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DESCRIPCION
Derivados de anticuerpos

[0001] La presente invencion se refiere a proteina de fusidon que comprende un fragmento variable de cadena
sencilla (scFv), a sus formas monoméricas y oligoméricas, y a procesos para la produccion de las mismas.

[0002] Los enfoques farmacolégicos convencionales para el tratamiento de tumores se ven afectados por una
selectividad pobre, comprometiendo asi el aumento de dosis a niveles mas activos desde el punto de vista
terapéutico. Por lo tanto, el desarrollo de terapias para el cancer selectivas y mejor toleradas representa un
objetivo importante en la investigacion de tratamientos nuevos y mas efectivos. Una manera para mejorar la
selectividad de moléculas terapéuticas es dirigirse al lugar del tumor, evitando de este modo tejidos normales.
Los tratamientos oncoldgicos basados en anticuerpos ofrecen una solucion a este problema y han proporcionado
resultados prometedores en varios tumores malignos (4).

[0003] El éxito generalizado de la tecnologia de hibridoma murino ha dado como resultado el descubrimiento de
numerosos anticuerpos monoclonales (mAb) bien caracterizados con especificidades Unicas. Muchos de estos
mAb muestran un potencial terapéutico considerable al inhibir la proliferaciéon celular o como vehiculos para
dirigirse a radionuclidos, agentes citotoxicos e inmunomoduladores (5). Un importante avance en el campo de la
ingenieria de anticuerpos fue la generacion de fragmentos de anticuerpos como proteinas recombinantes en el
espacio periplasmico de Escherichia coli (6).

[0004] ElI Fv de cadena sencilla (ScFv) es el fragmento de anticuerpo mas pequefio que conserva las
propiedades de unién al anticuerpo parental. Estan estructurados como cadenas polipeptidicas Unicas que
incorporan una cadena pesada variable y una region variable de cadena ligera, enlazadas a través de un
conector polipeptidico. Los anticuerpos monoclonales en formato scFv representan moléculas valiosas
adecuadas para aplicaciones clinicas, tales como la administracion dirigida de farmacos, toxinas o para el
diagndstico tumoral por imagenes. En comparacion con los anticuerpos monoclonales de longitud completa,
presentan una mejor penetracion del tumor (7; 8; 9) sin ninguna toxicidad significativa, aunque presentan un
rapido aclaramiento de la sangre (10). Para ralentizar el aclaramiento de scFv, estas moléculas se pueden
modificar también para incorporar un residuo de cisteina carboxi-terminal, permitiendo de este modo la formacion
de un fragmento (de scFv); en virtud de la formacién de puentes disulfuro (11; 12). Otra molécula bivalente es un
«diacuerpo» (13), que se forma a partir de dos scFv enlazados de manera no covalente por medio de un
conector corto. Otra posibilidad es un «minicuerpo», en el cual 2 fragmentos de scFv estan enlazados a través de
un componente de la regidon de cadena pesada (por ejemplo, CHs), dando como resultado una molécula
bivalente (14), o bien mediante reticulacion quimica (15).

[0005] El antigeno carcinoembrionario (CEA) es un objetivo que resulta atractivo para fines inmunoterapéuticos,
debido a su perfil de expresion, su funcién en la progresion tumoral, y su inmunogenicidad. CEA pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulina CD66 que comprende también CEACAMA1, el cual ha suscitado recientemente
un considerable interés como diana de antigeno de cancer (16). Estudios preclinicos en melanomas muestran
que la expresion de la molécula de adhesion celular, CEACAM1, es un factor independiente del riesgo de
metastasis, con un valor predictivo superior al del grosor del tumor (17). De hecho, CEACAM1 también parece
ser una prometedora diana endotelial para el tratamiento del cancer de vejiga; esta molécula esta implicada en la
transicion del cancer de vejiga no invasivo y no vascularizado a invasivo y vascularizado (18). Ademas,
CEACAM1, que no se expresa en el pulmodn, ha sido identificado en carcinoma de este tejido (19).

[0006] Durante las ultimas dos décadas, se ha producido y caracterizado una serie de mAb en los dominios
extracelulares de CEA y CEACAMA1. Sin embargo, la administracion selectiva de componentes bioactivos en las
células de CEA que expresan el tumor utilizando esta clase de anticuerpos presenta varias limitaciones,
incluyendo la respuesta del anticuerpo humano anti-ratén (HAMA, por sus siglas en inglés) (20). Por lo tanto, el
aislamiento de un anticuerpo especifico CEA es un primer paso hacia la construcciéon de nuevos anticuerpos
monoclonales anticancerigenos disefiados para administrar agentes bioactivos de manera selectiva.

[0007] La tecnologia de anticuerpos fagos puede ayudar a aportar una solucion, debido a que se pueden aislar
fragmentos de anticuerpos humanos procedentes de repertorios de fragmentos expuestos en bacteridfagos
filamentosos (21; 22). El proceso no necesita la inmunizacion de humanos, y los fragmentos de anticuerpos se
pueden realizar tanto frente a antigenos foraneos como humanos. Estos fragmentos inmunocompetentes se
secretan en el periplasma bacteriano y en el medio de cultivo, y se pueden producir a gran escala utilizando
sistemas celulares procariotas estables y seguros (23).

[0008] La utilidad de bibliotecas de anticuerpos fagos como herramienta para generar scFv frente a antigenos
asociados a tumores ha sido ampliamente empleada en los ultimos 5 afios, y mas de 50 anticuerpos humanos
desarrollados con esta técnica se encuentran en evaluacion clinica de seguridad y eficacia para el tratamiento de
canceres (24). Ademas, hemos explorado la presentacion eficiente de anticuerpos recombinantes en fagos
filamentosos, mostrando que los scFv solubles humanos seleccionados de la biblioteca ETH-2 (25) pueden
producir agentes capaces de reconocer de manera especifica células cancerosas metastasicas de melanoma,
mama, colon y pulmon (1).
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[0009] Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que un scFv anti-CEA que presenta una secuencia lider de
Pel B no escindida es capaz de formar oligdmeros, es estable y es altamente especifica para CEA y CEACAMA1.

[0010] Asi, en el presente documento, se da a conocer una proteina de fusién que comprende un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) especifico para CEA y CEACAM, y una secuencia lider escindible mediante
peptidasa Pel B de E. coli.

[0011] En un primer aspecto, la presente invencion expone una proteina de fusién que comprende un fragmento
variable de cadena sencilla (scFv) especifico para cada uno del antigeno carcinoembrionario (CEA) y la molécula
de adhesioén celular asociada a CEA 1 (CEACAM1), y una secuencia lider, comprendiendo dicha secuencia lider
la totalidad, o al menos 18 de los 22 aminoacidos, de la secuencia lider Pel B de E. coli, donde la porcién scFV
comprende la secuencia de aminoacidos de la porcion VH y VL de la SEQ ID N.° 2, o donde la porciéon scFV
comprende la secuencia de aminoacidos de la porcion VH y VL de la SEQ ID N.° 2 con el Trp en la posicion 208
mutado a Arg.

[0012] Preferiblemente, la secuencia lider es como la identificada en los aminoacidos 1 - 22 de la SEQ ID N.° 2.
Una secuencia lider que comprenda practicamente la totalidad de la secuencia lider Pel B conservara el efecto
sobre scFv E8, cuando esté enlazada a este, de potenciar la formacién de oligémeros, y contendra al menos 18
de los 22 aminoacidos de la secuencia lider Pel B, preferiblemente 19, mas preferiblemente 20, todavia mas
preferiblemente 21, y sobre todo preferiblemente la totalidad de los 22 aminoacidos que se muestran para la
secuencia lider Pel B de la SEQ ID N.° 2.

[0013] CEACAM1 pertenece a la familia del gen CEA que, a su vez, pertenece a la superfamilia del gen de
inmunoglobulina. CEA y CEACAM1 son codificados por dos genes distintos, CEACAM5 y CEACAM1,
respectivamente. Como se ha indicado anteriormente, CEACAM1 ha suscitado recientemente considerable
interés como una diana de antigeno de cancer, especialmente en el melanoma y el cancer de pulmén. El scFv
preferido, de DIATHIS1, deriva del scFV E8 conocido, que es especifico para CEA y CEACAM1. En los Ejemplos
adjuntos, se demostro la reactividad de scFv con la linea celular primaria de melanoma CEACAM1-positiva
MelP5.

[0014] Las proteinas de fusion de la presente invencion, y segun se han dado a conocer en el presente
documento, poseen, sorprendentemente, buenas semividas, superando a otras formas conocidas de scFv
especificas para CEA, tales como diacuerpos y dimeros, con cierto margen considerable. Ademas, son muy
especificas para CEA, exhibiendo la proteina de fusion actualmente preferida un incremento mayor del 30 % en
afinidad con respecto a scFVE8. Asimismo, las proteinas de fusién pueden administrar cuatro veces mas
marcadores radioactivos que el siguiente mejor scFv.

[0015] Sin querer limitarse a la teoria, lo que parece ser responsable de este aumento de actividad es la
presencia de la secuencia lider, la cual parece estimular la formacion de oligémeros del scFv. Segun parece, los
oligébmeros de menor nimero presentan tanto una afinidad alta como una buena estabilidad.

[0016] Para el aislamiento de mAb humanos anti-CEA en formato scFV, se introdujo en un contenedor bioldgico
la biblioteca de anticuerpos fagos scFv ETH-2 humanos sobre proteina CEA purificada como antigeno objetivo.
El anticuerpo anti-CEA aislado (1) se modific6 ademas anadiendo una secuencia lider (Pel B) y 3 nuevas
mutaciones, provocando tres cambios de aminoacidos. La proteina de fusién obtenida de este modo presentaba,
sorprendentemente, una alta estabilidad e, in vivo, demostré ser un farmacocinético conveniente con una
capacidad de direccién al tumor muy elevada. Este nuevo scFv recombinante se denominé DIATHIS-1, y cumple
varios criterios para que un compuesto biolégico sea empleado para el diagndstico y el tratamiento de cancer: es
humano, por lo tanto, nada o practicamente nada inmunogénico, y se une de manera selectiva al epitopo
CEACAM1 de la superficie celular, expresado exclusivamente en células de carcinoma, tales como melanoma,
carcinoma de pulmén o carcinoma gastrico. Ademas, la estructura genética simple y flexible de DIATHIS-1
permite la construccion y el aislamiento de fragmentos oligoméricos de scFv con un equilibrio 6ptimo entre
difusién y retencion.

[0017] Se obtuvo una proteina de fusion preferida, DIATHIS-1, mediante técnicas de ADN recombinante,
empezando por el fragmento scFVE8 especifico para el antigeno carcinoembrionario (CEA) (1). DIATHIS-1 difiere
del E8 original en 3 aminoacidos y porque presenta una secuencia lider Pel B especifica de 22 aminoacidos.
Sorprendentemente, DIATHIS-1 muestra la formacion de dimeros y oligdbmeros que presentan una estabilidad
inusual. Sin la secuencia Pel B, DIATHIS-1 se comporta como un monémero. Esta nueva proteina de fusién, o
scFv, posee una afinidad muy elevada al antigeno CEA recombinante y un reconocimiento eficiente de proteinas
CEACAM1 en melanoma metastasico humano. Ademas, el aislamiento de formas oligoméricas seleccionadas
obtenido mediante un método de aislamiento original confiere a este scFv un rendimiento farmacocinético
superior al de los scFv presentados anteriormente y mejor que los diacuerpos convencionales (2; 3).

[0018] La proteina de fusion de la invencion se denomina en el presente documento scFv, y no se ha de aplicar
un sentido concreto a ningdn uso en ausencia de cualquier indicacion que especifique lo contrario. Por
consiguiente, se apreciara que las referencias a la proteina de fusién de la invencion incluyen ademas
referencias al scFv fusionado con una secuencia lider y una secuencia efectora, por ejemplo.
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[0019] EI scFv identificado inicialmente como util en la técnica fue scFvVES8 (1), y corresponde a la porcion Vy-
Conector-V, de scFvDIATHIS-1, SEQ ID N.° 1 o SEQ ID N.° 2, en la Lista de secuencias adjunta, y en la figura
15, pero donde C>W, P>L y W>R en aquellas posiciones marcadas con un asterisco. Estas posiciones son C, P
y W, respectivamente, en scFvDIATHIS-1, y W, L y R, respectivamente, en scFvES.

[0020] En general, la porcion scFv de la proteina de fusion de la invencion puede ser cualquier scFv que
presente especificidad al antigeno carcinoembrionario (CEA), preferiblemente CEACAM1. Mas especialmente, se
prefiere identificar la porcién scFv anti-CEA a partir de una biblioteca de anticuerpos fagos, empleando CEA
como antigeno sustrato. En algunos casos, la porcion de scFv de la proteina de fusion es scFVES.

[0021] Puede resultar especialmente preferible la estabilizacion posterior de scFVES invirtiendo la mutacion C>W
en la posicion 242, permitiendo de este modo la formacién de un puente disulfuro entre esta posicion y la cisteina
en la posicion 178. La mutacién L>P en la posicién 201 no es fundamental, aunque puede ser preferible. La
mutacion R>W en la posicidon 209 no es fundamental, pero puede ser preferible. Se pueden presentar ambas
mutaciones L>P y R>W, o solamente una. También es posible que no se presente ninguna mutacion.

[0022] También son posibles otras mutaciones, tales como mediante mutacidon puntual, sustitucion, insercion,
delecion e inversion tanto de la secuencia de acido nucleico codificante como de la secuencia de aminoacidos,
siempre y cuando la porcion de scFv resultante de la proteina de fusién de la presente invencion no se
reconozca como foranea, o no humana, al administrarse a un paciente, y continde presentando una especificidad
a CEA, y preferiblemente CEACAM1, de al menos el 50 % de la de scFvDIATHIS-1 medida conforme a los
Ejemplos adjuntos. Preferiblemente, la especificidad puede ser de al menos el 80 %, y mas preferiblemente de al
menos el 90 % de la de scFvDIATHIS-1, y puede sobrepasar el 100 %.

[0023] Se pueden incorporar otras mutaciones con motivo del aumento de la estabilidad, o por requisitos de
fabricacion, por ejemplo. Una porcién de scFv especialmente preferida corresponde a las porciones Vy y V. de
scFvDIATHIS-1, segin se muestra en la SEQ ID N.° 1 o SEQ ID N.° 2 de la Lista de secuencias adjunta y en la
figura 15, enlazadas mediante un conector apropiado, tal como el que se muestra para scFvDIATHIS-1, SEQ ID
N.°1 0 SEQID N.° 2 en la Lista de secuencias y en la figura 15.

[0024] La presencia de un conector no es fundamental, aunque es preferible utilizar un conector. Un conector
adecuado incluye una o mas unidades de GGGGS.

[0025] La longitud del conector entre las porciones Vi y Vi del scFv afecta a la dimerizacion en los scFv de la
técnica, y se inducen diacuerpos mediante el acortamiento del conector hasta aproximadamente de 5 a 10 aa.
Seria de esperar que un scFv con un conector de 15 aa no formase oligdmeros, y este hecho representa un
hallazgo sorprendente en lo que respecta al scFv de DIATHIS-1, que se ha demostrado que forma oligémeros,
incluso con conectores solitarios.

[0026] La secuencia lider deberia ser escindible mediante la peptidasa Pel B de E. coli, que se halla en el
espacio periplasmico que rodea a E. coli. Por lo general, esta secuencia lider se utiliza para estimular la
secrecion de proteinas de fusion a través de la membrana celular para permitir la producciéon continua de la
proteina de fusién sin acumular niveles de la proteina de fusion en el hospedador que puedan contaminar o
inhibir de otro modo una mayor produccion. En la presente invencion, es preferible obtener la proteina de fusion
antes de que se haya secretado, y mientras se encuentre aun presente en cuerpos de inclusion en el
hospedador. Esto se puede lograr transformando el hospedador con un plasmido o vector adecuado, cultivando
el hospedador en condiciones permisivas hasta que presente una densidad optica (DO) lo suficientemente
elevada, y recogiendo y rompiendo las células, por ejemplo, mediante homogeneizacion y centrifugacion del
lisado, para obtener las proteinas de fusion como cuerpos de inclusién en el granulo. Se podra apreciar que es
preferible desactivar o suprimir la peptidasa Pel B antes de la ruptura de la membrana celular, con el fin de
minimizar la pérdida de la proteina de fusién diana.

[0027] Se podra apreciar que la secuencia lider puede variar de un modo similar al descrito anteriormente para la
porcion scFv de la proteina de fusién, pero donde la limitacion funcional es la capacidad de ser escindida por la
peptidasa Pel B de E. coli. Es preferible que la funcionalidad de la secuencia lider también se conserve, de tal
manera que la proteina de fusion se secrete a través de la membrana celular de E. coli en caso de que se cultive
durante el tiempo suficiente con condiciones permisivas.

[0028] En algun ejemplo, la proteina de fusion, o scFv, de la invencidon se proporciona con una etiqueta. En los
Ejemplos adjuntos, se utiliza una etiqueta versatil D3SD3-FLAG-His6 (26). Esta incluye un sitio de fosforilacion
(D3SD3), la secuencia de la etiqueta FLAG M2 (para su deteccion con un anticuerpo anti-FLAG M2) y la etiqueta
6xHis, permitiendo una rapida purificaciéon mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC). No es preciso
utilizar una etiqueta, aunque se pueden utilizar etiquetas para ayudar en la purificacion y deteccion del scFv. En
el ejemplo anterior, se puede omitir cualquiera o varios de los componentes, D3SD3, FLAG e His6. De entre los
componentes, la etiqueta His6 resulta especialmente (til para permitir el uso de IMAC, aunque, como sabran los
expertos en la materia, se pueden utilizar otras etiquetas.
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[0029] La proteina de fusion, o scFv, de la presente invencion se puede utilizar por si sola para detectar tejido
canceroso, por ejemplo. En este sentido, puede estar radiomarcada, por ejemplo, mediante radioyodacion. Para
los expertos en la materia, resultara evidente que se pueden utilizar otros marcadores.

[0030] En algunos casos, la proteina de fusion de la presente invencion comprende ademas un efector. El
efector es una porcién de la proteina de fusion que es capaz de ejercer una funcién concreta cuando la proteina
de fusion entra en contacto con el antigeno diana CEA o CEACAM1. Por ejemplo, la vpr de VIH1 y LLOAPEST
son dos toxinas derivadas, respectivamente, de VIH1 y L. monocytogenes. Estos efectores poseen distintos
mecanismos de accion, y ambos provocan la muerte de células eucariotas. La citosina desaminasa de levadura
(YCD) es una enzima de levadura capaz de convertir el agente antifungico no téxico 5-fluorocitosina (5-FC) en el
agente anticanceroso conocido, 5-fluorouracilo (5-FU). La ubiquitina es una proteina conocida y ubicua que se
encuentra interiorizada en algunas células e incrementa la probabilidad de que el scFv se marque con yodo
marcado radiactivamente. IL2 es una citocina utilizada para el tratamiento de melanoma, y su fusién con
DIATHIS-1 permite que esté dirigida. Para los expertos en la materia, resultara evidente que se pueden utilizar
otros efectores. Se ha demostrado que la inclusién de un efector no deriva necesariamente en una pérdida
significativa de especificidad del scFv a CEA y CEACAM1.

[0031] Al igual que sucede con las regiones V4 y V|, el efector puede estar enlazado directamente a la porcion
scFv, o por medio de un conector, tal como SSSSG, que puede estar presente como una unidad monomérica o 2
0 mas, normalmente 2 - 5 unidades.

[0032] La expresion del scFv de la invencion se logra normalmente mediante su incorporacion en un plasmido de
expresion adecuado, tal como el vector pET22b(+). En el sistema de vector pET, el gen clonado esta controlado
por el promotor fuerte del bacteri6fago T7, y la expresion se induce proporcionando una fuente de ARN
polimerasa T7 en la célula hospedadora. Este promotor se seleccioné por su fuerza, aunque se pueden utilizar
otros promotores, tales como el promotor fago T5, el promotor lac, y otros promotores adecuados para la
expresion proteica procariota. Para los expertos en la materia, resultara evidente que la eleccién de otros
promotores puede influir en la expresion proteica y en el rendimiento final.

[0033] Se podra observar también que el casete de expresion para la proteina de fusion de la invencion
comprendera, por lo general, otros elementos fundamentales para la expresion o que pueden ayudar a esta, tal
como un codon de parada, por ejemplo.

[0034] EI scFv original del que deriva el clon E8 ha sido analizado, y muestra una afinidad reducida al antigeno
(Pavoni et al., 2006). Se introdujeron mutaciones aleatorias en el clon E8 para incrementar la afinidad (existen 8
cambios de aminoacidos entre el scFv original y el clon E8). Una de estas mutaciones es un cambio C>W. En la
DIATHIS-1, esta mutacion se invirti6 mediante otra mutacion puntual, en la que se restauré el estado original del
nucledtido, para recuperar la cisteina con el fin de mejorar la estabilidad del scFv. Las otras dos mutaciones se
introdujeron de manera casual. Sorprendentemente, a pesar de que se modificd el E8 para mejorar la afinidad a
CEA (1), la afinidad de DIATHIS-1 a CEA es mayor que la de E8 (1,88x108M! y 1,39x108M' respectivamente).

[0035] En general, existen dos estrategias basicas para obtener fragmentos recombinantes de anticuerpos de
Escherichia coli. La primera es producir proteinas de anticuerpos, como cuerpos de inclusion citoplasmaticos, y a
continuacion volver a plegarlas in vitro. En esta estrategia, la proteina se expresa sin una secuencia sefial, con
un promotor fuerte. Los cuerpos de inclusién contienen la proteina recombinante en una configuracion no nativa
y no activa. Para obtener el anticuerpo funcional, las cadenas polipeptidicas recombinantes se deben disolver y
plegar en la forma correcta, utilizando un proceso de replegamiento arduo y que requiere mucho tiempo
(Kipriyanov, S. M., y Little, M. Mol. Biotechnol. (1999)). El segundo enfoque para la obtencion de fragmentos de
anticuerpos funcionales es imitar la situacion en la célula eucariota para secretar un anticuerpo plegado
correctamente. Los fragmentos de anticuerpos se secretan en el espacio periplasmico, e incluso en el medio de
E. coli, fusionando un péptido sefial bacteriano con el N-terminal del anticuerpo (Better, M., Science (1988);
Skerra, A., Science (1988)). Normalmente, los scFv se procesan correctamente en el periplasma; contienen
enlaces disulfuro intramoleculares y son solubles.

