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DESCRIPCION

Procedimientos y composiciones relacionados con los fragmentos de anticuerpos monocatenarios que se unen a la
glucoproteina 72 asociada a tumor (TAG-72)

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud provisional estadounidense n.° 61/857.511, presentada el 23 de
julio de 2013.

ANTECEDENTES

Mas del 10% de las muertes son causadas por cancer; por lo tanto, es imperativo que la investigacion cientifica mejore
e innove el estado de la técnica en prevencion, diagndstico, imagenologia, terapéutica y cirugia (Jemal 2011). Las
técnicas tradicionales de estudios de imagen del cancer se basan en la tomografia computarizada (TC) y la tomografia
por emision de positrones (TEP). Ambos procedimientos adolecen de baja resolucion y relaciones sefal-ruido bajas.
La deteccion y cirugia radioinmunoguiada (RIGS) es una potente modalidad para cartografiar con precision las
superficies de tejido canceroso, pero el catalogo actual de anticuerpos que se unen al cancer no es ideal para estas
aplicaciones (Sun 2007).

Se han desarrollado varias generaciones de anticuerpos monoclonales contra el epitopo sialil-Tn. Los dos primeros,
B72.3 (Thor 1986 y Thor 1987) y CC49 (Muraro 1988; Colcher 1988), entraron en ensayos clinicos para cirugia
radioinmunoguiada (RIGS), pero una fraccion significativa de pacientes desarrollé anticuerpos humanos anti-raton
(HAMA) (Dvigi 1995). En respuesta, se construyé una variante humanizada de CC49 (AKA) (Yoon 2006; Kashmiri
1995). Ninguno de los 21 pacientes experimenté HAMA cuando el procedimiento se realizé con AKA, pero el anticuerpo
de tercera generacion perdio mas de dos veces su afinidad de unién. En 2008, Yoon y col. construyeron una biblioteca
Fab en CDR3 de AKA (Yoon 2006). Este estudio produjo un Fab con unién mejorada que luego se convirtié en una
IgG de longitud completa llamada 3ES8.

La ultima generacion de IgG sialil-Tn (antigenos asociados a tumores) no son inmunogénicas y se unen al epitopo
sialil-Tn con notable afinidad. Sin embargo, para satisfacer todos los requisitos para los estudios de imagen, estos
anticuerpos de longitud completa requieren una reduccion al armazon scFv mas pequeio. Esta etapa restante no es
trivial, lo que probablemente describe por qué estos agentes de estudios de imagen no son comunes en los hospitales.
Los dominios variables son estabilizados por los dominios constantes que estan vacios en el scFv truncado.
Independientemente, los dominios VH y VL solo estan débilmente asociados por interacciones no covalentes (y
posiblemente enlaces disulfuro), por lo tanto, se requiere un enlazador de aminoacidos para ensamblar el sitio de
unién al antigeno completo. A menudo, estas proteinas modificadas sufren pérdida de afinidad, heterogeneidad en la
estructura cuaternaria y disminucion de la estabilidad. YOON SUN OK'Y COL.: "Construction, affinity maturation, and
biological characterization of an anti-tumor-associated glycoprotein-72 humanized antibody", JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY 281:11 (17 March 2006) expone un anticuerpo humanizado con afinidad mejorada frente
a TAG-72. HOMBACH Y COL.: "Generation of the Single Chain Antibody Fragment Conserves the Idiotypic Profile of
the Anti-CD30 Monoclonal Antibody HRS3" Scandinavian Journal of Immunology, 1 de noviembre 1998 p497-501
expone la ingenieria de los fragmentos scFv de un anticuerpo completo. YU Y COL.: "Preparation and Characterization
of Moab SZ118 and SZ118-scFv Against Platelet Glycoprotein VI" Blood Journal 16 de noviembre 2005 expone la
produccién de un scFv a partir de una inmunoglobulina completa. KESHENG Y COL.: "Generation and characterization
of recombinant single chain Fv antibody that recognizes platelet glycoprotein Ib[alpha]" Thrombosis Research 109:2-3
1 de enero de 2003 expone el desarrollo de un formato scFv a partir de un anticuerpo monoclonal completo. CHENG
Y COL.: "Radioiodinated anti-TAG-72 non-covalently linked CC49 divalent single-chain Fv antibody - Molecular
Imaging and Contrast Agent Database (MICAD - NCBI Bookshelf" 7 de enero de 2008 expone el anticuerpo scFv
TAG72 para el epitopo especifico sialil-Tn denominado CC49. Lo que se necesita en la técnica es un scFv 3E8
estabilizado de forma sustancial.

RESUMEN

En esta invencion se describe un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a la glucoproteina 72 asociada
a tumor (TAG-72). El fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo variable monocatenario (scFv) que se
une al epitopo sialil-Tn de TAG-72, que comprende la SEQ ID NO: 1 0 2, segun la reivindicacion 1. En otra realizacion
de la presente invencion, se proporciona un fragmento de anticuerpo scFv que se une especificamente a la
glucoproteina-72 asociada a tumor (TAG-72) con mayor estabilidad en comparaciéon con el anticuerpo de longitud
completa (IgG) y/o dominios de unién a antigeno de fragmento (Fab), donde dicho fragmento de anticuerpo comprende
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una identidad del 90% con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, segun la reivindicacion 2. Otros aspectos de la
invencion se describen en las reivindicaciones dependientes. Cualquier aspecto que quede fuera de las
reivindicaciones se proporciona a modo de descripcion. El fragmento de anticuerpo puede comprender una region
variable de la cadena pesada que comprende la SEQ ID NO: 10, y una regién variable de la cadena ligera que
comprende la SEQ ID NO: 11.

También se describen secuencias de acido nucleico correspondientes a los fragmentos de anticuerpos descritos en
esta invencion que se unen especificamente a TAG-72. Por ejemplo, se describen secuencias de acido nucleico SEQ
ID NO: 7y SEQ ID NO: 8.

Se describen composiciones que comprenden los fragmentos de anticuerpos descritos en esta invenciéon que se unen
especificamente a TAG-72 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Se describen composiciones adecuadas para
el tratamiento del cancer que comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo que
se une especificamente a TAG-72.

Se describe ademas una composicion adecuada para la deteccion in vivo o in vitro de cancer que comprende una
cantidad diagndsticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-72.

Se describe un procedimiento para el tratamiento in vivo de un mamifero que tiene un cancer que expresa TAG-72
gue comprende una etapa consistente en administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicién que comprende un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-72.

Se describe un procedimiento de inmunodeteccion in vitro de células cancerosas que expresan TAG-72 que
comprende una etapa de puesta en contacto de las células cancerosas con una composicion adecuada de deteccion
in vitro de cancer que comprende una cantidad diagndsticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo que se une
especificamente a TAG- 72.

Se describe un procedimiento de inmunodeteccion in vivo de células cancerosas que expresan TAG-72 que
comprende una etapa de puesta en contacto de las células cancerosas con una composicion adecuada de deteccion
in vitro de cancer que comprende una cantidad diagnésticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo que se une
especificamente a TAG- 72.

En esta invencion se describe un procedimiento de tratamiento in vivo del cancer que comprende las etapas de: (a)
administracion por via intravenosa de un fragmento de anticuerpo marcado con radiondclido que se une
especificamente a TAG-72; (b) posteriormente deteccion de células tumorales usando una sonda de actividad de
radionuclidos; y (c) a continuacién eliminacion de las células tumorales detectadas por escision quirdrgica.

En esta invencion se describen kits que comprenden un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-
72 e instrucciones para su uso.

Se describe un procedimiento para fabricar un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-72, que
comprende: (a) cultivo de una célula aislada en condiciones tales que se exprese dicho fragmento de anticuerpo; y (b)
recuperacion de dicho fragmento de anticuerpo de la célula.

También se describen procedimientos para tratar el cancer que comprenden la administracion a un sujeto que lo
necesita de una composicion que comprende un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-72,
donde la fraccién efectora es un agente quimioterapéutico.

Se describe un procedimiento para pronosticar la recurrencia del cancer en un sujeto previamente tratado para el
cancer, comprendiendo el procedimiento: (a) aislamiento de una muestra biolégica que comprende células de un sujeto
con cancer; (b) puesta en contacto de la muestra bioldgica con una composiciéon que comprende un fragmento de
anticuerpo en condiciones suficientes para que la composicidon se una a un epitopo presente en un tumor y/o una
célula cancerosa, si esta presente, en la muestra biolégica; y (c) identificacion en la muestra biolégica de una o mas
células que se unen a la composicién que comprende un fragmento de anticuerpo que se une especificamente a TAG-
72, por lo que se pronostica la recurrencia de un cancer en el sujeto.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La figura 1 muestra un esquema que describe la produccion, exportacion y purificacion de scFv. El péptido de sefal

se muestra en rojo con el sitio de escision de TEV en azul. Debe tenerse en cuenta que la etiqueta 6xHis y la proteasa
TEV se eliminan mediante una segunda columna de agarosa Ni-NTA.
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La figura 2 muestra la purificacion de muestra de 3E8.scFv de pCOLD IV. Pista 1: Esferoplastos, Pista 2: Fraccion
periplasmica después de la unién de Ni-NTA, Pista 3: Lavado, Pista 4: 6xHis-TEV-3E8.scFv eluido, Pista 5: 3E8.scFv
después de la escision de la proteasa TEV para eliminar 6xHis-tag, Pista 6: Proteina purificada de Ni-NTA después
de la eliminacién de la proteasa TEV y 6xHis-tag.

Las figuras 3A y B muestran la purificacion de 3E8.scFv.Cys a partir de su fragmento proteolitico usando cromatografia
de intercambio catidnico. Las dos especies se eluyeron a partir de una columna Resource S a NaCl 450 y 600 mM,
con elucion primero del producto auténtico. Esto fue confirmado por SDS-PAGE. Las pistas 1 y 12 son de escalera
USB, Pista 2: 3E8.scFv.Cys antes de la cromatografia de intercambio idnico, Pistas 3-4: fracciones 1y 2, Pistas 5-8:
fracciones 3-6, Pistas 9-11: fracciones 7-9. El producto deseado se indica con un asterisco.

La figura 4 muestra la optimizacién de la extraccion del periplasma. Las fracciones osmética (O) y periplasmica (P) se
comparan en nueve procedimientos de purificacion. El procedimiento de lisozima modificado produjo los mejores
resultados. La banda tenue por encima del producto deseado es scFv con secuencia lider PelB. Cuando se digiere
con proteasa TEV, las dos bandas de proteinas se resuelven en una sola especie. Todas las muestras purificadas son
3E8.scFv de pCOLD IV en DH10B.

La figura 5 muestra la filtracion de gel de fragmentos de anticuerpos. CC49.scFv es una muestra heterogénea que
contiene mondmero y dimero. Ademas, el fragmento se eluye como una proteina ligeramente mas grande que su peso
molecular calculado, lo que muestra cierto grado de despliegue o expansion. El 3E8.scFv se eluye como una especie
unica con un peso molecular correspondiente a un mondémero bien plegado.

La figura 6 muestra la estabilidad de anticuerpos y fragmentos. A. La propension a la agregacion se mide al aumentar
la temperatura. 3E8.scFv tiene una estabilidad intermedia entre el CC49.scFv menos estable y el 3E8.19G mas estable.
B. HTTS muestra resultados similares a los referidos por DSLS, con una segunda transicion de desarrollo para
3E8.1gG. Los dominios de unién de 3E8.scFv y 3E8.I1gG se despliegan a 66°C.

La figura 7 muestra la unién de anticuerpos y fragmentos. A. El ensayo de inmunotransferencia puntual muestra que
tanto CC49.scFv como 3E8.scFv se unen a BSM (sialil-Tn), pero no a BSA. B. El ensayo de inhibicién con IgG
fluorescente y scFv no marcado muestra que el scFv se une ~ 16 veces menos intensamente que la IgG bivalente. (-
) * se realizé con IgG 0,25 yM sin BSM. (-)** se realiz6 usando fluoresceina libre en ausencia de anticuerpos. C.
Sensogramas SPR para cada variante.

La figura 8 muestra el ensayo de inmunotransferencia puntual usando peroxidasa de rabano picante como reportero.
En este caso, el scFv se une especificamente a la seccién de nitrocelulosa que se sometié a inmunotransferencia con
mucina que contenia el epitopo TAG-72. El color marrén es el resultado de la reacciéon quimica catalizada por la
peroxidasa de rabano picante, que esta unida al scFv por la interaccion biotina-estreptavidina.

La figura 9 muestra la tincién inmunohistoquimica del cancer de colon humano. El scFyv tifie intensamente la mucina
extracelular y las vacuolas intracelulares que contienen el epitopo TAG-72.

La figura 10 muestra la NHS-PEGilacion de 3E8.scFv. Pista 1: Escalera USB, Pistas 2 y 3: Fragmento de anticuerpo
no modificado, Pista 4: Reaccion con exceso molar de 5 veces de PEG, Pista 5: Reaccién con exceso molar de 20
veces de PEG.

La figura 11 muestra el marcado fluorescente de fragmentos de anticuerpos con y sin etiquetas 6x-His. Las muestras
con etiquetas de hexahistidina (3E8H6d y CC49H6d) generan sefiales mas intensas debido a las mayores
concentraciones de fragmento de anticuerpo.

La figura 12 muestra la PEGilacion especifica de 3E8.scFv.Cys. El fragmento de anticuerpo se marcé especificamente
en el residuo de cisteina en el extremo C usando quimica de maleimida. El scFv estaba casi cuantitativamente
PEGilado. Pista 1: parcialmente purificado, reducido 3E8.scFv.Cys, Pista 2: 3E8.scFv.Cys PEGilado. Pista 3: no
relacionado. Pista 4: escalera.

La figura 13 muestra la caracterizacion biofisica de 3E8.scFv.

La figura 14 muestra estudios de union para 3E8.scFv. Una union estimada del 50% a 4 uM, es decir, 3E8.scFv es
aproximadamente un ligante 16 veces peor que 3E8.19G (KD = 0,65 nM) por lo que su KD estimado = 10,4 nM.

La figura 15 muestra la resonancia por plasmones superficiales.

La figura 16 muestra la inmunohistoquimica. La biotina unida a 3E8.scFv a través de lisinas se puede acoplar a un
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complejo enzimatico cromogénico que produce un producto marrén. Usando este esquema, se puede visualizar
3E8.scFv unido a su epitopo. Los histélogos pueden usar esta técnica para analizar muestras quirtrgicas para
determinar el éxito de los procedimientos quirurgicos.

La figura 17 muestra los resultados de PEGilacién. Se muestran las PEGilaciones de T4L con PEG de 2 kDa. Los
PEG polidispersados producen manchas de productos PEGilados; los PEG discretos producen una escalera de
distintos productos PEGilados.

La figura 18 muestra el disacarido Sialil-Tn y la proteina TAG-72.

La figura 19 muestra armazones de anticuerpos representados en gris unidos al antigeno (estrellas negras). También
se muestra el esquema del gen scFv.

La figura 20 muestra la estructura de ScFv, A. Los analisis de longitud de onda de CD de scFv es consistente con el
pliegue del dominio de inmunoglobulina. B. La filtracién de gel muestra una sola especie monomérica para 3E8.scFv,
pero CC49 esta ligeramente expandido y existe como un scFv.

La figura 21 muestra que la mucina es una gran glucoproteina expresada y secretada por células sanas y enfermas.
Se ha demostrado que la mucina de los adenocarcinomas sobreexpresa el disacarido, sialil-Tn. Este epitopo esta
dirigido con anticuerpos y fragmentos de anticuerpos.

Las figuras 22A y 22B muestran la PEGilacion. figura 22A: Modelo de 3E8.scFv: las regiones determinantes
complementarias son los bucles responsables de la unién del antigeno. La cisteina en el extremo C se muestra en
esferas azules opuestas al sitio de union. figura 22B: La PEGilacion aumenta el radio hidrodinamico de las proteinas,
puede reducir la inmunogenicidad, disminuir la agregacion y proteger el fragmento de anticuerpo de las proteasas
séricas.

La figura 23 muestra la modelizacién en bruto de 3E8.scFv que revela cuatro lisinas dentro de las CDR responsables
de la unién al antigeno.

La figura 24 muestra 3E8cys.scFv PEGilado. Los fragmentos de anticuerpos modificados se muestran en un gel SDS-
PAGE. Las muestras de 40 kD se cargan en concentraciones 2x y 1x. Los polimeros PEG no interaccionan
intensamente con SDS; por lo tanto, sus masas aparentes son anémalas por SDS-PAGE en comparacion con las
escaleras de proteinas. Se muestra un PEG de 1,8 kD lineal y ramificado.

La figura 25 muestra réplicas de 3E8cys.scFv + unidon de Y-40 kD a TAG-72 inmovilizada en papel de nitrocelulosa. El
antigeno se observé en la esquina del papel indicado por la marca de lapiz. El extremo derecho es el control negativo,
donde se realizaron todas las etapas experimentales, pero el papel se incubd con tampén en lugar de fragmento de
anticuerpo.

La figura 26 muestra la correlacion entre las vidas medias en suero y estudio de imagen microTEP/TC. La radiactividad
de la sangre (%ID) de cada ratén individual se representa con respecto a su intensidad tumoral normalizada en
estudios de imagen TEP. Panel superior, estudio de imagen microTEP/TC a las 5 h; panel inferior, estudio de imagen
microTEP/TC a las 24 h. 5 y 24h son los puntos temporales apropiados para un radiofarmaco 23|-SPECT/TC.

La figura 27 muestra que 3E8cys.scFv se conjugd con un PEG lineal de 30 kD. Se PEGilaron y purificaron tres partes
alicuotas de fragmentos de anticuerpos. La muestra C proporcioné el mayor rendimiento y pureza, por lo tanto, se usé
para estudios de imagen de tumores.

La figura 28 muestra que las vidas medias en suero se pueden ajustar con la conjugacion de polietilenglicol (PEG).
Los fragmentos de anticuerpos PEGilados se muestran usando lisinas (quimica de éster NHS) y cisteinas (quimica de
maleimida).

Las figuras 29A-C muestran la reseccion quirdrgica de prueba de concepto con estudio de imagen intraoperatorio a
través del fragmento de anticuerpo marcado con 123I. A. Imagen tomada antes de la cirugia (tumores con flechas). B.
Se toma una segunda imagen para evaluar el procedimiento quirdrgico. Puede observarse que el tumor residual
permanece en el flanco derecho. C. Imagen tomada después de la eliminacion completa del tejido canceroso.
DESCRIPCION DETALLADA

Las composiciones y los procedimientos descritos en esta invencion pueden entenderse mas facilmente por referencia
a la siguiente descripcion detallada de los aspectos especificos de la materia descrita y a los Ejemplos y figuras
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incluidos en esta invencion.

Antes de divulgar y describir las presentes composiciones y procedimientos, debe entenderse que los aspectos
descritos a continuacion no se limitan a los procedimientos especificos de sintesis o a los reactivos especificos, dado
que estos, por supuesto, varian. También se debe entender que la terminologia usada en esta invencion tiene el
proposito de describir realizaciones concretas y no pretende ser limitante.

Ademas, a lo largo de la presente memoria descriptiva se hace referencia a diversas publicaciones.
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta invencion tienen el mismo
significado que entiende comunmente un experto en la materia. Procedimientos y materiales similares o equivalentes
a los descritos en esta invencion se pueden usar en la practica o en las pruebas de la presente descripcion. En la
presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones que siguen se hara referencia a una serie de términos que se
definiran con los siguientes significados:

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la palabra "comprender" y otras formas de la palabra, tales
como "que comprende" y "comprende" significa que incluye, pero no se limita a, y no pretende excluir, por ejemplo,
otros aditivos, componentes, nimeros enteros o etapas.

Tal como se usan en la descripcidn y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular “un”, “una” y “el/la”
incluyen las referencias en plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia
a "un anticuerpo” incluye mezclas de dos o mas anticuerpos, la referencia a "una composicion" incluye mezclas de
dos 0 mas composiciones.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el hecho o circunstancia descrito a continuaciéon puede ocurrir 0 no, y que
la descripcion incluye casos en que el hecho o circunstancia tiene lugar y los casos en los que no.

A menos que se indique lo contrario, se debe comprender que todas las cifras que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccién y otras usadas en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones se
encuentran modificadas en todos los casos por la expresion "aproximadamente". Tal como se usa en esta invencion,
se entiende que el término "aproximadamente", cuando se refiere a un valor mensurable tal como una cantidad de
masa, peso, tiempo, volumen, concentracion o porcentaje, comprende variaciones de en algunas realizaciones +20%,
en algunas realizaciones *10%, en algunas realizaciones 15%, en algunas realizaciones +1%, en algunas
realizaciones +0,5% y en algunas realizaciones 10,1% con respecto a la cantidad especificada, ya que dichas
variaciones son apropiadas para realizar los procedimientos descritos y/o emplear las composiciones descritas. Por
consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los parametros numéricos que se indican en la presente memoria
descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones que pueden variar segun las propiedades deseadas
que se busque obtener con la descripcion.

Tal como se usa en esta invencion, el término "y/0" cuando se usa en el contexto de una lista de entidades, se refiere
a las entidades que estan presentes individualmente o en combinacion. Asi, por ejemplo, la frase "A, B, C y/o D"
incluye A, B, C y D individualmente, pero también incluye todas y cada una de las combinaciones y subcombinaciones
de A, B,CyD.

Con respecto a los términos "que comprende”, "que consiste en" y "que consiste esencialmente en", cuando uno de
estos tres términos se usa en esta invencion, el objeto descrito y reivindicado puede incluir el uso de cualquiera de los
otros dos términos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el objeto descrito se refiere a composiciones que
comprenden anticuerpos. Un experto en la materia entendera, después de revisar la presente descripcion, que el
objeto descrito comprende asi composiciones que consisten esencialmente en los anticuerpos del objeto descrito en
esta invencioén, asi como composiciones que consisten en los anticuerpos del objeto descrito en esta invencion.

El término "sujeto", tal como se usa en esta invencion, se refiere a un miembro de cualquier especie de invertebrado
o vertebrado. En consecuencia, el término "sujeto" pretende comprender en algunas realizaciones a cualquier miembro
del reino Animalia, incluidos, entre otros, el filo Chordata (por ejemplo, miembros de las clases Osteichythyes (peces
6seos), Amphibia (anfibios), Reptilia (reptiles), Aves (aves) y Mammalia (mamiferos), y todos los érdenes y familias
incluidas en los mismos.

Las composiciones y procedimientos del objeto descrito son especialmente Utiles para vertebrados de sangre caliente.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, el objeto descrito se refiere a mamiferos y aves. Mas en particular se
proporcionan composiciones y procedimientos derivados de y/o para su uso en mamiferos tales como seres humanos
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y otros primates, asi como aquellos mamiferos importantes debido a su peligro de extincion (como los tigres
siberianos), de importancia econdémica (animales criados en granjas para consumo humano) y/o de importancia social
(animales mantenidos como mascotas o en zooldgicos) para los seres humanos, por ejemplo, carnivoros que no sean
humanos (como gatos y perros), porcinos (cerdos, cerdos salvajes y jabalies), rumiantes (como vacas, bueyes, ovejas,
jirafas, ciervos, cabras, bisontes y camellos), roedores (como ratones, ratas y conejos), marsupiales y caballos.
También se proporciona el uso de los procedimientos y composiciones descritos en aves, incluidos los tipos de aves
en peligro de extincién, mantenidas en zooldgicos, asi como aves, y mas particularmente aves domesticadas, por
ejemplo, aves de corral, como pavos, pollos, patos, gansos y gallinas de Guinea, ya que también son de importancia
econdmica para los seres humanos. Por lo tanto, también se proporciona el uso de los procedimientos y composiciones
descritos en ganado, que incluyen, pero no se limitan a cerdos domesticados (cerdos y cerdos salvajes), rumiantes,
caballos y aves de corral.

