgacgagca

gacccagtcc
ggcctcceccag
tcggetgcetg
ctctggcectce
cgactactac
ggaactgaag

gctg

ccegtgatcece
tccatcggcea
attaagtacg
ggcaccgact
tgccagcaga
cggaccgtgg

tgtcegtgte
ccaacatcca
cctecgagte
tcaccctgtce
acaacaactg
ccgcetececte

Secuencia de nucleotidos de la region variable de la cadena pesada de anti-CTLA4:

1
61
121
181
241
301
361
421

gcggecgeoea
cagtgccagg
agactgtcet
caggcccectg
tactacgccg
ctgtacctgce
accggctggce
tagc

tgaacttegg
tgcagctggt
gcgeegecte
gcaagggcct
actccgtgaa
agatgaactc
tgggccecttt

cctgeggetg
ggaatccggc
cggcttcacc
ggaatgggtc
gggccggttce
cctgegggcece
tgattactgg

atcttcetgg
ggaggcgtgg
ttctccaget
accttcatca
accatctccce
gaggacaccyg

ggccagggca

tgctgaccct
tgcagcctgg
acaccatgca
gctacgacgg
gggacaactc
ccatctacta
ccetggteac

Secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera de anti-CTLA4:

1
61
121
181
241
301
361
421

gcggecgcca
acctgtggeg
agagccaccc
cagcagaagc
ggcatccctg
cggctggaac
acctttggcc

cttcccac

tggaatccca
agatcgtgcet
tgtcctgcag
ccggecaggce
accggttctce
ccgaggactt
agggcaccaa
ccteccgacga

gacccaggtyg
gacccagtce
agcctcceccag
cceteggetyg
tggctcecggce
cgcegtgtac
ggtggaaatc
gcagctg

Figura
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ctgatctccce
ccecggcaccece
tcegtggget
ctgatctacg
teccggcaccyg
tactgccage
aagcggaccyg

tgctgttctg
tgtctctgag
cctectaccet
gcgetttete
acttcaccct
agtacggectc
tggccygctcce

tecctggegag
ctggtatcag
tatctcecggce
catcaactcc
gccecaccacce
cgtgttecatc

gaagggcgtg
cagatccctg
ctgggtcecga
caacaacaag
caagaacacc
ctgecgceccecegg
cgtgtcctcec

ggtgtccgge
ccctggcgag
ggcttggtat
tecgggccacc
gaccatctecc
ctcececcectgg
ctecegtgtte
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Secuencia de nucleoétidos de la molécula IgG1 anti-CD20:

6
12
18
24
30
36
42
48
54
60
66
72
78
84
90
96

102

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

gctagcacaa
ggcactgctg
tggaactctg
ggactgtact
tacatttgta
aaatcctgtg
ccttetgtgt
gaggtgacat
tacgtcgatg
tcaacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
ctgaccaaaa
gctgtggagt
ctggattctg
cagcagggga
cagaaatcce

ggtggtggeg

agggccctag
ctctgggatg
gtgctctgac
ctctgtcatc
atgtgaacca
acaaaaccca
ttectgttccece
gtgtggtggt
gagtggaagt
gagtcgtcag
gtaaagtctc
gacagcctag
accaggtgtce
gggagtcaaa
atggctcttt
atgtctttte
tgtctctgte
gatcc

tgtgtttcct
cctggtgaag
ttctggtgtc
tgtggtcact
caaaccatcc
cacctgecca
accaaaacca
ggatgtgtct
ccacaatgec
tgtgctgact
aaacaaggcc
ggaaccccag
cctgacatge
tggacagcct
ctttctgtac
ttgctetgte
tcececgggaaa

ctggctcecect
gattactttc
cacactttcc
gtgccctcectt
aacactaaag
ccttgtcecetyg
aaagataccc
catgaggacc
aaaaccaagc
gtgctgcatc
ctgcctgctce
gtctacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
tccaaactga
atgcatgagg
ggcggcggag

cttccaaatc
ctgaacctgt
ctgctgtgcect
catctctggg
tggacaaaaa
cccctgaact
tgatgatctc
ctgaggtcaa
ctagagagga
aggattgget
caattgagaa
tgccaccttce
gcttctaccce
acaaaacaac
ctgtggacaa
ctctgcataa
gatctggcgg

Secuencia de nucleoétidos de la region variable de la cadena pesada de anti-CD20:

6
12
18
24
30
36
42

1
1
1
1
1
1
1
1

gcggcecgeca
cagtgtcagg
aagatgtcct
cagacccceeg
tcctacaacc
gcctacatgce
tctacctact
gtgtctgcetg

tgaattttgg
tgcagctgcea
gcaaggcctce
gcagaggcect
agaagttcaa
agctgtecte
acggeggega
ctagc

actgaggctg
gcagecctggt
cggctacacc
ggaatggatc
gggcaaggcc
cctgacctcc
ctggtacttc

attttcctgg
gccgagceteg
ttcaccagcet
ggcgctatct
accctgaccg
gaggactccg
aacgtgtggg

tgctgaccct
tgaaacctgg
acaacatgca
accccggcaa
ccgacaagtce
ccgtgtacta
gcgctggeac

Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena ligera de anti-CD20:

1
61
121
181
241
301
361

gcggccgeca
cagtgtcaga
gtgacaatga
ccecggcteca
gtgcggtttt
gccgaggatg
ggaggcacca

tgaattttgg
tegtgetgte
cctgeceggge
gccecaagcec
ccggctetgg
ccgeccaccta
agctggaaat

actgaggctg
ccagtccect
ctcctectcee
ttggatctac
ctetggceacce
ctactgeccag
caagcggacc

attttcctgg
gccatcetgt
gtgtcctaca
gccacctcceca
tcctactece
cagtggacca

gtggcggcge

Figura 19
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tgctgaccct
ctgctagcecce
tcecactggtt
acctggcectce
tgaccatctc
gcaacccccece
cctet

cacttctggt
gactgtctca
gcagtctagt
aacccagacc
agccgaaccce
gctgggagga
tagaacccct
atttaattgg
acagtacaat
gaatggcaag
aacaatctca
acgcgacgaa
ttctgacatt
ccceeetgtyg
gtctagatgg
ccactacact
aggcggttct

gaaaggcgtc
cgecectcegtg
ctgggtcaag
cggcgacacc
ctcttccacc
ctgcgceccgg
caccgtgacc

gaaaggcgtc
tggcgagaaa
ccagcagaag
tggcgtgcca
tcgggtggaa
cacatttgge
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Secuencia de nucleétidos de 4-1BB:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

ggatccgect
cccagactga
agacagggca
tcctggtact
gaggacacca
gaactgcggc
cagcccectga
gecectectecyg
gctggccaga
ctgacccagg
ctgcccagece

gtecttgggce
gagagggccc
tgtttgccca
ctgatcctgg
aagaactggt
gggtggtggce
gatctgeccgce
aggecccggaa
gactgggagt
gcgctaccgt
ctagatccga

cgtgtcegge
tgagctgtcc
gctggtggec
cctggeeggce
ggtggccaag
¢ggcgagggc
tggcgeegcet
ctecgeattce
gcatctgcac

gctgggcctyg
gtgataagct

gctagagect
cctgacgatc
cagaacgtgc
gtgtccctga
gctggcgtgt
tctggatctg
gctectggecce
gggtttcagg
accgaggcca
ttcagagtga
t

Secuencia de nucleétidos de la cadena pesada de anti-IL6R:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gcggccgceca
cagtgtcagg
tctctgacct
cgacagcctce
acctacaacc
ttctcectge
tctctggeca
tctgctagea
ggcggceaccyg
tcttggaact
tcecggeetgt
acctacatct
cccaagtecet
ggaccctctg
cccgaagtga
tggtacgtgg
aactccacct
aaagagtaca
tccaaggceca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgctggact
tggcagcagg
acccagaagt
tctggtggtg

tgaattttgg
tgcagctgca
gtaccgtgtc
ctggcagagg
ccagcctgaa
ggctgtccte
ggaccaccgc
ccaagggccc
ccgectetggyg
ctggcgcect
actceccetgte
gcaacgtgaa
gcgacaagac
tgttcetgtt
cctgegtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
agggccagcec
agaatcaggt
aatgggagtc
ccgacggete
gcaacgtgtt
ccectgtccect
gcggatcc

actgaggctg
ggaatctggc
cggctactcce
cctggaatgg
gtccagagtg
cgtgaccgcet
catggattac
ctcegtgtte
ctgcctegtg
gacctcecggce
cagcgtcgtg
ccacaagecc
ccacacctgt
cccaccaaaa
ggtggatgtg
agtgcacaac
gteccgtgetg
gtccaacaag
acgggaaccc
gtccectgaca
caacggccag
attcttectg
ctecectgetec