[0036] Segun se ha expuesto en el presente documento, se utilizé el segundo método descrito anteriormente
para la purificacion de scFv extrayendo DIATHIS-1 (fusionada en el N-terminal con pel B) del periplasma de E.
coli, aunque el producto final contenia niveles altos de endotoxinas y el rendimiento final resulté pobre. Para
incrementar el rendimiento, la expresion proteica se realizdé en cultivos de E. coli con una elevada densidad
celular. Sorprendentemente, en estas condiciones, la proteina se encontré exclusivamente en los cuerpos de
inclusion. Por lo tanto, el replegamiento tuvo lugar durante la primera etapa de elucion.

[0037] La presente invencion y descripciones del presente documento se ilustraran a continuacion con referencia
a las figuras adjuntas, no limitativas, en las cuales:

la figura 1 muestra la estructura del constructo de expresion de DIATHIS-1;

la figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos y la prediccion de la estructura secundaria de scFv DIATHIS-
1, incluyendo Pel B y la etiqueta D3SD3-FLAG-His6;
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la figura 3 (A) muestra el diagrama de flujo para el proceso en direccion 5', mientras que (B) muestra el
analisis SDS-PAGE al 12 % de la expresion de scFvDIATHIS-1;

la figura 4 presenta un diagrama de flujo del proceso en direccion 3' de scFvDIATHIS-1;

la figura 5 representa (A) Cromatograma de la tercera etapa de purificacion, que muestra los dos picos de
elucion correspondientes a NaCl 0,2 M y NaCl 0,5 M. (B) Analisis SDS-PAGE al 12 % de scFv DIATHIS-1
purificada eluida con NaCl 0,2 M (0,2M) y NaCl 0,5 M (0,5M). (C) Analisis PAGE nativo de las mismas
proteinas. (D) Analisis PAGE nativo tras la adicion de 3-mercaptoetanol como agente reductor en la muestra.
(E) Analisis PAGE nativo tras la adicion del detergente dodecil sulfato de sodio en la muestra;

la figura 6 muestra el reconocimiento de antigeno mediante las dos formas de DIATHIS-1. El ensayo ELISA
se llevé a cabo con distintas cantidades de DIATHIS-1 0,5 M (A) y 0,2 M (B), respectivamente, sobre placas
recubiertas con 100 ng de antigeno CEA,;

la figura 7 muestra la especificidad de DIATHIS-1 0,2 M determinada mediante ensayo de citometria (analisis
FacScan). Los citogramas muestran los resultados obtenidos en la poblaciéon de células de melanoma (picos
soélidos) con respecto a las células COS1 CEA-negativas (gris, lineas intermedias). Las lineas negras
representan células de melanoma que han recibido Unicamente los anticuerpos secundarios;

la figura 8 representa la especificidad de DIATHIS-1 a células CEACAM1-positivas.;

la figura 9 muestra cromatografia de exclusion por tamafio llevada a cabo utilizando un sistema de
cromatografia AKTA en condicion isocratica (tampoén fosfato 50 mM pH 7.5 y NaCl 0,15 M);

la figura 10 muestra (A) farmacocinética in vivo durante intervalos de tiempo cortos y largos de DIATHIS-1.
Semivida estimada ti0: 0,07 £ 0,013 h; t12B: 8,58 + 3,15 h; AUC.4n: 113 + 15. (B) Farmacocinética durante
un periodo largo. Semivida t12: 8,84 + 3,3 h (calculo realizado con Origin 8.1);

la figura 11 muestra la biodistribucion en ratones desnudos portadores de tumores. Se les inyect6 [1241]-
DIATHIS-1 a los ratones por via intravenosa. La absorcion de tejido tumoral y normal se expres6 como
porcentaje de Dl/g;

la figura 12 muestra el diagnostico por imagenes PET de ['?*l]-DIATHIS-1. Se inyectaron por via intravenosa
290 pCu del anticuerpo ['**l]-scFv anti-CEACAM en ratones desnudos CD-1 portadores de tumores, y se
realizé un diagndstico por imagenes microPET con anestesia con isoflurano;

la figura 13 muestra la estructura de diversas proteinas de fusién, comprendiendo un efector;

la figura 14 muestra la afinidad y especificidad de derivados de scFv DIATHIS-1 al antigeno CEA,
determinadas mediante citometria de flujo (panel izquierdo) y analisis por inmunofluorescencia (panel
derecho) en la linea celular primaria de melanoma CEA-positiva MelP5;

la figura 15 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de scFv DIATHIS-1 incluyen la sefial pel B,
la Vi, el conector, la V4 y la etiqueta C-terminal D3SD3-FLAG-His6. Las mutaciones insertadas en scFv
DIATHIS-1 relativas a scFVES8 aparecen sefialadas con un asterisco;

la figura 16 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1:ubiquitina. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de scFv DIATHIS-1 incluyen la
sefial pel B, la Vi, el conector, la Vy y la etiqueta C-terminal His y de ubiquitina. Las mutaciones insertadas en
scFv DIATHIS-1 relativas a scFVES8 aparecen sefialadas con un asterisco;

la figura 17 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1:vpr de VIH. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de scFv DIATHIS-1 incluyen la
sefial pel B, la V|, el conector, la V4 y la etiqueta C-terminal His y de vpr de VIH. Las mutaciones insertadas
en scFv DIATHIS-1 relativas a scFVE8 aparecen sefaladas con un asterisco;

la figura 18 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1:YCD. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de scFv DIATHIS-1 incluyen la sefal pel
B, la Vi, el conector, la V4 y la etiqueta C-terminal His y de YCD. Las mutaciones insertadas en scFv
DIATHIS-1 relativas a scFvE8 aparecen sefialadas con un asterisco;

la figura 19 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1:LLO PEST. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de scFv DIATHIS-1 incluyen la
sefial pel B, la V|, el conector, la V4 y la etiqueta C-terminal His y de LLO PEST. Las mutaciones insertadas
en scFv DIATHIS-1 relativas a scFVE8 aparecen sefialadas con un asterisco; y

la figura 20 muestra la secuencia de nucleétidos y la correspondiente secuencia de aminoacidos para
scFvDIATHIS-1:IL-2. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de scFv DIATHIS-1 incluyen la sefal pel
B, la V|, el conector, la Vi y la etiqueta C-terminal His y de IL-2. Las mutaciones insertadas en scFv DIATHIS-
1 relativas a scFVES8 aparecen sefialadas con un asterisco.
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[0038] El método de purificacion preferido que se utiliza en el presente documento se basa en tres etapas
cromatograficas (cf. fig. 4). El proceso cromatografico se puede llevar a cabo utilizando un sistema de
cromatografia con explorador AKTA (GE Healthcare, Bucks, Reino Unido). La primera etapa es de cromatografia
DEAE de intercambio anidnico. Esta puede utilizar una columna BPG 100/500 con resina de flujo rapido DEAE,
por ejemplo. La columna se equilibra utilizando un tampén fosfato 50 mM; NaCl 50 mM; urea 8 M; pH 7.5, por
ejemplo. La solucién sobrenadante se carga en la columna y se utiliza una etapa de gradiente lineal, por ejemplo,
para eliminar la urea. El material ligado se puede eluir con tampoén fosfato 50 mM; NaCl 0,5 M; glicerol al 10 %,
pH 7.5. La segunda etapa es una cromatografia IMAC. Esta se puede llevar a cabo cargando el grupo de eluato
DEAE en una columna BPG 100/500 llena de resina de Sepharose IMAC (Ni), que puede equilibrarse con
tampon fosfato 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 Mm, pH 7.5. El material ligado se puede eluir con tampodn fosfato
20 mM, conteniendo NaCl 0,5 M e imidazol 250 Mm, pH 7.5. A continuacion, el grupo de eluato IMAC se diluye.
Esto se puede realizar empleando 1:10 en tampon fosfato 20 mM, EDTA 1,5 mM, glicerol al 10 % (v/v), pH 7.5, y
se carga de manera adecuada en una resina de flujo rapido de Sepharose en una columna, tal como una
columna BPG 100/500, para la tercera etapa cromatografica. La columna se equilibra utilizando, por ejemplo,
tampon fosfato 20 mM conteniendo NaCl 50 mM, EDTA 1,5 mM vy glicerol al 10 % (v/v), pH 7.5. El scFv DIATHIS-
1 resultante, u otro scFv, se puede eluir con tampon fosfato 20 mM, NaCl 0,2 Mo 0,5 M, y EDTA 1,5 mM y
glicerol al 10 % como agentes estabilizadores.

[0039] El proceso utilizado en los Ejemplos proporciona rendimientos elevados de proteina replegada con niveles
muy bajos de endotoxinas.

[0040] Resulta interesante que la etapa de elucion final eluye preparaciones oligoméricas de scFv menores y
mas funcionales utilizando una primera operacion de aproximadamente NaCl 0,2 M, mientras que una segunda
operacion de aproximadamente NaCl 0,5 M eluye agregados con peso molecular mas alto y con una menor
funcionalidad. A pesar de que ambos resultan utiles, se prefieren las preparaciones oligoméricas.

[0041] Los siguientes Ejemplos se incluyen Unicamente para fines ilustrativos, y no limitan de ningiin modo la
presente invencion.

EJEMPLOS
Modificacion de scFv DIATHIS-1 anti-CEA

[0042] Se aisl6 scFv anti-CEA humano a partir de la biblioteca de anticuerpos fagos humanos ETH-2 (25, 2)
mediante expresion en fagos, mientras que el clon E8, con un aumento de la afinidad antigénica, se obtuvo
mediante maduracion de afinidad, segun se ha descrito anteriormente (1). En el vector pDN332, el constructo
scFvE8 contiene, en el C-terminal, una etiqueta versatii D3SD3-FLAG-His6 (26), que incluye un sitio de
fosforilacion (D3SD3), la secuencia de la etiqueta FLAG M2 (para su deteccion con un anticuerpo anti-FLAG M2)
y la etiqueta 6xHis, que permite una rapida purificacion mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC). El
constructo scFv DIATHIS-1 se clond en un vector pET22b(+) mediante la clonacién de la secuencia scFvVES8 de
pDN332, incluyendo la etiqueta D3SD3-FLAG-His6. En el sistema de vector pET, el gen clonado esta controlado
por el promotor fuerte del bacteriéfago T7, y la expresion se induce proporcionando una fuente de ARN
polimerasa T7 en la célula hospedadora. Se escogio este promotor por su fuerza, aunque se pueden utilizar otros
promotores, tales como el promotor fago T5, el promotor lac, y todos los promotores que resulten adecuados
para la expresion proteica procariota. Es probable que la eleccién del promotor influya en la expresion proteica y
en el rendimiento final.

[0043] Se decidio incluir el péptido sefial bacteriano Pel B en el N-terminal de scFv, lo cual permite exportar scFv
soluble al periplasma (figura 1) (27; 6) con el fin de incrementar el nivel de expresion proteica (28, 29). La
secuencia se amplifico a partir del vector pDN332 con cebadores degenerados: un cebador directo CEANcol5' 5'-
CCAGCCGGCCATGGCCGAGGTG-3, SEQ ID N.° 3, y un cebador inverso CEA EcoRI3' 5'-
ACAACCATATGCAGTCTAATGGTGATGGTG-3', SEQ ID N.° 4, para crear un sitio Ncol y un sitio EcoRl,
respectivamente, en los terminales 5' y 3'. Los amplicones se digirieron junto con el vector pET22b(+), con Ncol y
EcoRl a 37 °C durante 2 horas. Los productos digeridos se purificaron y se ligaron entre si con ADN ligasa T4 a 4
°C durante la noche. La mezcla de ligacion se transformé en la cepa JM109 de E. coli. Los clones positivos se
cribaron para su correcta insercion mediante PCR de colonia.

[0044] La figura 1 adjunta muestra la estructura del constructo de expresion de DIATHIS-1. El gen que codifica el
anticuerpo scFv DIATHIS-1 humano a CEA se fusiona en el N-terminal con el péptido de la secuencia lider Pel B
y, en el C-terminal, con la etiqueta D3SD3-FLAG-His6, y el constructo resultante se inserta en un vector pET
procariota controlado por el promotor fuerte T7.

[0045] Con el fin de mejorar la estabilidad de los dominios de anticuerpos, la mutacidon C>W introducida en el
clon E8 durante la maduracion en la region CD3 de cadena ligera variable (V.) (1) se invirti6 mediante
mutagénesis dirigida in vitro. De hecho, esta cisteina esta implicada en la formacion de enlace disulfuro entre las
regiones CDR de V.. El efecto estabilizador de los enlaces disulfuro ha sido analizado de manera experimental
(30). Los pocos anticuerpos que son funcionales a pesar de haber perdido uno de los residuos de cisteina
conservados mediante mutacion somatica (31) parecen presentar una estabilidad termodinamica superior a la
media tras haber restaurado el enlace disulfuro que falta (32). La secuencia final del nuevo scFv DIATHIS-1 se
7
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obtuvo mediante reaccién de secuenciacion. Sorprendentemente, se observd que se habian introducido dos
nuevas mutaciones en la Vi, probablemente durante la amplificacion por PCR para procesos de clonacion. Estas
son: L>P y R>W.

[0046] Por lo tanto, se utilizd el clon E8 y se afadid una secuencia lider (Pel B) y 3 nuevas mutaciones,
provocando tres cambios de aminoacidos con respecto a la secuencia E8. En concreto, la conversion de W a C
proporciona una mayor estabilidad, puesto que esta cisteina esta implicada en la formacién del enlace disulfuro
dentro de la cadena. La secuencia de aminoacidos y la prediccion de la estructura secundaria de scFv DIATHIS-
1, incluyendo Pel B y la etiqueta D3SD3-FLAG-His6, se representan en la figura 2. El constructo final se transfirié
a la cepa hospedadora BL21(DE3) de E. coli (F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3))]), que contenia una copia
cromosomica del gen ARN polimerasa T7 controlada por el promotor /lacUV5 para inducir la expresion de scFv.

[0047] La figura 2 muestra una representacion esquematica del scFv DIATHIS-1 anti-CEA modificado. La
secuencia de aminoacidos (AA) y la estructura secundaria predictiva (pred) de scFv DIATHIS-1 anti-CEA. Las
mutaciones insertadas en el scFv DIATHIS-1 aparecen subrayadas, y los puentes disulfuro entre dominios de
anticuerpos se representan mediante lineas de puntos.

Produccion de scFv anti-CEA DIATHIS-1 recombinante

[0048] Para la produccién a gran escala de scFv DIATHIS-1, se utilizaron cultivos de alta densidad celular de E.
coli (para consulta, véase 33) y se optimizd una estrategia de alimentacion y variables de fermentacion que
permitian una produccioén de alto nivel de scFv DIATHIS-1 en los cuerpos de inclusion (figura 3B). El diagrama de
flujo del proceso en direccion 5' se representa en la figura 3A. Los cultivos iniciadores nocturnos de E. coli BL21
(DE3) se inocularon en un recipiente Biostat C15 que contenia los medios basicos sintéticos del fermentador (pH
7.5): 13,3 g/l de dihidrogenoortofosfato de potasio, 4 g/l de hidrogenofosfato de amonio, 1,7 g/l de acido citrico
monohidrato, 100,8 mg/l de hierro (lll) citrato hidrato, 2,5 mg/l de cloruro de cobalto (Il) hexahidratado, 15 mg/l de
cloruro de manganeso (ll) tetrahidratado, 1,5 mg/l de cloruro de cobre (Il) dihidratado, 3,0 mg/l de acido bérico,
2,1 mg/l de molibdato de sodio dihidratado, 33,8 mg/l de acetato de zinc dihidrato y 14,1 mg/l de EDTA.
Posteriormente, se afiadieron 100 mg/l de ampicilina, 2,25 mg/l de tiamina, 300 mg/l de solucion de Mg, y 7,56 g/l
de glucosa. Las bacterias diluidas se incubaron a continuacién a 37 °C con aporte exponencial de glucosa hasta
conseguir una densidad o6ptica de al menos 10. Para la expresion de scFv DIATHIS-1, se afadio IPTG 1 mM y
sacarosa 40 mM. La fermentacién continudé durante 4 horas a 37 °C, y a continuacion se recogieron las células
mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 30 min a 4 °C.

[0049] Para la extraccion de DIATHIS-1 de la fraccion insoluble del citoplasma, la pasta celular se volvio a
suspender en 20 ml/g de granulo bacteriano en tampén de lisis (tampdn fosfato 50 mM; NaCl 50 mM; pH 7.5), y
la solucién de lisis celular se procesé por medio del microfluidizador para un Unico paso a 680 bar y se centrifugd
a 8000 rpm durante 60 min a 4 °C. Para la solubilizacion de cuerpos de inclusion, el granulo se volvié a
suspender en 20 ml/g de tampdn de solubilizacion (tampdn fosfato 50 mM; NaCl 50 mM; Urea 8 M; pH 7.5) y se
incubd durante 16 horas con agitacion. El producto procesado se granuld a 8000 rpm durante 1 h a 4 °C. La
soluciéon sobrenadante que contenia el scFv DIATHIS-1 se filtré a través de un filtro de 0,45 ym y se proceso
para la purificacién de proteinas.

[0050] La figura 3 (A) muestra el diagrama de flujo para el proceso en direccion 5', mientras que (B) muestra el
analisis SDS-PAGE al 12 % de la expresion de scFvDIATHIS-1, en el cual: Carril 1: Marcador con peso
molecular de rango bajo; Carril 2: 1 ug de scFv estandar; Carril 3: Muestra no inducida; Carril 4: Muestra inducida
2 h; Carril 5: Muestra inducida 3 h; Carril 6: Muestra inducida 4 h.

[0051] Se desarrollé6 un método de purificacion basado en tres etapas cromatograficas (figura 4). El proceso
cromatografico se llevd a cabo utilizando un sistema de cromatografia con explorador AKTA (GE Healthcare,
Bucks, Reino Unido). La primera etapa es de cromatografia DEAE de intercambio aniénico en una columna BPG
100/500 con resina de flujo rapido DEAE. La columna se equilibré con tampén fosfato 50 mM; NaCl 50 mM; urea
8 M; pH 7.5. La solucion sobrenadante se cargd en la columna, y se utilizd una etapa de gradiente lineal para
eliminar la urea. El material ligado se eluyé con tampdn fosfato 50 mM; NaCl 0,5 M; glicerol al 10 %, pH 7.5. La
segunda etapa es una cromatografia IMAC en la que se cargd el grupo de eluato DEAE en una columna BPG
100/500 llena de resina de Sepharose IMAC (Ni). La columna se equilibré con tampén fosfato 20 mM; NaCl 0,5
M; imidazol 20 mM, pH 7.5. El material ligado se eluyé con tampon fosfato 20 mM, conteniendo NaCl 0,5 M e
imidazol 250 mM, pH 7.5. El grupo de eluato IMAC se diluyé 1:10 en tampodn fosfato 20 mM, EDTA 1,5 mM,
glicerol al 10 % (v/v), pH 7.5, y se cargd en una columna BPG 100/500 con resina de flujo rapido de Sepharose
DEAE para la tercera etapa cromatografica. La columna se equilibré con tampén fosfato 20 mM que contenia
NaCl 50 mM, EDTA 1,5 mM y glicerol al 10 % (v/v), pH 7.5. El scFv DIATHIS-1 se eluy6 con tampon fosfato 20
mM, NaCl 0,2 M, y EDTA 1,5 mMy glicerol al 10 % como agentes estabilizadores.

[0052] La figura 4 expone un diagrama de flujo del proceso en direccion 3' de scFvDIATHIS-1.

Separacion de formas oligoméricas estables de DIATHIS-1 con elevada afinidad y multimeros de alto
peso molecular con afinidad reducida
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[0053] Mientras se desarrollaba una estrategia para purificar DIATHIS-1, se descubrié que se podia obtener una
buena recuperacion de proteina eluyendo la tercera cromatografia DEAE con NaCl 0,5 M. No obstante, si se
eluye primero la muestra con NaCl 0,2 M y a continuacion con NaCl 0,5 M en la etapa cromatografica final, se
descubrié que, sorprendentemente, se recuperan dos picos de Diathis-1 (figura 5A). Ambas proteinas eluidas
poseen el mismo comportamiento en SDS-PAGE, aunque la pureza estimada mediante analisis densitométrico,
asi como el rendimiento final, es superior en las que se eluyeron con NaCl 0,2 M (figura 5B, tabla 1). Ademas, se
investigo la configuracion de scFv purificados eluidos con NaCl 0,2 M y con NaCl 0,5 M en analisis PAGE con
distintas condiciones. En SDS-PAGE, ambas proteinas migran como monémeros con un tamafo esperado de
aproximadamente 35 kDa (figura 5 B). En PAGE nativa, la proteina scFv DIATHIS-1 eluida con NaCl 0,2 M migra
como tres formas claramente distinguibles, representadas de manera distinta, que muestran una estabilidad
inusual tanto en condiciones no reductoras (figura 5C) como reductoras (figura 5D), mientras que aquellas
eluidas con NaCl 0,5 M forman agregados de mayor peso molecular (figura 5C y D). El comportamiento del
monomero PAGE se restablece mediante la adiciéon de SDS en la muestra (figura 5E). Estos resultados son
coherentes con la formacion de formas oligoméricas de DIATHIS-1 debido a interacciones no covalentes. Por
consiguiente, con el método de purificacion optimizado desarrollado, se puede distinguir entre formas
oligoméricas y agregados con peso molecular mas alto que se eluyen con NaCl 0,5 M (figura 5C-D).