Anédlogamente, todos los genes, nombres de genes y productos génicos descritos en esta invencion pretenden
corresponder a homodlogos de cualquier especie para la cual son aplicables las composiciones y procedimientos
descritos en esta invencién. Asi, los términos incluyen, pero no se limitan a, genes y productos génicos de seres
humanos y ratones. Se entiende que cuando se describe un gen o producto génico de una especie en particular, esta
descripcion pretende ser solo ilustrativa, y no debe interpretarse como una limitacién a menos que el contexto donde
aparece lo indique claramente. Asi, por ejemplo, para los genes presentados en GENBANK® n.° acceso: AAA60019
y NP_004976, las secuencias de aminoacidos humanos descritas pretenden comprender genes y productos génicos
homélogos de otros animales lo que incluye, pero no se limita a, otros mamiferos, peces, anfibios, reptiles y aves.
También se incluyen todas y cada una de las secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de aminoacidos
descritas, incluidas, entre otras, las descritas en las correspondientes entradas de GENBANK® (es decir, J05582.1 y
NM_004985, respectivamente).

Los términos "cancer" y "tumor" se usan indistintamente en esta invencion y pueden referirse tanto a tumores sélidos
primarios como a metastasis y carcinomas de cualquier tejido en un sujeto, lo que incluye, pero no se limita a, mama;
colon; recto; pulmén; orofaringe; hipofaringe eséfago; estbmago; pancreas; higado; vesicula biliar; conductos biliares;
intestino delgado; vias urinarias que incluyen rifiidn, vejiga y urotelio; aparato genital femenino que incluye cuello
uterino, utero, ovarios (por ejemplo, coriocarcinoma y enfermedad trofoblastica gestacional); aparato genital masculino
que incluye prostata, vesiculas seminales, testiculos y tumores de células germinales; glandulas endocrinas que
incluyen tiroides, glandulas suprarrenales e hipdfisis; piel (por ejemplo, hemangiomas y melanomas), huesos o tejidos
blandos; vasos sanguineos (por ejemplo, sarcoma de Kaposi); encéfalo, nervios, ojos y meninges (por ejemplo,
astrocitomas, gliomas, glioblastomas, retinoblastomas, neuromas, neuroblastomas, schwannomas y meningiomas).
Tal como se usa en esta invencion, los términos "cancer" y" tumor" también pretenden referirse a tumores
multicelulares, asi como a células neoplasicas o preneoplasicas individuales. En algunas realizaciones, un cancer o
un tumor comprende un cancer o tumor de un tejido epitelial tal como, pero sin limitarse a, un carcinoma. En algunas
realizaciones, un tumor es un adenocarcinoma, que en algunas realizaciones es un adenocarcinoma de pancreas,
mama, ovario, colon o recto, y/o una célula metastasica derivada de los mismos.

Tal como se usa en esta invencion en el contexto de las moléculas, el término "efector” se refiere a cualquier molécula
o combinacion de moléculas cuya actividad se desea suministrar y/o localizar en una celda. Los efectores incluyen,
sin limitarse a, marcadores, citotoxinas, enzimas, factores de crecimiento, factores de transcripcién, farmacos, etc.

Tal como se usa en esta invencion en el contexto de las células del sistema inmunitario, el término "efector" se refiere
a una célula del sistema inmunitario que puede ser inducida a realizar una funcién especifica asociada con una
respuesta inmunitaria a un estimulo. Las células efectoras ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, células citoliticas
naturales (NK) y linfocitos T citotdxicos (linfocitos Tc).

Tal como se usa en esta invencion, el término "vector de expresion" se refiere a una secuencia de ADN capaz de dirigir
la expresion de una secuencia de nucledtidos particular en una célula hospedadora apropiada, que comprende un
promotor unido operativamente a la secuencia de nucleétidos de interés que esta operativamente vinculada a las
sefiales de terminacion. El vector también puede contener secuencias requeridas para la traduccién adecuada de la
secuencia de nucleoétidos. La construccion que comprende la secuencia de nucleoétidos de interés puede ser quimérica.
La construccion también puede ser tal que se produzca de forma natural, pero se ha obtenido en una forma
recombinante Util para la expresion heteréloga.

Tal como se usa en esta invencion, el término "hibridoma" se refiere a una célula o linea celular que se produce en el
laboratorio a partir de la fusién de un linfocito productor de anticuerpos y una célula cancerosa no productora de
anticuerpos, generalmente una célula de mieloma o linfoma. Como es conocido para los expertos en la materia, un
hibridoma puede proliferar y producir un suministro continuo de un anticuerpo monoclonal especifico. Los
procedimientos para generar hibridomas son conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988).
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Tal como se usan en esta invencion, los términos "operativamente unidos" y "operablemente unidos" se refieren a
elementos reguladores de la transcripcion (tales como, sin limitarse a, secuencias promotoras, secuencias
terminadoras de la transcripcion, etc.) que estan conectados a una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, una
secuencia de codificacion o marco de lectura abierto) de tal manera que la transcripcion de la secuencia de nucleétidos
esté controlada y regulada por ese elemento regulador transcripcional. De manera similar, se dice que una secuencia
de nucledtidos esta bajo el "control transcripcional" de un promotor al que esta unida operativamente. En la técnica se
conocen técnicas para unir operativamente una regiéon promotora a una secuencia de nucledétidos.

Tal como se usa en esta invencion, el término "profarmaco” se refiere a un analogo y/o un precursor de un farmaco
(por ejemplo, un agente citotdxico) que carece sustancialmente de la actividad bioldgica del farmaco (por ejemplo, una
actividad citotdxica) hasta que se somete a una etapa de activacion. Las etapas de activacion pueden incluir escision
enzimatica, etapas de activacion quimica como la exposicion a un reductor y/o etapas de activacion fisica como la
fotdlisis. En algunas realizaciones, la activacion ocurre in vivo dentro del organismo de un sujeto,

Tal como se usa en esta invencion, el término "anticuerpo” se refiere a un polipéptido que consiste en uno o mas
polipéptidos codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina.
Los genes de inmunoglobulina incluyen normalmente los genes de region constante kappa (k), lambda (A), alfa (a),
gamma (y), delta (d), épsilon (¢) y mu (u), asi como infinidad de genes de regién variable de inmunoglobulina. Las
cadenas ligeras se clasifican como k o A. Las cadenas pesadas se clasifican como vy, 4, a, d 0 €, que definen a su vez
las clases de inmunoglobulina IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Otras especies tienen otros genes de cadena
ligera y pesada (por ejemplo, algunas aves produjeron lo que se conoce como IgY, que es un tipo de inmunoglobulina
que las gallinas depositan en las yemas de sus huevos), que estan incluidos de manera similar por el objeto descrito.
En algunas realizaciones, el término "anticuerpo” se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo
que esta presente en un antigeno tumoral.

Se sabe que una unidad estructural de inmunoglobulina (anticuerpo) tipica comprende un tetramero. Cada tetramero
esta compuesto normalmente por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena
"ligera" (que tiene normalmente un peso molecular de alrededor de 25 kiloDalton (kDa)) y una cadena "pesada” (que
tiene normalmente un peso molecular de alrededor de 50-70 kDa). Los dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos
se mantienen unidos en forma dimérica mediante enlaces disulfuro que estan presentes dentro de la region de la
cadena pesada. El extremo N de cada cadena define una region variable de alrededor de 100 a 110 o mas aminoacidos
principalmente responsables del reconocimiento de antigenos (a veces referidos como "paratopos"). Los términos
cadena ligera variable (VL) y cadena pesada variable (VH) se refieren a estas cadenas ligera y pesada
respectivamente.

Los anticuerpos existen, por ejemplo, como inmunoglobulinas intactas o como una cantidad de fragmentos bien
caracterizados que pueden producirse mediante digestion con diversas peptidasas. Por ejemplo, la digestion de una
molécula de anticuerpo con papaina escinde el anticuerpo en una posicion en el extremo N de los enlaces disulfuro.
Asi se producen tres fragmentos: dos fragmentos "Fab" idénticos, que tienen una cadena ligera y el extremo N de la
cadena pesada, y un fragmento "Fc" que incluye el extremo C de las cadenas pesadas unidas por los enlaces disulfuro.
La pepsina, por otro lado, digiere un anticuerpo en el extremo C para el enlace disulfuro en la regién bisagra para
producir un fragmento conocido como fragmento "F(ab)'2", que es un dimero de los fragmentos Fab unidos por el
enlace disulfuro. El F(ab)'2 se puede reducir en condiciones moderadas para romper el enlace disulfuro en la region
bisagra y asi convertir el dimero (Fab')2 en un monémero de "Fab™. El mondmero Fab 'es esencialmente un fragmento
Fab con parte de la region bisagra (véase, por ejemplo, Paul, 1993, para una descripcion mas detallada de otros
fragmentos de anticuerpos). Con respecto a estos diversos fragmentos, los fragmentos Fab, F (ab')2 y Fab' incluyen
al menos un dominio de unién a antigeno intacto (paratopo), y por lo tanto son capaces de unirse a antigenos.

Si bien diversos fragmentos de anticuerpos se definen en términos de la digestiéon de un anticuerpo intacto, un experto
en la materia observara que varios de estos fragmentos (lo que incluye, pero no se limita a, fragmentos Fab') pueden
sintetizarse de novo quimicamente o usando metodologia de ADN recombinante. Por lo tanto, el término "anticuerpo”,
tal como se usa en esta invencion, incluye fragmentos de anticuerpos producidos por modificacién de los anticuerpos
completos y/o sintetizados de novo usando metodologias de ADN recombinante. En algunas realizaciones, el término
"anticuerpo” comprende un fragmento que tiene al menos un dominio de unién a antigeno (paratopo).

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Tal como se usa en esta invencion, el término "policlonal”
se refiere a anticuerpos que estan presentes juntos en una coleccion dada de anticuerpos y que se derivan de
diferentes células productoras de anticuerpos (por ejemplo, linfocitos B). Los anticuerpos policlonales de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, aquellos anticuerpos que se unen a un antigeno particular y que se encuentran en la
sangre de un animal después de que ese animal haya producido una respuesta inmunitaria contra el antigeno. Sin
embargo, se entiende que una preparacion policlonal de anticuerpos también se puede preparar artificialmente
mezclando al menos dos anticuerpos no idénticos. Por lo tanto, los anticuerpos policlonales incluyen normalmente
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diferentes anticuerpos que se dirigen contra (es decir, se unen a) los mismos y/o diferentes epitopos (a veces
denominados "determinante antigénico" o simplemente "determinante") de cualquier antigeno dado.

Tal como se usa en esta invencion, el término "monoclonal”" se refiere a una sola especie de anticuerpo y/o una
poblacién sustancialmente homogénea de una sola especie de anticuerpo. Dicho de otra manera, "monoclonal" se
refiere a anticuerpos individuales o poblaciones de anticuerpos individuales en los cuales los anticuerpos son idénticos
en especificidad y afinidad, excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades
menores. Normalmente, un anticuerpo monoclonal (AMc o AMoc) es generado por un solo linfocito B o una célula de
progenie del mismo (aunque el objeto descrito en esta invencion también comprende anticuerpos "monoclonales" que
se producen mediante técnicas de biologia molecular como se describe en esta invencion). Los anticuerpos
monoclonales (AMc o AMoc) son altamente especificos, y se dirigen contra un Unico sitio antigénico. Ademas, en
contraste con las preparaciones de anticuerpos policlonales, un AMc dado se dirige normalmente contra un Unico
epitopo en el antigeno.

Ademas de su especificidad, los AMc pueden ser ventajosos para algunos fines, ya que pueden ser sintetizados sin
contaminar por otros anticuerpos. Sin embargo, el adjetivo "monoclonal”" no debe interpretarse como que requiere la
produccién del anticuerpo por ningun procedimiento en particular. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los AMc del
objeto descrito en esta invencién se preparan usando la metodologia de hibridoma descrita por primera vez por Kohler
y col.,, 1975, y en algunas realizaciones se preparan usando procedimientos de ADN recombinante en células
procariotas o eucariotas (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.° 4.816.567). Los AMc también pueden aislarse
a partir de bibliotecas de anticuerpos de fagos.

Los anticuerpos, fragmentos y derivados del objeto descrito en esta invencién también pueden incluir anticuerpos
quiméricos. Tal como se usa en esta invencién en el contexto de anticuerpos, el término "quimérico", y sus variantes
gramaticales, se refiere a derivados de anticuerpos que tienen regiones constantes derivadas sustancial o
exclusivamente de regiones constantes de anticuerpos de una especie y regiones variables derivadas sustancial o
exclusivamente de la secuencia de la region variable de otra especie.

La regién variable permite que un anticuerpo reconozca selectivamente y se una especificamente a los epitopos de
los antigenos. Es decir, el dominio VL y el dominio VH, o el subconjunto de las regiones de determinacion de
complementariedad (CDR) dentro de estos dominios variables de un anticuerpo se combinan para formar la regién
variable que define un sitio de unién al antigeno tridimensional. Esta estructura de anticuerpo cuaternario forma el sitio
de unién a antigenos presente en el extremo de cada brazo del anticuerpo. Mas especificamente, el sitio de unién a
antigenos esta definido por tres CDR en cada una de las cadenas VH y VL. En algunos casos, por ejemplo, algunas
moléculas de inmunoglobulina derivadas de especies de camélidos o modificadas genéticamente con base en
inmunoglobulinas de camélidos, una molécula de inmunoglobulina completa puede consistir Gnicamente en cadenas
pesadas, sin cadenas ligeras.

En los anticuerpos de ocurrencia natural hay seis CDR presentes en cada dominio de unién al antigeno que son
secuencias cortas y no contiguas de aminoacidos que estan colocadas especificamente para formar el dominio de
unién al antigeno a medida que el anticuerpo asume su configuracion tridimensional. en un entorno acuoso El resto
de los aminoacidos en los dominios de union al antigeno, a los que se hace referencia como regiones "marco”, muestra
menos variabilidad intermolecular. Las regiones marco adoptan en gran medida conformacién B-lamina y las CDR
forman bucles que se conectan y, en algunos casos, forman parte de la estructura -lamina. De este modo, las regiones
marco actuan para formar una estructura que proporciona el posicionamiento de las CDR en una orientacién correcta
mediante interacciones no covalentes entre cadenas. El dominio de unién al antigeno formado por las CDR
posicionadas define una superficie complementaria al epitopo en el antigeno inmunorreactivo. Esta superficie
complementaria promueve la unién no covalente del anticuerpo a su epitopo afin. Los aminoacidos que comprenden
las CDR vy las regiones marco, respectivamente, se pueden identificar facilmente para cualquier dominio variable de
cadena ligera o pesada determinado por un experto en la materia, dado que estos han sido definidos con precision
(véase, por ejemplo, Chothia y Lesk, 1987; Kabat y col., 1991; Martin, 1996; Johnson y Wu, 2000).

Un tipo particular de anticuerpo quimérico es un anticuerpo "humanizado”, donde los anticuerpos se producen
sustituyendo las CDR de, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, por las CDR de un anticuerpo humano (véase, por
ejemplo, publicaciéon de solicitud de patente internacional PCT n.° WO 1992/22653). Por lo tanto, en algunas
realizaciones, un anticuerpo humanizado tiene regiones constantes y regiones variables distintas de las CDR que se
derivan sustancial o exclusivamente de las regiones correspondientes de un anticuerpo humano, y las CDR que se
derivan sustancial o exclusivamente de un mamifero distinto de un ser humano.

Los anticuerpos del objeto descrito en esta invencién pueden ser anticuerpos monocatenarios y fragmentos de

anticuerpos monocatenarios, tales como fragmentos variables monocatenarios. Los fragmentos de anticuerpos
monocatenarios contienen secuencias de aminoacidos que tienen al menos una de las regiones variables y/o CDR de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 800 602 T3

los anticuerpos completos descritos en esta invencion, pero carecen de algunos o todos los dominios constantes de
esos anticuerpos. Estos dominios constantes no son necesarios para la unién al antigeno, pero constituyen una parte
importante de la estructura de los anticuerpos completos. En la presente invencion, las SEQ ID NO: 10 y 11 constituyen
los fragmentos de la cadena ligera y la cadena pesada.

Los fragmentos de anticuerpos monocatenarios pueden superar algunos de los problemas asociados con el uso de
anticuerpos que contienen una parte o la totalidad de un dominio constante. Por ejemplo, los fragmentos de
anticuerpos monocatenarios suelen estar libres de interacciones no deseadas entre moléculas biologicas y la region
constante de cadena pesada, y/u otras actividades biolégicas no deseadas. Ademas, los fragmentos de anticuerpos
monocatenarios son considerablemente mas pequefios que los anticuerpos completos y, por lo tanto, pueden
caracterizarse por una mayor permeabilidad capilar que los anticuerpos completos, lo que permite que los fragmentos
de anticuerpos monocatenarios se localicen y se unan a los sitios de unién a antigeno mas eficientemente. Ademas,
los fragmentos de anticuerpos se pueden producir a una escala relativamente grande en las células procariotas, lo
que facilita su produccion. Ademas, el tamafo relativamente pequefio de los fragmentos de anticuerpos
monocatenarios los hace menos propensos que los anticuerpos completos a provocar una respuesta inmunitaria en
un receptor. Los fragmentos de anticuerpos monocatenarios del objeto descrito en esta invencion incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos de fragmentos monocatenarios variables (scFv) y derivados de los mismos, tales como, pero sin
limitarse a, di-scFv en tandem, tri-scFv en tandem, minianticuerpos y minicuerpos.

Los fragmentos Fv corresponden a los fragmentos variables en el extremo N de las cadenas pesadas vy ligeras de
inmunoglobulina. Los fragmentos Fv parecen tener menor energia de interaccion de sus dos cadenas que los
fragmentos Fab. Para estabilizar la asociacion de los dominios VH y VL, se pueden vincular con péptidos (véase, por
ejemplo, Bird y col., 1988; Huston y col., 1988), puentes disulfuro (véase, por ejemplo, Glockshuber y col., 1990), y/o
mutaciones de "botdn en ojal" ("knob in hole") (véase, por ejemplo, Zhu y col., 1997). Los fragmentos ScFv pueden
producirse mediante procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Whitlow y col.,
1991; Huston y col., 1993).

Un "fragmento variable monocatenario” (scFv) es una proteina de fusion de las regiones variables de las cadenas
pesadas (VH) y ligeras (VL) de las inmunoglobulinas, conectadas con un péptido enlazador corto. El enlazador puede
ser rico en glicina para flexibilidad, asi como en serina o treonina para solubilidad, y puede conectar el extremo N de
la VH con el extremo C de la VL o viceversa. Esta proteina conserva la especificidad de la inmunoglobulina original, a
pesar de la eliminacion de las regiones constantes y la introduccidn del enlazador. scFv puede producirse en células
bacterianas como E. coli o en células eucariotas.

Procedimientos y composiciones
scFv y &cidos nucleicos de los mismos

En esta invencion se describen scFv que se unen especificamente a la glucoproteina 72 asociada a tumor (TAG-72).
Aun mas especificamente, pueden unirse al epitopo sialil-Tn de TAG-72. Estos scFv altamente estables, de alta
afinidad y que se expresan bacterianamente son capaces de unirse especificamente a un epitopo de glucoformo sialil-
Tn encontrado en TAG-72, una glucoproteina de tipo mucina encontrada en adenocarcinomas humanos. Este epitopo
rara vez se expresa en el microentorno del tejido sano y, por lo tanto, proporciona una diana especifica para estudio
de imagen y deteccion. Los anticuerpos radiomarcados que se unen especificamente a Sialil-Tn permiten estudios de
imagen a nivel molecular y proporcionan la capacidad de mejorar la atencién al paciente. Diversas moléculas, B72.3,
CC49, huCC49, 3E8, demuestran la utilidad de los anticuerpos anti-TAG-72 en el diagnéstico y la imagenologia del
cancer.

En esta invencion se describen 3E8.scFv, un scFv que incorpora componentes del sitio estructural y de unién de un
scFv CC49y el anticuerpo 3E8, asi como otras caracteristicas de secuencia para la expresion y purificacion bacteriana.
También se describe en esta invencion la secuencia de ADN, la secuencia de proteinas y el procedimiento de
expresion y purificaciéon de Escherichia coli.

En esta invencion se muestra la estabilidad del scFv y su unién a TAG-72 en mucina. También se muestra el uso de
3E8.scFv biotinilado en inmunohistoquimica contra una muestra de cancer de colon humano. Finalmente, en esta
invencién se describe la construccién de un mutante Cys en el extremo C, 3E8.scFv.Cys, y se demuestra que puede
conjugarse especificamente con un PEG de maleimida. Dado que 3E8.scFv se deriva de un anticuerpo humanizado,
no es probable que provoque una respuesta inmunitaria humana.

Los scFv descritos en esta invencion tienen las siguientes propiedades: union estrecha y especifica al epitopo del

cancer, sialil-Tn (Thor 1986; Thor 1987), mayor estabilidad para una vida util mas larga, rendimiento durante la
aplicacion, resistencia a las proteasas séricas; expresion mejorada y purificacion de bacterias; susceptibilidad a una
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mayor ingenieria; inmunogenicidad reducida; y una mayor penetracion en el tejido sobre anticuerpos de longitud
completa (IgG) y dominios de union a antigeno de fragmento (Fab) (Yokota 1992). Varias de estas propiedades existen
en una o mas proteinas de unién a sialil-Tn, pero hasta la fecha, ninguna molécula combina todas las caracteristicas
deseadas (Colcher 1999; Yoon 20086).

Especificamente, los scFv descritos en esta invencion pueden tener una vida utilde 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10,11 012
semanas, 03,4,5,6,7,8,9,10,11 012 meses, 01, 2, 3,4,5,6,7,8,90 10 afios mas que un anticuerpo de longitud
completa (IgG) o dominio Fab. Los scFv descritos en esta invencion pueden ser 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 veces, o
cualquier cantidad mas pequefia, mas grande o intermedia, mas resistentes a las proteasas séricas. Pueden tener 2,
3,4,5,6,7,8,9 o0 10 veces, o cualquier cantidad menor, mayor o intermedia, de inmunogenicidad reducida en
comparacién con un dominio IgG o Fab de longitud completa. Pueden tener 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 veces, o cualquier
cantidad menor, mayor o intermedia, de aumento de penetracién en los tejidos en comparacién con un dominio IgG o
Fab de longitud completa. Pueden tener 1, 2 0 3 o0 mas de estas caracteristicas.

Para generar un agente de deteccién y estudio de imagen del cancer con las caracteristicas anteriores, se disefié un
fragmento variable monocatenario (scFv) (las SEQ ID NOS 1 y 2 son ejemplos). Los anticuerpos de longitud completa
son grandes (~160 kDa) y poseen funciones efectoras innatas que no son necesarias ni deseables para el estudio de
imagen y la deteccion (reciclaje de FcRn e internalizacion celular, citotoxicidad, etc.). Los fragmentos variables
monocatenarios carecen de los dominios constantes responsables de las funciones efectoras, pero mantienen los
dominios de unién al antigeno completos (Bird, 1988). Su pequefio tamafo (~25 kDa) y su falta de complejidad son
mas propensos a la produccion bacteriana y a la ingenieria y deteccidn de alto rendimiento (Sandhu 1992; Pini 2000).
Ademas, la compacidad de los scFv y la falta de absorcidn celular mejoran la penetracion del tejido y proporcionan
semividas en suero mas flexibles. Las tasas de eliminacion son mas rapidas que las IgG que se desean cuando se
usan radionuclidos dafiinos, pero pueden extenderse mediante PEGilacién para complementar un emparejamiento
mas amplio de is6topos (Yang 2003). Los scFv inspirados en 3E8 descritos en esta invencién estan humanizados para
una inmunogenicidad reducida, se expresan bien en bacterias, son 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16
17, 18, 19 0 20°C mas estables que el CC49.scFv clinicamente probado y se unen al antigeno sialil-Tn con baja
afinidad nanomolar.