gagccccggyg

attttcectgg
cctggactcg
atcacctccg
atcggctaca
accatgctgc
gctgataccg
tggggccagg
cctetggecce
aaggactact
gtgcacacct
actgtgccect
tccaacacca
cceecttgte
ccgaaagaca
tcccacgagyg
gccaagacca
accgtgctgce
gcecetgecetg
caggtgtaca
tgcctegtga
cctgagaaca
tactcaaagc
gtgatgcacg
aaaggcggcg

Figura 20
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ctcetggete
ctgcecggect
tgctgatcga
ccggeggact
actacgtgtt
tgtccectgge
tgacagtgga
gceggetget
gagccagaca
ccecceccgagat

tgctgaccct
tgcggecttc
accacgcctyg
tctectacte
gggacacctc
ccgtgtacta
gctecetegt
cttecctcectaa
tccecgagec
tteccagcectgt
cctecatctct
aggtggacaa
ctgccecctga
ccctgatgat
accctgaagt
agcctagaga
accaggattg
cccecatcega
cactgcceee
aaggcttcta
actacaagac
tgacagtgga
aggccctgea
gaggatctgg

tgcecgectee
gctggacctg
cggcceectg
gtcctacaaa
ctttcagetg
cctgcatcetg
tctgectect
gcacctgtcet
cgcctggcag
ccecageccggce

gaaaggcgte
ccaaaccctyg
gtcttgggtg
cggcatcacc
caagaaccag
ctgcgccaga
gaccgtgtcce
atctacctcet
cgtgacagtyg
gctgcagtcc
gggcacccag
gaaggtggaa
actgctgggc
ctceeggacce
gaagttcaat
ggaacagtac
gctgaacggc
aaagaccatc
tagcecgegac
ccectecgat
cacccceect
caagtcccgg
caaccactac

cggaggcggt
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Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena ligera de anti-IL6R:

1
61
121
181
241
301
361

gcggcecgeca
cagtgtgaca
gtgaccatca
aagcccggcea
ccctctagat
cagcccgagg
ggccagggca

tgaattttgg
tccagatgac
cctgtecgggc
aggccccecaa
tttceggetce
atatcgccac
ccaaggtgga

actgaggctg
ccagtcecccc
ctccecaggac
gctgctgatc
tggctececgge
ctactactgc
aatcaagcgg

Secuencia de nucleétidos de cadena pesada de anti-4-1BB

Secuencia

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gcggccgeca
cagtgtcagg
tctetgaccet
cagtccectg
tacaacccca
tcecectgaage
tacggccetg
gtgtcctctg
acctccgaat
actgtgtctt
cagtcctccg
accaagacct
gtggaatcta
ccttecegtgt
gaagtgacct
tacgtggacg
tccacctacc
gagtacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggaat
ctggactccg
caggaaggca
cagaagtccc

ggtggtggcg

tgaattttgg
tgcagctgca
gcgctgtgta
agaagggcct
gcctggaatce
tgtcctcegt
gcaactacga
ctagcaccaa
ctaccgceecge
ggaactctgg
gcctgtactce
acacctgtaa
aatacggccc
tcetgttece
gcgtggtggt
gcegtggaagt
gggtggtgte
gcaaggtgtc
gccagcececcg
atcaggtgtc
gggagtccaa
acggcagcectt
acgtgttctce
tgtcecctgte
gatcc

actgaggctg
gcagtgggga
cggcggctcce
ggaatggatc
cagagtgacc
gaccgcegcet
ctggtacttc
gggcccectce
tctgggetge
cgcectgacce
cctgtccage
cgtggaccac
tcecctgecect
cccazaaccc
ggatgtgtcc
gcacaacgca
cgtgcetgacce
caacaagggc
ggaaccccag
cctgacctgt
cggccagect
cttectgtac
ctgctecegtyg
tctggggaaa

attttcctgg
tccagcetgt
atctcectcecet
tactacacct
accgacttta
cagcaaggca
accgtggegg

attttcetgg
gctggactgc
ttctcegget
ggcgagatca
atctcecgtgg
gataccgccg
gacctgtggg
gtgtttcectce
ctcgtgaagg
tceggegtge
gtcgtgacag
aagccctcca
ccttgceccecag
aaggacaccc
caggaagatc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgcccaget
gtgtacacac
ctegtgaaag
gagaacaact
tctcgectga
atgcacgagg
ggcggcggag