Tabla 1: caracteristicas de scFv DIATHIS-1 en distintas etapas del proceso de produccion. Los valores de
rendimiento se refieren a la cantidad total de proteina, y la pureza a DIATHIS-1.

ETAPA DE PURIFICACION Rendimiento (g) | % de pureza | Contenido de  endotoxinas

(EU/ng)
Urea 8M sobrenadante 3,59 40 % -
Primera etapa cromatografica 1,59 75 % < 5 EU/ug
Segunda etapa cromatografica 1,29 95 % < 3 EU/ug
Tercera etapa cromatografica NaCl 0,2 M 0,927 g 99 % <1 EUlug
Tercera etapa cromatografica NaCl 0,5 M 0,270 g 90 % -

[0054] La figura 5 representa (A) Cromatograma de la tercera etapa de purificacion, que muestra los dos picos
de elucion correspondientes a NaCl 0,2 M y NaCl 0,5 M. (B) Andlisis SDS-PAGE al 12 % de scFv DIATHIS-1
purificada eluida con NaCl 0,2 M (0,2M) y NaCl 0,5 M (0,5M). (C) Analisis PAGE nativo de las mismas proteinas.
(D) Analisis PAGE nativo tras la adicion de 3-mercaptoetanol como agente reductor en la muestra. (E) Analisis
PAGE nativo tras la adicion del detergente dodecil sulfato de sodio en la muestra.

[0055] Los dos scFv DIATHIS-1 separados en la etapa cromatografica final se evaluaron para determinar su
eficacia de union al antigeno CEA puro en ensayos ELISA.

[0056] Se utilizaron distintas concentraciones de scFv para llevar a cabo la titulacion sobre 100 ng de antigeno
CEA recubierto por pocillo. Los resultados (figura 6) mostraron linealidad y una mejor afinidad a la DIATHIS-1
eluida con NaCl 0,2 M (B) en comparacion con la DIATHIS-1 eluida con NaCl 0,5 M (A).

[0057] La figura 6 muestra reconocimiento de antigeno mediante las dos formas de DIATHIS-1. El ensayo ELISA
se llevo a cabo con distintas cantidades de DIATHIS-1 0,5 M (A) y 0,2 M (B), respectivamente, sobre placas
recubiertas con 100 ng de antigeno CEA.

[0058] La determinacion de afinidad de anticuerpo mediante ELISA directo se llevé a cabo de acuerdo con S.
Rath et al., 1988, con ligeras modificaciones (34). Las placas de microtitulacion se recubrieron con 100 ng del
antigeno en tampoén PBS y se incubaron durante la noche a 4 °C. Tras tres lavados, las placas se bloquearon
con un 2 % de leche en polvo sin grasa (p/v) en PBS, pH 7.4 (PBSM) durante 60 minutos a 37 °C. A
continuacion, las placas se lavaron y se incubaron durante 2 horas a temperaura ambiente con 100 ul de
diluciones en serie de scFv DIATHIS-1 NaCl 0,2 M en tampdn de blogueo, junto con 10 ul de una mezcla recién
preparada que consiste en un anticuerpo anti-FLAG M2 y un anticuerpo anti-ratén conjugado con HRP. Tras el
periodo de incubacion, las placas se lavaron, y la reacciéon colorimétrica se desarrollé utilizando ABTS como
sustrato, y se leyo el color a 405 nm. Se sustrajo el fondo de los resultados del ELISA directo para explicar la
union no especifica, y los datos se ajustaron mejor utilizando un paquete de software estadistico, GraphPad4, en
una curva hiperbodlica de Michaelis-Menten. La ECso (concentracion que muestra un 50 % de union) se calculé en
funcién de los valores de absorbancia obtenidos. También se utilizaron placas de microtitulacion recubiertas con
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antigeno (preparadas segun se ha descrito anteriormente) para el ensayo ELISA competitivo. Se realizaron
diluciones en serie (de 300 pg/ml a 100 ug/ml) de CEA libre empleado como inhibidor para la union de DIATHIS-
1 al CEA ligado en tampon de bloqueo, se incubaron con el anticuerpo DIATHIS-1 NaCl 0,2 M con la ECs
determinada (calculada a partir del ELISA directo) y se dejaron reaccionar durante aproximadamente 90 min.

[0059] Tras la etapa de bloqueo, las soluciones se afiadieron en los pocillos designados recubiertos con
antigeno, junto con una mezcla recién preparada que consistia en un anticuerpo anti-FLAG M2 y un anticuerpo
anti-ratén conjugado con HRP. Las placas de microtitulacién se enjuagaron minuciosamente, se aplico la
solucion de sustrato, y la reacciéon enzimatica se desarrollo y se midié como ya se ha sefialado. Todos los datos
se ajustaron mejor con el software estadistico GraphPad4 utilizando una ecuacion monoexponencial decreciente.
A continuacion, se determinaron las concentraciones molares de inhibidor necesarias para un 50 % de inhibicién
(ICs0). Se utilizaron los valores de ECsg y de ICso para calcular la afinidad de anticuerpo media. El scFv DIATHIS-
1 eluido con NaCl 0,2 M alcanzé un valor de Ky de 1,88x108 M-'. La Ky de DIATHIS-1 NaCl 0,5 M no se pudo
detectar debido a la unién no lineal del anticuerpo. La afinidad del clon E8 de scFv CEA alcanzé un valor de Ky
de 1,39x10% M-' (1).

[0060] Por lo general, tras la conversion del monémero scFv a diacuerpo, la Ky disminuye 10-15 veces,
mostrando una afinidad mas alta (35). Sin embargo, el scFv DIATHIS-1 oligomérico presenta una afinidad similar
en comparacion con el scFv E8 monomérico. Esta es una caracteristica deseable. De hecho, distintos autores
han mostrado que la concentracion total y la penetracion de scFv en el tumor disminuye con la afinidad al
antigeno (36, 37), mientras que la citotoxicidad celular aumenta con la afinidad.

[0061] La afinidad y especificidad de los dos scFv DIATHIS-1 separados frente al antigeno CEACAM1 se
determinaron mediante analisis de citometria de flujo en la linea celular primaria de melanoma CEACAM1-
positiva MelP5. Se utilizé la linea celular COS1 como control negativo. Las células adherentes en fase de
crecimiento exponencial se volvieron a suspender en PBS y en 1 % de BSA (PBSB), y a continuacion se
contabilizaron. Para el andlisis citofluorimétrico, se distribuyeron 5x10° células en el tubo y se recogieron a 1200
rom durante 10 minutos. El granulo se volvio a suspender en 200 pyl de PBSB afadido con las distintas
preparaciones de scFv DIATHIS-1, y se mantuvo a 4 °C durante 60 minutos. Tras los lavados, los granulos se
suspendieron con 200 ul de PBSB, y se afadié un anti-FLAG M2 de ratén diluido 1:400 (Sigma Aldrich) y se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los complejos inmunes se manifestaron mediante adicion de
un anticuerpo anti-ratén de cabra conjugado con FITC diluido 1:50. Tras 30 minutos de incubacion a temperatura
ambiente en la oscuridad, las células se lavaron y se mostré fluorescencia mediante citofluorometria de flujo
FACScan.

[0062] Los resultados mostraron un alto porcentaje de células positivas a ambos scFv en todas las
concentraciones analizadas. Los valores medios mas elevados, que representan un parametro para la afinidad
del anticuerpo al antigeno, se obtienen utilizando una concentracién de scFv de 5 pug/ml, y eran mas elevados
para el scFv eluido con NaCl 0,2 M en comparacion con los obtenidos con elucion con 0,5 M (146,6 y 95,27,
respectivamente; Tabla 2), mostrando de nuevo la mejor afinidad de DIATHIS-1 0,2 M. La disminucion de los
valores medios en el aumento de la concentracién de scFv se debe a la caracteristica de competencia de unién a
antigenos de los anticuerpos monoclonales. Los resultados obtenidos en células CEA-negativas (COS-1)
muestran la especificidad de scFv DIATHIS-1 anti-CEA (figura 7).

Tabla 2: Analisis de citometria de flujo de scFv DIATHIS-1. En esta tabla, se indican los valores porcentuales

de células de melanoma fluorescentes MelP5 y COS-1 CEA-negativa reaccionadas con los dos scFv DIATHIS-1

eluidos de manera distinta. En la tercera columna, se indican los valores medios que representan la afinidad de
anticuerpos.

FACScan en células CEA + (Mel P5) | FACScan en células CEA - (COS-1)

o, 4 o .
%o de celulas | o i (afinidad) | e de celulas i\ ia (afinidad)

fluorescentes fluorescentes
células 0,56 5,21 0,40 4,55
CTR negativo 28,34 19,79 17,66 15,64
5 pg/ml de DIATHIS-1 0,2 M 98,28 146,44 18,16 15,6
10 pg/ml de DIATHIS-1 0,2 M 97,50 114,72 8,58 11,95
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FACScan en células CEA + (Mel P5) | FACScan en células CEA - (COS-1)

% de células % de células

Media (afinidad) Media (afinidad)

fluorescentes fluorescentes
20 pg/ml de DIATHIS-1 0,2 M 95,80 85,23 9,91 13,14
40 pg/ml de DIATHIS-1 0,2 M 95,43 55,45 7,80 12,22
5 pg/ml de DIATHIS-1 0,5 M 95,91 95,27 10,46 14,59
10 pg/ml de DIATHIS-1 0,5 M 97,75 85,63 13,62 14,64
20 pg/ml de DIATHIS.1 0,5 M 96,29 91,67 20,83 16,08
40 pg/ml de DIATHIS-1 0,5 M 91,57 60,3 16,74 16,35

[0063] La figura 7 muestra la especificidad de DIATHIS-1 0,2 M, determinada mediante ensayo de citometria
(analisis FacScan). Los citogramas muestran los resultados obtenidos en la poblacion celular de melanoma
(picos sodlidos) con respecto a las células CEA-negativas COS1 (gris, lineas intermedias). Las lineas negras
representan células de melanoma que han recibido Unicamente los anticuerpos secundarios.

[0064] La especificidad de union al antigeno de scFv DIATHIS-1 se analiz6 también mediante inmunotincién por
microscopia de fluorescencia como método cualitativo. Se cultivaron células MelP5 y COS-1 sobre cubreobjetos
de cristal lavados y fijados con un 4 % (v/v) de formaldehido durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras se incubaron en PBS que contenia BSA al 1 % (p/v) y gelatina al 0,1 % (p/v) para saturar sitios de
union no especificos. El scFv se suspendié a 5 ug/ml en solucion de bloqueo y se afiadié a las células. Tras 60
minutos de incubacion a temperatura ambiente, se afiadié 1 ml de un anticuerpo anti-FLAG M2 de ratén diluido
1:400 (Sigma Aldrich), y las células se incubaron posteriormente durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Tras el lavado, se afiadié en las muestras un conjugado FITC de anticuerpo anti-ratén, diluido 1:200 en solucion
de bloqueo, y se detectd la fluorescencia utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DMLB equipado con
una camara digital CCD DC300F. Los nucleos se tifieron con solucion DAPI diluida 1:10000. Las células de
melanoma MelP5 resultaron muy positivas a la tincion de scFv DIATHIS-1, mostrando una clara sefial de borde
celular proporcional a los inmunocomplejos de la membrana celular, mientras que no se detectd ninguna sefial
en células COS-1 CEA-negativas, mostrando la especificidad de DIATHIS-1 (figura 8).

[0065] La figura 8 representa la especificidad de DIATHIS-1 a células CEACAM1-positivas.
Pel B es fundamental para la configuracion oligomérica de DIATHIS-1

[0066] La formacién de estructuras oligoméricas estables fue un descubrimiento inesperado para un scFv que
presentaba un conector de 15 aminoacidos. Una diferencia entre el scFv de la invencion y el de la técnica es que
DIATHIS-1 conserva la secuencia Pel B. Por lo general, los scFv se fusionan con una secuencia lider y, a
continuacion, se recuperan en el periplasma o en el medio de cultivo, y la secuencia lider se suprime mediante la
peptidasa Pel B presente en la membrana plasmatica. Al preparar DIATHIS-1, se comenzé por los cuerpos de
inclusion, de tal modo que Pel B no se suprime, sino que se conserva, y este hecho puede influir en la formacion
de oligébmeros.

[0067] Con el fin de examinar si la presencia de Pel B puede inducir la formacién de scFv oligébmeros, se clono el
mismo scFv anti-CEA sin la secuencia Pel B en un vector pET 45b(+) y se purifico esta proteina empleando el
mismo método. Para evaluar el comportamiento de los dos anticuerpos recombinantes, se realizé cromatografia
de exclusion por tamafio (Superdex 75) con DIATHIS-1 y con la misma proteina sin la secuencia Pel B. Los
resultados obtenidos se representan en la figura 9, y muestran una configuracion distinta que no depende del
conector (es la misma en ambos), sino de la presencia de Pel B. De hecho, mientras que scFv DIATHIS-1 se
eluye en dos formas distintas de aproximadamente 30 kDa y 60 kDa, la misma proteina sin el péptido sefial Pel B
se eluye en un unico pico de 33 kDa correspondiente a la forma monomeérica.

[0068] La figura 9 muestra cromatografia de exclusion por tamafio ejecutada utilizando un sistema de
cromatografia AKTA en condicion isocratica (tampén fosfato 50 mM pH 7.5 y NaCl 0,15 M). Los pesos
moleculares se calcularon en funcién de la curva estandar obtenida calibrando el sistema con proteinas de peso
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molecular conocido: albumina 67 000 Da, ovoalbinima 43 000 Da, anhidrasa carboénica 29 000 Da, ribonucleasa
13 700 Da y vitamina B12 1315 Da.

[0069] La farmacocinética de scFv DIATHIS-1 se determiné en ratones suizos (CD-1 IGS). La radioyodacion de
scFv anti-CEA con 1'** se llevo a cabo utilizando la metodologia de lodogen. La farmacocinética se determino
tras una inyeccion intravenosa de dosis Unica (18 ug) en la vena de la cola en ratones y se recogieron muestras
de sangre transcurridos 0, 5, 10 y 30 minutos y 2, 3, 4, 6, 24, 48 horas desde la inyeccién para la farmacocinética
estimada en intervalos de tiempo cortos y largos (figura 10A) y 2, 3, 4, 6, 24, 48 horas para la farmacocinética
estimada en intervalos de tiempo largos (figura 10B). La radiactividad plasmatica se midié mediante un contador
Y. Muchos estudios han sefialado el aclaramiento acelerado de distintos scFv y una semivida corta en
circulacién. Inesperadamente, el scFv de la presente invencidon mostré un valor de semivida de tipa = 0,07 h £
0,013 y t1,2B = 8,58 + 3,15 similar (o superior) a los obtenidos con scFv bivalente (scFvDb) (Tabla 3).

[0070] En comparacion con otras moléculas anti-CEA scFv, scFv DIATHIS-1 presenta una menor tasa de
eliminacion en circulacion, lo cual puede contribuir a la acumulacién de anticuerpos en el tumor. Asi, la presencia
del péptido Pel B en el N-terminal de scFv DIATHIS-1 parece afectar a la formacién de oligémeros en DIATHIS-1,
que se muestra como una semivida mejorada en circulacion.

[0071] La figura 10 muestra (A) farmacocinética in vivo durante intervalos de tiempo cortos y largos de DIATHIS-
1. Semivida estimada ty2a: 0,07 £ 0,013 h; t1/2B: 8,58 + 3,15 h; AUC24n: 113 + 15. (B) Farmacocinética durante un
periodo largo. Semivida t1/2: 8,84 + 3,3 h (calculo realizado con Origin 8.1)

Tabla 3: Diferencias en el rendimiento farmacocinético entre scFv DIATHIS-1 y otros scFv anti-CEA
monoméricos o diméricos

t12 a (h) t12 B (h) AUC (0-24 h) Referencias
monoémero scFv T84.66/212 0,12+ 0,003 h 4.8 +0,20 26 (38)
dimero scFv T84.66/212 0,15 + 0,004 3,3+0,14 51,72 (38)
diacuerpo scFv T84.66 - 2,89 - (39)
scFv MFE-23 0,08 £ 1 4+1 18+ 1 (40)
scDbCEA 0,17+3,6 h 56+1,8 61 +22 (3)
scFv DIATHIS-1 0,07 £ 0,013 h 8,568 £ 3,15 113 £ 20

Biodistribucion in vivo y estudios de diagnéstico por imagenes en ratones atimicos portadores de
tumores

[0072] Se establecieron xenoinjertos en ratones CD-1 hembra desnudos de 7-8 semanas de edad mediante
inoculacion subcutanea en la region de flanqueo de 5x108 células humanas Mel P5 cancerosas de melanoma.
Tras 20 dias, cuando las masas tumorales alcanzaron 200-400 mg de peso, los ratones se trataron con ['?4]]-
DIATHIS-1. La radioyodacion de scFv DIATHIS-1 se llevo a cabo con 'l con la adicion de un NalOs/Nal como
vehiculo, mejorando significativamente el rendimiento de marcaje, utilizando el protocolo MAb recubierto con
lodogen (41). Este método ha sido validado para minimizar el dafio inducido quimicamente, asi como por
radiacion, del MAb (el método de regeneracion quimica ofrece un medio para sincronizar la proporcion molar
I/IMAb vy, al mismo tiempo, regenera '?*| en la forma de yoduro. Con la introducciéon de un método de
regeneracion, ha sido posible maximizar la eficiencia de marcaje de MAb con '?*l). Para estudios de
biodistribucién de DIATHIS-1, se inyectaron de manera intravenosa a 10 ratones portadores de tumores 290 uCi
de I"**DIATHIS-1, y se sacrificaron 4 horas después del tratamiento.

[0073] Los o6rganos principales (tumor, bazo, higado, rifiones, pulmén, corazén, sangre, tiroides, estomago) se
pesaron, y se calculé la radiactividad con contador y. Los resultados indican una fuerte localizacion de DIATHIS-
1 en la masa tumoral, alcanzando valores de hasta el 35,5 % de dosis inyectada/g (tabla 4; figura 11).

[0074] Para el diagndstico por imagenes de tomografia por emision de positrones (PET), se inyectaron a los
ratones 290 uCu de ['?*l]-DIATHIS-1, y se analizaron transcurridas 4 y 6 horas desde la inyeccion. El tratamiento
y andlisis de las imagenes se llevaron a cabo por medio del software convencional microPET. Los resultados
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sefialan que DIATHIS-1 se localiza casi exclusivamente en las masas tumorales, y que se ha logrado un
diagndstico por imagenes satisfactorio (figura 12).

Tabla 4: Biodistribucion de 1'**DIATHIS-1 en ratones atimicos portadores de xenoinjertos MelP5

Organos % de Dl/g
Tumor 35,58
Sangre 9,80
Bazo 5,82
Higado 3,35
Rifiones 16,06
Pulmon 7,08
Corazén 6,90
Tiroides 8,16
Estdbmago 7,20

Proporciones

Tumor/sangre 3,62
Tumor/rindn 2,21
Tumor/higado 10,59

[0075] La figura 11 muestra la biodistribucion en ratones desnudos portadores de tumores. A los ratones se les
inyectd [1241]-DIATHIS-1 por via intravenosa. La absorcion de tejido tumoral y normal se expresé como
porcentaje de Dl/g.

[0076] La figura 12 muestra el diagnostico por imagenes PET de ['**1]-DIATHIS-1. Se inyectaron por via
intravenosa 290 uCu del anticuerpo ['?4l]-scFv anti-CEACAM en ratones desnudos CD-1 portadores de tumores,
y se realizaron imagenes microPET con anestesia con isoflurano. El momento de adquisicion de imagenes fue 4
h tras la inyeccion.

[0077] El scFv DIATHIS-1 anti-CEA de la presente invencion, al evaluarse en un modelo de xenoinjerto tumoral
de ratén atimico mediante PET, mostré unas excelentes propiedades de determinacion de un objetivo y de
diagndstico por imagenes al marcarse con '?*l. El nivel de absorcion tumoral transcurridas 4 horas desde la
inyeccion era del 35,5 % de DI/g, y era mucho mayor que los niveles obtenidos por otros grupos con el uso de
124, En Sundaresan et al., (43) se indico una absorcion tumoral tras 18 h de 4,53 + 0,50 % de Dl/g en ratones
con xenoinjerto LS174T tratados con diacuerpo '>* T84.66 anti-CEA. El mismo anticuerpo marcado con 23|
alcanza un maximo de 13,68 + 1,49 % de Dl/g 2 h después de la administracion (41), mientras que el formato
monomeérico marcado con '%%| alcanza un maximo de 6,57 = 0,68 % de DI/g 1 h después de la administracion y
3,66 = 0,62 % de Dl/g tras 6 h (38).

[0078] EI scFv de la presente invencion se puede utilizar como agente de diagndstico por imagenes para
complementar las técnicas de diagnostico existentes, y puede constituir una base para un enfoque terapéutico
selectivo de enfermedades malignas.
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Tabla 5: Diferencias en los niveles de absorcion tumoral entre scFv DIATHIS-1 y otros scFv anti-CEA
monoméricos o diméricos

% de Dl/g Tiempo (h) Referencias
diacuerpo '?%] T84.66 anti-CEA 4,53 + 0,50 18 (43)
diacuerpo '2°| T84.66 anti-CEA 13,68 £ 1,49 2 41)
125] scFv T84.66 6,57 £ 0,68 1 (39)
124] scFv DIATHIS-1 35,58 +0,13 4

DERIVADOS DE DIATHIS-1

[0079] Se han realizado una serie de proteinas de fusién de DIATHIS-1 y comparfieros con un potencial interés
terapéutico, donde las proteinas de fusién conservan las propiedades de unién de DIATHIS-1. Entre los ejemplos
que se muestran a continuacion se incluye DIATHIS-1 fusionada con ubiquitina (un pequefio péptido capaz de
influir en una serie de propiedades celulares), vpr (una proteina viral capaz de detener el crecimiento celular),
citosina desaminasa (una enzima), listeriolisina (una toxina) e interleucina-2 (IL-2, una citocina). Todas las
proteinas de fusién conservaron la capacidad para reconocer células de melanoma.

scFv DIATHIS-1:ubiquitina

[0080] La secuencia humana de la ubiquitina se amplific6 mediante PCR a partir del ADNc insertado en el vector
pET3a con el cebador directo Ub WT Notl5": 5-GAAGGAGCGGCCGCTATGCAGATCTTC-3', SEQID N.° 5, y el
cebador inverso UbWTNotl3": 5'- CAAGAATGCGGCCGCACCTCTTAGTCTTA-3', SEQ ID N.° 6, que introducen
un sitio de restriccion para la endonucleasa Notl en ambos terminales de la ubiquitina. La secuencia amplificada
se insertd en el vector pET22b(+) en el C-terminal del scFvDIATHIS-1 anti-CEA. Esta incluia unicamente la
etiqueta His 6, ya que las otras etiquetas se suprimieron durante el proceso de clonacién a causa de la digestion
del vector con la enzima de restriccion Notl. Esto se aplica también a los subsiguientes constructos que se
ilustran a continuacion. El constructo ensamblado se transfirié a BL21(DE3) de E. coli para la expresion proteica.