Los scFv descritos en esta invencion se pueden preparar de varias maneras, como apreciara un experto en la materia.
En su forma mas esencial, el fragmento de anticuerpos puede comprender una regién variable de cadena pesada que
comprende la SEQ ID NO: 10, y una region variable de cadena ligera que comprende la SEQ ID NO: 11, o un fragmento
de la SEQ ID NO: 10 y 11. Por ejemplo, se puede producir un scFv que tiene 60, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98 0 99% de identidad con la SEQ ID NO: 10, y 60, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% de identidad con
la SEQ ID NO: 11. El scFv puede ser funcionalmente equivalente a los encontrados en las SEQ ID NO: 10 y 11.

Los scFv pueden tener una afinidad de unién a antigeno por sialil-Tn que es al menos un 25% de 3E8. 3E8 ha
demostrado un efecto terapéutico antitumoral en ratones atimicos con xenoinjertos de adenocarcinoma de colon
humano (Yoon 2006).

El objeto descrito en esta invenciéon incluye equivalentes funcionales de los anticuerpos del objeto descrito en esta
invencién. Tal como se usa en esta invencion, la frase "equivalente funcional", cuando se refiere a un anticuerpo, se
refiere a una molécula que tiene caracteristicas de uniéon que son comparables a las de un anticuerpo dado. En algunas
realizaciones, los anticuerpos quimerizados, humanizados y monocatenarios, asi como sus fragmentos, se consideran
equivalentes funcionales de los anticuerpos correspondientes en los que se basan.

Los equivalentes funcionales también incluyen polipéptidos con secuencias de aminoacidos sustancialmente iguales
a la secuencia de aminoacidos de las regiones variables o hipervariables de los anticuerpos del objeto descrito en esta
invencion. Tal como se usa en esta invencion con respecto al secuencias de acidos nucleicos y/o de aminoacidos, la
frase "sustancialmente igual" se refiere a una biosecuencia con en algunas realizaciones al menos el 80%, en algunas
realizaciones al menos el 85%, en algunas realizaciones al menos aproximadamente el 90%, en algunas realizaciones
al menos el 91%, en algunas realizaciones al menos el 92%, en algunas realizaciones al menos el 93%, en algunas
realizaciones al menos el 94%, en algunas realizaciones al menos el 95%, en algunas realizaciones al menos el 96%,
en algunas realizaciones al menos el 97%, en algunas realizaciones al menos el 98%, y en algunas realizaciones al
menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con otra secuencia de acidos nucleicos y/o de
aminoacidos, segun lo determinado por el procedimiento de busqueda FASTA segun Pearson y Lipman, 1988. En
algunas realizaciones, el célculo del porcentaje de identidad se realiza sobre la longitud total de la secuencia de &cidos
nucleicos y/o de aminoacidos de un anticuerpo del objeto descrito en esta invencién.

En esta invencion se describe especificamente una secuencia de aminoacidos que comprende un 90% de identidad

con la SEQ ID NO: 1. También se describe una secuencia de aminoacidos aislada que comprende un 90% de identidad
con la SEQ ID NO: 2. Ademas se describe una secuencia de acidos nucleicos a partir de la cual se puede expresar
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un fragmento de anticuerpo, tal como los anticuerpos scFv descritos en esta invencion. También se describe la
secuencia de acidos nucleicos a partir de la cual se pueden expresar los fragmentos de anticuerpo de la presente
invencion. En esta invencion se describe una secuencia de acidos nucleicos que comprende un 90% de identidad con
la SEQ ID NO: 7. También se describe una secuencia de acidos nucleicos que comprende un 90% de identidad con
la SEQ ID NO: 8. También se describe un vector que comprende los acidos nucleicos descritos en esta invencion. Los
vectores incluyen, pero no se limitan a, un segmento de acido nucleico desnudo, un segmento de &cido nucleico
asociado a un portador, una nucleoproteina, un plasmido, un virus, un viroide o un elemento transponible. También se
describe una célula que produce el fragmento de anticuerpo de la presente invencion.

Procedimientos de tratamiento

En esta invencion se describen composiciones que comprenden un scFv y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Por ejemplo, se describen composiciones utiles para el tratamiento del cancer que comprenden una cantidad
terapéuticamente efectiva de un scFv. Por ejemplo, el fragmento de anticuerpo puede asociarse, directa o
indirectamente, o unirse a una fraccion efectora que tiene actividad terapéutica, y la composicion es adecuada para el
tratamiento del cancer. La fraccion efectora puede ser un radionuclido, una enzima terapéutica, un farmaco
anticancerigeno, una citocina, una citotoxina o un agente antiproliferativo.

En esta invencion se describe un procedimiento para tratamiento in vivo de un mamifero que tiene un cancer que
expresa TAG-72 que comprende una etapa de administracién al mamifero de una cantidad terapéuticamente efectiva
de una composicién que comprende un scFv.

También se describe un procedimiento para suprimir el crecimiento tumoral en un sujeto, comprendiendo el
procedimiento la administracion a un sujeto portador de un tumor de una cantidad efectiva de una composicion de
scFv, donde el scFv esta acoplado a una composicion antitumoral. Por "suprimir el crecimiento tumoral" se entiende
que un tumor crece menos de uno que no se trata (un control). Por ejemplo, el crecimiento tumoral suprimido puede
significar que el tumor que se esta tratando crece el 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o0 100% menos que el crecimiento medido de un control
en el mismo periodo de tiempo.

Administracién

Los scFv de la invencidon pueden administrarse a un mamifero segun los procedimientos de tratamiento mencionados
anteriormente en una cantidad suficiente para producir dicho efecto con un efecto terapéutico, profilactico o
diagnéstico. Dichos anticuerpos de la invencion pueden administrarse a dicho mamifero en una forma de dosificacion
convencional preparada combinando el anticuerpo de la invencién con un soporte o vehiculo, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable convencional segun técnicas conocidas para formar una suspensién, una solucién
inyectable u otra formulacidn. Un experto en la materia reconocera que la forma y el caracter del vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable estan dictados por la cantidad de ingrediente activo con el que se combinara, la via de
administracion y otras variables bien conocidas.

Las formulaciones farmacéuticamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, un disolvente adecuado, conservantes
tales como alcohol bencilico si se desea, y un tampén. Un disolvente Gtil puede incluir, por ejemplo, agua, alcoholes
acuosos, glicoles y ésteres de fosfato y carbonato. Dichas soluciones acuosas no contienen mas del 50% en volumen
de disolvente organico. Las formulaciones de tipo suspension pueden incluir un medio de suspensién liquido como
vehiculo, por ejemplo, polivinilpirrolidona acuosa, aceites inertes como aceites vegetales o aceites minerales altamente
refinados, o éteres de celulosa acuosos como carboximetilcelulosa acuosa. También puede estar presente un
espesante tal como gelatina o un alginato, se pueden usar uno o mas tensioactivos naturales o sintéticos o agentes
antiespumantes, y se pueden emplear uno o mas agentes de suspension tales como sorbitol u otro azucar. Dichas
formaciones pueden contener uno o mas adyuvantes.

La via de administracion del scFv de la invencidon puede ser oral, parenteral, por inhalacion o tépica. El término
parenteral como se usa en esta invencion incluye la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal,
vaginal o intraperitoneal. Generalmente se prefieren las formas subcutanea, intravenosa e intramuscular de
administracion parenteral. Los regimenes de dosificacion diaria parenteral y oral para emplear anticuerpos
humanizados de la invencion profilactica o terapéuticamente estaran en general en el intervalo de aproximadamente
0,005 a 100, pero preferentemente de aproximadamente 0,5 a 10 miligramos por kilogramo de peso corporal al dia.

El scFv de la invenciéon también se puede administrar por inhalacion. Por "inhalacién" se entiende la administracion
por inhalacién intranasal y oral. Las formas de dosificacion apropiadas para dicha administracién, tales como una
formulacion de aerosol o un inhalador de dosis medida, se pueden preparar mediante técnicas convencionales. La
cantidad de dosificacion preferida de un compuesto de la invencién para su empleo esta generalmente dentro del
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intervalo de aproximadamente 0,1 a 1000 miligramos, preferentemente de aproximadamente 10 a 100
miligramos/kilogramo de peso corporal.

El scFv de la invencion también puede administrarse por via tépica. Por administracion tépica se entiende
administracion no sistémica. Esto incluye la administraciéon de una formulacién de anticuerpo humanizado (o fragmento
de anticuerpo humanizado) de la invencién externamente a la epidermis o la cavidad bucal, y la instilacion de dicho
anticuerpo en el oido, los ojos o la nariz, y donde no entra significativamente en el torrente sanguineo. Por
administracion sistémica se entiende inyeccion oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea e intramuscular. La
cantidad de un anticuerpo requerido para el efecto terapéutico, profilactico o diagnéstico variara, por supuesto, con el
anticuerpo elegido, la naturaleza y la gravedad de la afeccidn que se esta tratando y el animal que se esta tratando, y
en Uultima instancia queda a criterio del médico. Una dosis tdépica adecuada de un anticuerpo de la invencion
generalmente estara dentro del intervalo de aproximadamente 1 a 100 miligramos por kilogramo de peso corporal al
dia.

Formulaciones

Si bien es posible administrar un fragmento de anticuerpo en solitario, es preferible presentarlo como una formulacién
farmacéutica. El ingrediente activo puede comprender, para administracion tépica, del 0,001% al 10% p/p, por ejemplo,
del 1% al 2% en peso de la formulacion, aunque puede comprender hasta un 10% p/p, pero preferentemente no mas
del 5% p/p y mas preferentemente del 0,1% al 1% p/p de la formulacién. Las formulaciones tépicas de la presente
invencién pueden comprender un ingrediente activo junto con uno o mas vehiculos aceptables, y opcionalmente
cualquier otro ingrediente terapéutico. El vehiculo o los vehiculos deben ser "aceptables" en el sentido de que sean
compatibles con los otros ingredientes de la formulacién y no sean perjudiciales para su receptor.

Las formulaciones adecuadas para la administracion tépica incluyen preparaciones solidas, liquidas o semiliquidas
adecuadas para la penetracion a través de la piel en el sitio donde se requiere tratamiento, tales como linimentos,
lociones, cremas, unglientos o pastas y gotas adecuadas para la administraciéon en ojos, oidos o nariz. Las gotas
segun la presente invencién pueden comprender soluciones acuosas u oleosas estériles y pueden prepararse
disolviendo el ingrediente activo en una solucién acuosa adecuada de un agente bactericida y/o fungicida y/o cualquier
otro conservante adecuado, y preferentemente incluyendo un agente activo de superficie. La solucién resultante puede
clarificarse después por filtracion, y transferirse al recipiente mediante una técnica aséptica. Algunos ejemplos de
agentes bactericidas y fungicidas adecuados para su inclusion en las gotas son nitrato o acetato fenilmercurico
(0,002%), cloruro de benzalconio (0,01%) y acetato de clorhexidina (0,01%). Los disolventes adecuados para la
preparacion de una solucion oleosa incluyen glicerol, alcohol diluido y propilenglicol.

Las lociones segun la presente invencion incluyen las adecuadas para la aplicacion en la piel o en los ojos. Una locion
para los ojos puede comprender una solucién acuosa estéril que opcionalmente contiene un bactericida o conservante
preparado mediante procedimientos similares a los usados para la preparacién de gotas. Las lociones o linimentos
para la aplicacién a la piel también pueden incluir un agente para acelerar el secado y para enfriar la piel, tal como un
alcohol o acetona, y/o un hidratante tal como glicerol, o aceite tal como aceite de ricino o aceite de cacahuete.

Las cremas, unglentos o pastas segun la presente invencién son formulaciones semisdlidas del ingrediente activo
para aplicacion externa. Pueden elaborarse mezclando el ingrediente activo en forma finamente dividida o en polvo,
solo o en solucién o suspension en un fluido acuoso o no acuoso, con la ayuda de maquinaria adecuada, con una
base grasa o no grasa. La base puede comprender hidrocarburos tales como parafina dura, blanda o liquida, glicerol,
cera de abejas, un jabon metalico; un mucilago; un aceite de origen natural tal como aceite de almendra, de maiz, de
cacahuete, de ricino o de oliva, grasa de lana o sus derivados, o un acido graso tal como acido estearico u oleico junto
con un alcohol tal como propilenglicol o macrogeles. La formulacion también puede comprender un agente activo de
superficie adecuado, por ejemplo un tensioactivo aniénico, catiénico o no iénico tal como un glicol o derivados de
polioxietileno del mismo. También se pueden incluir agentes de suspension tales como gomas naturales, derivados
de celulosa o materiales inorganicos tales como silices silicaceas, y otros ingredientes tales como lanolina.

Los kits segun la presente invencion incluyen scFv como se describe en esta invencion, e instrucciones para su uso.
Los fragmentos de anticuerpos humanizados congelados o liofilizados que se reconstituiran, respectivamente, por
descongelacién (opcionalmente seguido de una dilucién adicional) o por suspension en un vehiculo liquido
(preferentemente tamponado) también se pueden usar en estos kits. Los kits también pueden incluir tampén y/o
soluciones excipientes (en forma liquida o congelada) o tampdn y/o preparaciones excipientes en polvo para
reconstituir con agua con el fin de mezclarlas con los anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpos
humanizados para producir una formulacion adecuada para la administracién. Por lo tanto, preferentemente los kits
que contienen los anticuerpos humanizados o los fragmentos de anticuerpos humanizados se congelan, liofilizan,
diluyen o mezclan previamente a una concentracion tal que la adicién de una cantidad predeterminada de calor, agua
o una solucion proporcionada en el kit dara como resultado una formulacién de concentracion y pH suficientes para
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que sea eficaz para el uso in vivo o in vitro en el tratamiento o diagnéstico de cancer. Preferentemente, dicho kit
también comprendera instrucciones para reconstituir y usar el anticuerpo humanizado o la composiciéon de fragmento
de anticuerpo humanizado para tratar o detectar cancer. El kit también puede comprender dos o mas partes
componentes para la composicién activa reconstituida. Por ejemplo, un segundo componente, ademas de los
anticuerpos humanizados o fragmentos de anticuerpos humanizados, puede ser quelante bifuncional, quelato
bifuncional o un agente terapéutico como un radionuclido, que cuando se mezcla con los anticuerpos humanizados o
fragmentos de anticuerpos humanizados forma un conjugado sistema con el mismo. Los tampones, excipientes y otras
partes componentes mencionados anteriormente se pueden vender por separado o junto con el kit.

Un experto en la materia también reconocera que la cantidad y el intervalo éptimos de las dosificaciones individuales
de un compuesto peptidico se determinaran por la naturaleza y el alcance de la afeccién que se esta tratando, la
forma, la via y el sitio de administracion, y el paciente en particular que esta siendo tratado, y que dichos parametros
optimos pueden ser determinados por técnicas convencionales. Un experto en la materia también apreciara que el
curso Optimo de tratamiento, es decir, el nimero de dosis de un compuesto administrado al dia durante un numero
definido de dias, puede determinarse usando pruebas convencionales de determinacién del tratamiento.

Agentes activos

Las composiciones del objeto descrito en esta invencion pueden comprender un agente activo, donde el agente activo
comprende una fraccién terapéutica, una fraccion de diagnoéstico y/o una fraccién biolégicamente activa. Tal como se
usa en esta invencion, la frase "agente activo" se refiere asi a un componente de las composiciones descritas en esta
invencién que proporciona un beneficio terapéutico a un sujeto, permite la visualizacién de células o tejidos en los que
se acumulan las composiciones del objeto descrito en esta invencion, la deteccion de epitopos a los que se unen los
scFv descritos en esta invencion y/o la mejora cualquiera de estas actividades. En algunas realizaciones, un agente
activo del objeto descrito en esta invencidn se selecciona de entre el grupo que consiste en una molécula radiactiva
(que incluye, pero no se limita, a radionuclidos y radioisétopos), una molécula sensibilizadora, un agente de estudio
de imagen u otro agente detectable, una toxina, una citotoxina, un agente antiangiogénico, un agente antitumoral, un
agente quimioterapéutico, un inmunomodulador, una citocina, un grupo reportero y combinaciones de los mismos. Se
entiende que estas categorias no pretenden ser mutuamente excluyentes, ya que algunas moléculas radiactivas, por
ejemplo, también son agentes quimioterapéuticos, algunos inmunomoduladores son citocinas, etc.

En algunas realizaciones, un agente activo comprende un quimioterapéutico. El experto en la materia conoce varios
quimioterapéuticos, que incluyen, pero no se limitan a, agentes de alquilacion como mostazas nitrogenadas (por
ejemplo, Clorambucilo, Ciclofosfamida, Isofamida, Mecloretamina, Melfalan, mostaza de uracilo), aciridinas (por
ejemplo, Tiotepa), ésteres de metanosulfonato (por ejemplo, Busulfan), ureas nitrosas (por ejemplo, Carmustina,
Lomustina, Estreptozocina), complejos de platino (por ejemplo, Cisplatino, Carboplatino) y agentes de alquilacion
biorreductores (por ejemplo, Mitomicina C, Procarbacina); agentes de rotura de cadenas de ADN (por ejemplo,
Bleomicina); inhibidores de la ADN topoisomerasa | (por ejemplo, camptotecina y derivados de la misma que incluyen,
pero no se limitan a, 10-hidroxicamptotecina), inhibidores de ADN topoisomerasa Il (por ejemplo, Amsacrina,
Dactinomicina, Daunorrubicina, Doxorrubicina, Idarrubicina, Mitoxantrona, Etopdsido, Tenipdsido, Podofilotoxina);
ligantes de surco de ADN menor (por ejemplo, Plicamicina); antimetabolitos tales como antagonistas de folato (por
ejemplo, Metotrexato y trimetrexato), antagonistas de la pirimidina (por ejemplo, Fluorouracilo, Fluorodesoxiuridina,
CB3717, Azacitidina, Citarabina, Floxuridina), antagonistas de la purina (por ejemplo, Mercaptopurina, 6-Tioguanina,
Fludarabina, Pentostatina), analogos de azicares modificados (por ejemplo, Cictrabina, Fludarabina) e inhibidores de
ribonucledtido reductasa (por ejemplo, hidroxiurea); agentes de interaccién de tubulina (por ejemplo, Vincristina,
Vinblastina, Paclitaxel); corticoesteroides suprarrenales (por ejemplo, Prednisona, Dexametasona, Metilprednisolona,
Prednisolona); agentes de bloqueo hormonal como estrogenos y compuestos relacionados (por ejemplo, Etinil
Estradiol, Dietilestilbesterol, Clorotrianiseno, Idenestrol), progestinas (por ejemplo, caproato de hidroxiprogesterona,
Medroxiprogesterona, Megestrol), andrégenos (por ejemplo, Testosterona, propionato de testosterona;
Fluoximesterona, Metiltestosterona), agentes de hormona de liberacion de la hormona luteinizante y/o antagonistas
de la hormona de liberacién de la gonadotropina (por ejemplo, acetato de leuprolida; acetato de goserelina), agentes
antiestrogénicos (por ejemplo, Tamoxifeno), agentes antiandrogénicos (por ejemplo, Flutamida) y agentes
antisuprarrenales (por ejemplo, Mitotano, Aminoglutetimida). Otros quimioterapéuticos incluyen, entre otros, Taxol,
acido retinoico y derivados de los mismos (por ejemplo, acido 13-cis-retinoico, acido todo-trans-retinoico y acido 9-cis-
retinoico), sulfatiazol, mitomicina C, acido micofendlico, sulfadietoxano y gemcitabina (4-amino-1- (2-desoxi-2,2-
difluoro--D-eril/7ro-pentofuranosil)pirimidin-2(1H)-on-2',2'-difluoro-2'-deoxicitidina).

El scFv objeto también puede administrarse en combinacion con otros agentes anticancerigenos, por ejemplo, otros
anticuerpos o farmacos. Ademas, el scFv humanizado objeto puede unirse directa o indirectamente al efector que
tiene actividad terapéutica. Las fracciones efectoras adecuadas incluyen, por ejemplo, citocinas (IL-2, TNF,
interferones, factores estimuladores de colonias, IL-1, etc.), citotoxinas (exotoxina de Pseudomonas, ricina, abrina,
etc.), radionuclidos, tales como °0°Y, 31|, 9mT¢ 1", 125 entre otros, farmacos (metotrexato, daunorrubicina,
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doxorrubicina, etc.), inmunomoduladores, enzimas terapéuticas (por ejemplo, beta-galactosidasa), agentes
antiproliferativos, etc. La fijacion de anticuerpos a los efectores deseados es bien conocida. Véase, por ejemplo, la
patente de EE.UU. 5.435.990 de Cheng y col. Por otra parte, los enlazadores bifuncionales para facilitar dicha union
son bien conocidos y estan ampliamente disponibles. Ademas, los agentes de quelacion (quelantes y quelatos) que
proporcionan la unién de radionuclidos son bien conocidos y estan disponibles.

Las composiciones del objeto descrito en esta invencion pueden comprender ademas un vehiculo farmacoldgico para
facilitar la preparacion y administracion del farmaco. Se puede usar cualquier vehiculo o soporte de administracion de
farmacos adecuado, que incluye pero no se limita a un vector de terapia génica (por ejemplo, un vector virico o un
plasmido), una microcapsula, por ejemplo una microesfera o una nanoesfera (Manome y col., 1994; Hallahan y col.,
2001 b; Saltzman y Fung, 1997), un péptido (patentes de EE.UU. n.° 6.127.339 y 5.574.172), un glicosaminoglicano
(patente de EE.UU. n.° 6.106.866), un acido graso (patente de EE.UU. n.° 5.994.392), una emulsién grasa (patente de
EE.UU. n.° 5.651.991), un lipido o derivado lipidico (patente de EE.UU. n.° 5.786.387), colageno (patente de EE.UU.
n.° 5.922.356), un polisacarido o derivado del mismo (patente de EE.UU. n.° 5.688.931), una nanosuspension (patente
de EE.UU. n.° 5.858.410), una micela polimérica o conjugado (Goldman y col., 1997; patentes de EE.UU. n.° 4.551
482; 5,714,166; 5.510.103; 5.490.840; y 5.855.900), y un polisoma (patente de EE.UU. n.° 5.922.545).

Los scFv descritos también se pueden acoplar a farmacos o soportes de farmacos usando procedimientos conocidos
en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, conjugacién de carbodiimida, esterificacion, oxidacion de peryodato
de sodio seguido de alquilacién reductora y reticulacion de glutaraldehido (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU.
n.°. 6.071, 890; y la patente europea n.° 0 439 095).

Procedimientos de deteccion

Se describen composiciones adecuadas para la deteccién in vivo o in vitro de cancer que comprende una cantidad
diagndsticamente efectiva de un scFv descrito en esta invencion. El scFv puede asociarse, directa o indirectamente,
con un marcador detectable o vincularse a ella, y la composicién puede ser adecuada para la detecciéon de cancer.
También se describe un procedimiento para la inmunodeteccion in vitro de células cancerosas que expresan TAG-72
que comprenden una etapa de puesta en contacto de las células cancerosas con una composicién que comprende un
scFv de la presente invencion. El scFv puede estar vinculado a un soporte sélido, por ejemplo.