tgctgaccct
ctgcctetgt
acctgaactg
ccecggcetgea
ccttcaccat
acaccctgece
cgccce

tgctgaccect
tgaagccctce
actactggtc
accacggcgg
acacctccaa
tgtactactg
gcagaggcac
tggcececttyg
actacttccc
acacctttcc
tgcectecag
acaccaaggt
cccctgaatt
tgatgatctc
ccgaggtgca
ctagagagga
aggattggct
ccatcgaaaa
tgccteccaag
gcttctaccce
acaagaccac
ccgtggacaa
ccctgcacaa
gatctggcgg

de nucleodtidos de la region variable de la cadena ligera de anti-4-1BB

1
61
121
181
241
301
361

gcggecegeca
cagtgtgaga
gctaccctgt
aagcccggcec
cctgcecagat
gaacccgagg
acatttggceg

tgaattttgg
tcgtgctgac
cectgeegtge
aggctcceceg
tctceggete
acttcgcegt
gaggcaccaa

actgaggcectg
ccagtctcct
ctcccaatcec
gctgctgatc
tggctctgge
gtactactgc
ggtggaaatc

attttcetgg
gccaccctgt
gtgtcctctt
tacgatgcct
accgacttta
cagcagcggt
aagcggaccg

Figura 21
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tgctgacccet
ctctgagcecce
acctggectg
ccaatagagce
ccectgaccat
ccaactggcce

tggecggcgcece

gaaaggcgtc
gggcgacaga
gtatcagcag
ctececggegtg
cagctccctyg
ctacaccttt

gaaaggcgtce
cgagacactg
ctggattcgg
ctacgtgacc
gaaccagttce
cgccagagac
cctegtgacce
ctcacgctcce
cgageccegtg
agctgtgctyg
ctctctgggce
ggacaagcgg
tctgggegga
ccggaccccece
gttcaattgg
acagttcaac
gaacggcaaa
gaccatcagc
ccaggaagag
ctccgatatce
ccececectgtg
gtccecggtygg
ccactacacc
aggcggttcet

gaaaggcgtc
tggcgagaga
gtatcagcaa
caccggceatc
ctecectetetg
tccecgeectg
c
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Reducida

No Reducida

Marcadores de peso molecular

Herceptin Anti-HERZ-T(iFERI] Anti-EGFR1 ]TGFﬂRII

Herceptin Anti-HERZi-TGFBRII Ami}-/EGFM -TGFBRII

Cadena pesada '_mm’,

Cadena ligera -

Figura 22
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—l— Bmab 100{Avastin)

—i— TGFRRIFC
—i— Anti-HER2-TGFRRIVZ-8°C

--B- Ant-HERZ-TGFERI Vuelto a congelar

—@— Ant-EGFRT-TGFERH

Absorbancia

--EF-- Anfi.-ZGFR1-TGFBRII Vuelto a congelar

T T T . T - T -—“‘
0,31 063 125 250 500 10,00

Concentracidén (ug/ml)

% de control

Inhibicién de la proliferacion de BT474

=g~ BmablC0

-t Bmab200

=i Arti-HERZ-TGEBRII

== Tampon

0,001 o0t 01 1 10 100
Concentracion (pg/ml)

Figura 24

76



% de control
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100
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Inhibicion de la proliferacion de A431

e e et

0,001 6,0t 01 1 10
Concentracién (ug/ml)

Figura 25
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== Tampon
«O= Bmab100{Avastin)
== Cotuximab
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% de citotoxicidad
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Ensayo de ADCC de anti-EGFR1-4-1BB 29112011
E:T::10:1

15,00
=000 g TaMpon
wape Cetuximah
=+ ARtI-EGFR1-TGFBRII
15,00 -+ ~a~ Anti-EGFR1-4-1BB purificado
10,00 £
0,00016 0,00100 0,61000 0,10000 1,00000

Concentracion (ug/ml)

Figura 28
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Absorbancia

Absorbancia
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ELISA de anti-CTLA4-TGFBRII 15112011

(dilucion 1:120.000)