[0081] Por lo que respecta a las siguientes proteinas de fusion, la estructura se muestra en la figura 13.
scFv DIATHIS-1:vpr de VIH-1

[0082] La secuencia de Vpr de VIH-1 se amplificd mediante PCR a partir del ADNc insertado en pGEX-2T (GE
Healthcare) con el cebador directo VPRNotl+link5'": 5'-
TTCCGCGTGCGGCCGCATCTTCCTCATCGGGTAGTAGCTCTTCCGGCATGGAACAAGCC CCAGAAGACCA-
3', SEQ ID N.° 7, que afiade un sitio de restriccion para la endonucleasa Notl, y a continuacién un conector
(SSSSG); en el terminal 5 de la secuencia de Vpr, y el cebador inverso VPRNotl3: 5'-
ATTCCCGGGGCGGCCGCGGATCTACTGGCTCCATTT-3', SEQ ID N.° 8, que introduce un sitio de restriccion
para la endonucleasa Notl en el terminal 3' de vpr. La secuencia amplificada se insert6 en el vector pET22b en el
C-terminal del scFvDIATHIS-1 anti-CEA. El constructo ensamblado se transfiri6 a BL21(DE3) de E. coli para la
expresion proteica.

scFv DIATHIS-1:citosina desaminasa de levadura (YCD)

[0083] La secuencia de citosina desaminasa de levadura (YCD) que incluia el conector (SSSSG)s en el terminal
5' se amplificé mediante PCR a partir del constructo scFvE8:YCD (Zamboni et al., 2008; Int. J. Oncol.) insertado
en el pQE30Xa con el cebador directo LinYCD Notl 5: 5'-CTAGGCGCGGCCGCTTCCCATCGGGT-3', SEQ ID
N.° 9, y con el cebador inverso YCD Notl3": 5-GGCTGCGCGGCCGCCTCAGGAATATCT-3', SEQ ID N.° 10, que
introduce un sitio de restriccién para la endonucleasa Notl en ambos. La secuencia amplificada se insert6 en el
vector pET22b(+) en el C-terminal del scFvDIATHIS-1 anti-CEA. El constructo ensamblado se transfirié a
BL21(DE3) de E. coli para la expresion proteica.

scFv DIATHIS-1:listeriolisina-O (LLO) A PEST

[0084] La secuencia de listeriolisina-O LLO, que carece de la sefal de degradacion PEST, se amplificd mediante
PCR a partir del ADNc insertado en el vector pET3d con el cebador directo LLONotl+link5"5'-
TGACCGTCCTAGGCTCTTCCTCATCGGGTAGTAGCTCTTCCGGCTCATCGTCCAGCGGC

TCCATGGAAATCG-3', SEQ ID N.° 11, que afiade un sitio de restriccion para la endonucleasa Notl, y a
continuacion un conector (SSSSG)s en el terminal 5' de la secuencia de LLO, y con el cebador inverso LLONotI3":
5'-ATCGAAGCGGCCGCAGCTAGCATGACTGGTG-3', SEQ ID N.° 12, que introduce un sitio de restriccién para
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la endonucleasa Notl en el terminal 3' de LLO. La secuencia amplificada se insert6 en el vector pET22b(+) en el
C-terminal del scFvDIATHIS-1 anti-CEA. El constructo ensamblado se transfirié a BL21(DE3) de E. coli para la
expresion proteica.

scFv DIATHIS-1:interleucina 2 (IL-2)

[0085] La secuencia de interleucina 2 (IL-2) que incluia el conector (SSSSG)s; en el terminal 5' se amplificd
mediante PCR a partir del constructo scFvES8:IL-2 insertado en el vector pcDNA3.1 eucariota con el cebador
directo Lin-IL2 Notl 5' 5-CTGACCGCGGCCGCCTCTTCCTCATCGGGTAGTAG-3', SEQ ID N.° 13, y con el
cebador inverso IL2-Notl 3:5-AGACTCGGCGGCCGCAGTCAGTGTTGAGATGAT-3', SEQ ID N.° 14, que
introduce un sitio de restriccion para la endonucleasa Notl en ambos terminales. La secuencia amplificada se
inserté6 en el vector pET22b(+) en el C-terminal del scFvDIATHIS-1 anti-CEA. El constructo ensamblado se
transfirio a BL21(DE3) de E. coli para la expresion proteica.

Actividad de union a CEA de proteinas de fusién seleccionadas

[0086] La figura 14 adjunta muestra la afinidad y especificidad al antigeno CEA de derivados de scFv DIATHIS-1,
determinadas mediante citometria de flujo (panel izquierdo) y analisis por inmunofluorescencia (panel derecho)
en la linea celular primaria de melanoma CEA-positiva MelP5. Se utilizé la linea celular COS1 como control CEA-
negativo. (A) Datos obtenidos con la proteina de fusion scFvDIATHIS-1:ubiquitina. (B) Datos obtenidos con la
proteina de fusion scFvDIATHIS-1:vpr de VIH-1. (C) Datos obtenidos con la proteina de fusién scFvDIATHIS-
1:YCD.
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ggt
Gly

acc
Thr

agc
ser

gag
Glu
125

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val

tgg
Trp

aag
LyS
205

tca
Ser

gag
Glu

gta
val

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgt
Cys

cgc
Arg

agt
Ser

atc
Ile

ctg
Leu
110

ttt
Phe

&

gag
Glu

agg
Arg

tac
Tyr
190

aac
Asn

ety

gct
Ala

ttc
Phe

ctc
Leu
15

tct
ser

gcc
Ala

cag
GlIn

&y

tcc
Ser
95

aga
Arg

ctt
Leu

4%

ctg
Leu

atc
Ile
175

cgg
Arg

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

&ty

gct
Ala

aly

gcc
Ala

gct
Ala

ggt
Gly
80

aga
Arg

gcc
Ala

ttt
Phe

&ty

act
Thr
160

aca
Thr

cag
Gln

tgg
Trp

aca
Thr

tat
Tyr
240

3ty

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



&ty

aag
Lys

acc
Thr

cct
Pro
305

aga
Arg

gtc
val

cac
His

acc
Thr

acg
Thr

atc
Ile
290

gat
Asp

acg
Thr

tta
Leu

aag
Lys

tta
Leu
275

gaa
Glu

caa
Gln

ctg
Leu

aga
Arg

<210> 16
<211> 353
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 16

I\]/-Iet Lys Tyr

Ala

Gly

ser

Pro

65

ser

Asp

Gln

Gly

Gly

50

Gly

Thr

Asn

Pro

Leu

35

Phe

Lys

Tyr

ser

ctg
Leu
260

acc
Thr

aac
Asn

caa
GlIn

tct
Ser

cta
Leu
340

Leu

Ala

20

val

Thr

Gly

Tyr

Lys
100

245

acc
Thr

&y

gtt
val

aga
Arg

gat
Asp
325

aga
Arg

Leu
Met
Gln
Phe
Leu
Ala

85

Asn

gtc
val

daaa
Lys

aag
Lys

ttg
Leu
310

tac
Tyr

&y

Pro
Ala
Pro
Ser
Glu
70

Asp

Thr

cta
Leu

acc
Thr

gct
Ala
295

atc
Ile

aac
Asn

gcg g

Ala

Thr

Met

Gly

ser

55

Trp

ser

Leu

ES 2706 409 T3

&ty

ata
Ile
280

aaa
Lys

ttt
Phe

att
Ile

cc
Ala

Ala
Ala
Gly
40

Asp
val

val

TYyr

gcg
Ala
265

act
Thr

att
Ile

gcc
Ala

cag
GIn

gca
Ala
345

Ala

Glu

25

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu
105

250
gcc
Ala

cta
Leu

caa
Gln

&ty

aag
Lys
330

ctc
Leu

Ala
10

val
Leu
Met
Ala
Gly
90

Gln

gca
Ala

gaa
Glu

gac
Asp

aag
Lys
315

gag
Glu

gag
Glu

Gly

GlIn

Arg

Ser

Ile

75

Arg

Met

atg
Met

gtt
val

aag
Lys
300

cag
Gln

tcg
ser

cac
H1s

Leu

Leu

Leu

Trp

60

Ser

Phe

Asn

26

cag
GIn

gaa
285
gaa
Glu

ctc
Leu

acc
Thr

cac
His

Leu

Ala

ser

45

val

Gly

Thr

ser

atc
Ile
270

cca
Pro

&ty

gag
Glu

tta
Leu

cac
His
350

Leu
Glu
30

Cys
Arg
Ser

Ile

Leu
110

255
ttc
Phe

tcc
Ser

att
Ile

gac
Asp

cat
His
335

cac
His

Leu
15

Ser
Ala
Gln
Gly
ser
95

Arg

gtc
val

gat
Asp

cca
Pro

ggt
G?y
320
ctt
Leu

cac
His

Ala
Gly

Ala

Gly
80

Arg

816

864

912

960

1008

1056

1059



Glu

Asp

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Tyr

Gly

Lys

Thr

Pro

305

Arg

val

His

Asp

TYr

130

ser

Asp

Gln

Pro

Ser

210

ser

cys

Thr

Thr

Ile

290

Asp

Thr

Leu

Thr

115

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

Leu

275

Glu

Gln

Leu

Arg

<210> 17

<211> 1152
<212> ADN

Ala

Gly

Gly

Ala

Asp

Gln

Ile

Thr

Ser

Leu

260

Thr

Asn

Gln

ser

Leu
340

<213> Artificial

<220>

val

Gln

Gly

val

165

Ser

Ala

Pro

Ile

ser

245

Thr

Gly

val

Arg

Asp

325

Arg

ES 2706 409 T3

Tyr Tyr Cys

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

230

Tyr

val

Lys

Lys

Leu

310

Tyr

Gly

Thr

135

Ser

val

Arg

val

Arg

215

Gly

Ala

Leu

Thr

Ala

295

Ile

Asn

Ala

120

Leu

Gly

Ala

ser

Pro

200

Phe

Ala

Trp

Gly

Ile

280

Lys

Phe

Ile

Ala

<223> scFvDIATHIS-1:vpr de VIH

Ala

val

Gly

Leu

ser

185

val

sSer

Gln

Leu

Ala

265

Thr

Ile

Ala

Gln

Ala
345

Lys

Thr

Gly

Gly

TYyr

Ile

Gly

Ala

Pro

250

Ala

Leu

GlIn

Gly

Lys

330

Leu

Ser

val

Gly

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

Tyr

Ala

Glu

Asp

Lys

Glu

Glu

Asn

ser

140

Ser

Thr

Ser

Gly

Ser

220

Asp

val

Met

val

Lys

300

Gln

Ser

His

27

Glu

125

Arg

ser

val

Trp

Lys

Ser

Glu

val

GIn

Glu

285

Glu

Leu

Thr

His

Phe

Gly

Glu

Arg

Tyr

190

Asn

Gly

Ala

Phe

Ile

270

Pro

Gly

Glu

Leu

His
350

Leu

Gly

Leu

Iile

175

Arg

Asn

Asn

Asp

Gly

Phe

Ser

Ile

Asp

His

His

Phe
Gly
Thr
160

Thr

Trp

Thr

TYyr

240

Gly

val

Asp

Pro

Gly

Leu

His



<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1152)

<400> 17

atg aaa tac
Met Lys Tyr
1

gcc
Ala

tct
Ser

cca
Pro
65

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu

gac
ggt
&ty
145
cag

Gln

tgc
Cys

agg
Arg

ccc
Pro

gct

cag
Gln

3ty

ety
50

oty

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp

tac
Tyr
130

tca
Ser

gac
Asp

caa
Gln

cca
Pro

tca
ser
210

tcc

ccg
Pro

ttg
Leu
35

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

tcc
sSer

acg
Thr
115

tgg
Trp

ggc
Gly

cct
Pro

3Ny
ety
195

4

ttg

ctg
Leu

gcg
Ala
20

gta
val

acc
Thr

o

tac
TYyr

aag
Lys
100

gcc
Ala

3y

&ty

gct
Ala

gac
Asp
180

cag
GlIn

atc
Ile

acc

ctg
Leu

atg
Met

cag
GlIn

ttt
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
85

aac
Asn

gta
val

cag
Gln

4

gt
va
165

agc
ser

gcc
Ala

cca
Pro

atc

ccg
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

agc
Ser

gag
Glu
70

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

gga
Gly
ggc
150

tct
Ser

ctc
Leu

cct
Pro

gac
Asp

act

acg
Thr

atg
Met

3ty

agc
Ser
55

tgg
Trp

tcc
ser

ctg
Leu

tac
TYyr

act
Thr
135

tct
Ser

gt
va

aga
Arg

gta
val

cgg
Arg
215

999
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gct
Ala

gcc
Ala

999
&
40

gat

Asp

gtc
val

gt
va

tat
Tyr

tgt
Cys
120

ctg
Leu

ggc
Gly

gcc
Ala

agc
ser

cct
Pro
200

ttc
Phe

gct

gct
Ala

gag
Glu
25

tcc
Ser

gcc
Ala

tca
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
105

gcg
Ala

gtc
val

&y

ttg
Leu

tct
Ser
185

gtc
val

tct
Ser

cag

gct
Ala
10

gt
va

ctg
Leu

atg
Met

gct
Ala

ggc
oy
920

caa
GlIn

aaa
Lys

acc
Thr

ggce
Gly

dgga
&y
170
tat
Tyr

atc
Ile

ety

gcg

ggt
Gly

cag
Gln

aga
Arg

agc
Ser

att
Ile
75

cgg
Arg

atg
Met

agt
Ser

gt
Va
gga
155
cag

Gln

gca
Ala

tat
Tyr

tcc
Ser

gaa

ctg
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp
60

agt
ser

ttc
Phe

aac
Asn

aat
Asn

tcg
Ser
140

tcg
Ser

aca
Thr

agc
Ser

ggt
Gly

agc
Ser
220

gat

28

ctg
Leu

gcg
Ala

tcc
ser
45

gtc
val

&y

acc
Thr

agc
sSer

gag
Glu
125

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val

tagg
Trp

aag
Lys
205

tca
Ser

gag

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgt
cys

cgc
Arg

agt
Ser

atc
Ile

ctg
Leu
110

ttt
Phe

a

gag
Glu

agg
Arg

tac
Tyr
190

aac
Asn

Y

gct

ctc
Leu
15

tct
Ser

gcce
Ala

cag
Gln

ggt
Gly

tcc
ser
95

aga
Arg

ctt
Leu

&ty

ctg
Leu

atc
Ile
175

g9
Arg

aac
Asn

aac
Asn

gac

gct
Ala

an

gcc
Ala

gct
Ala

ggt
&y
80

aga

Arg

gcc
Ala

ttt
Phe

&y

act
Thr
160

aca
Thr

cag
Gln

tgg
Trp

aca
Thr

tat

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



Ala
225

tac
Tyr

4

agt
Ser

agg
Arg

aat
Asn
305

caa
Gln

ata
Ile

tgt
cys

&ty

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

<220>
<223>

<400>
Met Lys
1
Ala Gln
Gly Gly
Ser Gly
50

Pro Gly

65

ser

tgt
Cys

acc
Thr

agc
ser

gag
Glu
290

gaa
Glu

cat
His

ata
Ile

Ccga
Arg

gcc
Ala
370

Leu Thr

aac tcc
Asn Ser

aag ctg
Lys Leu
260

tct tcc
ser Ser
275

cca cac
Pro His

gct gtt
Ala val

atc tat
Ile Tyr

aga att
Arg Ile

340
cat agc
His Ser
355

agt aga
ser Arg

18

384
PRT
Artificial

Ile

tct
Ser
245

acc
Thr

&ty

aat
Asn

aga
Arg

gaa
Glu
325

ctg
Leu

aga
Arg

tcc
Ser

Thr
230

tat
Tyr

gtc
val

atg
Met

gaa
Glu

cat
His
310

act
Thr

caa
Gln

ata
Ile

gcg
Ala

Constructo sintético

18

Tyr Leu

Pro Ala
20

Leu val

35

Phe Thr

Lys Gly

Leu Pro
5

Gly

gcg
Ala

cta
Leu

gaa
Glu

tgg
Trp
295

ttt
Phe

tat
Tyr

caa
Gln

3ty

gcc
Ala
375

Thr

Met Ala Met

Gln Pro Gly

Phe ser Ser

Leu Glu

70

55

Trp

Ala

tgg9
Trp

&t

caa
Gln
280

aca
Thr

cct
Pro

&%y

ctg
Leu

gtt
val
360

gca
Ala

Ala Ala

Ala Glu
25

Gly ser

40

Asp Ala

val ser

ES 2706 409 T3

GlIn

ctg
Leu

aca
Ala
265

gce
Ala

cta
Leu

agg
Arg

gat
Asp

ctg
Leu
345

act
Thr

ctc
Leu

Ala

ccc
Pro
250

gcce
Ala

cca
Pro

gag
Glu

att
Ile

act
Thr
330

ttt
Phe

caa
GlIn

gag
Glu

Glu
235

tat
Tyr

gca
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

tgg
315

tgg
Trp

atc
Ile

cag
Gln

cac
His

Asp
gt
va

tct
Ser

gac
Asp

tta
Leu
300

ctc
Leu

gca
Ala

cat
H1s

agg
Arg

cac
His
380

Ala Gly Leu
10

val GIn Leu

Leu Arg Leu

Met Ser Trp

60

Ala ITe ser

75

29

Glu

gta
val

tcc
Ser

caa
Gln
285

gag
Glu

cat
His

oy

ttc
Phe

aga
Arg
365

cac
His

Leu
Ala
Ser
45

val

Gly

Ala

ttc
Phe

tca
Ser
270

&y

gag
Glu

&y

gt
va

aga
Arg
350

gca
Ala

cac
His

Leu
Glu
30

Cys

Arg

Ser

Asp Tyr
240

dy &y
255

tcg g?t
ser Gly

cca cag
Pro GlIn

ctt aag
Leu LyS

tta g?g
Leu Gly
320
gaa gcc
Glu Ala
335
att ggg
Ile G?y

aga aat
Arg Asn

cac cac
His His

Leu Ala
15

Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala

Gly Gly
80

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



Ser

Asp

Glu

Asp

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

225

Tyr

Gly

Ser

Arg

Asn

305

Gln

Ile

cys

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

130

ser

Asp

Gln

Pro

ser

210

Ser

Cys

Thr

ser

Glu

290

Glu

His

Ile

Arg

Ala
370

Tyr

Ser

Thr

115

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

Ser

275

Pro

Ala

Ile

Arg

His

Ser

<210> 19
<211> 1353

Gly

Gly

Ala

Ile

Thr

ser

Leu

260

Ser

His

val

Tyr

Ile
340

Ser

Arg

Ala

85

Asn

val

GIn

Gly

val

165

Ser

Ala

Pro

Ile

ser

245

Thr

Gly

Asn

Arg

Glu

Leu

Arg

ser

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

230

Tyr

val

Met

Glu

His

310

Thr

Gln

Ile

Ala

ser
Leu
Tyr
Thr
135
Ser

val

Arg

val

Arg

Gly

Ala

Leu

Glu

Trp

Phe

Tyr

Gln

Gly

Ala
375

ES 2706 409 T3

val

Tyr

cys

120

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

200

Phe

Ala

Trp

Gly

Gln

280

Thr

Pro

Gly

Leu

val
360

Ala

Lys

Leu

105

Ala

val

Gly

Leu

Ser

185

val

ser

Gln

Leu

Ala

265

Ala

Leu

Arg

Asp

Leu
345

Thr

Leu

Gly

90

GIn

Lys

Thr

Gly

Gly

TYr

Ile

Gly

Ala

Pro

250

Ala

Pro

Glu

Ile

Thr

330

Phe

GIn

Glu

Arg

Met

Ser

val

Gly

GIn

Ala

Tyr

ser

Glu

235

Tyr

Ala

Glu

Leu

Trp

Trp

Ile

Gln

His

Phe
Asn
Asn
ser
140
ser
Thr
Ser
Gly
Ser
220
Asp
val
ser
Asp
Leu
300
Leu

Ala

His

Arg

His
380

30

Thr

ser

Glu

125

Arg

ser

val

Trp

Lys

ser

Glu

val

Ser

Gln

285

Glu

His

Gly

Phe

Arg

His

Ile

Leu

110

Phe

Gly

Glu

Arg

Tyr

190

Asn

Gly

Ala

Phe

ser

270

Gly

Glu

Gly

val

Arg
350

Ala

His

ser

95

Arg

Leu

Gly

Leu

Ile

175

Arg

Asn

Asn

Asp

Gly

Ser

Pro

Leu

Leu

Glu

Ile

Arg

His

Arg

Ala

Phe

Gly

Thr

160

Thr

Trp

Thr

Tyr

240

Gly

Gly

Gln

Lys

Gly

Ala

Gly

Asn

His



<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> scFvDIATHIS-1:YCD

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1353)