También se describe un procedimiento de inmunodeteccion in vivo de células cancerosas que expresan TAG-72 en
un mamifero que comprende una etapa de administracion al mamifero de una cantidad diagnosticamente efectiva de
una composicion que comprende el scFv de la presente invencion.

Para aplicaciones de diagndstico, se administra a un sujeto una cantidad detectable de una composicién del objeto
descrito en esta invencién. Una "cantidad detectable", tal como se usa en esta invencion para referirse a una
composicion, se refiere a una dosis de dicha composicién en que la presencia de la composicién puede determinarse
in vivo o in vitro. Una cantidad detectable variara segun diversos factores, que incluyen, pero no se limitan a, las
caracteristicas quimicas de la composicién que se marca, el marcador detectable, los procedimientos de marcado, el
procedimiento de imagen y los parametros relacionados con el mismo, el metabolismo del farmaco marcado en el
sujeto, la estabilidad del marcador (que incluye, entre otros, la semivida de un marcador de radionuclido), el tiempo
transcurrido después de la administraciéon de la composicion antes del estudio de imagen, la via de administracion, el
estado fisico y el historial médico previo del sujeto, y el tamafio y la longevidad del tumor o tumor sospechoso. Por lo
tanto, una cantidad detectable puede variar y puede adaptarse a una aplicacién en particular. Después del estudio de
la presente descripcion, esta dentro de la habilidad de un experto en la materia determinar dicha cantidad detectable.
Tal como se usa en esta invencion, los términos "fraccion detectable", "marcador detectable" y "agente detectable" se
refieren a cualquier molécula que pueda ser detectada por cualquier fraccion que pueda agregarse a un fragmento de
anticuerpo que permita la deteccion del fragmento de anticuerpo in vitro y/o in vivo. Las fracciones detectables
representativas incluyen, pero no se limitan a, croméforos, fracciones fluorescentes, enzimas, antigenos, grupos con
reactividad especifica, fracciones quimioluminiscentes y fracciones electroquimicamente detectables, etc. En algunas
realizaciones, los anticuerpos estan biotinilados.

La deteccién y estudio de imagen del fragmento de anticuerpo es ajustable, de modo que el estudio de imagen se
puede realizar en menos de 1, 2, 4, 6, 12 0 18, 24, 36 o0 48 horas, o cualquier cantidad por debajo, por encima o entre
esta cantidad. Se ha demostrado que PEG/fragmentos mayores aumentan la semivida del sueroenel 2, 3, 4,5, 6, 7,
8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100%, 0 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 0 10 0 mas
veces en comparacion con un fragmento mas pequefio. Esto permite realizar estudios de imagen en diferentes puntos
temporales. Para fines terapéuticos, permite un aumento en la ventana terapéutica.

Fracciones detectables
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En algunas realizaciones, una fraccion detectable comprende un fluoréforo. Se puede emplear cualquier fluoréforo
con las composiciones del objeto descrito en esta invencion, siempre que la conjugaciéon de fluoréforo dé como
resultado una composicion que sea detectable in vivo (por ejemplo, después de la administracion a un sujeto) y/o in
vitro, y ademas no afecte negativamente a la capacidad del fragmento de anticuerpo para unirse a su epitopo. Los
fluoréforos representativos incluyen, pero no se limitan a, acido 7-dimetilaminocoumarin-3-carboxilico, cloruro de
dansilo, nitrobenzodiazolamina (NBD), cloruro de dabsilo, acido cinamico, acido fluoresceinico-carboxilico, azul de
Nilo, tetrametilcarboxirodamina, tetraetilsulfodamina, 5-carboxi-X-rodamina (5-ROX) y 6-carboxi-X-rodamina (6-ROX).
Se entiende que estos fluoréforos representativos son solo ilustrativos, y también se pueden emplear fluoréforos
adicionales. Por ejemplo, en este caso la serie de colorantes ALEXA FLUOR® incluye al menos 19 colorantes
diferentes que se caracterizan por diferentes espectros de emision. Estos colorantes incluyen ALEXA FLUOR® 350,
405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 635, 647, 660, 680, 700 y 750 (disponible en Invitrogen
Corp., Carlsbad, California, Estados Unidos de América), y el experto en la materia puede elegir qué colorante emplear
después de considerar la especificacion instantanea basada en criterios que incluyen, pero no se limitan a, las
composiciones quimicas del ALEXA FLUOR® especifico, si se van a emplear multiples fracciones detectables y los
espectros de emisidon de cada una, la técnica de deteccién para su empleo, etc.

En algunas realizaciones, una fraccion detectable comprende un colorante de cianina. Los ejemplos no limitativos de
colorantes de cianina que pueden conjugarse con los fragmentos de anticuerpos del objeto descrito en esta invencion
incluyen los ésteres de succinimida Cy5, Cy5.5 y Cy7, suministrados por Amersham Biosciences (Piscataway, Nueva
Jersey, Estados Unidos de América).

En algunas realizaciones, una fraccién detectable comprende un colorante de infrarrojo cercano (NIR). Los ejemplos
no limitativos de colorantes de infrarrojo cercano que se pueden conjugar con el scFv del objeto descrito en esta
invencion incluyen NIR641, NIR664, NIT7000 y NIT782.

En algunas realizaciones, los anticuerpos biotinilados se detectan usando un anticuerpo secundario que comprende
un grupo avidina o estreptavidina y también se conjuga con un marcador fluorescente que incluye, pero no se limita a
Cy3, Cy5, Cy7 y cualquiera de la serie ALEXA FLUOR®® de marcadores fluorescentes disponibles en INVITROGEN™
(Carlsbad, California, Estados Unidos de América). En algunas realizaciones, el scFv se marca directamente con un
marcador fluorescente y las células que se unen al fragmento de anticuerpo se separan mediante clasificacién celular
activada por fluorescencia. El experto en la materia conoce estrategias de deteccién adicionales.

Para aplicaciones de diagndstico (incluidas, pero sin limitarse a, aplicaciones de deteccion y aplicaciones de estudio
de imagen), los anticuerpos del objeto descrito en esta invenciéon pueden marcarse con una fracciéon detectable. La
fraccion detectable puede ser cualquiera que sea capaz de producir, directa o indirectamente, una sefal detectable.
Por ejemplo, una fraccion detectable puede ser un radioisétopo, como, pero sin limitarse a, 3H, 14C, 32P, 35S, 1251
0 3 1; un compuesto fluorescente o quimioluminiscente tal como, pero sin limitarse a, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina o luciferina; o una enzima, tal como, pero sin limitarse a, fosfatasa alcalina, -galactosidasa o peroxidasa de
rabano picante.

El objeto descrito en esta invencién proporciona ademas procedimientos para diagnosticar un tumor, donde una
muestra de tumor o biopsia se evalua in vitro. En algunas realizaciones, un ligando de direccionamiento del objeto
descrito en esta invencion comprende un marcador detectable tal como un marcador fluorescente, un marcador de
epitopo o un marcador radiactivo, cada uno de las cuales se describe brevemente a continuacion.

Deteccion de un marcador de epitopo

Si se ha usado un marcador de epitopo, se puede usar una proteina o compuesto que se una al epitopo para detectar
el epitopo. Un marcador de epitopo representativo es la biotina, que puede detectarse mediante la union de un
fluoréforo conjugado con avidina, por ejemplo avidina-FITC. Alternativamente, el marcador puede detectarse mediante
la unién de un conjugado de estreptavidina avidina-rabano picante (HRP), seguido de la deteccién colorimétrica de un
producto enzimatico HRP. La produccién de un producto/conjugado colorimétrico o luminiscente puede medirse
usando un espectrofotémetro o un luminémetro, respectivamente.

Deteccion autorradiogréafica

En el caso de un marcador radiactivo (por ejemplo, '¥'1 o %°™Tc), la deteccion se puede realizar mediante
autorradiografia convencional o usando un Phosphorimager como es conocido por un experto en la materia. Un
procedimiento autorradiografico preferido emplea placas de estudio de imagen de luminiscencia fotoestimulables (Fuji
Medical Systems de Stamford, Connecticut, Estados Unidos de América). Brevemente, la luminiscencia
fotoestimulable es la cantidad de luz emitida por las placas de fésforo irradiado después de la estimulacién con un
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laser durante el barrido. La respuesta luminiscente de las placas es linealmente proporcional a la actividad.

Se puede emplear cualquier procedimiento conocido en la técnica para conjugar un anticuerpo con una fraccion
detectable.

Inmunohistoguimica

En esta invencion se describen procedimientos para usar inmunohistoquimica (IHC) usando los scFv descritos en esta
invencion para detectar cancer. La IHC detecta moléculas diana a través de complejos antigeno-anticuerpo en una
muestra patolégica usando antigenos o anticuerpos ligados a enzimas. La presencia de la molécula diana se puede
detectar a través de un inmunoensayo enzimatico.

Con la IHC frente a la inmunofluorescencia tradicional se obtienen numerosos beneficios. Por ejemplo, a diferencia de
la inmunofluorescencia, el IHC se puede usar con muestras de tejido embebidas en parafina fijadas con formalina de
uso comun. En la patologia diagnéstica se usan comunmente muestras patoldgicas, incluidas secciones de tejido
histoldgico. y/u otras preparaciones biolégicas, como las células de cultivo de tejidos y los frotis de PAP y se pueden
examinar facilmente mediante IHC. Ademas, la tinciéon con IHC es permanente y preserva la morfologia celular. Una
comparacion de la morfologia celular y la proliferacion de antigenos en dos diapositivas diferentes puede ser util para
controlar la progresién de una enfermedad.

Una vez que se ha unido un anticuerpo marcado, ya sea directa o indirectamente, a la muestra, se afiade a la muestra
un sustrato especifico para la enzima. Cuando se afiade el sustrato, el marcador enzimatico convierte el sustrato
causando un cambio de color que se puede ver con microscopia éptica. La presencia de un cambio de color indica la
presencia de la molécula diana y permite que un observador determine, evalle y diagnostique el nivel y la gravedad
de la enfermedad.

Estudios de imagen in vivo

Los scFv del objeto descrito en esta invencién también son utiles para estudios de imagen in vivo, donde se administra
un anticuerpo marcado con una fraccién detectable tal como un agente radiopaco y/o un radiois6topo a un sujeto, en
algunas realizaciones mediante administraciéon intravenosa, y se analiza la presencia y ubicacion del anticuerpo
marcado en el hospedador. Esta técnica de estudio de imagen puede ser util en la estadificacion y el tratamiento de
neoplasias malignas.

Por tanto, se describe un procedimiento de tratamiento in vivo de cancer que comprende las etapas de: (a)
administracion intravenosa de un scFv marcado por radionuclidos; (b) posteriormente deteccion de células tumorales
usando una sonda de actividad de radionuclidos; y (c) a continuacion eliminacion de las células tumorales detectadas
por escision quirurgica.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, una composicion del objeto descrito en esta invenciéon comprende un marcador
que puede detectarse in vivo. El término "in vivo", tal como se usa en esta invencién para describir los procedimientos
de estudio de imagen o deteccion se refiere a procedimientos generalmente no invasivos, tales como procedimientos
de gammagrafia, resonancia magnética, ecografia o fluorescencia, cada uno de los cuales se describe brevemente a
continuacion. El término "procedimientos no invasivos" no excluye los procedimientos que emplean la administracion
de un agente de contraste para facilitar los estudios de imagen in vivo.

En algunas realizaciones, la fraccion detectable puede conjugarse o asociarse de otro modo con el scFv del objeto
descrito en esta invencion, un agente terapéutico, un agente de diagnéstico, un vehiculo farmacolégico o
combinaciones de los mismos como se expone con mas detalle anteriormente. Después de la administracion de la
composicion marcada a un sujeto, y después de un tiempo suficiente para la unién, se puede visualizar la
biodistribucion de la composicion. El término "tiempo suficiente para la unién" se refiere a una duracion temporal que
permite la unién del agente marcado a una molécula diana inducida por radiacion.

Estudios de imagen de gammagrafia

Los procedimientos de estudio de gammagrafia incluyen SPECT (tomografia computarizada por emision de foton
unico), TEP (tomografia por emision de positrones), estudios de imagen con gammacamara y exploracion rectilinea.
Una gammacamara y un aparato de exploracion rectilineo representan instrumentos que detectan la radiactividad en
un solo plano. La mayoria de los sistemas SPECT se basan en el uso de una o mas gammacamaras que giran en
torno al objeto de analisis y, por lo tanto, integran la radiactividad en mas de una dimension. Los sistemas de TEP
comprenden una serie de detectores en un anillo que también detectan radiactividad en multiples dimensiones.
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Los instrumentos de estudio de imagen adecuados para practicar la detecciéon y/o procedimientos de estudio de
imagenes del objeto descrito en esta invencion, asi como las instrucciones para su uso, estan facilmente disponibles
en fuentes comerciales. Por ejemplo, un aparato SPECT se puede usar con un aparato de TC, con el registro conjunto
de imagenes. Como en TEP/TC, esto permite la localizacion de tumores o tejidos que pueden verse en la gammagrafia
SPECT, pero que son dificiles de localizar con precisién con respecto a otras estructuras anatémicas. Los sistemas
TEP y SPECT son ofrecidos por ADAC de Milpitas, California, Estados Unidos de América, y Siemens de Hoffman
Estates, lllinois, Estados Unidos de América. También se pueden usar dispositivos relacionados para estudios de
imagen de gammagrafia, tales como un dispositivo de estudio de radioimagen que incluye una pluralidad de sensores
con estructuras de colimacion que tienen un foco de fuente comun.

Cuando se emplean estudios de imagen de gammagrafia, el marcador detectable comprende en algunas realizaciones
un marcador de radionuclido, en algunas realizaciones, un marcador de radionuclido seleccionada de entre el grupo
que consiste en 18F 84Cy, 85Cu, 67Ga, %Ga, 77Br, 8"™Br, 95Ru, /Ru, 193Ru, 195Ru, % Tc, 1°7Hg, 203Hg, 123] 124] 125] 1131
| 133 1M11|n 113m|n 9MRe 105Ra 101Ra 186Ra 188Re 121MTg 122mTg 125mTg 165Tm 167Tm 168Tm y formas de nitruro u
oxido derivadas de los mismos. En algunas realizaciones, el marcador de radiontclidos comprende "3'l o %¥MTc.

Los procedimientos para el marcado de radionuclidos de una molécula para su uso segun los procedimientos descritos
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, una molécula de direccionamiento puede derivatizarse para que un
radioisétopo pueda unirse directamente a ella. Alternativamente, se puede agregar un enlazador que permita la
conjugacion. Los enlazadores representativos incluyen isotiocianato de pentaacetato de dietilentriamina (DTPA),
clorhidrato de nicotinato de succinimidil 6-hidracinio (SHNH) y oxima de hexametilpropilenamina (patente de EE.UU.
n.° 6.024.938). Se pueden encontrar procedimientos adicionales en la patente de EE.UU. n.° 6.080.384.

Cuando la fraccidon de marcado es un radionuclido, se pueden agregar estabilizadores para prevenir o minimizar el
dafo radiolitico, como el acido ascorbico, el acido gentisico u otros antioxidantes apropiados, a la composicion que
comprende la molécula de direccionamiento marcada.

Resonancia magnética (RM)

Las técnicas basadas en resonancia magnética crean imagenes basadas en las tasas de relajacion relativa de los
protones del agua en entornos quimicos unicos. Tal como se usa en esta invencion, el término "resonancia magnética"
se refiere a técnicas de fuente magnética que incluyen resonancia magnética convencional, estudios de imagen de
transferencia de magnetizacion (MTI), espectroscopia de resonancia magnética de protones (MRS), estudios de
imagen ponderados por difusion (DWI) y resonancia magnética funcional.

Los agentes de contraste para los estudios de imagen de fuente magnética incluyen, entre otros, iones paramagnéticos
0 superparamagneéticos, particulas de Oxido de hierro y agentes de contraste solubles en agua. Los iones
paramagnéticos y superparamagnéticos se pueden seleccionar de entre el grupo de metales que incluyen hierro,
cobre, manganeso, cromo, erbio, europio, disprosio, holmio y gadolinio. Los metales preferidos son hierro, manganeso
y gadolinio; el mas preferido es el gadolinio.

Los expertos en la materia del marcado de diagndstico reconocen que los iones metalicos pueden unirse mediante
fracciones de quelacién, que a su vez pueden conjugarse con un agente terapéutico segun los procedimientos del
objeto descrito en esta invencidon. Por ejemplo, los iones de gadolinio son quelados por el acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA). Los iones lantanidos estan quelados por compuestos de tetraazaciclododocano.
Véanse las patentes de EE.UU. n.° 5.738.837 y 5.707.605. Alternativamente, se puede transportar un agente de
contraste en un liposoma.

Las imagenes derivadas de una fuente magnética se pueden adquirir usando, por ejemplo, un magnetometro de
dispositivo de interferencia cuantica superconductora (SQUID, disponible con instrucciones de Quantum Design de
San Diego, California, Estados Unidos de América; véase también patente de EE.UU. n.° 5.738.837).

Ecografia

La ecografia se puede usar para obtener informacion cuantitativa y estructural de un tejido diana, incluido un tumor.
La administracion de un agente de contraste, como las microburbujas de gas, puede mejorar la visualizacion del tejido
diana durante un examen de ecografia. En algunas realizaciones, el agente de contraste puede dirigirse
selectivamente al tejido diana de interés, por ejemplo, usando un péptido para la administracién guiada de farmacos
(por ejemplo, administracion radioguiada de farmacos) como se describe en esta invencion. Los agentes
representativos para proporcionar microburbujas in vivo incluyen, pero no se limitan a, burbujas lipofilicas o a base de
lipidos llenas de gas (por ejemplo, patentes de EE.UU. n.° 6.245.318; 6.231, 834; 6.221, 018; y 5.088.499). Ademas,
el gas o el liquido pueden quedar atrapados en particulas inorganicas porosas que facilitan la liberacion de

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 800 602 T3

microburbujas tras la entrega a un sujeto (patentes de EE. UU. n.° 6.254.852 y 5.147.631).

Los gases, liquidos y combinaciones de los mismos adecuados para su uso con el objeto descrito en esta invencion
incluyen aire; nitrégeno; oxigeno; didxido de carbono; hidrégeno; 6xido nitroso; un gas inerte tal como helio, argén,
xenoén o cripton; un fluoruro de azufre tal como hexafluoruro de azufre, decafluoruro de diazufre o pentafluoruro de
trifluorometilazufre; hexafluoruro de selenio; un silano opcionalmente halogenado tal como tetrametilsilano; un
hidrocarburo de bajo peso molecular (por ejemplo, que contiene hasta 7 atomos de carbono), por ejemplo un alcano
como metano, etano, un propano, un butano o un pentano, un cicloalcano tal como ciclobutano o ciclopentano, un
alqueno tal como propeno o un buteno, o un alquino tal como acetileno; un éter; una cetona; un éster; un hidrocarburo
halogenado de bajo peso molecular (por ejemplo, que contiene hasta 7 atomos de carbono); o una mezcla de
cualquiera de los anteriores. Los gases de hidrocarburos halogenados pueden mostrar una vida util prolongada y, por
lo tanto, se prefieren para algunas aplicaciones. los gases representativos de este grupo incluyen decafluorobutano,
octafluorociclobutano, decafluoroisobutano, octafluoropropano, octafluorociclopropano, dodecafluoropentano,
decafluorociclopentano, decafluoroisopentano, perfluoropexano, perfluorociclohexano, perfluoroisohexano,
hexafluoruro de azufre y perfluorooctainas, perfluorononanos; perfluorodecanos, opcionalmente bromados.

La union de ligandos de direccionamiento a burbujas lipofilicas se puede lograr a través de agentes de reticulacion
quimica segun procedimientos estandar de unién de proteina-polimero o proteina-lipido (por ejemplo, a través de
carbodiimida (EDC) o tiopropionato (SPDP)). Para mejorar la eficacia del direccionamiento, se pueden acoplar grandes
burbujas llenas de gas a un ligando de direccionamiento usando un brazo espaciador flexible, como un polimero
sintético ramificado o lineal (patente de EE.UU. n.° 6.245.318). Se puede unir un ligando de direccionamiento a las
particulas inorganicas porosas mediante recubrimiento, adsorcion, estratificacién o reaccion de la superficie exterior
de la particula con el ligando de direccionamiento (patente de EE.UU. n.° 6.254.852).

Estudios de imagen de fluorescencia

Los procedimientos de estudios de imagen no invasivos también pueden comprender la deteccién de un marcador
fluorescente. Un farmaco que comprende un componente lipofilico (agente terapéutico, agente de diagnéstico, vector
o vehiculo farmacoldgico) puede marcarse con cualquiera de una variedad de colorantes lipofilicos que son adecuados
para estudios de imagen in vivo. Los marcadores representativos incluyen, pero no se limitan a, colorantes de
carbocianina y aminoestilirilo, preferentemente dialquilcarbocianinas de cadena larga (por ejemplo, Dil, DiO y DiD
disponibles en Molecular Probes Inc. de Eugene, Oregén, Estados Unidos de América) y colorantes de
dialquilaminoestirilo. Los marcadores fluorescentes lipofilicos se pueden incorporar usando procedimientos conocidos
por el experto en la materia. Por ejemplo, las soluciones de marcado celular VYBRANT ™ son efectivas para el
marcado de células cultivadas de otros componentes lipofilicos (Molecular Probes Inc. de Eugene, Oregoén, Estados
Unidos de América).

Un marcador fluorescente también puede comprender colorantes de cianina sulfonados, incluidos Cy5.5 y Cy5
(disponibles en Amersham de Arlington Heights, lllinois, Estados Unidos de América), IRD41 e IRD700 (disponibles
en Li-Cor, Inc. de Lincoln, Nebraska), NIR-1 (disponible en Dejindo de Kumamoto, Japén) y LaJolla Blue.

Ademas, un marcador fluorescente puede comprender un quelato organico derivado de iones lantanidos, por ejemplo
quelatos fluorescentes de terbio y europio (patente de EE.UU. n.° 5.928.627). Dichos marcadores pueden conjugarse
0 unirse covalentemente a un farmaco como se describe en esta invencion.

Para la deteccidn in vivo de un marcador fluorescente, se crea una imagen usando espectros de emisién y absorbancia
que son apropiados para el marcador en particular usado. La imagen se puede visualizar, por ejemplo, mediante
espectroscopia optica difusa. Se describen procedimientos y sistemas de estudio de imagen adicionales en las
patentes de EE.UU. n.° 5,865,754; 6.083.486; y 6.246.901, entre otros lugares.

Radioimmunoguided System® (RIGS)

Otra aplicacion preferida de los scFv se encuentra en el Radioimmunoguided System®. Esta técnica, también conocida
como sistema RIGS®, implica la administraciéon intravenosa de un anticuerpo monoclonal radiomarcado o su
fragmento antes de la cirugia. Después de permitir la absorcion del tumor y el aclaramiento sanguineo de la
radiactividad, el paciente es llevado a la sala de operaciones donde se realiza la exploracién quirurgica con la ayuda
de una sonda de actividad gamma portatil, por ejemplo, Neoprobe® 1000. Esto ayuda al cirujano a identificar las
metastasis tumorales y a mejorar las complicaciones de la escision. El sistema RIGS® es ventajoso porque permite la
deteccion de tumores que de otro modo no se pueden detectar mediante inspeccion visual y/o palpacion. Véase,
O'Dwyer y col., Arch. Surg. 121:1 391-1394 (1986). Esta técnica se describe en detalle en Hinkle y col., Antibody,
Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals, 4:(3)339-358 (1991) (citando numerosas referencias que describen
esta técnica). Esta referencia también describe el uso de esta técnica con el propio anticuerpo monoclonal CC49. Esta
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técnica es particularmente util para los canceres de colon, mama, pancreas y ovarios.