=&~ Bmab100 [Avastin)

f‘;’n i Anti-EGFR1-TGFBRIE

g ANT-CTLAG-TGFBRI/2-8°C

e sy Anti-CTLA4-TGFBRI Congelado

Concentracion (ug/ml)

AR 'h@

ELISA de anti-CTLA4-TGFBRII / CTLA4 09112011

= Bmab100 {Avastin)

= Anti-CTLA4-TGFBRII/2-8°C

=y Anti-CTEA4-TGFBRI Congelado

Concentracién (pug/ml)

Figura 29
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ELISA de anti-CTLA4-PD1 16112011
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Absorbancia
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Figura 30
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Absorbancia

Absorbancia
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ELISA DE SOBRENADANTE DE anti-EGFR1-4-1BB

e

15 .

B

oF o at 3

Concentracion (pg/ml)

ELISA DE PD1-Fc-4-1BB 08122011

== Bmab100 [Avastin}
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Proteina de fusion cantuzumab-TGF@RII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de cantuzumab:

QVQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASDYTFTYYGMNWVKQAPGQGLKWMG
WIDTTTGEPTYAQKFQGRIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDTATYFCARRGPYN

WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cantuzumab:

DIVMTQSPLSVPVTPGEPVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIY
RMSNLVSGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCLQHLEYPFTFGPGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN
DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 46
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Proteina de fusion cixutumumab-TGF@RII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de cixutumumab:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAPLRFLE
WSTQDHYYYYYMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cixutumumab:

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYATWYQQKPGQAPILVIYGENK
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCKSRDGSGQHLVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVK
AGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
AECSGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKF
PQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVW
RKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPG

ETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 47
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Proteina de fusion clivatuzumab-TGF@RII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de clivatuzumab:

QVQLQQSGAEVKKFGASVKVSCEASGYTFPSYVLHWVKQAPGQGLEWIGYI
NPYNDGTQTNKKFKGKATLTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGFGGS
YGFAYNGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVNTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVNHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de clivatuzumab:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTMTCSASSSVSSSYLYWYQQKPGKAPKLWIYSTS
NLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSASYFCHQWNRYPYTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYEAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSPRKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP
QLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWR
KNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGE
TFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 48
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Proteina de fusion pritumumab-TGFBRII en la region constante LC

Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de pritumumab:

EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI
TPSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSQNTLYLOMNSLRVEDTAVYICGRVPYRST
WYPLYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién de la cadena ligera de pritumumab:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQODISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LHSKVPTQFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYSTYPITFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN
DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 49
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Proteina de fusion cantuzumab HC-4-1BB y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

QVQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASDYTFTYYGMNWVKQAPGQGLKWMG
WIDTTTGEPTYAQKFQGRIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDTATYFCARRGPYN
WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSACP
WAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTK
ELWAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRS
AAGAAALALTVDLPPASSTARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHIHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPS
PRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cantuzumab:

DIVMTQSPLSVPVTPGEPVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLOQRPGQSPQLLIY
RMSNLVSGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCLQHLEYPFTFGPGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG LSSPVTKSF
NRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN

DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 50
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Proteina de fusion cixutumumab HC-4-1BB y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAPLRFLE
WSTQDHYYYYYMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGG

GSGGGGSACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAG
LLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTG
GLSYKEDTKELVWAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSL
ALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRL
LHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVT
PEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cixutumumab:

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYATWYQQKPGQAPILVIYGENK
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCKSRDGSGQHLVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVK
AGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
AECSGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKF
PQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVW
RKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPG
ETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 51
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Proteina de fusion clivatuzumab HC-4-1BB y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

QVQLOQSGAEVKKFGASVKVSCEASGYTFPSYVLHWVKQAPGQGLEWIGY]
NPYNDGTQTNKKFKGKATLTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGFGGS
YGFAYNGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVNTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVNHEALHNHYTOKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSAC
PWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQG
MFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDT
KELWAKAGVYYVFFQLELRRWAGEGSGSVSLALHLQPLR
SAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLIHLSAGQR
LGVHIHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPS
PRSEt

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de clivatuzumab:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTMTCSASSSVSSSYLYWYQQKPGKAPKLWIYSTS
NLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDSASYFCHQWNRYPYTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYEAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSPRKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP
QLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWR
KNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGE
TFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 52
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Proteina de fusion pritumumab HC-4-1BB y LC-TGFfRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-4-1BB:

EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI
TPSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSQNTLYLOMNSLRVEDTAVYICGRVPYRST
WYPLYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSACP
WAVSGARASPGSAASPR LREGPELSPDDPAGLLDLRQGM
FAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTK
ELWAKAGVYYVFFQLELRRVWAGEGSGSVSLALHLQPLRS
AAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQR
LGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPS
PRSE

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de pritumumab:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LHSKVPTQFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYSTYPITFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN
DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 53
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Proteina de fusion cantuzumab HC-PD1 y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-PD1:

QVQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASDYTFTYYGMNWVKQAPGQGLKWMG
WIDTTTGEPTYAQKFQGRIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDTATYFCARRGPYN
WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSPGWT
LDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRM
SPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRA
RRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPS
PRPAGQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cantuzumab:

DIVMTQSPLSVPVTPGEPVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIY
RMSNLVSGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCLQHLEYPFTFGPGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN

DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 54
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Proteina de fusion cixutumumab HC-PD1 y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion cadena pesada-PD1:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAPLRFLE
WSTQDHYYYYYMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGG
GSGGGGSPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNT
SESFVLNWYRMSPSNQTDKLAATPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNG
RDFHMSVVRARRNDSGTYLCGALSLAPKAQIKESLRAELRVTERR
AEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLV

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de cixutumumab:

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYATWYQQKPGQAPILVIYGENK
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCKSRDGSGQHLVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVK
AGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
AECSGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKF
PQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVW
RKNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPG
ETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 55
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Proteina de fusion clivatuzumab HC-PD1 y LC-TGFBRII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-PD1:

QVQLQQSGAEVKKFGASVKVSCEASGYTFPSYVLHWVKQAPGQGLEWIGYI
NPYNDGTQTNKKFKGKATLTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGFGGS
YGFAYNGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVNTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVNHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSPG
WFLDSPDRPWNPPTFSPALLVWTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWY
RMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSWY
RARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPS
PSPRPAGQFQTLYV

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de clivatuzumab:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTMTCSASSSVSSSYLYWYQQKPGKAPKLWIYSTS
NLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSASYFCHQWNRYPYTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYEAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSPRKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECGGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFP
QLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWR
KNDENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGE
TFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 56
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Proteina de fusion pritumumab HC-PD1 y LC-TGF@RII

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-PD1:

EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI
TPSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSONTLYLOMNSLRVEDTAVYICGRVPYRST
WYPLYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSPGWF
LDSPDRPWNPPTFSPALLYVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLNWYRM
SPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRA
RRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPS
PRPAGQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion de la cadena ligera de pritumumab:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LHSKVPTQFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYSTYPITFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
GGGGSGGGGSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQL
CKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKN

DENITLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF
FMCSCSSDECNDNIIFSEEYNTSNPD

Figura 57
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Proteina de fusion cantuzumab HC-TGF@RII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

QVQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASDYTFTYYGMNWVKQAPGQGLKWMG
WIDTTTGEPTYAQKFQGRIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDTATYFCARRGPYN
WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPP
HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKS
CMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPY
HDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFS

EEYNTSNPDepkscdkACPWAVSGARASPGSAASPRLREGP
ELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELWAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSTARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHIHTEARARHAWQLTQGA
TVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIVMTQSPLSVPVTPGEPVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIY
RMSNLVSGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCLOQHLEYPFTFGPGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Figura 58
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ES 2 678 696 T3

Proteina de fusion cixutumumab HC-TGF@RII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAPLRFLE
WSTQDHYYYYYMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGG
GSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVR
FSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLET
VCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSS
DECNDNIIFSEEYNTSNPDepkscdkACPWAVSGARASPGSA

ASPRLREGPELSPDDPAGLLDLIRQGMFAQLVAQNVLLID
GPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFF
QLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDL
PPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHILHTEARARH
AWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYATWYQQKPGQAPILVIYGENK
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCKSRDGSGQHLVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELOQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVK
AGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
AECS

Figura 59
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ES 2 678 696 T3

Proteina de fusion clivatuzumab HC-TGFBRII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

QVQLQQSGAEVKKFGASVKVSCEASGYTFPSYVLHWVKQAPGQGLEWIGYI
NPYNDGTQTNKKFKGKATLTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGFGGS
YGFAYNGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVNTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVNHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIP
PHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQK
SCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLP
YHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIF

SEEYNTSNPDepkscdkACPWAVSGARASPGSAASPRLREG
PELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSD
PGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVV
AGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTYDLPPASSEAR
NSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQG
ATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRST

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTMTCSASSSVSSSYLYWYQQKPGKAPKLWIYSTS
NLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDSASYFCHQWNRYPYTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYEAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSPRKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

Figura 60
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Proteina de fusion pritumumab HC-TGFBRII-4-1BB

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-4-1BB:

EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI
TPSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSQNTLYLOMNSLRVEDTAVYICGRVPYRST
WYPLYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPP
HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKS
CMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPY
HDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFS

EEYNTSNPDepkscdkACPWAVSGARASPGSAASPRLREGP
ELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDP
GLAGVSLTGGLSYKEDTKELWAKAGVYYVFFQLELRRVVA
GEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARN
SAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGA
TVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASODISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LHSKVPTQFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYSTYPITFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 61
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ES 2 678 696 T3

Proteina de fusion cantuzumab HC-TGF@RII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

QVQLVQSGAEVKKPGETVKISCKASDYTFTYYGMNWVKQAPGQGLKWMG
WIDTTTGEPTYAQKFQGRIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDTATYFCARRGPYN
WYFDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPP
HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKS
CMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPY
HDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFS
EEYNTSNPDepkscdkPGWTFLDSPDRPWNPPTFSPALLVTEGD
NATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDC
RFRVTQLPNGRDTHMSVVRARRNDSGTYLCGALSLAPKAQIKESL
RAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLV

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIVMTQSPLSVPVTPGEPVSISCRSSKSLLHSNGNTYLYWFLQRPGQSPQLLIY
RMSNLVSGVPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYCLQHLEYPFTFGPGT
KLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ,
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Figura 62
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Proteina de fusion cixutumumab HC-TGF@RII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGI
IPIFGTANYAQKFQGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAPLRFLE
WSTQDHYYYYYMDVWGKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQ
TYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGG
GSGGGGSTIPPHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVR
FSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLET
VCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSS
DECNDNIIFSEEYNTSNPDepkscdkPGWTFLDSPDRPWNPPTFS
PALLVWTEGDNATFTCSFSNTSESFVINWYRMSPSNQTDKLAATFPE
DRSQPGQDCRFRVTQUPNGRDFHMSVWRARRNDSGTYLCGAISL
APKAQIKESLRAELRVTERRATVPTAHPSPSPRPAGQFQTLY

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYATWYQQKPGQAPILVIYGENK
RPSGIPDRFSGSSSGNTASLTITGAQAEDEADYYCKSRDGSGQHLVFGGGTKL
TVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELOANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVK
AGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAP
AECS

Figura 63
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ES 2 678 696 T3

Proteina de fusion clivatuzumab HC-TGFRII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

QVQLOQQSGAEVKKFGASVKVSCEASGYTFPSYVLHWVKQAPGQGLEWIGYI
NPYNDGTQTNKKFKGKATLTRDTSINTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGFGGS
YGFAYNGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPV
TVSWNSGALTSGVNTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLNISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVNHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIP
PHVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQK
SCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLP
YHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIF
SEEYNTSNPDepkscdkPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVWTEGD
NATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDC
RFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESL
RAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQTFQTLV

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTMTCSASSSVSSSYLYWYQQKPGKAPKLWIYSTS
NLASGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDSASYFCHQWNRYPYTFGGGTRLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYEAKVOQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSPRKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC

Figura 64
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ES 2 678 696 T3

Proteina de fusién pritumumab HC-TGFBRII-PD1

Secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién cadena pesada-TGFBRII-PD1:

EVQLLESGGDLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYAMSWVRQAPGKGLEWVSAI
TPSGGSTNYADSVKGRFTISRDNSQNTLYLOQMNSLRVEDTAVYICGRVPYRST
WYPLYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSTIPP

HVQKSVNNDMIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKS

CMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENITLETVCHDPKLPY
HDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFS

EEYNTSNPDepkscdkPGWFLDSPDRPWNPPTFSPALLVWTEGD
NATFTCSFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDC
RFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPKAQIKESL
RAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPAGQFQTLYV

Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDISNYLAWFQQKPGKAPKSLIYAASS
LHSKVPTQFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQYSTYPITFGGGTKVEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 65
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