<400> 19

atg aaa tac
Met Lys Tyr
1

gcc
Ala

ety

tct
Ser

cca
Pro
65

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

&y
145

cag
Gln

cag
Gln

ety
3ty
50

oty

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp

tac
Tyr
130

tca
Ser

gac
AsSp

ccg
Pro

ttg
Leu
35

ttc
Phe

aag
LysS

tac
Tyr

tcc
Ser

acg
Thr
115

tag
Trp

cct
Pro

ctg
Leu

g9¢cg
Ala
20

gta
val

acc
Thr

9%3

tac
TYyr

aag
Lys
100

gcc
Ala

&ty
&ty

gct
Ala

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
85

aac
Asn

gta
val

cag
Gln

&

gt
Va
165

ccg
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

agc
ser

gag
Glu
70

gac
Asp

acg
Thr

tat
TYr

oty
150

tct
Ser

acg
Thr

atg
Met

&y

agc
Ser
55

tgg
Trp

tcc
Ser

ctg
Leu

tac
TYyr

act
Thr
135

tct
ser

gt
va
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gct
Ala

gcc
Ala

999
b

gat
Asp

gtc
val

gt
va

tat
TYr

tgt
Cys
120

ctg
Leu

&ty

gcc
Ala

gct
Ala

gag
Glu
25

tcc
ser

gcc
Ala

tca
ser

aag
Lys

ctg
Leu
105

gcg
Ala

gtc
val

&

ttg
Leu

gct
Ala
10

gt
Va

ctg
Leu

atg
Met

gct
Ala

ggc

90

caa
Gln

daa
Lys

acc
Thr

&y
170

ggt
Gly

cag
Gln

aga
Arg

agc
ser

att
Ile
75

cgg
Arg

atg
Met

agt
ser

gt
va

&y
155

cag
Gln

ctg
Leu

ctyg
Leu

ctc
Leu

15
60

agt
Ser

ttc
Phe

aac
Asn

aat
Asn

tcg
Ser
140

tcg
Ser

aca
Thr

31

ctg
Leu

gcg
Ala

tcc
Ser
45

gtc
val

&y

acc
Thr

agc
ser

gag
Glu
125

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgt
cys

cgc
Arg

agt
Ser

atc
Ile

ctg
Leu
110

Tttt
Phe

&y

gag
Glu

agg
Arg

ctc
Leu
15

tct
Ser

gcc
Ala

cag
GIn

&y

tcc
ser
95

aga
Arg

ctt
Leu

&ty

ctg
Leu

atc
Ile
175

gct
Ala

&y

gcc
Ala

gct
Ala

ggt
G?y
80

aga
Arg

gcc
Ala

Tttt
Phe

&y

act
Thr
160

aca
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



tgc
Cys

agg
Arg

ccc
Pro

gct
Ala
225

tac
Tyr

&ty

agt
ser

gca
Ala

gca
Ala
305

aat
Asn

cag
GIn

tgc
cys

acc
Thr

att
Ile
385

gag
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

cac
His

caa
GlIn

cca
Pro

tca
ser
210

tcc
ser

tgt
cys

acc
Thr

agc
Ser

agc
ser
290

ctg
Leu

aac
Asn

aaa
Lys

&ty

ctg
Leu
370

cca
Pro

aaa
Lys

cgc
Arg

tgg
Trp

cac
H1s
450

&ty

oty
195

3

ttg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

tct
ser
275

aag
Lys

ety

aaa
Lys

&ty

cgt
Arg
355

agc
ser

cgc
Arg

tac
Tyr

tgc
cys

Tttt
Phe
435

cac
His

<210> 20
<211> 451
<212> PRT

gac
Asp
180

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

tcc
ser

ctg
Leu
260

tcc
ser

tgg
Trp

tac
Tyr

gac
Asp

agc
ser
340

ctc
Leu

ccg
Pro

tgc
cys

ctg
Leu

aaa
Lys
420

gaa
Glu

agc
ser

gcc
Ala

CCa
Pro

atc
Ile

tct
Ser
245

acc
Thr

&ty

gat
ASp

aaa
Lys

&y
325

gcc
Ala

gag
Glu

tgc
cys

gt
va

cag
Gln
405

aag
Lys

gat
Asp

ctc
Leu

cct
Pro

gac
Asp

act
Thr
230

tat
Tyr

gtc
val

tca
ser

cag
G1n

gaa
Glu
310

tcc
Ser

acc
Thr

ey

gac
Asp

gtc
val
390

acc
Thr

atc
Ile

att
Ile

ES 2706 409 T3

aga agc tct
Ser Ser Tyr

Arg

gta
val

cgg
Arg
215

&y

gcg
Ala

cta
Leu

tcg
Ser

ada
Lys
295

ggc
Gly

gt
va

ctg
Leu

aaa
Lys

atg
Met
375

&y

cgc
Arg

atg
Met

cct
Pro

cct
Pro
200
ttc
Phe

gct
Ala

tgg
Trp

&ty

tcc
ser
280

&ty
&

ctg
Leu

cac
His

gt

Val
360
tgt
cys

gaa
Glu

ey

aaa
Lys

gag
Glu
440

185
gtc
val

tct
ser

cag
Gln

ctg
Leu

gcg
Ala
265

agc
ser

atg
Met

gt
va

3ty

oty
345

tac
Tyr

acg
Thr

aac
Asn

cac
H1s

cag
Gln
425

gcg
Ala

tat

atc
Ile

gcg
Ala

ccc
Pro
250

gcc
Ala

3y

gac
Asp

ccg
Pro
cgt
Ar

330
gaa
Glu

aaa
Lys

oty

gt
va

gaa
Glu
410

ttc
Phe

gcc
Ala

gca
Ala

tat
Tyr

tcc
Ser

gaa
Glu
235

tat
TYyr

gca
Ala

atg
Met

att
Ile

att
Ile
315

g cly

atc
Ile

gat
Asp

gcc
Ala

aat
Asn
395

gt
Va

atc
Ile

gca
Ala

agc
Ser

&

agc
Ser
220

gat
Asp

gt
va

tct
Ser

gt
va

gcc
Ala
300

&ty

cac
H1s

tcc
ser

acc
Thr

atc
Ile
380

ttc
Phe

gtc
val

gat
Asp

ctc
Leu

PN791902WO_ST25

32

tag
Trp
aag
Lys
205
tca
ser

gag
Glu

gta
val

tcc
Ser

aca
Thr
285

tat
Tyr

&

aac
Asn

acc
Thr

acc
Thr
365

atc
Ile

aaa
Lys

gt
Va

gag
Glu

gag
445

tac
TYyr
190

aac
Asn

oty

gct
Ala

ttc
Phe

tca
ser
270

ety

gaa
Glu

tgt
cys

atg
Met

ctg
Leu
350

ctg
Leu

atg
Met

tcc
Ser

gt
va

cgt
Arg
430

cac
H1s

cgg
Arg

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

&y
255

tcg
Ser

y

gag
Glu

ctg
Leu

cgc
Arg
335

gaa
Glu

tat
TYyr

tac
TYyr

aag
Lys

gac
Asp
415

cca
Pro

cac
His

cag
Gln

tgg
Trp

aca
Thr

tat
TYyr
240

2ty

agt
Gly

atg
Met

gcc
Ala

atc
Ile
320

ttc
Phe

aac
Asn

acg
Thr

&ty

&y
400

gat
Asp

cag
Gln

cac
His

576
624
672
720
768
816
864
912
960
1008
1056
1104
1152
1200
1248
1296

1344

1353



<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 20

?et Lys Tyr

Ala

Gly

Ser

Pro

65

Ser

Asp

Glu

Asp

Gly

Gln

cys

Arg

Pro

Gln

Gly

Gly

50

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

130

ser

Asp

Gln

Pro

ser

Pro

Leu

35

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

115

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

20

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

100

Ala

Gly

Gly

Ala

180

Gln

Ile

Leu

Met

Gln

Phe

Leu

Ala

85

Asn

val

Gln

Gly

val

165

Ser

Ala

Pro

Pro

Ala

Pro

ser

Glu

70

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

Met

Gly

ser

55

Trp

ser

Leu

Tyr

Thr

135

ser

val

Arg

val

Arg

ES 2706 409 T3

Ala
Ala
Gly
40

ASp
val
val
Tyr
Cys
120
Leu
Gly
Ala
Ser
Pro

200

Phe

Ala

Glu

25

ser

Ala

Ser

Lys

Leu

105

Ala

val

Gly

Leu

Ser

185

val

ser

Ala

10

val

Leu

Met

Ala

Gly

90

Gln

Lys

Thr

Gly

Gly

TYr

Ile

Gly

Gly Leu

GIn Leu

Arg Leu

Ser Trp

60

Ile Ser

75

Arg Phe

Met Asn

Ser Asn

val ser

140

Gly ser

Gln Thr

Ala ser

Tyr Gly

ser Ser

33

Leu

Ala

Ser

45

val

Gly

Thr

Ser

Glu

Arg

ser

val

Trp

Lys

205

ser

Leu

Glu

30

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

110

Phe

Gly

Glu

Arg

TYyr

190

Asn

Gly

Leu

15

Ser

Ala

Gln

Gly

ser

95

Arg

Leu

Gly

Leu

Ile

175

Arg

Asn

Asn

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

80

Arg

Phe
Gly
Thr
160

Thr

Trp

Thr



Tyr

Gly

Ser

Ala

Ala

305

Asn

Gln

Cys

Thr

Ile

385

Glu

Glu

Asp

His

210

Ser

Cys

Thr

ser

Ser

290

Leu

Asn

Lys

Gly

Leu

370

Pro

Lys

Arg

Trp

His
450

Leu

Asn

Lys

Ser

275

Lys

Gly

Lys

Gly

Arg

355

ser

Arg

Tyr

Cys

Phe

435

His

<210> 21

<211> 2292
<212> ADN

Thr

Ser

Leu

260

Ser

Trp

Tyr

Asp

Ser

340

Leu

Pro

cys

Leu

Lys

Glu

<213> Artificial

<220>

Ile

ser

245

Thr

Gly

ASp

Lys

Gly

325

Ala

Glu

Cys

val

Gln

405

Lys

Asp

Thr

230

Tyr

val

ser

GIn

Glu

310

Sser

Thr

Gly

Asp

val

390

Thr

Ile

Ile

215

Gly

Ala

Leu

Ser

Lys

295

Gly

val

Leu

Lys

Met

375

Gly

Arg

Met

Pro

ES 2706 409 T3

Ala

Trp

Gly

ser

280

Gly

Gly

Leu

His

val

360

Cys

Glu

Gly

Lys

Glu
440

<223> scFVvDIATHIS-1:LLO PEST

Gln

Leu

Ala

265

Ser

Met

val

Gly

Tyr

Thr

Asn

His

Gln

Ala

Ala
Pro
250
Ala
Gly
Asp
Pro
Arg
330
Glu
Lys
Gly
val
Glu
410

Phe

.A'I a

Glu

235

Tyr

Ala

Met

Ile

Ile

315

Gly

Ile

Asp

Ala

Asn

395

val

Ile

Ala

220
Asp
val
Ser
val
Ala
300
Gly
His
ser
Thr
Ile
380
Phe
val

Asp

Leu

34

Glu

val

ser

Thr

285

Tyr

Gly

Asn

Thr

Thr

365

Ile

Lys

val

Glu

Glu
445

Ala

Phe

Ser

270

Gly

Glu

cys

Met

Leu

350

Leu

Met

ser

val

Arg

430

His

ASp

Gly

ser

Gly

Glu

Leu

Arg

Glu

Tyr

TYyr

Lys

His

TYyr

240

Gly

Gly

Met

Ala

Ile

320

Phe

Asn

Thr

Gly

Gly -

400

Asp

His



<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2292)

<400> 21

atg aaa tac
Met Lys Tyr
1

gcc
Ala

&ty

tct
Ser

cca
Pro
65

agc
Ser

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

&y
145

cag
GlIn

tgc
cys

agg
Arg

cccC
Pro

gct
Ala
225

cag
Gln

oty
3ty
50

&ty

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp

tac
Tyr
130

tca
Ser

gac
Asp

caa
Gln

ccCa
Pro

tca

Ser
210

tcc
Ser

ccg
Pro

ttg
Leu
35

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

tcc
ser

acg
Thr
115

tgg
Trp

&ty

cct
Pro

&ty
¢ty
195
47

ttg
Leu

ctg
Leu

gcg
Ala
20

gta
val

acc
Thr

&ty

tac
TYyr

aag
Lys
100

gcc
Ala

&ty
&ty

gct
Ala

gac
Asp
180

cag
GIn

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu
gca
85

aac

Asn

gta
val

cag
GIn

&y

gt
Va
165

agc
ser

gcc
Ala

cca
Pro

atc
Ile

ccg
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

agc
Ser

gag
Glu
70

gac
ASp

acg
Thr

tat
Tyr

3ty

&y
150

tct
ser

ctc
Leu

cct
Pro

gac
ASp

act
Thr
230

acg
Thr

atg
Met

&ty

agc
Ser
55

tagg
Trp

tcc
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

act
Thr
135
tct
ser
gt

va

aga
Arg

gta
val

cgg
215

aty
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gct
Ala

gcc
Ala

gg99
&y
40

gat

Asp

gtc
val

gt
va

tat
Tyr

tgt
cys
120

ctg
Leu

&y

gcc
Ala

agc
Ser

cct
Pro
200

ttc
Phe

gct
Ala

gct
Ala

gag
Glu
25

tcc
Ser

acc
Ala

tca
Ser

aag
Lys

ctg
Leu
105

acg
Ala

gtc
val

&

ttg
Leu

tct
ser
185

gtc
val

tct
Ser

cag
Gln

gct
Ala
10

gt
va

ctg
Leu

atg
Met

gct
Ala

ggc
&y
90

caa

Gln

aaa
Lys

acc
Thr

&ty

3
170

tat
Tyr

atc
Ile

oty

gcg
Ala

ety

cag
Gln

aga
Arg

agc
ser

att
Ile
75

cgg
Arg

atg
Met

agt
ser

gt
va

&ty
155

cag
Gln

gca
Ala

tat
TYyr

tcc
Ser

gaa
Glu
235

ctg
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

tag
Trp
60

agt
Ser

ttc
Phe

aac
Asn

aat
Asn

tcg
Ser
140

tcg
ser

aca
Thr

agc
Ser

ggt
Gly

agc
ser
220

gat
Asp

35

ctg
Leu

9¢g
Ala

tcc
ser
45

gtc
val

8

acc
Thr

agc
Ser

gag
Glu
125

aga
Arg

tct
ser

gtc
val

tgg
Trp

aag
Lys
205

tca
ser

gag
Glu

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgt
cys

cgc
Arg

agt
ser

atc
Ile

ctg
Leu
110

ttt
Phe

&y

gag
Glu

agg
Arg

tac
Tyr
190

aac
Asn

oy

gct
Ala

ctc
Leu
15

tct
ser

gcc
Ala

cag
Gln

ggt
Gly

tcc
ser
95

aga
Arg

ctt
Leu

&y

ctg
Leu

atc
Ile
175

cgg
Arg

aac
Asn

daac
Asn

gac
Asp

gct
Ala

4

gcc
Ala

gct
Ala

ggt
80

aga
Arg

gcc
Ala

ttt
Phe

&y

act
Thr
160

aca
Thr

cag
Gln

tgg
Trp

aca
Thr

tat
Tyr
240

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



tac
TYyr

&ty

agt
ser

ata
Ile

gat
Asp
305

gaa
Glu

gca
Ala

gct
Ala

ctc
Leu

atg
Met
385

aat
Asn

tat
Tyr

Glu

Tttt
Phe

gaa
Glu
465

aac
Asn

gct
Ala

tgt
Cys

acc
Thr

agc
Ser

caa
Gln
290

gca
Ala

tat
Tyr

gac
Asp

ctc
Leu

cct
Pro
370

act
Thr

gtt
val

gct
Ala

atg
Met

daa
Lys
450

&ty

gt
va

gtt
val

aac
Asn

aag
Lys

tct
Ser
275

&ty

gt
va

atc
Ile

atc
Ile

gta
355
gta
val

aat
Asn

aac
Asn

caa
GlIn

gct
Ala
435

gct
Ala

aaa
Lys

aat
Asnh

act
Thr

tcc
Ser

ctg
Leu
260

tcc
Ser

ttg
Leu

aca
Thr

gtt
val

caa
Gln
340

aaa
Lys

aaa
Lys

caa
Gln

aac
Asn

gct
420
tac

TYyr

gta
val

atg
Met

gtt
val

aaa
Lys
500

tct

tat

gcg
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tgg

ctg

Ser Tyr Ala Trp Leu

245

acc
Thr

3ty

gat
Asp

aat
Ash

gt
va
325

gtt
val

gcg
Ala

cgt
Arg

gac
Asp

gca
Ala
405

tat
Tyr

agt
ser

aat
AsSn

caa
Gln

aat
Asn
485

gag
Glu

gtc
val

tca
ser

tac
Tyr

gt
va
310

gag
Glu

gta
val

aat
Asn

gat
Asp

aat
Asn
390

gta
val

ccg
Pro

gaa

aat
Asn

gaa
Glu
470

gaa
Glu

cag
Gln

Ccta
Leu

tcg
Ser

aat
Asn
295

ccg
Pro

aaa
Lys

aat
Asn

tcg
ser

tca
Ser
375

daa
Lys

aat
Asn

aat
Asn

tca
Ser

agt
Ser
455

gaa
Glu

cct
Pro

ttg
Leu

&ty

tcc
Ser
280

aaa
Lys

cca
Pro

aag
Lys

gca
Ala
gaa
360

tta
Leu

atc
Ile

aca
Thr

gta
val

caa
Gln
440

ttg
Leu

gtc
val

aca
Thr

caa
Gln

gcg
Ala
265

agc
Ser

aac
Asn

aga
Arg

aag
Lys

att
Ile
345

tta
Leu

aca
Thr

gtt
val

tta
Leu

agt
ser
425

tta
Leu

aat
Asn

att
Ile

aga
Arg

gcg
Ala
505

ccc
Pro
250

gcc
Ala

&

aat
Asn

aaa
Lys

aaa
Lys
330

tcg
ser

gta
val

ctt
Leu

gta
val

gt
Va
410

gca
Ala

att
Ile

gta
val

agt
sSer

cct
Pro
490

ctt
Leu

tat
Tyr

gca
Ala

atg
Met

gta
val

&y
315

tcc
Ser

agc
sSer

gaa
Glu

agc
Ser

aaa
Lys
395

gaa
Glu

daa
Lys

gca
Ala

aac
Asn

ttt
Phe
475

tcc
Ser

&ty

Val

tct
Ser

gaa
Glu

tta
Leu
300

tac
Tyr

atc
Ile

cta
Leu

aat
Asn

atc
Ile
380

aat
Asn

aga
Arg

att
Ile

aaa
Lys

ttc
Phe
460

aaa
Lys

aga
Arg

gta
val

36

gta
val

tcc
Ser

atc
Ile
285

gta
val

aaa
Lys

aat
Asn

aca
Thr

caa
Gln
365

gat
ASp

gct
Ala

tgg
Trp

gat
Asp

ttt
Phe
445

&y

caa
Gln

ttt
Phe

aat
Asn

ttc
Phe

tca
ser
270

gat

Asp

tac
Tyr

gat
Asp

caa
Gln

tat
Tyr
350

cCa
Pro

ttg
Leu

act
Thr

aat
Asn

tat
Tyr
430

&

gca
Ala

att
Ile

ttc
Phe

gca
Ala
510

&ty
255

tcg
Ser

aag
Lys

cac
His

&

aat
Asn
335

cCa
Pro

gat
Asp

cca
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu
415

gat
Asp

act
Thr

atc
Ile

tac
Tyr

99
G0t

gaa
Glu

ety
&y

tat
Tyr

&ty

aat
Asn
320

aat
Asn

&y

gtt
val

gga
Gly

tcg
ser
400

aad
Lys

gac
Asp

gca
Ala

agt
ser

tat
Tyr
480

aaa
Lys

aat
Asn

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536



cct
Pro

aaa
Lys
gct
545
atc
Ile

aaa
Lys

att
Ile

att
Ile

aaa
Lys
625

oty

atc
Ile

caa
Gln

aca
Thr

gcc
Ala
705

gat
Asp

3ty

gaa
Glu

cct
Pro

tta
Leu
530

gcc
Ala

atc
Ile

gat
Asp

ttg
Leu

gct
Ala
610

aac
Asn

daa
Lys

tct
ser

cat
His

tcg
ser
690

daa
Lys

gac
Asp

act
Thr

gcg
Ala

gca
Ala
515

tcg
Ser

gta

val

aaa
Lys

gaa
Glu

aaa
Lys
595

tat
Tyr

aac
Asn

att
Ile

tgg
Trp

aaa
Lys
675

tcc
Ser

gaa
Glu

cgg
Arg

acg
Thr

gcc
Ala
755

<210> 22
<211> 764

<212> PRT

tat
Tyr

act
Thr

agt
ser

aat
Asn

gtt
val
580

aaa
Lys

aca
Thr

tca
ser

aat
Asn

gat
Asp
660

aac
Asn

atc
Ile

tgc
Cys

aac
Asn

ctt
Leu
740

gca
Ala

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

atc
Ile

aat
Asn

ety

tct
ser
565

caa
Gln

&y

aca
Thr

gaa
Glu

att
Ile
645

gaa
Glu

tgg
Trp

tat
Tyr

act
Thr

tta
Leu
725

tat
Tyr

ctc
Leu

tca
Ser

tcc
sSer

aaa
Lys
550

tcc
ser

atc
Ile

gct
Ala

aat
Asn

tat
Tyr
630

gat
Asp

ata
Ile

agc
ser

ttg
Leu

oy
710

cca
Pro

ccg
Pro

gag
Glu

agt
Ser

cat
His
535

tct
ser

ttc
Phe

atc
Ile

act
Thr

ttc
Phe
615

att
Ile

cac
H1s

aat
Asn

gaa
Glu

cca
Pro
695

tta
Leu

ctt
Leu

aaa
Lys

cac
His
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Val
520

agt
Ser

gtc
val

aaa
Lys

gat
Asp

ttt
Phe
600

tta
Leu

gaa
Glu

tct
Ser

tat
Tyr

aac
Asn
680

&y

gct
Ala

gt
va

tat
Tyr

cac
His
760

gca
Ala

act
Thr

tca
ser

gcc
Ala

ggc
cly

aat
Asn

aaa
Lys

aca
Thr

gga
Gly

gat
Asp
665

aat
Asn

aac
Asn

tgg
Trp

aaa
Lys

agt
ser
745

cac
His

tac
Tyr

aaa
Lys

gta
val
570

aac
Asn

cga
Arg

gac
Asp

act
Thr

oy
650

cct
Pro

aaa
Lys

gca
Ala

gaa
Glu

aat
Asn
730

aat
Asn

cac
His

&y

gta
val

gat
Asp
555

att
Ile

ctc

Leu.