En algunas realizaciones, los scFv del objeto descrito en esta invencion se emplean para estudios de imagen in vivo
de tumores, donde una composicion del objeto descrito en esta invencion que se ha marcado con una fraccion de
estudios de imagen tal como un agente radiopaco, un radiois6topo u otro agente de estudio de imagen se administra
a un sujeto, y se analiza la presencia y ubicacion de la composicion marcada de forma detectable en el sujeto. Esta
técnica de estudio de imagen puede ser util en la estadificacién y el tratamiento de neoplasias malignas. En algunas
realizaciones, un anticuerpo se marca con cualquier fraccion que sea detectable in situ en un sujeto, por ejemplo
mediante resonancia magnética nuclear, radiologia u otros procedimientos de deteccion conocidos en la técnica.

De este modo, el objeto descrito en esta memoria también proporciona procedimientos para detectar tumores en
sujetos. En algunas realizaciones, los procedimientos descritos en esta memoria comprenden (a) administracién al
sujeto de una composicién que comprende el scFv del objeto descrito en esta memoria conjugada con un marcador
detectable; y (b) deteccidn del marcador detectable para detectar de ese modo el tumor.

Procedimientos para predecir la recurrencia y/o progresion del cancer en un sujeto

En algunas realizaciones, el objeto descrito en esta invencién también proporciona procedimientos para predecir la
recurrencia del cancer en un sujeto. En algunas realizaciones, los procedimientos comprenden (a) aislamiento de una
muestra biolégica que comprende células de un sujeto con un cancer; (b) puesta en contacto de la muestra biolégica
con scFv del objeto descrito en esta invencion; y (c) identificacion en la muestra biolégica de una o mas células que
se unen al scFv del objeto descrito en esta invencion, por lo que se predice la recurrencia de un cancer en el sujeto.
Con respecto a estos procedimientos, la identificacion de células que se unen a los scFv del objeto descrito en esta
invencién puede ser indicativa de una recurrencia del cancer de un sujeto cuando el sujeto habia dado previamente
resultados negativos para dichas células circulantes. En algunas realizaciones, la presencia de células que se unen a
uno o mas de los fragmentos de anticuerpos del objeto descrito en esta invencion indica que el sujeto tiene un riesgo
aumentado de enfermedad metastasica en relaciéon con un sujeto que da resultado negativo para dichas células.

Procedimientos para pronosticar la progresién del cancer

El objeto descrito en esta invencién proporciona también procedimientos para pronosticar la progresién del cancer en
sujetos. En algunas realizaciones, los procedimientos comprenden el aislamiento de una muestra biolégica que
comprende células de un sujeto con un cancer; la puesta en contacto de la muestra bioldgica con el scFv del objeto
descrito en esta invencion en condiciones suficientes para que el scFv se una a un epitopo presente en una célula
tumoral y/o cancerosa, si estuviera presente, en la muestra bioldgica; y la identificacion en la muestra biolodgica de una
0 mas células que se unen al scFv, con lo que en el sujeto se pronostica la progresiéon de un cancer. En algunas
realizaciones, la muestra biolégica comprende una muestra de sangre, una muestra de linfa o una fraccién de la
misma. En algunas realizaciones, el cancer es un adenocarcinoma o un cancer de colon.

Tal como se usa en esta invencion, la frase "prondstico de progresion de un cancer" se refiere a evaluar indicios de
una enfermedad cancerosa en un momento dado y compararlos con los indicios de la enfermedad cancerosa tomados
en un punto temporal anterior, donde la comparacion es indicativa de una progresion del cancer en el sujeto. En
algunas realizaciones, la progresién del cancer comprende metastasis del cancer en el sujeto.

Otros usos

Los anticuerpos del objeto descrito en esta invencion también pueden emplearse en diversos procedimientos de
ensayo, tales como, pero sin limitarse a, ensayos de unién competitiva, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos
y ensayos de inmunoprecipitacion (véase, por ejemplo, Zola, 1987; Harlow y Lane, 1988).

Los anticuerpos del objeto descrito en esta invencion también son utiles como agentes de purificacién por afinidad. En
este proceso, uno o mas anticuerpos se inmovilizan en un soporte adecuado (tal como, pero sin limitarse a, una resina
Sephadex o papel de filtro) usando procedimientos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
1988.

Preparacion de scFv

También se describen procedimientos para preparar scFv que comprenden: (a) cultivo de una célula aislada que
comprende un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un scFv como se describe en
esta invencion, en condiciones tales que dicho scFv se exprese; y (b) recuperacién de dicho scFv de la célula.

Tal como se describe en esta invencion, los scFv descritos en esta invencion pueden prepararse mediante diversos
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procedimientos. Es importante destacar que los dominios VH y VL estan presentes y estan unidos entre si. Los
dominios VH y VL pueden comprender las SEQ ID NO: 10 y 11, por ejemplo.

Una vez descrita la invencion en general, se entendera mas facilmente con referencia a los ejemplos siguientes, que
5 se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Secuencias y procedimientos de purificacion para fragmentos de anticuerpos monocatenarios de
10 alta afinidad estables que se unen al marcador de adenocarcinoma humano TAG-72

Secuencias de proteinas para 3E8.scFv y 3E8.scFv.Cys

3E8.scFv

MKYTLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGD
IVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLI
YWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPLTFGG
GTKVEIKLSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDLQVQLVQSGAEVKKPGASV
KVSCKASGYTFTDHAIHWVRQAPGQRLEWMGY FSPGNDDFKY SQKFQGRVT
ITADKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWIMQYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO: 1)

15
3ES8.scFv.Cys

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGD
IVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLI
YWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPLTFGG
GTKVEIKLSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDLQVQLVQSGAEVKKPGASV
KVSCKASGYTFTDHAIHWVRQAPGQRLEWMGYFSPGNDDFKYSQKFQGRVT
ITADKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWIMQYWGQGTLVTVSSC (SEQ
ID NO: 2)

Las secuencias incluyen la secuencia lider pelB para la exportacion periplasmica con la secuencia de peptidasa de
sefal subrayada (MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID NO: 3)), una etiqueta escindible 6xHis con secuencia de

20 reconocimiento de proteasa TEV (AHHHHHHGSSGGGENLYFQ (SEQ ID NO: 4)), un enlazador corto (GSSG (SEQ
ID NO: 5)), el dominio VL derivado de 3E8, un enlazador conocido como 205C (LSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDL
(SEQ ID NO: 6)) derivado de un CC49 scFv, y el dominio VH derivado de 3ES.

Secuencias de ADN para expresion de 3E8.scFv y 3E8.scFv.Cys
25
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3E8.scFv (SEQ ID NO: 7)

5’CATATGAAATATCTGTTACCTACTGCTGCTGCGGGCCTGCTATTA
TTAGCGGCACAACCAGCAATGGCGGCGCATCATCATCATCATCATGGGTC
CTCGGGCGGTGGCGAAAATCTGTATTTTCAGGGTAGCAGCGGCGATATTG
TGATGACCCAGAGCCCGGATAGTTTGGCCGTTAGCCTGGGCGAACGTGCG
ACGATTAATTGCAAGAGCAGCCAGAGCGTGCTTTACAGCAGCAACAATAA
GAATTACCTGGCGTGGTATCAGCAAAAACCCGGCCAGCCGCCGAAACTTT
TGATTTATTGGGCGAGCACCCGTGAAAGCGGCGTGCCGGATCGTTTCTCG
GGCTCAGGCAGCGGGACCGATTTTACGCTGACCATCAGCAGCCTTCAGGC
GGAGGATGTCGCGGTGTACTACTGCCAGCAGTATTACAGCTATCCGTTGA
CCTTTGGGGGAGGCACCAAAGTGGAGATCAAACTGAGCGCGGATGATGCT
AAGAAAGATGCGGCGAAGAAGGACGATGCGAAAAAAGACGACGCAAAA
AAGGATCTGCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCGGGTGCGGAAGTGAAGAAAC
CTGGGGCGTCGGTGAAAGTGAGCTGCAAAGCGAGCGGCTATACCTTTACC
GATCATGCGATTCATTGGGTGCGTCAAGCGCCAGGCCAGCGTCTGGAATG
GATGGGCTATTTTTCCCCAGGCAACGATGATTTCAAGTATTCCCAGAAGTT
CCAAGGGCGCGTGACCATTACCGCCGATAAAAGCGCAAGCACCGCGTATA
TGGAGCTGTCCAGCCTGCGTAGCGAAGATACAGCGGTTTACTATTGCGCA
CGGAGCTGGATTATGCAATACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAG
CAGCTAAGGATCC3’

3E8.scFv.Cys (SEQ ID NO: 8)

5’CATATGAAATATCTGTTACCTACTGCTGCTGCGGGCCTGCTATTA
TTAGCGGCACAACCAGCAATGGCGGCGCATCATCATCATCATCATGGGTC
CTCGGGCGGTGGCGAAAATCTGTATTTTCAGGGTAGCAGCGGCGATATTG
TGATGACCCAGAGCCCGGATAGTTTGGCCGTTAGCCTGGGCGAACGTGCG
ACGATTAATTGCAAGAGCAGCCAGAGCGTGCTTTACAGCAGCAACAATAA
GAATTACCTGGCGTGGTATCAGCAAAAACCCGGCCAGCCGCCGAAACTTT
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TGATTTATTGGGCGAGCACCCGTGAAAGCGGCGTGCCGGATCGTTTCTCG
GGCTCAGGCAGCGGGACCGATTTTACGCTGACCATCAGCAGCCTTCAGGC
GGAGGATGTCGCGGTGTACTACTGCCAGCAGTATTACAGCTATCCGTTGA
CCTTTGGGGGAGGCACCAAAGTGGAGATCAAACTGAGCGCGGATGATGCT
AAGAAAGATGCGGCGAAGAAGGACGATGCGAAAAAAGACGACGCAAAA
AAGGATCTGCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCGGGTGCGGAAGTGAAGAAAC
CTGGGGCGTCGGTGAAAGTGAGCTGCAAAGCGAGCGGCTATACCTTTACC
GATCATGCGATTCATTGGGTGCGTCAAGCGCCAGGCCAGCGTCTGGAATG
GATGGGCTATTTTTCCCCAGGCAACGATGATTTCAAGTATTCCCAGAAGTT
CCAAGGGCGCGTGACCATTACCGCCGATAAAAGCGCAAGCACCGCGTATA
TGGAGCTGTCCAGCCTGCGTAGCGAAGATACAGCGGTTTACTATTGCGCA
CGGAGCTGGATTATGCAATACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAG
CAGCTGTTAAGGATCC3

Esta secuencia se ha subclonado en plasmidos pCOLD IV (bajo el control del promotor cspA) y pHLIC (bajo el control
del promotor T7), en ambos casos entre los sitios de restriccion Ndel y BamHI. Se ha demostrado la expresion de
3E8.scFv de pCOLD IV y pHLIC y 3E8.scFv.Cys de pCOLD IV y pHLIC.

Procedimiento de expresion y purificacién

Los dos scFv se producen a partir de la expresion bacteriana con exportaciéon al periplasma, purificacion IMAC y
escision proteolitica de la etiqueta 6xHis (Fig. 1).

Expresion de pCOLD IV: los plasmidos resistentes a ampicilina (3E8.scFv o 3E8.scFv.Cys) se transformaron en
DH10B para la expresion de choque por frio. Las células se cultivaron a 37°C en matraces con agitacion 2xYT hasta
DO600 = 0,7-1,0. A mediados de la fase logaritmica, los matraces se sumergieron en agua con hielo durante 10
minutos. A continuacion, las células se indujeron con IPTG 0,2 mM y se movieron a 4°C durante 20 minutos. Después
del choque por frio, los matraces se devolvieron al agitador y se cultivaron durante ~16 horas a 16°C.

Expresion de pHLIC: los plasmidos resistentes a ampicilina se transformaron en cepas bacterianas DE3 (expresion
exitosa lograda en BL21 (DE3), C41 (DE3), C43 (DE3), C43 (DE3) pLysS, T7 Express LysY (NEB), T7 Express LysY/lq
(NEB)) para la expresion de choque por frio. Las células se cultivaron a 37°C en matraces de agitacion 2xYT a DO600
= ~1,0-1,5. En la fase logaritmica tardia los matraces se sumergieron en agua con hielo durante 10 minutos. A
continuacion, las células se indujeron con IPTG 0,05 mM y se movieron a 4°C durante 20 minutos. Después del choque
por frio, los matraces se devolvieron al agitador y se cultivaron durante 16 horas aproximadamente a 16°C.

Purificacion a partir de bacterias: las células se recogieron por centrifugacion a 8.000 g y se resuspendieron (40 mL/1
L de cultivo) en Tris 30 mM<HCI, sacarosa al 20%, pH 8. Se aislaron esferoplastos de 1 L de cultivo mediante la adicion
de 30 mg de lisozima, 0,05 mg de RNasa (Pierce), 100 U de DNasa (Fisher) y MgCI2 2 mM. La suspension se mezcla
a 4°C con una barra de agitacién magnética durante 20 minutos antes de la dilucién con 80 mL de agua con hielo. La
muestra diluida se agita durante otros 30 minutos a 4°C antes de la centrifugaciéon a 8.000 g. El fragmento de
anticuerpo se purifica a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). Por
cada litro de cultivo, se afiade 1 mL de agarosa Ni-NTA al 50% (Thermo) a una columna preajustada (Bio-Rad). A
continuacion, se pasa el sobrenadante a través de la resina y se lava el material ligado (Tris 50 mM-HCI, NaCl 300
mM, imidazol 20 mM pH 8.0) antes de la elucién (Tris 50 mM<HCI, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM pH 8,0). El 6xHis-
TEV-3E8.scFv se digiere durante toda la noche con la proteasa TEV marcada con 6xHis con DTT 1 mM. Después de
la escision, la muestra se dializa en fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8. La etiqueta de hexahistidina y la
proteasa TEV fusionada 6xHis se eliminan mediante una segunda columna de Ni-NTA. La concentracion y la pureza
se analizan mediante SDS-PAGE y absorbancia a 280 nm.

Purificacion de 3E8.scFv.Cys: la variante de cisteina en el extremo C se purifica de forma idéntica a 3E8.scFv con las

siguientes modificaciones. (1) Todas las soluciones se suplementan con TCEP 1 mM para evitar enlaces disulfuro no
deseados entre los residuos de cisteina en el extremo C. (2) El 3E8.scFv.Cys se purifica conjuntamente con un
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producto de degradacion. Para eliminar esta proteina, el 6xHis-3E8.scFv.Cys se dializ6 en acetato 50 mM pH 5, NaCl
15 mM, TCEP 1 mM y se realizdé cromatografia de intercambio iénico con columna Resource S (GE). La proteina se
eluye con concentraciones crecientes de NaCl en acetato 50 mM pH 5, TCEP 1 mM. El scFv de longitud completa se
eluye a NaCl 450 mM y se separa facilmente del contaminante que se eluye a NaCl 600 mM. Después de la elucion,
las fracciones deseadas se dializan en fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8 y TEV digeridas durante toda la
noche. La etiqueta 6xHis y la proteasa TEV se eliminan mediante una segunda columna de Ni-NTA.

Adicion de alanina adicional después del sitio de escisién de la peptidasa de sefal

La purificacion inicial de 3E8.scFv produjo rendimientos pobres con la mayoria del fragmento de anticuerpo que reside
en la fraccion insoluble. Aparentemente la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 era un sustrato pobre para
la peptidasa de sefial. Para mejorar la reaccion de escisién, se inserté un segundo codén de alanina en la secuencia
de ADN. El producto de proteina resultante,

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGDIV (SEQ ID NO: 9), aumenta la fraccion de
fragmento de anticuerpo soluble (liberado por membrana).

Optimizacion de la extraccion de periplasma

La metodologia de purificacion referida en esta invencion es el resultado de una optimizacién empirica que se desvia
significativamente de los protocolos estandar de purificacion periplasmica. El enfoque mas comun consiste en
resuspender las células en el tampdn TSE (Tris-Sacarosa-EDTA). En este protocolo, después de la incubacién en
TSE, las células se recogen de la fraccion osmética por centrifugacién y se resuspenden en agua suplementada con
magnesio. Después de la incubacién en agua, la muestra se centrifuga para separar la fraccidon periplasmica y las
células. La fraccion periplasmica se dializa para eliminar el EDTA residual antes de IMAC. Este proceso genera
volumenes excesivamente grandes que complican las etapas de dialisis o requieren concentracion. Ademas, algunas
o todas las proteinas pueden perderse en la fraccion osmaética. 3E8.scFv se purificd con bajo rendimiento al ejecutar
este protocolo estandar.

Para mejorar el rendimiento, se optimizé el procedimiento de purificacion y se cuantificé la cantidad de proteina
recuperada de las fracciones osmética y periplasmica. Se cree que la dialisis es necesaria para eliminar el EDTA
residual antes de aplicar la proteina a la columna de Ni-NTA. De hecho, cuando se omitié la etapa de dialisis, la
cantidad de proteina recuperada disminuyd tanto en la fraccion osmaética como en la periplasmica. A continuacion, se
cuestiono si el EDTA mismo era necesario o no. La EDTA efectua la quelacién de cationes divalentes lo que produce
desestabilizacidon de la membrana. Cuando el procedimiento se repitid en ausencia de EDTA, la etapa de dialisis ya
no era necesaria. Asi, se obtuvo una recuperacién incrementada en la fraccion osmética, pero se aislé material minimo
de la fraccién periplasmica. A continuacion, se planted la hipétesis de que la lisozima podria desestabilizar la
membrana en lugar de EDTA. Una vez mas, no se requiri6 dialisis y se observaron mayores rendimientos en las dos
fracciones. Finalmente, el protocolo de lisozima se modificé omitiendo la etapa de centrifugacion y recogida entre Tris-
sacarosa y agua. Asi se generé proteina pura con el mayor rendimiento.

Efecto del vaso de expresion

Las primeras preparaciones de scFv periplasmicos produjeron un crecimiento lento y una lisis celular significativa.
Para prevenir la lisis celular, el protocolo se cambié de matraces con deflector de aireacién a matraces Erlenmeyer
estandar y se redujo la agitacion de 200 rpm a 100 rpm. Estas adaptaciones condujeron a valores DO600 mas altos
con una lisis minima.

Propiedades fisicas
Estado oligomérico

Se inform6 de que el CC49 scFv de Pavlinkova (1999) es una mezcla de monémero y dimero. Se sometié a ensayo
la estructura cuaternaria de los dos scFv por cromatografia de filtracién de gel. 3E8.scFv tiene un peso molecular de
28 kDa, y se eluye como una sola especie con un peso molecular calculado de 25 kDa. El scFv modificado por
ingenieria genética de 3E8 es monomeérico sin dimero visible o formacion de oligdmeros superiores. CC49.scFv se
eluye antes con un peso molecular calculado de 31 kDa, lo que sugiere cierto grado de despliegue/expansion. Ademas,
el cromatograma CC49 tiene un segundo pico mas pequefio con una masa molecular calculada de 64 kDa, que
corresponde a cierta formacion de dimero. El CC49.scFv existe como una mezcla heterogénea y puede expandirse o
desplegarse ligeramente.

Estabilidad
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La IgG de longitud completa y los dos scFv se analizaron para determinar su estabilidad a la agregacién mediante
dispersion de luz estatica diferencial (DSLS) y exploraciéon térmica de alto rendimiento (HTTS). DSLS mide la difraccién
de la luz de 600 nm con el aumento de la temperatura. A medida que las proteinas se despliegan y se afiaden, los
productos de precipitacion difractan la luz, lo que conduce a altos valores de DO600. CC49.scFv experimenta una
Unica transicidon cooperativa con Tagg = 54,0°C (temperatura a la que se afiade la mitad de la proteina). Se observa
una transicion similar en 3E8.scFv, pero la variante disefiada es ~12°C mas estable (66,0°C). El anticuerpo de longitud
completa, 3E8.1gG es 21°C adicionales mas estable que su contrapartida truncada. Estos resultados muestran que el
3E8.scFv es significativamente mas estable a la agregacion que CC49.scFv, pero mas propenso a la agregacion que
la IgG correspondiente.

Una segunda técnica para medir la estabilidad de la proteina se basa en la unién de colorantes hidréfobos de productos
intermedios desnaturalizados térmicamente (HTTS). En este caso, se informa de que los valores de THTTS
(temperatura a la que se despliega la mitad de la proteina) son altamente concordantes con los valores de Tagg
mostrados para los dos scFv (55,4°C - CC49.scFv y 66,0°C - 3E8.scFv). La IgG de longitud completa muestra dos
transiciones desplegables: una a 66,2°C y otra a 83,6°C. La primera transicion se superpone al episodio de despliegue
visto para 3E8.scFv y puede describir los dominios variables de despliegue. La segunda transicién, por lo tanto,
corresponde al despliegue de dominios constantes. Estos datos, tomados junto con los valores de DSLS, muestran
que la mayor estabilidad de los dominios constantes evita que la IgG se agregue, pero tanto el scFv de 3E8 como la
IgG se inactivan a 66°C. Por lo tanto, se ha producido con éxito un fragmento variable monocatenario que es
sustancialmente mas estable que CC49.scFv e igual a la estabilidad de 3E8.IgG.

Unién
Inmunotransferencia puntual por fluorescencia

La mucina submaxilar bovina es positiva para el epitopo TAG-72, sialil-Tn. Para analizar cualitativamente la union, se
detectdé BSM en una membrana de nitrocelulosa y a continuacion se bloqued con albumina de suero bovino (BSA).
Los anticuerpos y fragmentos se marcaron inespecificamente en lisinas con el éster NHS de fluoresceina, y a
continuacién se afnadieron a las inmunotransferencias puntuales. Después de un lavado suave, se sometieron las
muestras a estudio de imagen usando Phosphorimager Typhoon. El circulo mas oscuro indica un resultado positivo
para la unién de sialil-Tn y se observé tanto para CC49.scFv como para la variante de ingenieria de los autores,
3E8.scFv (Fig. 7A).

Inmunotransferencia puntual competitiva

Se realizdé un experimento de transferencia puntual similar usando concentraciones constantes de BSM y 3ES8 IgG
marcado con fluoresceina. Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes de 3E8.scFv sin marcar. Si scFv
e IgG reconocen el mismo epitopo en BSM, y la afinidad scFv es comparable a la IgG, se deberia ver una disminucion
de la fluorescencia para concentraciones crecientes de scFv. Se realizaron dos controles negativos en paralelo. En
primer lugar, la membrana de nitrocelulosa se prepard usando solo BSA para mostrar que los anticuerpos no se unen
a la nitrocelulosa o BSA de forma inespecifica. En segundo lugar, se afiadio fluoresceina libre a los puntos BSM para
mostrar que la interaccién no estd mediada por el fluoréforo. Como se muestra en la Fig. 7B, la IgG 3E8 se une
fuertemente hasta ~2 yM compitiendo con 3E8.scFv. Para 4 uM de scFv, aproximadamente la mitad de la IgG se
desplaza y para 8 uM la inmunotransferencia puntual se parece al control negativo. Este andlisis estima que 3E8.scFv
se une aproximadamente de forma 16 veces mas débil que 3E8.IgG y que los dos se unen al mismo epitopo. Se
espera una ligera pérdida de afinidad ya que la IgG nativa es bivalente frente al scFv monovalente.

Resonancia por plasmones superficiales

Para confirmar aun mas los datos de union, se realiz6 una resonancia por plasmones superficiales en 3E8 IgG,
CC49.scFv y 3E8.scFv (Fig. 7C). Se ha informado previamente de que la 3E8 IgG se une al epitopo sialil-Tn con una
KD de ~1 nM (Yoon 2006). La 3E8 IgG preparada comercialmente se analizé6 mediante SPR y se determind que la
afinidad era similar, 4 + 2 nM. CC49.scFv se une en el rango medio nanomolar con una constante de disociacion de
30 £ 8 nM. 3E8.scFv se uni6 2 veces con mas fuerza que CC49.scFv y solo 4 veces mas débilmente que la IgG
bivalente. A 16 + 4 nM, 3E8.scFv se une mejor que las variantes de CC49 IgG y scFv clinicamente probadas de CC49,
y tiene propiedades biofisicas mas deseables que los anticuerpos de longitud completa.

IHC

3E8.scFv se biotinilo inespecificamente (usando NHS-biotina) para investigar su candidatura a inmunohistoquimica
(IHC) y validar su capacidad de unién a sialil-Tn en tejido humano. Generalmente, el anticuerpo se incubd con tejido
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antes del lavado suave y la adicion de un anticuerpo secundario biotinilado. A continuacion, se afiadié peroxidasa de
rabano picante unida a estreptavidina (HRPO) al tejido en presencia de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina
(DAB). La oxidacién de DAB da como resultado un producto cromogénico que tifie el tejido localizado. El fragmento
se marco directamente con biotina en las lisinas superficiales. Antes de tefiir el tejido humano, se realizé con éxito una
inmunotransferencia puntual de nitrocelulosa analoga a la Fig. 8A.

El colon enfermo se obtuvo de la reseccion quirdrgica y se embebid en parafina antes del corte. La muestra se tifd
con el kit comercial B72.3 (Biocare Medical) y 3E8.scFv. Las dos muestras tifieron intensamente la mucina extracelular,
asi como las vesiculas intracelulares llenas de mucina (Fig. 9). No se detecté union inespecifica en las dos muestras
de colon analizadas.

El tejido embebido en parafina se corté a 4 um y las secciones se colocaron en portaobjetos cargados positivamente.
Los portaobjetos se colocaron a 60°C durante una hora, se enfriaron, se desparafinaron y se rehidrataron a través de
xileno y soluciones graduadas de etanol en agua. Todos los portaobjetos se inactivaron durante 5 minutos en peroxido
de hidrégeno al 3% para bloquear la peroxidasa enddgena. La recuperacion del antigeno se realizé mediante la
recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER), donde los portaobjetos se incubaron en una Target Retrieval
Solution pH 6 (Dako) durante 25 minutos a 96°C. Los portaobjetos se tifieron con scFv 5 yM usando un sistema de
inmunotincion Dako Autostainer a temperatura ambiente. Los portaobjetos se contratiieron en hematoxilina de
Richard-Allan, se deshidrataron a través de una solucién de etanol graduada, se aclararon con xileno y se cubrieron
con un cubreobjetos.

Conjugacion de 3E8.scFv y 3E8.scFv.Cys
NHS-PEG

Se PEGIl6 3E8.scFv inespecificamente en lisinas de superficie usando quimica de éster de NHS. Se hizo reaccionar
un PEG discreto con un peso molecular de 1,8 kD (Quanta BioDesign - 10910) con el fragmento de anticuerpo a un
exceso molar de 0, 5x y 20x. La reaccién se realizé en solucién salina con tampoén de fosfato durante 1 hora a
temperatura ambiente antes de inactivar con etanolamina. EI PEG sin reaccionar se eliminé por dialisis. También se
mostré la conjugacion de un PEG deuterado para deteccién por espectroscopia Raman o IR.

NHS-Fluoresceina

Se marcoé 3E8.scFv inespecificamente con fluoresceina en lisinas de superficie usando quimica de éster de NHS. Se
hizo reaccionar una fluoresceina NHS (Pierce - 46410) con el fragmento de anticuerpo con un exceso molar de 20x.
La reaccién continué en solucion salina con tampén de fosfato durante 2 horas a 4°C. El fluoréforo sin reaccionar se
elimind por dialisis.

NHS-biotina

Se marcé 3E8.scFv inespecificamente con biotina en lisinas de superficie usando quimica de éster de NHS. Se hizo
reaccionar una NHS-biotina (Sigma - H1759) con el fragmento de anticuerpo con un exceso molar de 5x. La reaccion
continud en solucion salina con tampoén de fosfato durante 1 hora a temperatura ambiente. La biotina sin reaccionar
se elimind por didlisis.

Maleimida-PEG

Se PEGIl6 3E8.scFv.Cys especificamente en la cisteina en el extremo C usando quimica de maleimida. Se hizo
reaccionar un PEG discreto con un peso molecular de 2,7 kD (Quanta BioDesign - 10931) con el fragmento de
anticuerpo a un exceso molar de 20 veces. La reaccion continu6 en solucion salina con tampoén de fosfato durante 1
hora a temperatura ambiente. El PEG sin reaccionar se eliminé por didlisis.

Ejemplo 2: Mejora de la proteina terapéutica a través de la PEGilacion: anticuerpos de estudio de imagen
contra el cancer

Un sistema moderno de imagenes de céncer, la cirugia radioinmunoguiada (RIGS), usa anticuerpos marcados con
radionuclidos que se unen a un epitopo presente solo en ciertas células cancerosas. Los estudios sobre la union
covalente de las moléculas de polietilenglicol (PEG) a las proteinas indican que la PEGilacion puede mejorar la
efectividad terapéutica. En esta invencion se describen los efectos de la PEGilacion (usando diferentes tipos de PEG)
con el objetivo final de mejorar 3E8.scFv como un anticuerpo RIGS. En esta invencion se describe lo que hacen
realmente los PEG en la proteina a la que estan unidos. Se examina la diferenciaciéon entre dos modelos, interaccion
PEG-proteina: perlas similares a polimeros cerca del punto de unién frente a la envoltura alrededor del hilo similar a
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la proteina. Se usa una proteina modelo (lisozima T4, T4L) para observar el comportamiento general de las proteinas
PEGiladas y para comparar los diferentes tipos de PEG. Se analiza un analisis de los efectos de la PEGilacién con
electroforesis en gel de SDS poliacrilamida (PAGE) y un ensayo de actividad de lisozima. El dicroismo circular se usa
para hacer un analisis en profundidad y medir el plegamiento; cromatografia de filtracién de gel para medir el tamafio;
dispersion de luz estatica diferencial y escaneo térmico de alto rendimiento para medir la estabilidad; y
ultracentrifugacion analitica y dispersion de rayos X de angulo pequefio para medir el tamano/forma.

Se ha desarrollado un procedimiento de PEGilacion que une los PEG activados a T4L o 3E8.scFv. El analisis SDS-
PAGE indica proteinas con numeros enteros de PEG unidos. La actividad de T4L y la unién de 3E8.scFv (PEGilada y
no PEGilada) se ha evaluado usando un ensayo de actividad basado en fluorescencia y resonancia por plasmones
superficiales y ensayos de unién de inmunohistoquimica, respectivamente.

Las aplicaciones clinicas de RIGS incluyen que RIGS se puede realizar durante la cirugia, eliminando horas de
imagenes preoperatorias y postoperatorias. Ademas, se puede ajustar la semivida en suero de las proteinas
PEGiladas cambiando la cantidad de PEGilacién. También se puede ajustar la semivida del radionuclido para que
coincida con la semivida del anticuerpo.

La imagenologia tradicional del cancer incluye TC y TEP, y no es muy sensible o especifica. La imagenologia moderna
del cancer usa la cirugia radioinmunoguiada (RIGS), que usa anticuerpos radiomarcados generados contra un
disacarido (sialil-TN) presente en la glucoproteina asociada al tumor (TAG-72) que esta presente en la superficie de
muchas células cancerosas. Es muy sensible y muy especifico. El anticuerpo usado actualmente es CC49. 3E8 es un
buen ligante, y puede modificarse en un fragmento variable monocatenario (scFv) como se describe en esta invencion.

Se ha demostrado que unir los PEG a las proteinas puede mejorar las propiedades terapéuticas de la proteina. Se
puede unir a proteinas (como la proteina modelo, llamada T4L), en los residuos de lisina usando la quimica del éster
de NHS; en residuos de cisteina usando quimica de maleimida. Cuando se unen a las proteinas, los PEG: no son
inmunogeénicos, disminuyen la agregacion y la protedlisis, y aumentan la semivida en suero.

Los PEG existen como mezclas polidispersas de moléculas, moléculas discretas (homogéneas) (dPEG de Quanta
Biodesign) y moléculas lineales y ramificadas, asi como moléculas neutras y cargadas. 3E8.scFv es un mondmero
correctamente plegado. Es tan estable como el dominio de unién de 3E8.19G. Tiene un KD = 16,4 nM y se une
correctamente. El 3E8.scFv PEGilado también se une al tejido correcto. T4L PEGilado puede ser PEGilado con
numeros enteros de PEG en residuos de lisina.

Ejemplo 3: Disefio y caracterizacion biofisica de un fragmento de anticuerpo variable monocatenario
estabilizado que se une a la glucoproteina-72 asociada al tumor Resultados

Construccion y purificacion

Se descubrié un agente de deteccion y estudio de imagen para adenocarcinomas que expresan el epitopo TAG-72,
sialil-Tn. En esta invencion se describe un scFv inspirado en 3E8 con secuencias enlazadoras cuidadosamente
seleccionadas y protocolos mejorados de expresion y purificacion. El dominio ligero variable (VL) se fusiona con el
dominio pesado variable (VH) mediante la secuencia enlazadora 205C (Denzin 1991). El scFv se produce como una
fusion de hexahistidina escindible y se transfiere al periplasma para mejorar el plegamiento (Fig. 18). Finalmente, el
gen de longitud completa se subclona en el vector de expresion pCOLD para usar el sistema de chaperona de choque
por frio (Takara Bio, Inc.).

Los scFv se purifican a partir de la fraccion periplasmica mediante digestién con lisozima y choque osmético. Se
prefiere el protocolo modificado a los procedimientos estandar por su falta de grandes volumenes, eliminacion de
etapas de didlisis y compatibilidad con la purificacion de Ni-NTA. Se ha demostrado que el EDTA desestabiliza la
membrana mediante la quelacion de calcio divalente, pero debe eliminarse antes de la union del niquel
(Prachayasittkul 2007). En cambio, la membrana externa se ve perturbada por una digestion de lisozima leve. Después
del choque osmodtico, la fraccidn periplasmica puede unirse directamente a la agarosa Ni-NTA y purificarse por medios
estandar. La adicion de la proteasa TEV y un segundo paso de IMAC produce fragmentos variables monocatenarios
nativos.

En condiciones de choque por frio, los autores de la invencion pueden expresar y purificar >2 mg L' de 3E8.scFv en
matraces de agitacion, con la capacidad de aumentar la produccion a través de la fermentacion. También construyen
CC49.scFv referidos en la bibliografia como un control que en las mismas condiciones produce ~1 mg L™ (Pavlinkova
1999).

Estructura
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Las IgG de longitud completa consisten en cuatro cadenas de polipéptidos que incluyen dos cadenas pesadas (~50
kDa) y dos cadenas ligeras (~ 25 kDa). Las dos cadenas pesadas interaccionan entre si y con la cadena ligera a
través de contactos no covalentes y enlaces disulfuro. La unién al antigeno se logra usando los bucles variables en
los dominios en el extremo N de las cadenas pesada y ligera, que pertenecen al pliegue de inmunoglobulina. Un
pliegue de inmunoglobulina se compone de 7-9 cadenas B antiparalelas (Bork 1994). Estas estructuras secundarias
forman dos laminas B con arquitectura de clave griega. Para estabilizar la interaccién Vi y VL en scFv, se usa un
enlazador de aminoacidos para conectar el extremo C del dominio VL al extremo N del dominio V. Para evaluar las
caracteristicas estructurales generales de 3E8.scFv y CC49.scFv se realiz6 dicroismo circular (CD) (Fig. 20a).
CC49.scFv tiene los minimos esperados alrededor de 215-220 nm para las cadenas B. 3E8.scFv tiene un espectro de
forma similar, pero también muestra un pico positivo grande alrededor de 205 nm consistente con dominios de
inmunoglobulina. Se predice que el enlazador 205C posee cierta estructura en espiral que puede conducir una sefal
mejorada a 222 nm.

A continuacion, se sometié a ensayo la estructura cuaternaria de los dos scFv por filtracion de gel. 3E8.scFv tiene un
peso molecular de 28 kDa, y se eluye como una sola especie con un peso molecular calculado de 25 kDa (Fig. 20b).
El scFv modificado por ingenieria genética de 3E8 es monomérico sin formacion visible de dimeros o trimeros, ni
agregacion. CC49.scFv se eluye antes con un peso molecular calculado de 31 kDa, que es 3 kDa mayor que la masa
predicha que muestra cierto grado de despliegue o expansion.

Unién

La regulacion ascendente de los genes metabdlicos en las células cancerosas conduce a un aumento en la
presentacion de disacaridos sialil-Tn en la mucina (Kjeldsen 1988). Las moléculas dirigidas a este epitopo
proporcionan un medio potente para distinguir tejidos cancerosos y sanos. La mucina submaxilar bovina es positiva
para el epitopo TAG-72, sialil-Tn. Para analizar cualitativamente la unién, se detect6 BSM en una membrana de
nitrocelulosa y a continuacion se bloqued con albumina de suero bovino (BSA). Los anticuerpos y fragmentos se
marcaron inespecificamente en lisinas con fluoresceina, y a continuacion se afiadieron a las inmunotransferencias
puntuales. Después de un lavado suave, se sometieron las muestras a estudio de imagen usando Phosphorimager
Typhoon. El circulo mas oscuro indica un resultado positivo para la unién de sialil-Tn y se observé tanto para el control
positivo, CC49.scFv, como para la variante de ingenieria de los autores, 3E8.scFv (Fig. 7a).

A continuacion, se llevd a cabo un experimento similar de inmunotransferencia puntual usando concentraciones
constantes de BSM y 3E8.1gG marcado por fluorescencia. Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes
de 3E8.scFv sin marcar. Si scFv e IgG reconocen el mismo epitopo en BSM, y la afinidad scFv es comparable a la
IgG, se deberia ver una disminucion de la fluorescencia para concentraciones crecientes de scFv. Se realizaron dos
controles negativos en paralelo. En primer lugar, la membrana de nitrocelulosa se preparé usando solo BSA para
mostrar que los anticuerpos no se unen a la nitrocelulosa o BSA de forma inespecifica. En segundo lugar, se ahadio
fluoresceina libre a los puntos BSM para mostrar que la interaccién no esta mediada por el fluoréforo. Como se muestra
en la Fig. 7b, la 3E8.IgG se une fuertemente hasta ~2 pM compitiendo con 3E8.scFv. Para 4 uM de scFv,
aproximadamente la mitad de la IgG se desplaza y para 8 uyM la inmunotransferencia puntual se parece al control
negativo. Este analisis estima que 3E8.scFv se une aproximadamente de forma 16 veces mas débil que 3E8.IgG y
que los dos se unen al mismo epitopo. Se espera una ligera pérdida de afinidad ya que la IgG nativa es bivalente
frente al scFv monovalente.

Para confirmar aun mas los datos de union, se realiz6 una resonancia por plasmones superficiales en 3E8.1gG,
CC49.scFv y 3E8.scFv (Fig. 7c). Se ha referido anteriormente que el 3E8.1gG une el epitopo sialil-Tn con una Kq de ~
1 nM 7 Se analizo 3E8.IgG por SPR y se determiné que la afinidad era similar, 4 + 2 nM. A continuacion, se midio la
afinidad del scFv de CC49. CC49.scFv se une en el rango nanomolar medio con una constante de disociacion de 30
+ 8 nM. Finalmente, SPR se realizd en 3E8.scFv y se encontré que se unia 2 veces mejor que CC49.scFv y solo 4
veces mas débil que la IgG bivalente. A 16 + 4 nM, 3E8.scFv se une mejor que las variantes de CC49 IgG y scFv
clinicamente probadas de CC49, y tiene propiedades biofisicas mas deseables que los anticuerpos de longitud
completa.

Inmunohistoquimica

El fragmento variable monocatenario de 3E8 se biotinilé inespecificamente para investigar su candidatura para
inmunohistoquimica (IHC), y para validar su capacidad de unirse a sialil-Tn en tejido humano. Generalmente, el
anticuerpo se incubd con tejido antes del lavado suave y la adicion de un anticuerpo secundario biotinilado. A
continuacion, se afiadié peroxidasa de rabano picante unida a estreptavidina (HRPO) al tejido en presencia de
tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (Dab). La oxidacion de Dab da como resultado un producto cromogénico
que tifie el tejido localizado. Debido a que el scFv carece del dominio constante donde se une el anticuerpo secundario,
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el fragmento se marco directamente con biotina en las lisinas superficiales. Antes de tefir el tejido humano, se realizé
con éxito una inmunotransferencia puntual de nitrocelulosa.

El colon enfermo se obtuvo de la reseccion quirdrgica y se embebié en parafina antes del corte. La muestra se tifié
con el kit comercial B72.3 y 3E8.scFv. Las dos muestras tifieron intensamente la mucina extracelular, asi como las
vesiculas intracelulares llenas de mucina (Fig. 9).

Estabilidad

El objetivo fue disefiar un fragmento variable monocatenario con mayor estabilidad y resistencia a la agregacion. La
IgG de longitud completa y los dos scFv se analizaron para determinar la estabilidad mediante dispersion de luz
estatica diferencial (DSLS) (Senisterra 2009) y exploracion térmica de alto rendimiento (HTTS) (Lavinder 2009). DSLS
mide la difraccion de la luz de 600 nm con el aumento de la temperatura (Fig. 6a). A medida que las proteinas se
despliegan y se afnaden, los productos de precipitacion difractan la luz, lo que conduce a altos valores de DOeoo.
CC49.scFv experimenta una Unica transicion cooperativa con Tagg = 54,0°C (temperatura a la que se afade la mitad
de la proteina). Se observa una transicidon similar en 3E8.scFv, pero la variante disefiada es ~12°C mas estable
(66,0°C). El anticuerpo de longitud completa, 3E8.IgG es 21°C adicionales mas estable que su contrapartida truncada.
Estos resultados solo muestran que el 3E8.scFv es significativamente mas estable que CC49.scFv.

Una segunda técnica para medir la estabilidad de la proteina se basa en la unién de colorante hidréfobo de productos
intermedios desnaturalizados térmicamente (HTTS). En este caso, se informa de que los valores de THrTs (temperatura
a la que se despliega la mitad de la proteina) son altamente concordantes con los valores de Tagg mostrados para los
dos scFv (55,4°C - CC49.scFv y 66,0 °C - 3E8.IgG). La IgG de longitud completa muestra dos transiciones
desplegables: una a 66,2°C y otra a 83,6°C (Fig. 6b). La primera transicion se superpone al episodio de despliegue
visto para 3E8.scFv y puede describir los dominios variables de despliegue. La segunda transicién, por lo tanto,
corresponde al despliegue de dominios constantes. Estos datos, tomados junto con los valores de DSLS, muestran
que la mayor estabilidad de los dominios constantes evita que la IgG se agregue, pero tanto el scFv de 3E8 como la
IgG se inactivan a 66°C. Por lo tanto, se ha producido con éxito un fragmento variable monocatenario que es
sustancialmente mas estable que CC49.scFv e igual a la estabilidad de 3E8.IgG.

Materiales y procedimientos
Disefio y construccién

Los genes scFv se disefiaron como fusiones Vi-enlazador-Vu. Los genes codifican la secuencia lider de PelB para el
trafico periplasmico, una etiqueta de hexahistidina para la purificacién y el sitio de reconocimiento de la proteasa del
virus del grabado del tabaco (TEV) para eliminar la etiqueta de purificacion. Los genes de ADN de longitud completa
se encargaron a Genewiz, Inc. (South Plainfield, NJ) y se subclonaron en pCOLD IV (Takara Bio, Japén). El anticuerpo
monoclonal, 3E8.1gG fue recibido como un regalo de Enlyton, Ltd. (Columbus, OH).

Expresion y purificacion de proteinas

Los plasmidos resistentes a la ampicilina se transformaron en DH10B para expresién por choque por frio. Las células
se cultivaron a 37°C en matraces de agitacion 2xYT a DOeoo = ~0,7. En la fase logaritmica media los matraces se
sumergieron en agua con hielo durante 10 minutos. A continuacion, las células se indujeron con IPTG 0,3 mM y se
movieron a 4°C durante 30 minutos. Después del choque por frio, los matraces se devolvieron al agitador y se
cultivaron durante ~16 horas a 16°C.

Se recogieron las células por centrifugacion a 8.000 g y se resuspendieron (40 mL/1 L de cultivo) en Tris 30 mM-HCI,
sacarosa al 20%, pH 8. Se generaron esferoplastos de 1 L de cultivo mediante la adicion de 30 mg de lisozima, 0,05
mg de RNasa (Pierce), 100 Unidades de DNasa (Fisher) y MgCl2 1,5 mM. Se mezclé la suspensién a 4°C con una
barra de agitacion magnética durante 30 minutos antes de la dilucion con 160 mL de agua enfriada con hielo. Se agitd
la muestra diluida durante otros 30 minutos a 4°C antes de la centrifugacion a 8.000 g. El sobrenadante se decanté y
se prepard para la union de Ni-NTA afiadiendo 4 mL de imidazol 0,5 M y 1 mL de agarosa Ni-NTA (Qiagen) al 50%.
Después de 1 hora de union de niquel a 4°C, la fraccidn periplasmica se vertié en una columna presinterizada (Bio-
Rad) y se lavé (Tris 50 mM<HCI, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM pH 8.0) antes de la eluciéon (Tris 50 mM+HCI, NaCl
300 mM, imidazol 250 mM pH 8,0). Se digirieron los 6xHis-TEV-scFv durante toda la noche con 6xHis-TEV proteasa
con DDT 5 mM. Después de escision, se dializé la muestra en fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8. Se
elimind la etiqueta de hexahistidina y 6xHis-TEV mediante una segunda columna de Ni-NTA. Se sometieron a ensayo
la concentracion y la pureza de las proteinas mediante SDS-PAGE y absorbancia a 280 nm.

Dicroismo celular
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Los espectros se registraron en un espectrometro Jasco J-185 en proteina 10 yM en HEPES 10 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 3,4 uM, tensioactivo P20 al 0,005% (GE Healthcare). Los analisis de longitud de onda se recogieron por
triplicado de 190 a 275 nm con una integracion de 2 segundos a 100 nm min™" de velocidad de exploracion. Se
descartaron los datos recogidos con una tensién HT superior a 600 V.

Filtracion de gel

La cromatografia de exclusién por tamafio se realizd6 en un Purificador AKTA de GE Pharmacia. Se inyectaron
fragmentos de anticuerpos a 10 uM y se eluyeron a partir de una columna Superdex 75 10/300 (GE Amersham) con
Tris 50 mM+HCI, NaCl 100 mM, pH 8 a 0,4 mL min™'. Los pesos moleculares para scFv se calcularon basandose en
ajustes de estandares conocidos: aprotinina (6,5 kDa-14,6 mL), citocromo c (12,5 kDa-12,9 mL), anhidrasa carbénica
(29,0 kDa-11,21 mL) y albumina de suero bovino (66,5 kDa- 9,2 mL).

Estabilidad

La estabilidad del anticuerpo de longitud completa y scFv se determind mediante exploraciéon térmica de alto
rendimiento (HTTS). En este caso, se incubo proteina 5 uM con 5x de colorante SYPRO Orange (Invitrogen). Las
masas fundidas se analizaron usando un ciclador térmico Bio-Rad C1000 con una velocidad de rampa de 1°C min' a
intervalos de 0,2°C. Los datos se exportaron a Microsoft Excel 2010. Los Trrts se calcularon como la temperatura con
la pendiente maxima determinada a partir de una ventana de 5°C alrededor de cada punto.