gaa
Glu

aat
Asn

tca
ser
635

tac
Tyr

gaa
Glu

agc
ser

aga
Arg

tgg
Trp
715

aga
Arg

agt
ser

cac
H1s

cgt
Arg

aaa
Lys
540
gta
val

tac
TYyr

afy

aca
Thr
gaa
620
aaa

Lys

gtt
val

aty

aag
Lys

aat
Asn
700

tgg
Trp

aat
Asn

gta
val

cac
His

37

caa
Gln
525

gct
Ala

gaa
Glu

&

gac
Asp

cca
Pro
605

tta
Leu

gct
Ala

gct
Ala

aac
Asn

cta
Leu
685

att
Ile

aga
Arg

atc
Ile

gat
Asp

gtt
val

gct
Ala

tta
Leu

&

tta
Leu
590

&ty

gct
Ala

tat
Tyr

caa
Gln

gaa
Glu
670

gct
Ala

aat
ASn

acg
Thr

tcc
ser

aat
Asn
750

tat
Tyr

ttt
Phe

aca
Thr

tcc
ser
575

cga
Arg

gtt
val

gtt
val

aca
Thr

ttc
Phe
655

att
Ile

cat
His

gtt
val

gta
val

atc
Ile
735

cca
Pro

ttg
Leu

gat
Asp

aat
Asn
560

gca
Ala

gat
Asp

ccc
Pro

att
Ile

gat
Asp
640

aac
Asn

gtt
val

ttc
Phe

tac
Tyr

att
Ile
720

tgg
Trp

atc
Ile

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2292



<400> 22

Met Lys Tyr Leu
1

Ala

Gly

ser

Pro

65

ser

Asp

Glu

Asp

Cys

Arg

Pro

Ala
225

Gln

Gly

Gly

50

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

130

ser

Asp

Gln

Pro

Ser

210

Ser

Pro

Leu

35

Phe

Lys

TYyr

ser

Thr

115

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Ala

20

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

100

Ala

Gly

Gly

Ala

ASp

180

Gln

Ile

Thr

Leu

Met

Gln

Phe

Leu

Ala

85

Asn

val

Gln

Gly

val

165

Ser

Ala

Pro

Ile

Pro
Ala
Pro
Ser
Glu
70
Asp
Thr
Tyr
Gly
Gly
1
ser
Leu
Pro
Asp

Thr
230

Thr

Met

Gly

ser

55

Trp

ser

Leu

Tyr

Thr

135

Ser

val

Arg

val

215

Gly
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Ala

Ala

Gly

40

Asp

val

val

Tyr

cys

120

Leu

Gly

Ala

ser

Pro

200

Phe

Ala

Ala

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

105

Ala

val

Gly

Leu

Ser

185

val

Ser

Gln

Ala

10

val

Leu

Met

Ala

Gly

90

Gln

Lys

Thr

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Gly

Gln

Arg

Ser

Ile

75

Arg

Met

ser

val

Gly

Gln

Ala

Tyr

ser

Glu
235

Leu

Leu

Leu

Trp

60

Ser

Phe

ASn

Asn

Ser

140

ser

Thr

ser

Gly

Ser

220

Asp

38

Leu

Ala

Ser

45

val

Gly

Thr

Ser

Glu

125

Arg

Ser

val

Trp

Lys

ser

Glu

Leu

Glu

30

cys

Arg

ser

Ile

Leu

110

Phe

Gly

Glu

Arg

Tyr

190

Asn

Gly

Ala

Leu

15

Ser

Ala

Gln

Gly

ser

95

Arg

Leu

Gly

Leu

Ile

175

Arg

Asn

Asn

Asp

Ala

Gly

Ala

Ala

Gly

80

Arg

Ala

Phe

Gly

Thr

160

Thr

Trp

Thr

Tyr
240



Tyr
Gly
Ser
Ile
305
Glu
Ala
Ala
Leu
Met
385
Asn
Tyr
Glu
Phe
Glu
‘ 465

Asn

Ala

Cys

Thr

Ser

GlIn

290

Ala

Tyr

Asp

Leu

Pro

370

Thr

val

Ala

Met

Gly

val

val

Asn

Lys

Ser

275

Gly

val

Ile

Ile

val

355

val

Asn

Asn

Gln

Ala

435

Ala

Lys

Asn

Thr

Ser

Leu

260

Ser

Leu

Thr

val

Gln

340

Lys

Lys

Gln

Asn

Ala

420

Tyr

val

Met

val

Lys

Ser

245

Thr

Gly

Asp

Asn

val

325

val

Ala

Arg

Asp

Ala

405

Tyr

Ser

Asn

Gln

Asn

485

Glu

Tyr

val

Ser

Tyr

val

310

Glu

val

Asn

Asp

Asn

390

val

Pro

Glu

Asn

Glu

470

Glu

Gln

Ala

Leu

ser

Asn

295

Pro

Lys

ASn

Ser

Ser

375

Lys

Asn

Asn

Ser

ser

455

Glu

Pro

Leu
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Trp

Gly

ser

280

Lys

Pro

Lys

Ala

Glu

360

Leu

Ile

Thr

val

Gln

440

Leu

val

Thr

Gln

Leu

Ala

265

ser

Asn

Arg

Lys

Ile

345

Leu

Thr

val

Leu

ser

425

Leu

Asn

Ile

Arg

Ala
505

Pro
250
Ala
Gly

Asn

Lys

ser

val

Leu

val

val

410

Ala

Ile

val

Ser

Pro

490

Leu

Tyr

Ala

Met

val

Gly

Ser

ser

Glu

Ser

Lys

Ala

Asn

Phe

475

Ser

Gly

39

val

Ser

Glu

Leu

300

Tyr

Ile

Leu

Asn

Ile

380

Asn

Arg

Ile

Lys

Phe

460

Lys

Arg

val

val

Ser

Ile

285

val

Lys

Asn

Thr

Gln

365

Asp

Ala

Trp

Asp

Phe

445

Gly

Gln

Phe

Asn

Phe

Ser

270

AsSp

Tyr

Asp

Gin

TYyr

350

Pro

Leu

Thr

Asn

Tyr

430

Gly

Ala

Ile

Phe

Ala
510

Gly

255

ser

Lys

His

Gly

Asn

335

Pro

Asp

Pro

Lys

Glu

415

Asp

Thr

Ile

Tyr

Gly

Glu

Gly

Gly

Tyr

Gly

Asn

320

Asn

Gly

val

Gly

ser

400

Lys

Asp

Ala

Ser

Tyr

Lys

Asn



Pro Pro Ala Tyr Ile Ser
515

Lys Leu Ser Thr Asn Ser
530

Ala Ala val Ser Gly Lys
545 550

Ile ITe Lys Asn Ser Ser
565

Lys Asp Glu val GIn Ile
580

ITe Leu Lys Lys Gly Ala

ITe Ala Tyr Thr Thr Asn
610

Lys Asn Asn Ser Glu Tyr
625 630

Gly Lys Ile Asn Ile Asp
645

ITe Ser Trp Asp Glu Ile

GIn His Lys Asn Trp Ser

Thr Ser Ser Ile Tyr Leu
690

Ala Lys Glu Cys Thr Gly
705 710

AsSp Asp Arg Asn Leu Pro
725

Gly Thr Thr Leu Tyr Pro
740

Glu Ala Ala Ala Leu Glu
755

<210> 23
<211> 1278
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> scFvDIATHIS-1:IL-2

Ser

His

ser

Phe

Ile

Thr

Phe

615

Ile

His

Asn

Glu

Pro

695

Leu

Leu

Lys

His
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val

520

ser

val

Lys

Asp

Phe

600

Leu

Glu

Ser

Tyr

Asn

680

Gly

Ala

val

Tyr

His
760

Ala

Thr

ser

Ala

Gly

Asn

Lys

Thr

Gly

Asp

665

Asn

Asn

Trp

Lys

Sser

745

His

Tyr

Lys

Gly

val

570

Asn

Arg

Asp

Thr

Gly

Pro

Lys

Ala

Glu

Asn

730

Asn

His

Gly

val

ASp

555

Ile

Leu

Glu

Asn

ser

635

Tyr

Glu

ser

Arg

Trp

Arg

ser

His

Tyr

Gly

Thr

Glu

620

Lys

val

Gly

Lys

Asn

700

Trp

Asn

val

His

40

Gln

Ala

Glu

Gly

Asp

Pro

605

Leu

Ala

Ala

Asn

Leu

685

Ile

Arg

Ile

Asp

val

Ala

Leu

Gly

Leu

590

Gly

Ala

Tyr

Gln

Glu

670

Ala

Asn

Thr

Ser

Asn
750

Tyr

Phe

Thr

Ser

575

Arg

val

val

Thr

Phe

655

Ile

His

val

val

Ile

Pro

Leu

Asp

Asn

560

Ala

Asp

Pro

Asp

640

Asn

val

Phe

Tyr

Ile

720

Trp



<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1278)

<400> 23

atg
Met
1

gcc
Ala

tct
ser

cca
Pro
65

agc
ser

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

ggt
&ty
145
cag

Gln

tgc
cys

agg
Arg

CcCC
Pro

gct
Ala

aaa
Lys

cag
GlIn

41"
oty
50

oy

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp
tac
Tyr
130

tca
ser

gac
Asp

caa
Gln

cca
Pro

tca
Ser
210

tcc
Ser

tac
Tyr

ccg
Pro

ttg
Leu
35

ttc
Phe

aag
Lys

tac
TYyr

tcc
ser

acg
Thr
115
tgg
Trp

ggc
Gly

cct
Pro

gga
Gly

gga
195

&y

ttg
Leu

ctg
Leu

gcg
Ala
20

gta
val

acc
Thr

3

tac
Tyr

aag
Lys
100

gcce
Ala

sty

&ty

gct
Ala

gac
Asp
180

cag
Gln

atc
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

ttt
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
85

aac
Asn

gta
val

cag
Gln

ggt
Gly

gt
va
165

agc
ser

gcce
Ala

cca
Pro

atc
Ile

ccg
Pro

gcc
Ala

cct
Pro

agc
ser

gag
Glu
70

gac
Asp

acg
Thr

tat
Tyr

ety

ggc
150

tct
Ser

ctc
Leu

cct
Pro

gac
Asp

act
Thr

acg
Thr

atg
Met

oty

agc
ser
55

tgg
Trp

tcc
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr

act
Thr
135

tct
Ser

gt
va

aga
Arg

gta
val

cgg
Arg
215

&ty
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gct
Ala

gcc
Ala

9
aty
40
gat

Asp

gtc
val

gt
va

tat
Tyr

tgt
Cys
120

ctg
Leu

&ty

gcc
Ala

agc
ser

cct
Pro
200

ttc
Phe

gct
Ala

gct
Ala

9ag
Glu
25

tcc
ser

gcce
Ala

tca
ser

aag
Lys

ctg
Leu
105

gcg
Ala

gtc
val

ggt
Gly

ttg
Leu

tct
ser
185

gtc
val

tct
Ser

cag
Gln

gct
Ala
10

gt
va

ctg
Leu

atg
Met

gct
Ala

ggc
Ay
90

caa

Gln

aaa
Lys

acc
Thr

ggc
Gly

gga
¢ty
170
tat
Tyr

atc
Ile

&ty

gcg
Ala

&y

cag
GlIn

aga
Arg

agce
ser

att
Ile
75

cgg
Arg

atg
Met

agt
ser

gt
va
gga
155
cag

Gln

gca
Ala

tat
Tyr

tcc
ser

gaa
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp
60

agt
ser

ttc
Phe

aac
Asn

aat
Asn

tcg
ser
140

tcg
ser

aca
Thr

agc
ser

&y

agc
ser
220

gat
Asp

41

ctg
Leu

gcg
Ala

tcc
Ser
45

gtc
val

&y

acc
Thr

agc
ser

9ag
Glu
125

aga
Arg

tct
Ser

gtc
val

tag
Trp

aag
Lys
205

tca
Ser

gag
Glu

ctc
Leu

gag
Glu
30

tgt
Cys

cgc
Arg

agt
Ser

atc
Ile

ctg
Leu
110

ttt
Phe

&

gag
Glu

agg
Arg

tac
Tyr
190

aac
Asn

&ty

gct
Ala

ctc
Leu
15

tct
Ser

gcc
Ala

cag
Gln

&y

tcc
ser
95

aga
Arg

ctt
Leu

&ty

ctg
Leu

atc
Ile
175

cgg
Arg

aac
Asn

aac
Asn

gac
Asp

gct
Ala

oy

gcc
Ala

gct
Ala

&
80

aga
Arg

gcc
Ala

Tttt
Phe

&ty

act
Thr
160

aca
Thr

cag
Gln

tgg
Trp

aca
Thr

tat
Tyr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720



225

tac
Tyr

&ty

agt
ser

aca
Thr

atg
Met
305

atg
Met

cat
H1s

aat
Asn

agc
Ser

ttc
Phe
385

aac
Asn

gcc
Ala

tgt
Cys

acc
Thr

agc
ser

aag
Lys
290

att
Ile

ctc
Leu

ctt
Leu

tta
Leu

aat
Asn
370

atg
Met

aga
Arg

gca
Ala

aac
Asn

aag
Lys

tct
ser
275

aaa
Lys

ttg
Leu

aca
Thr

cag
Gln

gct
Ala
355

atc
Ile

tgt
Cys

tgg
Trp

ctc
Leu

<210> 24
<211> 426

<212> PRT

tcc
Ser

ctg
Leu
260

tcc
Ser

aca
Thr

aat
Asn

ttt
Phe

tgt
Ccys
340

caa
Gln

aac
Asn

gaa
Glu

att
Ile

gag
Glu
420

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 24

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Az)a Gly Leu Leu Leu L
1 5 1

Ala GIn Pro Ala Met Ala Met Ala Glu val Gln Leu Ala Glu Ser Gly
20 25 30

tct
Ser
245

acc
Thr

&ty

cag
Gln

ety

aag
Lys
325

cta
Leu

agc
ser

gta
val

tat
Tyr

acc
Thr
405

cac
His

230
tat
Tyr

gtc
val

tca
ser

cta
Leu

att
Ile
310

ttt
Phe

gaa
Glu

aaa
Lys

ata
Ile
gct
390
ttt
Phe

cac
His

9cg
Ala

cta
Leu

tcg
ser

caa
GlIn
295
aat
Asn

tac
Tyr

gaa
Glu

aac
Asn
gtt
375
gat
Asp

tgt
Cys

cac
His

tgg
Trp

&y

tcc
Ser
280

ctg
Leu

aat
Asn

atg
Met

gaa
Glu

ttt
Phe
360

ctg
Leu

gag
Glu

caa
GlIn

cac
His
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ctg
Leu

gcg
265

agc
Ser

gag
Glu

tac
Tyr

ccc
Pro

ctc
Leu
345

cac
H1s

gaa
Glu

aca
Thr

agc
Ser

cac
His
425

ccc
Pro
250

gcc
Ala

&ty

cat
His

aag
Lys

aag
Lys
330

aaa
Lys

tta
Leu

cta
Leu

gca
Ala

atc
Ile
410

cac
His

235

tat
Tyr

gca
Ala

gca
Ala

tta
Leu

aat
Asn
315

aag
Lys

cct
Pro

aga
Arg

aag
Lys

acc
Thr
395

atc
Ile

gt
va

tct
Ser

cct
Pro

ctg
Leu
300

ccc
Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

cccC
Pro

gga
&y
380
att

Ile

tca
sSer

42

gta
val

tcc
Ser

act
Thr
285

ctg
Leu

dda
Lys

aca
Thr

gag
Glu

agg
Arg
365

tct
Ser

gta
val

aca
Thr

tte
Phe

tca
Ser
270

tca
Ser

gat
Asp

ctc
Leu

gaa
Glu
gaa
350
gac

Asp

gaa
Glu

gaa
Glu

ctg
Leu

&y
255

tcg
ser

agt
ser

tta
Leu

acc
Thr

ctg
Leu
335

gt
va

tta
Leu

aca
Thr

ttt
Phe

act
Thr
415

15

240
&

ggt
Gly

tct
ser

cag
GIn

agg
Arg
320

aaa
Lys

cta
Leu

atc
Ile

aca
Thr

ctg
Leu
400

gcg
Ala

eu Ala

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1278



Gly

ser

Pro

65

ser

Asp

Glu

Asp

Gly

Gln

Cys

Arg

Pro

Ala

225

Tyr

Gly

ser

Thr

Gly

Gly

50

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

130

Ser

Asp

Gln

Pro

Ser

210

Ser

Cys

Thr

ser

Leu

35

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

115

Trp

Gly

Pro

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

Lys

ser

275

Lys

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

100

Ala

Gly

Gly

Ala

Asp

180

Gln

Ile

Thr

ser

Leu

260

ser

Thr

Gln

Phe

Leu

Ala

85

Asn

val

GlIn

Gly

val

165

Ser

Ala

Pro

Ile

Ser

245

Thr

Gly

Gln
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Pro Gly Gly Ser Leu

ser

Glu

70

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

ser

Leu

Pro

ASp

Thr

230

Tyr

val

Ser

Leu

Trp

Ser

Leu

Tyr

Thr

135

Ser

val

Arg

val

215

Gly

Ala

Leu

Ser

Gln
295

40

Asp

val

val

Tyr

Cys

120

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

200

Phe

Ala

Trp

Gly

‘ser

280

Leu

Ala

ser

Lys

Leu

105

Ala

val

Gly

Leu

ser

185

val

Ser

Gln

Leu

Ala

265

Ser

Glu

Met

Ala

Gly

90

Gln

Lys

Thr

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

250

Ala

Gly

His

Arg Leu
Ser Trp

60

Ile ser

75

Arg Phe

Met Asn

Ser Asn

val Ser

140

Gly Ser

GIn Thr

Ala Ser

Tyr Gly

Ser Ser

Glu Asp

235

Tyr val

Ala Ser

Ala Pro

Leu Leu
300

43

ser

45

val

Gly

Thr

Ser

Glu

125

Arg

Ser

val

Trp

Lys

205

Ser

Glu

val

Ser

Thr

285

Leu

cys

Arg

Ser

Ile

Leu

110

Phe

Gly

Glu

Arg

TYyr

Asn

Gly

Ala

Phe

sSer

270

ser

Asp

Ala

Gln

Gly

ser

95

Arg

Leu

Gly

Leu

Ile

175

Arg

Asn

Asn

Asp

Gly

ser

ser

Leu

Ala

Gly
80

Arg
Ala
Phe
Gly
Thr
160

Thr

Trp

Thr

Tyr

240

Gly

Gly

ser



Met

305

Met

His

Asn

ser

Phe

385

Asn

Ala

Ile

Leu

Leu

Leu

Asn

370

Met

Arg

Ala

Leu

Thr

Gln

Ala

Ile

cys

Trp

Leu

Asn

Phe

cys

340

GlIn

Asn

Glu

Ile

Glu
420

Ser

val

Tyr

Thr

405

His

Ile

310

Phe

Glu

Lys

Ile

Ala

390

Phe

His

AsSn

Tyr

Glu

Asn

val

375

Asp

cys

His

Asn

Met

Glu

Phe

360

Leu

Glu

Gln

His
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Tyr

Pro

Leu

345

His

Glu

Thr

Ser

His
425

Lys Asn Pro
315

Lys Lys Ala
330

Lys Pro Leu

Leu Arg Pro

Leu Lys Gly

Ala Thr Ile

395

Ile Ile Ser
410

His

44

Lys

Thr

Glu

Arg

365

Ser

val

Thr

Leu Thr

Glu Leu
335

Glu val

350

Asp Leu

Glu Thr

Glu Phe

Leu Thr
415

Arg

Lys

Leu

Thr

Leu
400

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

10.

11.

12.

13.

14.

15.
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REIVINDICACIONES

Proteina de fusion comprendiendo un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) especifico para cada uno
del antigeno carcinoembrionario (CEA) y la molécula de adhesion celular asociada a CEA 1 (CEACAM1), y
una secuencia lider, comprendiendo dicha secuencia lider la totalidad, o al menos 18 de los 22 aminoacidos,
de la secuencia lider Pel B de E. coli, donde la porciéon scFV comprende la secuencia de aminoacidos de la
porcion Vi y Vi de la SEQ ID N.° 2 o donde la porcion scFV comprende la secuencia de aminoacidos de la
porciéon Vi y Vi de la SEQ ID N.° 2 con el Trp en la posicion 208 mutado a Arg.

Proteina de fusién de acuerdo con cualquier reivindicacidon anterior, comprendiendo la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID N.° 2.

Proteina de fusiéon de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde la secuencia lider es escindible
de dicha proteina de fusiéon mediante la peptidasa Pel B de E. coli y/o donde se conserva la funcionalidad de
la secuencia lider.

Proteina de fusién de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, comprendiendo ademas una etiqueta,
preferiblemente donde la etiqueta comprende cualquiera o varios de los componentes, Asp3SerAsp3
(D3SD3), FLAG e His6.

Proteina de fusién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, que esta radiomarcada, por ejemplo,
mediante radioyodacion.

Proteina de fusién de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, comprendiendo ademas un efector que
es vpr de VIH1, listeriolisina O delta PEST (LLOAPEST), citosina desaminasa de levadura (YCD), ubiquitina;
o IL2.