La temperatura de agregacion se analiz6 mediante dispersion de luz estatica diferencial (DSLS) usando la
caracteristica de absorbancia del espectrometro Jasco J-185 para proteina 10 yM en HEPES 10 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 3,4 uM, tensioactivo P20 al 0,005% (GE Healthcare). Los datos se recogieron en etapas de 1°C con 6 segundos
de equilibrio de temperatura, 1°C min-! de rampa y 2 segundos de integracion. Todas las fusiones se exportaron a
Microsoft Excel 2010. Los Tagg se calcularon como la temperatura con la pendiente maxima determinada a partir de
una ventana de 5°C alrededor de cada punto.

Marcado

El anticuerpo y los fragmentos se marcaron inespecificamente en lisinas superficiales con un exceso 20 molar de NHS-
fluoresceina (53209-Pierce). El marcado se confirmé con un fluorimetro Olis DM-45P. ScFv se marcé en lisinas
expuestas a la superficie con un exceso 3 molar de NHS-biotina (H1759-Sigma). El exceso de reactivo de marcado se
elimind por dialisis en fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8.

Unién

La union cualitativa a sialil-Tn se sometié a ensayo mediante inmunotransferencia puntual. Primero, se detectaron 2
pL de 5 mg mL™" de mucina submaxilar bovina (M3895-Sigma) en una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
dejo secar durante toda la noche antes de bloquear con 5 mg mL-' de BSA. Después de la incubacion durante toda la
noche, se elimind el exceso de BSA mediante lavado antes de la adicion de scFv marcados con fluoresceina. Los
scFv se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente antes del lavado. Se observé fluorescencia usando un
Phosphorimager Typhoon con excitacion a 488 nm.

Se sometié a ensayo la union del epitopo del 3E8.scFv por su capacidad para inhibir la union del 3E8.19G. En este
caso, 0,25 yM de 3E8.IgG marcado compitieron con concentraciones crecientes de 3E8.scFv no marcado (0 a 8 pM).
Se observo la pérdida de fluorescencia usando el Phosphorimager Typhoon con excitacion de 488 nm.

Los parametros de unién se evaluaron usando resonancia por plasmones superficiales (SPR). BSM se inmovilizé en
un chip sensor de dextrano CM5 usando el kit de acoplamiento de amina de GE Pharmacia (BR-1000-50). Las
condiciones de exploracion fueron 200 ug mL™ de BSM en acetato de sodio 100 mM, pH 4 para el canal 2, y 10 ug
mL" de BSA en acetato de sodio 100 mM, pH 4 para el canal 1. El protocolo de inmovilizacién continud hasta que se
obtuvieron 700 RU. La unién se midi6 como 2-1. El anticuerpo y los fragmentos se dializaron en HEPES 10 mM, NaCl
150 mM, EDTA 3,4 uM, tensioactivo P20 al 0,005% (GE Healthcare) y se analizaron de 0-400 nM. Las muestras se
unieron durante 120 segundos a 10 pL min"' y se midio la disociacion durante 180 segundos. El chip CM5 se regenerd
entre ensayos con guanidina 6 M y acido acético 200 mM sin pérdida de actividad. Los parametros de unién promedio
se evaluaron usando el software de BlAevaluation.

Inmunohistoquimica

El tejido embebido en parafina se corté en 4 um y las secciones se colocaron en portaobjetos con carga positiva. Los
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portaobjetos se colocaron a 60°C durante una hora, se enfriaron, se desparafinaron y se rehidrataron a través de
xileno y soluciones graduadas de etanol en agua. Todos los portaobjetos se inactivaron durante 5 minutos en peréxido
de hidrogeno al 3% para bloquear la peroxidasa enddgena. La recuperaciéon del antigeno se realizé6 mediante la
recuperacion del epitopo inducido por calor (HIER), donde los portaobjetos se incubaron en una Target Retrieval
Solution pH 6 (Dako) durante 25 minutos a 96°C. Los portaobjetos se tifieron con scFv 5 pM usando un sistema de
inmunotincion Dako Autostainer a temperatura ambiente. Los portaobjetos se contratifieron en hematoxilina de
Richard-Allan, se deshidrataron a través de una solucién de etanol graduada, se aclararon con xileno y se cubrieron
con un cubreobjetos.

Ejemplo 4: Fragmentos variables monocatenarios de 3E8, PEGilacion y conjugacion a 3E8cys.scFv
Disefio y clonacién de fragmentos de anticuerpos

Un fragmento variable monocatenario (scFv) de primera generaciéon basado en el anticuerpo humanizado optimizado
por afinidad, 3E8 (Yoon 2006). Se ha referido que el anticuerpo original se une al epitopo sialil-Tn que se encuentra
en la glucoproteina-72 asociada a tumor (TAG-72) con una constante de disociacién en el intervalo de 5-10 nM (Thor
1986; Thor 1987; Muraro 1988; Colcher 1988). Los fragmentos scFv son fusiones monoméricas y diméricas,
respectivamente, de los dominios de unién del anticuerpo, y tienen pesos moleculares en el intervalo de 25 y 50 kD,
respectivamente (Bird 1988; Kortt 2001). A diferencia de los fragmentos de IgG y Fab de longitud completa, estos
fragmentos mas pequerfios se pueden expresar en bacterias (Sandhu 1992; Pini 2000).

Los dominios variables de 3E8 se conectaron mediante el enlazador 205C con la siguiente orientacion: V.-205C-
VuDenzin, 1991). La secuencia se agregd con la secuencia lider de PelB para dirigir la proteina hacia el periplasma
de E. coli, una etiqueta de hexahistidina para la purificacion y el sitio de proteasa TEV para la posterior eliminacion de
la etiqueta de hexahistidina. El marco de lectura abierto de longitud completa se clonoé en el plasmido pHLIC para
sobreexpresion (Durani 2012). Se generé una segunda construccion, 3E8cys.scFv, por PCR de la construccion original
con cebadores mutagénicos. Esta variante coloca una unica cisteina en el extremo C de 3E8.scFv para permitir la
PEGilacion especifica del sitio mediante la quimica de maleimida. Las dos construcciones se confirmaron mediante
secuenciacion de ADN.

Expresion y purificacion de fragmentos de anticuerpos

Las construcciones se transformaron en Escherichia coli C43 (DE3) para la sobreexpresion bajo el promotor T7 (Miroux
1996). Los cultivos se cultivaron a 37°C hasta DOso0=1,0 antes del choque por frio y la induccion con IPTG 0,05 mM.
Las células continuaron expresando proteinas durante toda la noche a 16°C. A la mafana siguiente, las células fueron
cosechadas, resuspendidas y lisadas por un Avestin Emulsiflex. La fraccién soluble se recuperé por centrifugacion y
se purificé por cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC). Las etiquetas de hexahistidina se escindieron
mediante la proteasa TEV y se purificaron adicionalmente mediante una segunda etapa IMAC (Fig. 20), con una pureza
superior al 90%. Se requirid una columna de intercambio i6nico adicional para purificar 3E8cys.scFv hasta casi la
homogeneidad debido a la presencia de lo que parece ser un contaminante proteolitico. En este caso, una columna
de intercambio cationico Resource S separ6 el producto deseado del contaminante de 17 kD (Fig. 4). En estas
condiciones, se purificaron ~2 mg L' de cada variante scFv, y se han generado >10 mg de una sola purificaciéon de
material de 6 L de medio en matraces de agitacion.

Seleccidon de PEG y conjugacion

Se ha demostrado que la PEGilacién aumenta la semivida en suero de los fragmentos de anticuerpos al elevar el radio
hidrodinamico de la molécula, disminuyendo la filtracion renal (Chen 2011; Veronese 2008). Ademas, se ha referido
que la PEGilacion disminuye la protedlisis, la inmunogenicidad y la agregacién. Los PEG pueden unirse a proteinas
en lisinas y cisteinas a través de PEG activados con éster de NHS o maleimida, respectivamente. El modelado en
bruto de 3E8.scFv revela cuatro lisinas dentro de las CDR responsables de la unién al antigeno (Fig. 23A). Se disefid
3E8cys.scFv, que afiade una cisteina en el extremo C. Se espera que esta cisteina sea el unico tiol libre dentro del
fragmento de anticuerpo, permitiendo la PEGilacion especifica del sitio del scFv en un sitio distal a la superficie de
interaccion con el antigeno.

Se eligié PEGilato 3E8cys.scFv para PEGilacién con los PEG 10484 y 11451 de Quanta BioDesign. Los dos PEG son
discretos, lo que significa que cada molécula tiene un nimero exacto de unidades de polimero repetidas ((-CH2-CHa-
O)n), a diferencia de los PEG polidispersos que contienen una distribucién de nimeros de unidades monoméricas. El
primer PEG (10484) tiene un peso molecular de exactamente 8.323,78 Da. Es un PEG neutro con tres brazos grandes,
cada uno con tres ramas mas. El segundo PEG (11451) tiene un peso molecular de exactamente 4.473,17 Da. Tiene
tres ramas, cada una de las cuales termina en un acido carboxilico cargado negativamente. Para explorar los efectos
de PEG aun mas grandes, se obtuvieron PEG de 40 kD lineales y en forma de Y (ramificados) de JenKem Technology
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USA. Estos PEG grandes son polidispersos, pero el indice de polidispersidad para estas moléculas es 1,03, lo que
significa que las moléculas de PEG tienen masas estrechamente distribuidas alrededor de 40.000 Da. Todos los PEG
se activaron con grupos funcionales maleimida (figura 24 y Tabla 1).

Tabla 1:
Masa (kD) Tipo Forma Carga
10.484 8,3 discreto multiples ramas neutro
11.451 4,5 discreto ramificado -3
40-L ~40 polidisperso lineal neutro
40-Y ~40 polidisperso ramificado (forma de Y) neutro

Las muestras de proteinas se dializaron en solucidon salina con tampoén de fosfato (PBS) con TCEP 1 mM para
mantener las cisteinas en el extremo C reducidas para la PEGilacion. Las reacciones avanzaron hasta cerca de la
finalizacion durante toda la noche en presencia de ~50 veces de exceso molar de PEG. El PEG sin reaccionar y el
3E8cys.scFv sin modificar se eliminaron por cromatografia de intercambio idnico seguido de dialisis en PBS. Se
generaron entre 150-350 ug de cada compuesto.

Unidn de 3E8.scFv y fragmentos de anticuerpos PEGilados

Los fragmentos de anticuerpos purificados se analizaron para determinar la uniéon a la mucina submaxilar bovina
inmovilizada (BSM), que es positiva para el epitopo Sialil-Tn, por resonancia por plasmones superficiales (SPR) (Goel
2000). A partir de estos datos, se puede determinar la velocidad de asociacion (ka), la velocidad de disociacion (ka) y
la constante de disociacion de equilibrio (Kp).

El scFv de 3E8 se une al epitopo Sialil-Tn con baja afinidad nanomolar (12 nM). De hecho, el scFv se une casi tan
bien como la IgG bivalente (4 nM). Las tres construcciones no PEGiladas se unen mejor al antigeno que la CC49 IgG
investigada clinicamente (~30 nM)'®. 3E8cys.scFv muestra una afinidad de union aparente ligeramente inferior (Kp 3
veces mayor), pero a la par con CC49. La unién de 3E8cys.scFv se mejora ligeramente cuando se PEGila con 10484
y 11451; cuando se PEGila con los PEG de 40 kD mas grandes, la unién no se altera.

Ademas, la union de estas moléculas ha sido validada por inmunotransferencias puntuales contra la mucina submaxilar
bovina (Fig. 25). En este caso, el papel de nitrocelulosa se detecta con mucina (positivo para TAG-72) y se bloquea
con BSA. Las proteinas estan marcadas con biotina para unirse a la estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(HRP) y la quimica del desarrollo de HRP. Un color marrén indica la localizaciéon del fragmento de anticuerpo para
TAG-72.

Se ha demostrado la capacidad de 3E8.scFv para atacar el tejido canceroso mediante tincién inmunohistoquimica
(IHC) del tejido del colon. En este caso, el tejido resecado se adquirié de un paciente con cancer de colon avanzado.
El tejido embebido en parafina se corté a 4 um y las secciones se colocaron en portaobjetos cargados positivamente.
3E8.scFv se marco de forma inespecifica en lisinas con NHS-biotina y se aplicd al tejido con un sistema de
inmunotincion Dako. A continuacion, se afiade al tejido HRP unida a estreptavidina en presencia de DAB. La oxidacion
de DAB por HRP da como resultado un producto coloreado que tifie el tejido marrédn localizado. La figura 9 muestra la
tincion intensa de la mucina extracelular cancerosa, asi como las vesiculas intracelulares que contienen TAG-72. El
scFv de 3E8 se dirigié a los mismos sitios que B72.3 de uso clinico.

Estabilidad de fragmentos de anticuerpos

Los fragmentos de anticuerpos con mayor estabilidad pueden tener propiedades farmacocinéticas mas favorables y
resistir la agregacion. Los 3E8.1gG y scFv de longitud completa basados en 3E8 y CC49 se analizaron para determinar
la estabilidad mediante dispersion de luz estatica diferencial (DSLS) y fluorimetria de barrido diferencial (DSF/HTTS)
(Senisterra 2009; Lavinder 2009). DSLS mide la dispersién de la luz de 600 nm con el aumento de la temperatura (Fig.
10a), que esta relacionado con la agregacion. CC49.scFv experimenta una Unica transicion cooperativa con Tagg =
54,0°C (temperatura a la que se afade la mitad de la proteina). Se observa una transicién similar en 3E8.scFv, pero
la variante disefiada es ~12°C mas estable (66,0°C). El anticuerpo de longitud completa, 3E8.IgG es 21°C adicionales
mas estable que su contrapartida truncada. Estos resultados solo muestran que el 3E8.scFv es significativamente mas
estable que CC49.scFv.
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Una segunda técnica para medir la estabilidad de la proteina se basa en la unién de colorante hidréfobo de productos
intermedios desnaturalizados térmicamente (DSF/HTTS). En este caso, se informa de los valores de Tosr (temperatura
a la que la mitad de la proteina se ha desplegado) que son altamente concordantes con los valores de Tagg mostrados
para los dos scFv (55,4°C-CC49.scFv y 66,0°C-3E8.scFv). La IgG de longitud completa muestra dos transiciones
desplegables: una a 66,2°C y otra a 83,6°C (Fig. 10b). La primera transicion se superpone al episodio de despliegue
visto para 3E8.scFv y por tanto describe probablemente los dominios variables de despliegue. La segunda transicion,
por lo tanto, corresponderia al despliegue de dominios constantes. Estos datos, tomados junto con los valores de
DSLS, muestran que la mayor estabilidad de los dominios constantes evita que la IgG se agregue, pero tanto el scFv
de 3E8 como la IgG se inactivan a 66°C. Por lo tanto, se ha producido un fragmento variable monocatenario que es
sustancialmente mas estable que CC49.scFv e igual a la estabilidad funcional de 3E8.IgG.

Radiomarcado y propiedades farmacocinéticas

Los fragmentos de anticuerpos se radiomarcaron primero mediante el procedimiento estandar de lodogen (Bailey
1996; Paus 1982). El yodo radiactivo libre se separ6 del anticuerpo marcado mediante cromatografia de exclusion por
tamanfo y las fracciones con la mayor radiactividad se usaron para curvas de sangre animal.

Radiomarcado

En un experimento tipico de radiomarcado, se transfirieron ~50 - 100 ug de proteina a un tubo de lodogen (Pierce,
Rockford, IL) que contenia 100 pL de tampon de fosfato (0,1 M, pH 7,4) seguido de la adicién de cantidades conocidas
de '%5INa (Perkin EImer, Waltham MA) o '2’INa (Nordion, Ottawa, Ontario, Canada) en NaOH 0,02 M. A continuacion,
se afiadieron a la mezcla 50 YE adicionales de tampon de fosfato (0,1 M, pH 7,4), se cubrié con parafilm y se incubd
la mezcla a temperatura ambiente durante 30 a 45 minutos con agitacion ocasional. La proteina marcada se cargé en
una columna de exclusion por tamafo Sephadex G-25 (PD-10) y se eluyd con solucidn salina con tampoén de fosfato
(PBS) para separar la proteina marcada de la libre. 25123|, Se recogieron varias fracciones, que contenian
aproximadamente 10 gotas, y las fracciones que contenian la mayor radiactividad se recogieron y agruparon en un
vial de plastico pesado previamente.

La cantidad de radiactividad se determiné usando un calibrador de dosis. El porcentaje de rendimiento del
radiomarcado se calculé dividiendo la radiactividad total de las muestras agrupadas por la cantidad de radiactividad
afnadida al tubo de lodogen. La pureza de las muestras se determind mediante tiras de cromatografia de capa fina
(TLC) (Whatman) eluidas con mezcla de metanol al 85%: agua al 15%. La proteina ligada no migré y el yoduro no
unido se movi¢ al frente del solvente.

Biodistribucién y farmacocinética

Las moléculas CC49 '* |-Fab'-dPEG se estudiaron usando estructuras dPEG similares o idénticas a las usadas en
este estudio actual. Se usaron los mismos tumores (LS-174T) y el mismo objetivo TAG-72. En el estudio Fab'-dPEG
de 4 moléculas diferentes, se midieron las curvas de depuracion sanguinea de 1 a 24 horas y se someti6é todo el
cuerpo a estudio de imagen microTEP/TC Se encontrd una correlacion sélida entre la radiactividad de la sangre a las
5y 24 horas y la intensidad del tumor en estudios de imagen microTEP/TC a las 5 y 24 horas después de la
administracion (Fig. 25). Estos puntos temporales (5 y 24 horas) son tiempos de estudio de imagen de '23|-SPECT/TC.
Las curvas de sangre de raton de 1 a 24 horas fueron, por lo tanto, buenos indicadores cuantitativos de la captacion
y retencion tumoral temprana. Los datos completos de biodistribucion de tejidos se recogen a las 24 horas.

Para evaluar el aclaramiento de la sangre, a las 0,5, 1, 3, 6 y 24 h, se anestesi6 a los ratones con isoflurano y se
esterilizd la piel de las patas con una almohadilla de etanol al 70%. Se puncioné la vena safena con una aguja de
jeringa 25G y se recogieron 5-10 pL de sangre usando un tubo capilar. La radiactividad de las muestras de sangre se
conté usando el contador gamma Wiz Il y se calculé %ID/g usando los mismos procedimientos mencionados
anteriormente. Se us6 un factor de sangre de 78 mL/kg para calcular el %ID de cada raton segun el peso individual
del ratén. Se determiné el valor medio de %ID para cada grupo de dosis en cada punto temporal.

Los ratones fueron sacrificados después del punto temporal de 24 h. Se disecaron érganos y tejidos, incluidos corazon,
pulmones, bazo, higado, rifiones, pancreas, aparato gastrointestinal (Gl), musculo, piel, sangre, cola y carcasa. A
continuacion, se pesaron los érganos y tejidos, y se conté la radiactividad usando un contador gamma (Perkin Elmer
Wizard Il, Modelo 2480, Waltham, MA).

Se ha demostrado asi que 3E8.scFv puede ajustarse desde semividas en suero muy cortas a muy largas modulando
la longitud y el tipo de polimero PEG.

Resultados farmacocinéticos
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Inclusion de un PEG lineal de 30 kD

El scFv no modificado se filtroé rapidamente, y la conjugacién a 11.451 y 10.484 no extendi6 la semivida en suero del
fragmento de anticuerpo de 25 kD. Se estudiaron dos conjugados de 40 kD que aumentan la masa total a 65 kD, lo
que se aproxima a la masa de corte para el aclaramiento renal de primer paso. Estas dos moléculas mostraron
aumentos espectaculares en la permanencia en suero. De hecho, a las 24 horas se registraron el 8 y el 18% de
actividad sérica para los PEG lineales y en forma de Y, respectivamente.

Modelo tumoral animal

Los estudios en animales se realizaron de conformidad con los protocolos para animales aprobados en el Recurso de
Animales de Laboratorio de la Universidad Estatal de Ohio. La linea celular de adenocarcinoma de colon humano LS-
174T se obtuvo de American Type Culture Collection (Manassas, VA) y se mantuvo en McCOY's 5A (Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado con FBS al 10% (Invitrogen) y penicilina y estreptomicina al 1% (Invitrogen) a 37°C con
CO2 al 5%. La linea celular LS-174T se paso dos veces por semana después de lavarla con PBS vy tripsinizacion. Para
cada fragmento de anticuerpo, se inyectaron subcutaneamente a siete ratones hembra nu/nu atimicos de 4-6 semanas
(Charles River Laboratories, MA) 6 x 10 8 células LS-174T en 100 yL de PBS en los flancos derecho e izquierdo. Se
permitié que los tumores crecieran durante 10 dias y se reclutaron cinco ratones con tamanos adecuados en ambos
flancos en los siguientes estudios. El yoduro de potasio (UPSHER-SMITH, MN) estuvo en ClearH20 HydroGels a 290
mg/L 24 horas antes de la inyeccion para bloguear la captacion tiroidea de yodo metabolizado.

Estudios de imagen con MicroSPECT/TC

Se inyectaron proteinas de fragmento 3E8 marcadas con '?'| a 1,8 mCi para conjugado 3E8cys.scFv + 30 kD, por
raton a través de la cola en 200 yL de PBS. N = se realiz6 estudio de imagen en 4 ratones. Se llevo a cabo estudio de
imagen Micro-SPECT/TC (Inveon, Siemens Preclinical, Knoxville, TN) de ratones 5-7 y 20 h después de la inyeccion
i.v. Se anestesio a los animales mediante inhalacion de isoflurano con el 5% de vaporizador de dial para induccion y
el 1,5-2% para mantenimiento. El proceso de exploracién microSPECT/TC durd una hora en el punto temporal de 5 h
y dos horas en el punto temporal de 20 h. La diferencia se debio a la descomposicién de 23| durante la semivida (13
h) y, por lo tanto, a tasas de recuento mucho mas bajas a 20 h. Los estudios de TC duraron tres minutos. Las imagenes
de microSPECT/TC se reconstruyeron con el algoritmo OSEMS3D para intentar reducir los posibles artefactos debido
al contenido de la vejiga y a los bajos recuentos de localizacion. La discrepancia en el umbral se debi6é a una baja
relacion sefial-ruido (RSR) y a diferencias en el rendimiento del agente. Estos niveles dieron el mejor intervalo en
todas las muestras para mostrar la eliminacién y el sustrato en los tejidos circundantes. Grandes cantidades de
absorcion en el estdmago y el contenido de la vejiga contribuyeron a una visualizacion deficiente. Sin embargo, este
hecho a menudo no interfirié con las evaluaciones de la region de interés (ROI) de los tumores. En todos los casos, el
estudio de TC se us6 para ayudar en la determinacion del volumen del tumor. Las fascias y la grasa subcutanea dieron
suficiente contraste tisular para separar el xenoinjerto en los volimenes de TC.