Proteina de fusiéon de acuerdo con la reivindicacién 6, donde se presenta una secuencia de enlace entre
dicho scFv y dicho efector, y donde dicho efector esta en direccion 3' de dicho scFv.

Proteina de fusion de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, donde dicho scFv consiste en una
cadena Vy, una cadena Vi, y un conector, enlazando dicho conector tales cadenas V4 y Vi, preferiblemente
donde dicho conector consta, incluso, de entre 5y 15 residuos de aminoacidos de longitud.

Proteina de fusidon de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicho conector incluye una o mas unidades de
GGGGS o donde dicho conector incluye una, dos o tres unidades de GGGGS.

Secuencia de acido nucleico, preferiblemente ADN, que codifica una proteina de fusion definida en cualquier
reivindicacion anterior.

Secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 10, comprendiendo la secuencia de la SEQ ID
N.°1.

Secuencia de acuerdo con la reivindicacién 10 u 11, incorporada en un plasmido de expresion adecuado, tal
como el vector pET22b(+).

Vector de acuerdo con la reivindicacion 12, comprendiendo el promotor del bacteriéfago T7 en relacion
operativa con la secuencia codificante de acido nucleico.

Proceso para preparar una proteina de fusion segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
comprendiendo dicho proceso transformar el hospedador con un vector de expresion destinado a ello,
cultivar el hospedador en condiciones permisivas hasta una densidad o6ptica (DO) suficientemente elevada y
recoger y romper las células, por ejemplo, mediante sonicacion u homogeneizacion, y recoger la proteina de
fusion como cuerpos de inclusiéon en el hospedador.

Proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, donde el proceso comprende ademas

a. aplicar sobrenadante que contenga los cuerpos de inclusiéon en una columna de cromatografia cargada
con resina de flujo rapido DEAE, y eluida con tampén salino para volver a plegar la proteina de fusion;

b. someter el eluyente a cromatografia IMAC y eluir con un tampoén salino y diluir el eluyente con un
tampon sin sal; y

c. cargar el eluyente diluido en una resina de flujo rapido Sepharose en una columna, y eluir con un
tampodn salino,

preferiblemente donde el tampdn salino final es de aproximadamente 0,2 M, de aproximadamente 0,5 M, o
de aproximadamente 0,2 M y a continuacion de aproximadamente 0,5 M.
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Diagrama de flujo de procesos en direccion 5’

CULTIVO INICIADOR:
Inocular medios basicos con células transformadas BL21 (DE3) de
E. coli e incubar a 37 °C a 200 rpm durante 16-18 h

|

Medir D.O. 600 nm y dilucion del cultivo iniciador para
la fase de fermentacion

|

FERMENTACION:
Inocular en el BIOSTAT C15 para la fase de fermentacion

’

Cuando D.O. 600 nm alcance 10 Ab, afadir
IPTG para la induccion de DIATHIS-1

|

tras 4 h desde la induccion
recogida y centrifugacion

DIATHIS -1
———

Fig. 3
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Diagrama de flujo de procesos en direcciéon 3’

REPLEGAMIENTO/PURIFICACION:
Sobrenadante aplicado en columna de DEAE

Pico objetivo de elucion aplicado en columna IMAC (Ni)

Pico objetivo de dilucién con tampén sin sal y aplicado en
la etapa final de DEAE

!

Pico de elucion de scFv anti-CEA

|

Filtrado de scFv anti-CEA con 0,22 ym

Fig. 4
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DAPI DIATHIS-1 0.2 M

MEL C

COs-1
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Fig. 12
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scFv DIATHIS-1:ubiquitina

scFv DIATHIS-1: vpr de VIH-1

parada

parada
[ vordevin-1 f iss ]I—
Conectj:(SSSSG)z
scFv DIATHIS-1: citosina desaminasa de levadura (YCD)
parada

G T
|

Conector (SSSSG);

—[ promotor T7 >

scFv DIATHIS-1:listeriolisina-O (LLO) delta PEST

parada

Conector (SSSSG )3

scFv DIATHIS-1:interleucina 2 (IL-2)

parada
|
I R
Conector (SSSSG )3
Fig. 13
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FACScan en células CEA + (MelP5)
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scFvDIATHIS-1:
secuencia lider Pel B

1 ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACG GCT GCT
GCT GCC CAG CCG GCG 60

1 Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala
Ala Ala Gln Pro Ala 20

61 ATG GCC 66

21 Met Ala 22
VH

67 ATG GCC GAG GTG CAG CTG GCG GAG TCT
CCT GGG GGG TCC CTG 126

23 Met Ala Glu Val Gln Leu Ala Glu Ser
Pro Gly Gly Ser Leu 42

127 AGA CTC TCC TGT GCC GCC TCT GGA TTC
ATG AGC TGG GTC CGC 186

43 Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
Met Ser Trp Val Arg 62

187 CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG
AGT GGT GGT AGC ACA 246

63 Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
Ser Gly Gly Ser Thr 82

247 TAC TAC GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGG
AAT TCC AAG AAC ACG 306

83 Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
Asn Ser Lys Asn Thr 102

307 CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA
TAT TAC TGT GCG ARA 366

103 Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
Tyr Tyr Cys Ala Lys 122

367 AGT AAT GAG TTT CTT TTT GAC TAC TGG
ACC GTG TCG AGA 423

123 Ser Asn Glu Phe Leu Phe Asp Tyr Trp
Thr Val Ser Arg 141
Conector:
424 GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC
468

142 Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
156
VL
469 TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG
ACA GTC AGG ATC ACA 528

57

GCT

Ala

GGG

Gly

ACC

Thr

GTC

val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

TCT

Ser

TCT

GGT

Gly

GGA

Gly

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

GGC

Gly

GTG

CTG

Leu

GGC

Gly

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Ile

GAC

Asp

GGA

Gly

GGT

Gly

GCC

CTG

Leu

TTG

Leu

AGC

Ser

ATT

Ile

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

GGC

Gly

TTG

CTC

Leu

GTA

val
GAT
Asp
AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

GGA

Gly

GGA

CTC

Leu

CAG

Gln

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

val

GTC

Val

TCG

Ser

CAG



157
Thr

529
CAG
177
Gln

589
ATC
197
Ile

649
GCT
217
Ala

709
GTG
237
val

769
257
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Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu
Val Arg Ile Thr 176

TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TCT TAT GCA AGC TGG
AGG CCA GGA CAG 588
Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Ser Tyr Ala Ser Trp
Arg Pro Gly Gln 196

GCC *CCT GTA CCT GTC ATC TAT GGT AAG AAC AAC *TGG CCC
CCA GAC CGG TTC 648
Ala *Pro Val Pro Val Ile Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp Pro
Pro Asp Arg Phe 216

TCT GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC
CAG GCG GAA GAT 708 '

Ser Gly Ser Ser Ser

Gln Ala Glu Asp 236

GAG GCT GAC TAT TAC
GTA TTC GGC
Glu Ala Asp Tyr Tyr

GGA 768

Val Phe Gly Gly 256

GGG ACC AAG CTG ACC
Gly Thr Lys Leu Thr

Etiqueta D3SD3-FLAG-His6

802
CAC
268
His

862
288

GAT GAC GAT TCC GAC

CAT CAC CAT CAC 861

Asp Asp Asp Ser Asp

His His His His 287

CAT
His

864
288

Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile

*TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG CTG

*Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu

GTC CTA GGC GCG GCC GCA 801
Val Leu Gly Ala Ala Ala 267

GAC GAT GAC TAC AAG GAC GAC GAT

Asp Asp Asp Tyr Lys Asp Asp Asp

58

Gly

TAC

Tyr

TCA

Ser

ACT

Thr

CccC

Pro

Asp

Gln

CGG

Arg

GGG

Gly

GGG

Gly

TAT

Tyr

AAG

Lys
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scFvDIATHIS-1: ubiquitina
secuencia lider Pel B
ATG AAA TAC CTG CTG CCG

1
GCT
1
Ala

61
21
VH
67
CCT
23
Pro

127
ATG

43
Met

187
AGT

63
Ser

247
AAT

83
Asn

307
TAT
103
Tyr

367
ACC
123
Thr

GCC CAG CCG GCG 60

Met Lys Tyr Leu Leu Pro

Ala Gln Pro Ala 20

ATG GCC 66
Met Ala 22

ATG GCC GAG GTG CAG
GGG GGG TCC CTG 126

Met Ala Glu Val Gln
Gly Gly Ser Leu 42

AGA CTC TCC TGT GCC
AGC TGG GTC CGC 186

Arg Leu Ser Cys Ala
Ser Trp Val Arg 62

CAG GCT CCA GGG AAG
GGT GGT AGC ACA 246

Gln Ala Pro Gly Lys
Gly Gly Ser Thr 82

TAC TAC GCA GAC TCC
TCC AAG AAC ACG 306

Tyr Tyr Ala Asp Ser
Ser Lys Asn Thr 102

CTG TAT CTG CAA ATG
TAC TGT GCG AAA 366

Leu Tyr Leu Gln Met
Tyr Cys Ala Lys 122

AGT AAT GAG TTT CTT
GTG TCG AGA 423

Ser Asn Glu Phe Leu
Val Ser Arg 141

Conector:

424
468
142
156

VL

469
ACA
157
Thr

GGT GGA GGC GGT TCA

Gly Gly Gly Gly Ser

TCT GAG CTG ACT CAG
GTC AGG ATC ACA 528

Ser Glu Leu Thr Gln
Val Arg Ile Thr 176

CTG

Leu

GCC

Ala

GGG

Gly

GTG

val

Asn

TTT

Phe

GGC

Gly

GAC

Asp

ACG GCT GCT

Thr Ala Ala

GCG

Ala

TCT

Ser

CTG

Leu

Lys

AGC

Ser

GAC

Asp

GGA

Gly

CcCT

Pro

59

GAG

Glu

GGA

Gly

GAG

Glu

GGC

Gly

CTG

Leu

TAC

Tyr

GGT

Gly

GCT

Ala

TCT

Ser

TTC

Phe

TGG

Trp

CGG

Arg

AGA

Arg

TGG

Trp

GGC

Gly

GTG

Val

GCT

Ala

GGG

Gly

ACC

Thr

GTC

val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

TCT

Ser

TCT

Ser

GGT

Gly

GGA

Gly

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

GGC

Gly

GTG

Val

CTG

Leu

GGC

Gly

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Ile

GAC

Asp

GGA

Gly

GGT

Gly

GCC

Ala

CTG

Leu

TTG

Leu

AGC

Ser

ATT

Ile

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

GGC

Gly

TTG

Leu

CTC

Leu

GTA

Val

GAT

Asp

AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

GGA

Gly

GGA

Gly

CTC

Leu

CAG

Gln

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

val

GTC

vVal

TCG

Ser

CAG

Gln
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529 TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TCT TAT GCA AGC TGG TAC CGG
CAG AGG CCA GGA CAG 588
177 Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Ser Tyr Ala Ser Trp Tyr Arg
Gln Arg Pro Gly Gln 196
589 GCC *CCT GTA CCT GTC ATC TAT GGT AAG AAC AAC *TGG CCC TCA GGG
ATC CCA GAC CGG TTC 648
197 Ala *Pro Val Pro Val Ile Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp Pro Ser Gly
Ile Prxro Asp Arg Phe 216
649 TCT GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG
GCT CAG GCG GAA GAT 708
217 Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly
Ala Gln Ala Glu Asp 236
709 GAG GCT GAC TAT TAC *TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG CTG CCC TAT
GTG GTA TTC GGC GGA 768
237 Glu Ala Asp Tyr Tyr *Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu Pro Tyr
Val Val Phe Gly Gly 256
769 GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGC GCG GCC GCA 801
257 Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala 267
Ubiquitina
802 ATG CAG ATC TTC GTC AAG ACG TTA ACC GGT AAA ACC ATA ACT CTA
GAA GTT GAA CCA TCC 861
268 Met Gln Ile Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr Ile Thr Leu
Glu Val Glu Pro Ser 287
862 GAT ACC ATC GAA AAC GTT AAG GCT AAA ATT CAA GAC AAG GAA GGC
ATT CCA CCT GAT CAA 921
288 Asp Thr Ile Glu Asn Val Lys Ala Lys Ile Gln Asp Lys Glu Gly
Ile Pro Pro Asp Gln 307
922 CAA AGA TTG ATC TTT GCC GGT AAG CAG CTC GAG GAC GGT AGA ACG
CTG TCT GAT TAC AAC 981
308 Gln Arg Leu Ile Phe Ala Gly Lys Gln Leu Glu Asp Gly Arg Thr
Leu Ser Asp Tyr Asn 327
982 ATT CAG AAG GAG TCG ACC TTA CAT CTT GTC TTA AGA CTA AGA GGT
GCG GCC GCA CTC GAG 1041
328 1Ile Gln Lys Glu Ser Thr Leu His Leu Val Leu Arg Leu Arg Gly
Ala Ala Ala Leu Glu 347
Etiqueta His 6:
1042 CAC CAC CAC CAC CAC CAC 1059
348 His His His His His His 353

Fig. 16
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scFvDIATHIS-1:vpr de VIH
secuencia lider Pel B
ATG AAA TAC CTG CTG CCG

1

GCT GCC CAG CCG GCG 60

1 Met Lys Tyr Leu Leu Pro
Ala Ala GIln Pro Ala 20

61 ATG GCC 66

21 Met Ala 22
VH

67 ATG GCC GAG GTG CAG CTG
CCT GGG GGG TCC CTG 126

23 Met Ala Glu Val Gln Leu
Pro Gly Gly Ser Leu 42

127 AGA CTC TCC TGT GCC GCC
ATG AGC TGG GTC CGC 186

43 Arg Leu Ser Cys Ala Ala
Met Ser Trp Val Arg 62

187 CAG GCT CCA GGG AAG GGG
AGT GGT GGT AGC ACA 246

63 Gln Ala Pro Gly Lys Gly
Ser Gly Gly Ser Thr 82

247 TAC TAC GCA GAC TCC GTG
AAT TCC AAG AAC ACG 306

83 Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
Asn Ser Lys Asn Thr 102

307 CTG TAT CTG CAA ATG AAC
TAT TAC TGT GCG AAA 366

103 Leu Tyr Leu Gln Met Asn
Tyr Tyr Cys Ala Lys 122
367 AGT AAT GAG TTT CTT TTT
ACC GTG TCG AGA 423

123 Ser Asn Glu Phe Leu Phe
Thr vVal Ser Arg 141
Conector:

424 GGT GGA GGC GGT TCA GGC
468

142 Gly Gly Gly Gly Ser Gly
156
VL
469 TCT GAG CTG ACT CAG GAC
ACA GTC AGG ATC ACA 528

157 Ser Glu Leu Thr Gln Asp
Thr vVal Arg Ile Thr 176

ACG GCT GCT

Thr Ala Ala

GCG

Ala

TCT

Ser

CTG

Leu

AAG

Lys

AGC

Ser

GAC

Asp

GGA

Gly

CCT

Pro

61

GAG

Glu

GGA

Gly

GAG

Glu

GGC

Gly

CTG

Leu

TAC

Tyr

GGT

Gly

GCT

Ala

TCT

Ser

TTC

Phe

TGG

Trp

CGG

Arg

AGA

Arg

TGG

Trp

GGC

Gly

GTG

Val

GCT

Ala

GGG

Gly

ACC

Thr

GTC

val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

TCT

Ser

TCT

Ser

GGT

Gly

GGA

Gly

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

GGC

Gly

GTG

vVal

CTG

Leu

GGC

Gly

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Ile

GAC

Asp

GGA

Gly

GGT

Gly

GCC

Ala

CTG

Leu

TTG

Leu

AGC

Ser

ATT

Tle

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

GGC

Gly

TTG

Leu

CTC

Leu

GTA

val

GAT

Asp

AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

GGA

Gly

GGA

Gly

CTC

Leu

CAG

Gln

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

Val

GTC

val

TCG

Ser

CAG

Gln
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529 TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TCT TAT GCA AGC

CAG AGG CCA GGA CAG 588

177 Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Ser Tyr Ala Ser

Gln Arg Pro Gly Gln 196

589 GCC *CCT GTA CCT GTC ATC TAT GGT AAG AAC AAC *TGG

ATC CCA GAC CGG TTC 648

197 Ala *Pro Val Pro Val Ile Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp

Ile Pro Asp Arg Phe 216

649 TCT GGC TCC AGC TCA
GCT CAG GCG GAA GAT 708
217 Ser Gly Ser Ser Ser
Ala Gln Ala Glu Asp 236

709 GAG GCT GAC TAT TAC
GTG GTA TTC GGC GGA 768
237 Glu Ala Asp Tyr Tyr
Val val Phe Gly Gly 256

769 GGG ACC AAG CTG ACC
257 Gly Thr Lys Leu Thr
Conector:
802 TCT TCC TCA TCG GGT
268 Ser Ser Ser Ser Gly
vpr de VIH

GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC

Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr

*TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG

*Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu

GTC CTA GGC GCG GCC GCA
Val Leu Gly Ala Ala Ala

AGT AGC TCT TCC GGC

Ser Ser Ser Ser Gly

832 ATG GAA CAA GCC CCA GAA

AAT GAA TGG ACA CTA 891

278 Met Glu Gln Ala Pro Glu

Asn Glu Trp Thr Leu 297

892 GAG CTT TTA GAG GAG CTT

AGG ATT TGG CTC CAT 0951

298 Glu Leu Leu Glu Glu Leu

Arg Ile Trp Leu His 317

852 GGC TTA GGG CAA CAT ATC

GGA GTG GAA GCC ATA 1011
318 Gly Leu Gly Gln His
Gly val Glu Ala Ile 337

Ile

1012 ATA AGA ATT CTG CAA CAA

TGT CGA CAT AGC AGA 1071

338 1Ile Arg Ile Leu Gln Gln

Cys Arg His Ser Arg 357

831
277

GAC CAA GGG CCA CAG AGG

Asp

AAG

Lys

TAT

Tyr

CTG

Leu

Gln

Asn

GAA

Glu

CTG

Leu

Gly

GAA

Glu

ACT

Thr

TTT

Phe

Pro

GCT

Ala

TAT

Tyr

ATC

Ile

Gln

GTT

Val

GGG

Gly

CAT

His

Arg

AGA

Arg

GAT

Asp

TTC

Phe

801
267

GAG

Glu

CAT

His

ACT

Thr

AGA

Arg

TGG

Trp

CcccC

Pro

ATC

Ile

CTG

CcCa

Pro

TTT

Phe

TGG

Trp

ATT

Ile

TAC CGG

Tyr Arg

TCA GGG

Ser Gly

ACT GGG

Thr Gly

CCC TAT

Pro Tyr

CAC

His

CCT

Pro

GCA

Ala

GGG

Gly

1072 ATA GGC GTT ACT CAA CAG AGG AGA GCA AGA AAT GGA GCC AGT AGA

TCC GCG GCC GCA CTC 1131

358 Ile Gly vVal Thr Gln Gln Arg Arg Ala Arg Asn Gly Ala Ser Arg

Ser Ala Ala Ala Leu 377

62



1132
378
His6
1135
379

ES 2706 409 T3

GAG 1134
Glu 378

CAC CAC CAC CAC CAC
His His His His His

scFYDIATHIS-1:YCD
secuencia lider Pel B

1

ATG AAA TAC CTG CTG

GCT GCC CAG CCG GCG 60

1 Met Lys Tyr Leu Leu
Ala Ala Gln Pro Ala 20
61 ATG GCC 66

21 Met Ala 22
VH

67 ATG GCC GAG GTG CAG
CCT GGG GGG TCC CTG 126

23 Met Ala Glu Val Gln
Pro Gly Gly Ser Leu 42
127 AGA CTC TCC TGT GCC
ATG AGC TGG GTC CGC 186

43 Arg Leu Ser Cys Ala
Met Ser Trp Val Arg 62
187 CAG GCT CCA GGG AAG
AGT GGT GGT AGC ACA 246

63 Gln Ala Pro Gly Lys
Ser Gly Gly Ser Thr 82
247 TAC TAC GCA GAC TCC
AAT TCC AAG AAC ACG 306

83 Tyr Tyr Ala Asp Ser
Asn Ser Lys Asn Thr 102
307 CTG TAT CTG CAA ATG
TAT TAC TGT GCG AAA 366
103 Leu Tyr Leu Gln Met
Tyr Tyr Cys Ala Lys 122
367 AGT AAT GAG TTT CTT
ACC GTG TCG AGA 423

123 Ser Asn Glu Phe Leu
Thr Val Ser Arg 141
Conector:

CAC
His

CcCG

Pro

CTG

Leu

GCC

Ala

GGG

Gly

GTG

Val

AAC

Asn

TTT

Phe

1152
384

ACG GCT GCT

Thr Ala Ala

GCG

Ala

TCT

Ser

CTG

Leu

AAG

Lys

AGC

Ser

GAC

Asp

63

GAG

Glu

GGA

Gly

GAG

Glu

GGC

Gly

CTG

Leu

TAC

Tyr

TCT

Ser

TTC

Phe

TGG

Trp

CGG

Arg

AGA

Arg

TGG

Trp

GCT

Ala

GGG

Gly

ACC

Thr

GTC

Val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

GGT

Gly

GGA

Gly

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

CTG

Leu

GGC

Gly

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Ile

GAC

Asp

GGA

Gly

CTG

Leu

TTG

Leu

AGC

Ser

ATT

Ile

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

CTC

Leu

GTA

Val

GAT

Asp

AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

CTC

Leu

CAG

Gln

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

Val

GTC

vVal
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424 GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG
468

142 Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
156

VL

469 TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG
ACA GTC AGG ATC ACA 528

157 Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gln
Thr Val Arg Ile Thr 176

529 TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TCT TAT GCA AGC TGG TAC CGG
CAG AGG CCA GGA CAG 588

177 Cys Gln Gly Asp Ser Leu Arg Ser Ser Tyr Ala Ser Trp Tyr Arg
Gln Arg Pro Gly Gln 196

589 GCC *CCT GTA CCT GTC ATC TAT GGT AAG AAC AAC *TGG CCC TCA GGG
ATC CCA GAC CGG TTC 648

197 Ala *Pro Val Pro Val Ile Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp Pro Ser Gly
Ile Pro Asp Arg Phe 216

649 TCT GGC TCC AGC TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG
GCT CAG GCG GAA GAT 708

217 Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly
Ala Gln Ala Glu Asp 236

709 GAG GCT GAC TAT TAC *TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG CTG CCC TAT
GTG GTA TTC GGC GGA 768

237 Glu Ala Asp Tyr Tyr *Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu Pro Tyr
Val Val Phe Gly Gly 256

769 GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGC GCG GCC GCA 801

257 Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala 267

Conector

802 TCT TCC TCA TCG GGT AGT AGC TCT TCC GGC TCA TCG TCC AGC GGC
846

268 Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly
282

YCD

847 ATG GTG ACA GGG GGA ATG GCA AGC AAG TGG GAT CAG AAA GGC ATG
GAC ATT GCC TAT GAA 906

283 Met Val Thr Gly Gly Met Ala Ser Lys Trp Asp Gln Lys Gly Met
Asp Ile Ala Tyr Glu 302

907 GAG GCC GCA CTG GGC TAC AAA GAA GGC GGT GTG CCG ATT GGC GGT
TGT CTG ATC AAT AAC 966

303 Glu Ala Ala Leu Gly Tyr Lys Glu Gly Gly Val Pro Ile Gly Gly
Cys Leu Ile Asn Asn 322
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967 AAA GAC GGC TCC GTG
ARA GGC AGC GCC ACC 1026
323 Lys Asp Gly Ser Val
Lys Gly Ser Ala Thr 342

1027 CTG CAC GGC GAA ATC
GGC AAA GTG TAC AAA 1086
343 Leu His Gly Glu Ile
Gly Lys Val Tyr Lys 362

1087 GAT ACC ACC CTG TAT
GGC GCC ATC ATC ATG 1146
363 Asp Thr Thr Leu Tyr
Gly Ala Ile Ile Met 382

1147 TAC GGC ATT CCA CGC
TCC AAG GGC GAG AAA 1206
383 Tyr Gly Ile Pro Arg
Ser Lys Gly Glu Lys 402

1207 TAC CTG CAG ACC CGC
CGC TGC AAA AAG ATC 1266
403 Tyr Leu Gln Thr Arg
Arg Cys Lys Lys Ile 422

1267 ATG AAA CAG TTC ATC
ATT CCT GAG GCG GCC 1326
423 Met Lys Gln Phe Ile
Ile Pro Glu Ala Ala 442

1327 GCA CTC GAG 1335
443 Ala Leu Glu 445
His6

CTG

Leu

TCC

Ser

ACG

Thr

TGC

Cys

GGC

Gly

GAT

Asp

GGC

Gly

ACC

Thr

ACC

Thr

GTG

val

CAC

His

GAG

Glu

CGT

Arg

CTG

Leu

CTG

Leu

GTC

Val

GAA

Glu

CGT

Arg

1336 CAC CAC CAC CAC CAC CAC 1353
446 His His His His His His 451

scFvDIATHIS-1:LLOAPEST
secuencia lider Pel B

1 ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACG GCT GCT GCT GGT CTG

GCT GCC CAG CCG GCG 60

1 Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu

Ala Ala Gln Pro Ala 20

61 ATG GCC 66
21 Met Ala 22
VH

67 ATG GCC GAG GTG CAG CTG GCG GAG TCT GGG GGA GGC

CCT GGG GGG TCC CTG 126

23 Met Ala Glu Val Gln Leu Ala Glu Ser Gly Gly Gly

Pro Gly Gly Ser Leu 42

Fig. 18

65

GGG CAC

Gly His

Glu Asn

AGC CCG

Ser Pro

GGC GAA

Gly Glu

GTG GTC

Val Vval

CCA CAG

Pro Gln

AAC

Asn

TGC

Cys

TGC

Cys

AAC

Asn

GTG

Val

GAT

Asp

ATG

Met

GGG

Gly

GAC

Asp

GTG

val

GTG

val

TGG

Trp

CGC

Arg

CGT

Arg

ATG

Met

AAT

Asn

GAC

Asp

TTT

Phe

CTG

Leu

TTG

Leu

TTC

Phe

CTC

Leu

TGT

Cys

TTC

Phe

GAT

Asp

GAA

Glu

CAG

Gln

GAG

Glu

ACG

Thr

Lys

GAA

Glu

GAT

Asp

cTtCc CTC

Leu Leu

GTA CAG

Val Gln



127
ATG

43
Met

187
AGT

63
Ser

247
AAT

83
Asn

307
TAT
103
Tyr

367
ACC
123
Thr

ES 2706 409 T3

AGA CTC TCC TGT GCC
AGC TGG GTC CGC 186

Arg Leu Ser Cys Ala
Ser Trp Val Arg 62

CAG GCT CCA GGG AAG
GGT GGT AGC ACA 246

Gln Ala Pro Gly Lys
Gly Gly Ser Thr 82

TAC TAC GCA GAC TCC
TCC AAG AAC ACG 306

Tyr Tyr Ala Asp Ser
Ser Lys Asn Thr 102

CTG TAT CTG CAA ATG
TAC TGT GCG AAA 366

Leu Tyr Leu Gln Met
Tyr Cys Ala Lys 122

AGT AAT GAG TTT CTT
GTG TCG AGA 423

Ser Asn Glu Phe Leu
Val Ser Arg 141

Conector:

424
468
142
156

VL

469
ACA
157
Thr

529
CAG
177
Gln

589
ATC
197
Ile

649
GCT

GGT GGA GGC GGT TCA

Gly Gly Gly Gly Serx

TCT GAG CTG ACT CAG
GTC AGG ATC ACA 528

Ser Glu Leu Thr Gln
Val Arg Ile Thr 176

TGC CAA GGA GAC AGC
AGG CCA GGA CAG 588

Cys Gln Gly Asp Ser
Arg Pro Gly Gln 196

GCC

Ala

GGG

Gly

GTG

Val

AAC

Asn

TTT

Phe

GGC

Gly

GAC

Asp

CTC

Leu

GCC *CCT GTA CCT GTC ATC

CCA GAC CGG TTC 648

Ala *Pro Val Pro val Ile

Pro Asp Arg Phe 216

TCT GGC TCC AGC TCA
CAG GCG GAA GAT 708

GGA

TCT

Ser

CTG

Leu

AAG

Lys

AGC

Ser

GAC

Asp

GGA

Gly

CCT

Pro

AGA

Arg

TAT GGT AAG AAC AAC *TGG

Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp

GGA

Gly

GAG

Glu

GGC

Gly

CTG

Leu

TAC

Tyr

GGT

Gly

GCT

Ala

AGC

Ser

TTC

Phe

TGG

Trp

CGG

Arg

AGA

Arg

TGG

Trp

GGC

Gly

GTG

Val

TCT

Ser

ACC

Thr

GTC

val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

TCT

Ser

TCT

Ser

TAT

Tyxr

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

GGC

Gly

GTG

val

GCA

Ala

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Tle

GAC

Asp

Gly

GGT

Gly

GCC

Ala

AGC

Ser

AAC ACA GCT TCC TTG ACC

66

AGC

Ser

ATT

Ile

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

GGC

Gly

TTG

Leu

TGG

Trp

Cccc

Pro

ATC

GAT

Asp

AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

GGA

Gly

GGA

Gly

TAC

Tyxr

TCA

Ser

ACT

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

Val

GTC

vVal

TCG

Ser

CAG

Gln

CGG

Arg

GGG

Gly
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217 Ser Gly Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr Gly
Ala Gln Ala Glu Asp 236

709 GAG GCT GAC TAT TAC *TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG CTG CCC TAT
GTG GTA TTC GGC GGA 768
237 Glu Ala Asp Tyr Tyr *Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu Pro Tyr
Val Val Phe Gly Gly 256

769 GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGC GCG GCC Gca 801
257 Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala 267
Conector

802 TCT TCC TCA TCG GGT AGT AGC TCT TCC GGC TCA TCG TCC AGC GGC
846

268 Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Sexr Ser Gly
282

LLOAPEST

847 ATG GAA ATC GAT AAG TAT ATA CAA GGA TTG GAT TAC AAT AAA AAC
AAT GTA TTA GTA TAC 906

283 Met Glu Ile Asp Lys Tyr Ile Gln Gly Leu Asp Tyr Asn Lys Asn
Asn Val Leu Val Tyr 302

907 CAC GGA GAT GCA GTG ACA AAT GTG CCG CCA AGA AAA GGT TAC AAA
GAT GGA AAT GAA TAT 966
303 His Gly Asp Ala Val Thr Asn Val Pro Pro Arg Lys Gly Tyr Lys
Asp Gly Asn Glu Tyr 322

967 ATC GTT GTG GAG AAA AAG AAG AAA TCC ATC AAT CAA AAT AAT GCA
GAC ATC CAA GTT GTA 1026

323 Ile Vval Val Glu Lys Lys Lys Lys Ser Ile Asn Gln Asn Asn Ala
Asp Ile Gln Val Vval 342

1027 AAT GCA ATT TCG AGC CTA ACA TAT CCA GGT GCT CTC GTA AAA GCG
AAT TCG GAA TTA GTA 1086
343 Asn Ala Ile Ser Ser Leu Thr Tyr Pro Gly Ala Leu Val Lys Ala
Asn Ser Glu Leu Val 362

1087 GAA AAT CAA CCA GAT GTT CTC CCT GTA AAA CGT GAT TCA TTA ACA
CTT AGC ATC GAT TTG 1146
363 Glu Asn Gln Pro Asp Val Leu Pro Val Lys Arg Asp Ser Leu Thr
Leu Ser Ile Asp Leu 382

1147 CCA GGA ATG ACT AAT CAA GAC AAT AAA ATC GTT GTA AAA AAT GCT
ACT AAA TCG AAT GTT 1206
383 Pro Gly Met Thr Asn Gln Asp Asn Lys Ile Val Val Lys Asn Ala
Thr Lys Ser Asn Val 402

1207 AAC AAC GCA GTA AAT ACA TTA GTG GAA AGA TGG AAT GAA AAA TAT
GCT CAA GCT TAT CCG 1266
403 Asn Asn Ala Val Asn Thr Leu Val Glu Arg Trp Asn Glu Lys Tyr
Ala Gln Ala Tyr Pro 422
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1267 AAT GTA AGT GCA AAA ATT GAT TAT GAT GAC GAA ATG GCT TAC AGT
GAA TCA CAA TTA ATT 1326
423 Asn Val Ser Ala Lys Ile Asp Tyr Asp Asp Glu Met Ala Tyr Ser
Glu Ser Gln Leu Ile 442

1327 GCA AAA TTT GGT ACT GCA TTT AAA GCT GTA AAT AAT AGT TTG AAT
GTA AAC TTC GGC GCA 1386
443 Ala Lys Phe Gly Thr Ala Phe Lys Ala Val Asn Asn Ser Leu Asn
Val Asn Phe Gly Ala 462

1387 ATC AGT GAA GGG AAA ATG CAA GAA GAA GTC ATT AGT TTT AAA CAA
ATT TAC TAT AAC GTG 1446

463 Ile Ser Glu Gly Lys Met Gln Glu Glu Val Ile Ser Phe Lys Gln
Ile Tyr Tyr Asn Val 482

1447 AAT GTT AAT GAA CCT ACA AGA CCT TCC AGA TTT TTC GGC AAA GCT
GTT ACT AAA GAG CAG 1506
483 Asn Val Asn Glu Pro Thr Arg Pro Ser Arg Phe Phe Gly Lys Ala
Val Thr Lys Glu Gln 502

1507 TTG CAA GCG CTT GGA GTA AAT GCA GAA AAT CCT CCT GCA TAT ATC
TCA AGT GTG GCA TAC 1566
503 Leu Gln Ala Leu Gly Val Asn Ala Glu Asn Pro Pro Ala Tyr Ile
Ser Ser Val Ala Tyr 522

1567 GGC CGT CAA GTT TAT TTG AAA TTA TCG ACT AAT TCC CAT AGT ACT
AAA GTA AAA GCT GCT 1626

523 Gly Arg Gln Val Tyr Leu Lys Leu Ser Thr Asn Ser His Ser Thr
Lys Val Lys Ala Ala 542

1627 TTT GAT GCT GCC GTA AGT GGG AAA TCT GTC TCA GGT GAT GTA GAA
TTA ACA AAT ATC ATC 1686

543 Phe Asp Ala Ala Val Ser Gly Lys Ser Val Ser Gly Asp Val Glu
Leu Thr Asn Ile Ile 562

1687 AAA AAT TCT TCC TTC AAA GCC GTA ATT TAC GGT GGT TCC GCA AAA
GAT GAA GTT CAA ATC 1746

563 Lys Asn Ser Ser Phe Lys Ala Val Ile Tyr Gly Gly Ser Ala Lys
Asp Glu Val Gln Ile 582

1747 ATC GAT GGC AAC CTC GGA GAC TTA CGA GAT ATT TTG AAA AAA GGT
GCT ACT TTT AAT CGA 1806

583 Tle Asp Gly Asn Leu Gly Asp Leu Arg Asp Ile Leu Lys Lys Gly
Ala Thr Phe Asn Arg 602

1807 GAA ACA CCA GGA GTT CCC ATT GCT TAT ACA ACA AAT TTC TTA AAA
GAC AAT GAA TTA GCT 1866

603 Glu Thr Pro Gly Val Pro Ile Ala Tyr Thr Thr Asn Phe Leu Lys
Asp Asn Glu Leu Ala 622
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1867 GTT ATT AAA AAC AAC TCA GAA TAT ATT GAA ACA ACT TCA AAA GCT
TAT ACA GAT GGA AAA 1926
623 Val Ile Lys Asn Asn Sexr Glu Tyr Ile Glu Thr Thr Ser Lys Ala
Tyr Thr Asp Gly Lys 642

1927 ATT AAT ATT GAT CAC TCT GGA GGC TAC GTT GCT CAA TTC AAC ATC
TCT TGG GAT GAA ATA 1986

643 TIle Asn Ile Asp His Ser Gly Gly Tyr Val Ala Gln Phe Asn Ile
Ser Trp Asp Glu Ile 662

1987 AAT TAT GAT CCT GAA GGT AAC GAA ATT GTT CAA CAT AAA AAC TGG
AGC GAA AAC AAT AAA 2046

663 Asn Tyr Asp Pro Glu Gly Asn Glu Ile Val Gln His Lys Asn Trp
Ser Glu Asn Asn Lys 682

2047 AGC AAG CTA GCT CAT TTC ACA TCG TCC ATC TAT TTG CCA GGT AAC
GCA AGA AAT ATT AAT 2106
683 Ser Lys Leu Ala His Phe Thr Ser Ser Ile Tyr Leu Pro Gly Asn
Ala Arg Asn Ile Asn 702

2107 GTT TAC GCC AAA GAA TGC ACT GGT TTA GCT TGG GAA TGG TGG AGA
ACG GTA ATT GAT GAC 2166

703 Val Tyr Ala Lys Glu Cys Thr Gly Leu Ala Trp Glu Trp Trp Arg
Thr Val Ile Asp Asp 722

2167 CGG AAC TTA CCA CTT GTG AAA AAT AGA AAT ATC TCC ATC TGG GGC
ACT ACG CTT TAT CCG 2226

723 Arg Asn Leu Pro Leu Val Lys Asn Arg Asn Ile Ser Ile Trp Gly
Thr Thr Leu Tyr Pro 742

2227 AAA TAT AGT AAT AGT GTA GAT AAT CCA ATC GAA GCG GCC GCA CTC
GAG 2274

743 Lys Tyr Ser Asn Ser Val Asp Asn Pro Ile Glu Ala Ala Ala Leu
Glu 758
His6

2275 CAC CAC CAC CAC CAC CAC 2292

759 His His His His His His 764

Fig. 19
scFvDIATHIS-1:1L-2
secuencia lider Pel B
1 ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACG GCT GCT GCT GGT CTG CTG CTC CTC
GCT GCC CAG CCG GCG 60
1 Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu
Ala Ala Gln Pro Ala 20

61 ATG GCC 66

21 Met Ala 22
VH
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67
CCT
23
Pro

127
ATG

43
Met

187
AGT

63
Ser

247
AAT

83
Asn

307
TAT
103
Tyr

367
ACC
123
Thr

ES 2706 409 T3

ATG GCC GAG GTG CAG
GGG GGG TCC CTG 126

Met Ala Glu Vval Gln
Gly Gly Ser Leu 42

AGA CTC TCC TGT GCC
AGC TGG GTC CGC 186

Arg Leu Ser Cys Ala
Ser Trp Val Arg 62

CAG GCT CCA GGG AAG
GGT GGT AGC ACA 246

Gln Ala Pro Gly Lys
Gly Gly Ser Thr 82

TAC TAC GCA GAC TCC
TCC AAG AAC ACG 306

Tyr Tyr Ala Asp Ser
Ser Lys Asn Thr 102

CTG TAT CTG CAA ATG
TAC TGT GCG AAA 366

Leu Tyr Leu Gln Met
Tyr Cys Ala Lys 122

AGT AAT GAG TTT CTT
GTG TCG AGA 423

Ser Asn Glu Phe Leu
Val Ser Arg 141

Conector:

424
468
142
156

YL

469
ACA
157
Thr

529
CAG
177
Gln

589
ATC
197
Ile

GGT GGA GGC GGT TCA

Gly Gly Gly Gly Ser

TCT GAG CTG ACT CAG
GTC AGG ATC ACA 528

Ser Glu Leu Thr Gln
Val Arg Ile Thr 176

TGC CAA GGA GAC AGC
AGG CCA GGA CAG 588

Cys Gln Gly Asp Ser
Arg Pro Gly Gln 196

CTG

Leu

GCC

Ala

GGG

Gly

GTG

Val

Asn

TTT

Phe

GGC

Gly

GAC

Asp

CTC

Leu

GCG

Ala

TCT

Ser

CTG

Leu

AAG

Lys

AGC

Ser

GAC

Asp

GGA

Gly

CCT

Pro

AGA

Arg

GAG

Glu

GGA

Gly

GAG

Glu

GGC

Gly

CTG

Leu

TAC

Tyr

GGT

Gly

GCT

Ala

AGC

Ser

TCT

Ser

TTC

Phe

TGG

Trp

CGG

Arg

AGA

Arg

TGG

Trp

GGC

Gly

GTG

val

TCT

Ser

GGG

Gly

ACC

Thr

GTC

Val

TTC

Phe

GCC

Ala

GGC

Gly

TCT

Ser

TCT

Ser

TAT

Tyr

GGA

Gly

TTT

Phe

TCA

Ser

ACC

Thr

GAG

Glu

CAG

Gln

GGC

Gly

GTG

val

GCA

Ala

GGC

Gly

AGC

Ser

GCT

Ala

ATC

Ile

GAC

Asp

GGA

Gly

GGT

Gly

GCC

Ala

AGC

Ser

GCC *CCT GTA CCT GTC ATC TAT GGT AAG AAC AAC *TGG

CCA GAC CGG TTC 648

Ala *Pro Val Pro Val Ile Tyr Gly Lys Asn Asn *Trp

Pro Asp Arg Phe 216

70

TTG

Leu

AGC

Ser

ATT

Ile

TCC

Ser

ACG

Thr

ACT

Thr

GGC

Gly

TTG

Leu

TGG

Trp

cccC

Pro

GTA

vVal

GAT

Asp

AGT

Ser

AGA

Arg

GCC

Ala

CTG

Leu

GGA

Gly

GGA

Gly

TAC

Tyr

TCA

Ser

CAG

Gln

GCC

Ala

GGT

Gly

GAC

Asp

GTA

Val

GTC

Val

TCG

Ser

CAG

Gln

CGG

Arg

GGG

Gly
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TCT GGC TCC AGC TCa
GCT CAG GCG GAA GAT 708
217 Ser Gly Ser Ser Ser
Ala Gln Ala Glu Asp 236

649

709 GAG GCT GAC TAT TAC
GTG GTA TTC GGC GGA 768
237 Glu Ala Asp Tyr Tyr

Val vVal Phe Gly Gly 256

GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT

Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Thr

*TGT AAC TCC TCT TAT GCG TGG CTG CCC

*Cys Asn Ser Ser Tyr Ala Trp Leu Pro

769 GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGC GCG GCC GCA
257 Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Ala Ala
Conector

802 TCT TCC TCA TCG GGT AGT AGC TCT TCC GGC TCA TCG
846

268 Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser
282

IL-2

847 GCA CCT ACT TCA AGT TCT ACA AAG AAA ACA CAG CTA
CAT TTA CTG CTG GAT 906

283 Ala Pro Thr Ser Sexr Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu
His Leu Leu Leu Asp 302

907 TTA CAG ATG ATT TTG AAT GGA ATT AAT AAT TAC AAG
CTC ACC AGG ATG CTC 966

303 Leu Gln Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
Leu Thr Arg Met Leu 322

967 ACA TTT AAG TTT TAC ATG CCC AAG AAG GCC ACA GAA
CTT CAG TGT CTA GAA 1026

323 Thr Phe Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu
Leu Gln Cys Leu Glu 342

1027 GAA GAA CTC AAA CCT CTG GAG GAA GTG CTA AAT TTA
AAA AAC TTT CAC TTA 1086

343 Glu Glu Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu
Lys Asn Phe His Leu 362

1087 AGA CCC AGG GAC TTA ATC AGC AAT ATC AAC GTA ATA
CTA AAG GGA TCT GAA 1146

363 Arg Pro Axrg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile
Leu Lys Gly Ser Glu 382

1147 ACA ACA TTC ATG TGT GAA TAT GCT GAT GAG ACA GCA
GAA TTT CTG AAC AGA 1206

383 Thr Thr Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala

Glu Phe Leu Asn Arg 402

1207
GCA CTC GAG 1260
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ES 2706 409 T3

403 Trp Ile Thr Phe Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu Thr Ala Ala
Ala Leu Glu 420
His6
1261 CAC CAC CAC CAC CAC CAC 1278
421 His His His His His His 426

Fig. 20
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