Si bien el objeto de esta invencién se ha descrito mediante un lenguaje especifico de las caracteristicas estructurales
y/o los actos metodologicos, se debe comprender que el objeto de esta invencién definido en las reivindicaciones
adjuntas no esta limitado necesariamente a las caracteristicas o los actos especificos descritos anteriormente. Por el
contrario, los elementos y actos especificos descritos anteriormente se describen como ejemplos de formas de
implementacion de las reivindicaciones.
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SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 (3E8.scFv)
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGDI
VMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPLTFGGGTK
VEIKLSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDLQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC
KASGYTFTDHAIHWVRQAPGQRLEWMGYFSPGNDDFKYSQKFQGRVTITADK

SASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWIMQYWGQGTLVTVSS
35
SEQ ID NO: 2 (3E8.scFv.Cys)

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGDI
VMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPLTFGGGTK
VEIKLSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDLQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC
KASGYTFTDHAIHWVRQAPGQRLEWMGYFSPGNDDFKYSQKFQGRVTITADK
SASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSWIMQYWGQGTLVTVSSC

SEQID NO: 3

40 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA

36
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SEQ ID NO: 4

AHHHHHHGSSGGGENLYFQ

5 SEQID NO: 5

10

GSSG

SEQ ID NO: 6

LSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDL

SEQ ID NO: 7 (3ES8.scFv)

CATATGAAATATCTGTTACCTACTGCTGCTGCGGGCCTGCTATTATTA
GCGGCACAACCAGCAATGGCGGCGCATCATCATCATCATCATGGGTCCTCG
GGCGGTGGCGAAAATCTGTATITTCAGGGTAGCAGCGGCGATATTGTGATG
ACCCAGAGCCCGGATAGTTTGGCCGTTAGCCTGGGCGAACGTGCGACGATT
AATTGCAAGAGCAGCCAGAGCGTGCTTTACAGCAGCAACAATAAGAATTAC
CTGGCGTGGTATCAGCAAAAACCCGGCCAGCCGCCGAAACTTTTGATTTATT
GGGCGAGCACCCGTGAAAGCGGCGTGCCGGATCGTTTCTCGGGCTCAGGCA
GCGGGACCGATTTTACGCTGACCATCAGCAGCCTTCAGGCGGAGGATGTCG
CGGTGTACTACTGCCAGCAGTATTACAGCTATCCGTTGACCTTTGGGGGAGG
CACCAAAGTGGAGATCAAACTGAGCGCGGATGATGCTAAGAAAGATGCGG
CGAAGAAGGACGATGCGAAAAAAGACGACGCAAAAAAGGATCTGCAGGTG
CAGCTGGTGCAGTCGGGTGCGGAAGTGAAGAAACCTGGGGCGTCGGTGAAA
GTGAGCTGCAAAGCGAGCGGCTATACCTTTACCGATCATGCGATTCATTGGG
TGCGTCAAGCGCCAGGCCAGCGTCTGGAATGGATGGGCTATTTTTCCCCAGG
CAACGATGATTTCAAGTATTCCCAGAAGTTCCAAGGGCGCGTGACCATTACC
GCCGATAAAAGCGCAAGCACCGCGTATATGGAGCTGTCCAGCCTGCGTAGC
GAAGATACAGCGGTTTACTATTGCGCACGGAGCTGGATTATGCAATACTGG
GGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGCTAAGGATCC
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SEQ ID NO: 8 (3E8.scFv.Cys)

CATATGAAATATCTGTTACCTACTGCTGCTGCGGGCCTGCTATTATTA
GCGGCACAACCAGCAATGGCGGCGCATCATCATCATCATCATGGGTCCTCG
GGCGGTGGCGAAAATCTGTATTTTCAGGGTAGCAGCGGCGATATTGTGATG
ACCCAGAGCCCGGATAGTTTGGCCGTTAGCCTGGGCGAACGTGCGACGATT
AATTGCAAGAGCAGCCAGAGCGTGCTTTACAGCAGCAACAATAAGAATTAC
CTGGCGTGGTATCAGCAAAAACCCGGCCAGCCGCCGAAACTTTTGATTTATT
GGGCGAGCACCCGTGAAAGCGGCGTGCCGGATCGTTTCTCGGGCTCAGGCA
GCGGGACCGATTTTACGCTGACCATCAGCAGCCTTCAGGCGGAGGATGTCG
CGGTGTACTACTGCCAGCAGTATTACAGCTATCCGTTGACCTTTGGGGGAGG
CACCAAAGTGGAGATCAAACTGAGCGCGGATGATGCTAAGAAAGATGCGG
CGAAGAAGGACGATGCGAAAAAAGACGACGCAAAAAAGGATCTGCAGGTG
CAGCTGGTGCAGTCGGGTGCGGAAGTGAAGAAACCTGGGGCGTCGGTGAAA
GTGAGCTGCAAAGCGAGCGGCTATACCTTTACCGATCATGCGATTCATTGGG
TGCGTCAAGCGCCAGGCCAGCGTCTGGAATGGATGGGCTATTTTTCCCCAGG
CAACGATGATTTCAAGTATTCCCAGAAGTTCCAAGGGCGCGTGACCATTACC
GCCGATAAAAGCGCAAGCACCGCGTATATGGAGCTGTCCAGCCTGCGTAGC
GAAGATACAGCGGTTTACTATTGCGCACGGAGCTGGATTATGCAATACTGG
GGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGCTGTITAAGGATCC

SEQ ID NO: 9
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAAHHHHHHGSSGGGENLYFQGSSGD

v

SEQ ID NO: 10 (Dominio VH)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDHAIHWVRQAPGQRLE

WMGYFSPGNDDFKYSQKFQGRVTITADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR

SWIMQYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 11 (Dominio VL)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPG
QPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSY
PLTFGGGTKVEIK
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Fundacion de Innovacion del Estado de Ohio

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES RELACIONADOS CON EL ANTICUERPO MONOCATENARIO

<130> 10336-043WO1

<140> PCT/US2014/047854
<141> 2014-07-23

<150> US 61/857.511
<151> 2013-07-23

<160> 11

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 298

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 1

Met

1

Ala

Gly

Met

Thr

65

Lys

Leu

Phe

Leu

Lys

Gln

Gly

Thr

50

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
130

Tyr

Pro

Gly

35

Gln
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Tyr

Ile

Gly

115

Ala

Leu

Ala

20

Glu

Ser

Cys

Leu

Tyr

100

Ser

Glu

Leu

Met

Asn

Pro
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Ala
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Asp

Pro

Ala
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Ser
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val
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135
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Phe

40
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Gln

Thr

Thr
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Val
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Ala

His

25

Gln

Ala

Ser
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105
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Lys
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Glu
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Pro
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Leu
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Leu
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Leu

Gln
140
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Asn

Pro
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Ala
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Vval
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Asn
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Lys

Arg
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Tyr

145

Ala

Asp

Glu

Gly

Gly

225

Phe

Lys

Asp

Gly

Pro

Asp

Asp

Val

Tyr
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Gln

Lys

Ser

Thr

Gln
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<210> 2

<211> 299

Leu

Asp

Ala

Lys

195

Thr

Arg

Tyr

Ala

Ala

275
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 2

Thr
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Ser
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Phe
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Pro
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Glu
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Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr
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Ala Gln Pro Ala Met Ala Ala
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Met
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280

Val

Ala

His
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Thr

Ala

Val

185
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265
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Trp
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Ile

Asp

Gln

Cys

205

Arg

Gly

Ile

Leu
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270
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Asp
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Tyr

Leu
15

Ser
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Ala
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Pro

Asp
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Glu

Trp

Ala

Gly Ser Ser
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Gly Asp Ile Val
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Trp
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Gln

Ile
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Gln

Cys

205
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Glu
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Ile

Tyr

Lys
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Ser
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Lys

Gln
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Thr
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Gln
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Ala
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Ala
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Ser
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Lys

»
a)
(]
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<223> Sintetizado
<400> 3

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15

Ala Gln Pro Ala Met Ala
20

<210>4

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 4
Ala His His His His His His Gly Ser Ser Gly Gly Gly Glu Asn Leu

1 5 10 15

Tyr Phe Gln

<210>5

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 5
Gly Ser Ser Gly 1

<210>6

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 6

Leu Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Leu
2 25

<210>7

<211> 906

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado
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<400> 7

catatgaaat
gcaatggcgg
tttcagggta
ctgggcgaac
aataagaatt
tattgggcga
accgatttta
cagcagtatt
agcgcggatg
aaaaaggatc
tcggtgaaag
gtgcgtcaag
gatttcaagt
agcaccgcegt
gcacggagct
ggatcc

<210> 8
<211> 909
<212> ADN

atctgttacc
cgcatcatca
gcagcggcga
gtgcgacgat
acctggegtg
gcacccgtga
cgctgaccat
acagctatcc
atgctaagaa
tgcaggtgca
tgagctgcaa
cgccaggcca
attcccagaa
atatggagct

ggattatgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 8

tactgctgcet
tcatcatcat
tattgtgatg
taattgcaag
gtatcagcaa
aagcggcgtg
cagcagccett
gttgaccttt
agatgcggceg
gctggtgeag
agcgagcggce
gcgtctggaa
gttccaaggg
gtccagectg

atactggggce
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gcgggectge
gggtcctegg
acccagagcc
agcagccaga
aaacccggcce
ccggatcegtt
caggcggagg
gggggaggca
aagaaggacg
tcgggtgegg
tataccttta
tggatgggcet
cgcgtgacca
cgtagcgaag

cagggcacce

tattattagce
gcggtggega
cggatagttt
gcgtgcttta
agccgccgaa
tctecgggete
atgtcgeggt
ccaaagtgga
atgcgaaaaa
aagtgaagaa
ccgatcatge
atttttccce
ttaccgeccga
atacagcggt

tggtgaccgt

ggcacaacca
aaatctgtat
ggccgttage
cagcagcaac
acttttgatt
aggcagcggg
gtactactgce
gatcaaactg
agacgacgca
acctggggcg
gattcattgg
aggcaacgat
taaaagcgca
ttactattge

gagcagctaa

catatgaaat atctgttacc tactgctgct gcgggcctge tattattage ggcacaacca

gcaatggcgg cgcatcatca tcatcatcat gggtcctegg geggtggega aaatctgtat

15 tttcagggta gcagcggega tattgtgatg acccagagece cggatagttt ggecgttage
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ctgggcgaac
aataagaatt
tattgggcga
accgatttta
cagcagtatt
agcgcggatg
aaaaaggatc
tcggtgaaag
gtgcgtcaag
gatttcaagt
agcaccgcegt
gcacggagct
taaggatcc

<210>9
<211> 48
<212> PRT

gtgcgacgat
acctggcgtg
gcacccgtga
cgctgaccat
acagctatcc
atgctaagaa
tgcaggtgca
tgagctgcaa
cgccaggceca
attcccagaa
atatggagct

ggattatgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 9

taattgcaag
gtatcagcaa
aagcggcgtg
cagcagcctt
gttgaccttt
agatgcggceg
gctggtgcag
agcgagcggce
gcgtctggaa
gttccaaggg
gtccagectg

atactggggce
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agcagccaga
aaacccggcec
ccggatcgtt
caggcggagg
gggggaggca
aagaaggacg
tcgggtgegg
tataccttta
tggatgggct
cgcgtgacca
cgtagcgaag

cagggcacce

gcgtgcttta
agccgccgaa
tctegggete
atgtcgceggt
ccaaagtgga
atgcgaaaaa
aagtgaagaa
ccgatcatge
atttttccce
ttaccgcecga
atacagcggt

tggtgaccgt

cagcagcaac
acttttgatt
aggcagcggg
gtactactgce
gatcaaactg
agacgacgca
acctggggcg
gattcattgg
aggcaacgat
taaaagcgca
ttactattgce

gagcagctgt

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

1

5

10

15

Ala Gln Pro Ala Met Ala Ala His His His His His His Gly Ser Ser

20

25

30

Gly Gly Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Ser Ser Gly Asp Ile Val

35

<210>10
<211> 115
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizado

<400> 10

40

45

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5

10

44

15

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

909
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Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Val

Val

Ile

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Ser

<210> 11

<211> 113

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

Ser

Ser
115

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado

<400> 11

Asp

1

Glu

Ser

Pro

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Ile

Arg

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Tyr

val
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de anticuerpo scFv que se une especificamente a la glucoproteina 72 asociada a tumor
(TAG-72), donde el fragmento de anticuerpo comprende SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO:2.

2. Un fragmento de anticuerpo scFv que se une especificamente a la glucoproteina 72 asociada a tumor
(TAG-72) y que es mas estable que CC49.scFv, donde dicho fragmento de anticuerpo comprende el 90% de identidad
con SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

3. Una secuencia de acidos nucleicos que codifica el fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1.
4. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos segun la reivindicacion 3.
5. El vector segun la reivindicacion 4, donde dicho vector es un segmento de acidos nucleicos desnudo,

un segmento de acidos nucleicos asociado al vehiculo, una nucleoproteina, un plasmido, un virus, un viroide o un
elemento transponible.

6. Una célula aislada que produce el fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1.

7. Una composicion que comprende el fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8. Una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un fragmento de
anticuerpo segun la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento del cancer.

9. La composicion que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo
para su uso en el tratamiento del cancer segun la reivindicacion 8, donde dicho fragmento de anticuerpo esta, directa
o indirectamente, asociado o unido a una fraccion efectora que tiene actividad terapéutica, y la composicion es
adecuada para el tratamiento del cancer.

10. La composicion que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un fragmento de anticuerpo
para su uso en el tratamiento del cancer segun la reivindicacion 9, donde dicha fraccién efectora es un radionuclido,
enzima terapéutica, farmaco anticancerigeno, citocina, citotoxina o agente antiproliferativo.

11. Una composicién que comprende una cantidad diagnoésticamente efectiva de un fragmento de
anticuerpo segun la reivindicacion 1 para su uso in vivo para la deteccién del cancer.

12. Un procedimiento in vitro que comprende el uso de una cantidad diagnésticamente efectiva de un
fragmento de anticuerpo segun la reivindicacion 1 para la deteccién de cancer.

13. La composicion para su uso segun la reivindicacion 11 o el procedimiento segun la reivindicacion 12,
donde dicho fragmento de anticuerpo esta, directa o indirectamente, asociado o unido a un marcador detectable, y la
composicion es adecuada para la deteccion de cancer.

14. La composicién para su uso o el procedimiento segun la reivindicacion 13, donde el marcador detectable
es un radionuclido o una enzima.

15. La composicion para su uso o el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 8, 11 0 12,
donde el cancer es cancer de colon, cancer colorrectal, cancer gastrico, un adenocarcinoma, cancer de esofago,
cancer de pancreas, cancer de endometrio, cancer de ovario, cancer de pulmoén, cancer de prostata y cancer de mama.

16. La composicién para su uso o el procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones 10 o 14, donde
el radionuclido es 43K, 52Fe, 5Co, 67Cu, 7Ga, 58Ga, 7"Br, 8'Rb/8TMKTr, 87MSr, 9MTc, 11|, 113|n, 123] 124] 124] 127Cg, 129Cs,
131| 132| 197Hg 203pb 64Cu o ZOGBi_

17. La composicién para su uso segun la reivindicacion 8, donde la fraccidon efectora es un agente
quimioterapéutico seleccionado de entre el grupo que consiste en un farmaco antitumoral, una citocina, un
antimetabolito, un agente de alquilacién, una hormona, metotrexato, doxorrubicina, daunorrubicina, citosina
arabindsido, etoposido, 5-fluorouracilo, melfalan, clorambucilo, una mostaza nitrogenada, ciclofosfamida, cis-platino,
vindesina, alcaloides de vinca, mitomicina, bleomicina, purotionina, macromomicina, derivados de 1,4-benzoquinona,
trenimén, esteroides, aminopterina, antraciclinas, demecolcina, etopdsido, mitramicina, doxorrubicina, daunomicina,
vinblastina, neocarcinostatina, macromicina, a-amanitina y combinaciones de los mismos.

46



ES 2 800 602 T3

3 PEPTIDASA
N@ @ DE SENAL

N@ ENTA; @ggﬂw@ @%@\

FIG. |

47

ADN
PLASMIDO



ES 2 800 602 T3

FIG. 2

48



ES 2 800 602 T3

3-6

-t
-
-
-

-
-
-
-
-

-
-
-
-

-
e
-”
-
-
-
-
-
-
-
-

6,00

800 1000 1200 1400 1600 1800 20,00

FI6. 3A

49



ES 2 800 602 T3

FiG. 3B

50



ES 2 800 602 T3

ESTANDAR  SIN DIALISIS SINEDTA LISOZIMA MOD. LIS.

[ CELULAS | [ CELULAS |
[SACAROSA | [ SACAROSA |
(B | [ B ]
(Mg 1> [Mg & [aaa ]y [aeua ]
[ NNTA | [ NiNTA ]

51



ABSORBANCIA RELATIVA

'I -
0,9 -
08 -
0,7 -
0.6 -
05 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0

ES 2 800 602 T3

FILTRACION EN GEL

CC49.scFv
3E8.scFv

31 kDa

|

25 kDa

1
)
NN -/

001 23 4567 8 910112131415

VOLUMEN DE ELUCION (mL)

FIG. 5

52



ES 2 800 602 T3

A ] DSLS B | HTTS
10C49.scky ---- .-/ 10C49.schv--—-- 7 R
:°: 021368 scFv —-- ¢ | = 021368 scFy —- -1 )
O 018 =T 018 S T \
= 0.7 | 2 0,/{3E8Jg6 — i \
& 06 i & 061 P \
& 0,5 | 4 051 i \
= 04 | 2 041 :
O 013 =] 0,3 /
2 02 l SO0IN .S f T
L 0}6 T E 0:6 7 ” o
25 35 45 65 75 75 85 95 25 35 45 65 75 75 85 95
TEMPERATURA (°C) TEMPERATURA (°C)
_ _ CALOR S2530n
=: ny S
> PROTEINA | \VINDER  col. JAC5 2009

DETECTOR l DETECTOR

FIG. 6A FIG. 6B

53



ES 2 800 602 T3

Bl = I
- 3E8.Ig6
0,25um € |

SPR - 3E8.scFv <
o
%ﬂﬂm % 901
I 2 o
RS
331l S ?g Bl = Onl
0 50 100 150 200 250 3I][P“M =-10‘ 50100 150 200 250 3009 = mll 50 100 150 200 250 300
TIEMPO(s) 0 TIEMPO(s) TIEMPO (s)

Fi6.7C

54



ES 2 800 602 T3

MUCINA
)
@ SUSTRATO DAB
®
o RODUCTO
O N O MARRON
EPfTOPO Va
SIALIL-TN z L)
o ESTREPTAVIDINA UNIDA A
PEROXIDASA DE RABANO PICANTE
@
@
®
® MEMBRANA DE NITROCELULOSA
=
BSA
MEMBRANA DE
NITROCELULOSA

FIG.8

55



ES 2 800 602 T3

FIG. 9

56






ES 2 800 602 T3

FLUOROMETRO

250000

200000

150000
-

F

100000

50000

0 |
480

500 520 540 560 580

LONGITUDDEONDA (nim)

< DIASILATO
O 3E8Héd
A ((49H6d
X 3E8d

X ((49d

FIG. 11

58




ES 2 800 602 T3

5

PEGilado — o
no PEGilado —>

FI6. 12

59



ES 2 800 602 T3

£l 9l

||>||
s
961'83 30 NOINN 30NOP3Y V131D SORIVNELLYDONOW STIGHIHYA
VHNLYEIWAL STV ¥ @ ANIWYOYWIXOHdY SOLNIWOVH 30 0DId]1 )04 D3ds3
V3ISYYDTIdSIA DRIV APS 33€ 30 0INONOWNN S3APs-83€ NN VHLSINW AP 83E
(o) ViNLVIIdWAL (Tw) NODATIIANIWNTOA = (W) YANOIQ ANLIDNOT
0 08 0/ 09 05 O iLziol8 9 v o m SHT SET ST S1T ST *Ohoe.
WS ] i il
AN Wog|| — oo S
e\ 1908 0k £
| (01 5T - MPs'g3E ' B YONO3ANUONOTIASISTIVNY €
SLLH WINY3LNOISN 39 NANODVILTH 3 *AVINED OWSJoUdIa

60




ES 2 800 602 T3

bl 91

l\/l.

Wig v 7 | §06S20 0
—— ¥ U

.. i,
Wi <70 J0',83E

OALLILIdWOD VSIT3

0Qvidoddy
0LVd1SNS
TV 3NN IS
APs-83¢

J1dWIS NOINN 30 OAVSN3

61



ES 2 800 602 T3

LR

e

(0QvId0ddY OLvY1SNS TV)
VHDIYLSIANW NOINN YNN YDIANIIND
‘Wut/9130001G3IW NYOTVANN INILLAPS'83E

(5 0dIaLL
006 05T 00 0SL 00L 05 O
Wg———————————

Wu 0S
Wu s/
Wu 001
Wu s
Wu 002

Wu 91 = Oy

4dSAPS'8I€ 30 TI4H3d

4 Q _..
06y
061
=
06
L4
06y

0AQYONM0) 0ANYOITTY INN 35 OdYINDLLNY 30 OLNIWO VY4 A

0ULSINN IND YAIAIW Y VIGWYD 3ND ZNTY1IANODATHIY
30 0TNONY T 3AIW STTVDIFYINS SINOWSY1d HOd YDNYNOSIH V1

==
= & =
m m m ZNT13031NINA
=5~z >
s
SIS
oMHI |yiy |2 S
Moo 5 G
VIFH0S Y ZNT 0 onony | Novan:y A &
NOVABYZN [ sszﬁ%%.wea sq__._ﬁh_wﬁ
S
O wu_ 3d0S [ oyo |
SINOWSVI4I0VONO & NViLKId

(SdY) STIYDIFYIANS SINOWSY1d H0d YIDNYNOSIY

62



ES 2 800 602 T3

EPITOPO
SIALIL-TN

MUCINA
()
() SUSTRATO DAB
: \\,,Pnonucro
O MARRON
() 4
: ESTREPTAVIDINA UNIDAA
™ PEROXIDASA DE RABANO PICANTE
()
(D
() MEMBRANA CELULAR

FIG. 16

63




ES 2 800 602 T3

0 NH2 o Qg ©
%*J%Rm(-f ’“"\H’“HR

REACCION DE NHS-PEG CON LISINAS DE SUPERFICE (R )

Hﬁ?};} oo %0k
/wo O+R2/.—_-/~|~/b}\/?)/\/

REACQON DE MALEIMIDA-PEG CON (ISTEINAS DE SUPERFICIE (R )

DOS HIPOTESIS SOBRE LA INTERACCION PEG-PROTEINAS

PEGILACION
BAJO). LOS PEG POLIDISPERSOS PRODUCEN MANCHAS

TALCONRESIDUOS DE LISINA MOSTRADOS EN AZUL
YRESIDUOS DECISTEINA MOSTRADOS EN ROSA

SDS-PAGE DE PEG LA(I()N

POLDISPER) D
ES DETAL CON PEG 2 kDa(MOSTRADO MAS

IZQUIERDA: PEG FORMA PERLAS DE TIPO OLIMERICO CERCA DELAUNION. DEPRODUCTOS PEGILADOS; LOS PEG DISCRETOS PRODUCEN

DERECHA: PEG SEENVUELVE ALREDEDOR DEL HILO DE PROTEINAS
&

NA ESCALERA DE DISTINTOS PRODUCTOS PEGILADOS.

J

FIG. 17

64



ES 2 800 602 T3

OH on COOH
NH 0 0
ACOH o

HO

HO N

Ac 0

Sialil-Tn
DISACARIDO
(ARRIBA)Y

PROTEINA

TAG-72

(IZQUIERDA)

STN

NH9
COOH

65



7

ES 2 800 602 T3

7
N\ \/ \_/
A60%lgGY scFvDE3E8 A70°C,ELscFWESTA A85CLAS DOSMOLECULASESTAN
ESTANBIENPLEGADOS.  TOTALMENTE DESPLEGADO, DESPLEGADAS Y AGREGADAS
YAQUEESELSITIO DE UNION DELAIGG.
LOSDOMINIOS CONSTANTES DE lgGIMPIDEN
AAGREGACIONAESTA TEMPERATURA
I Y,

HG. 19

66



=

ELIPTICIDAD DE RESIDUQ MEDIA

ABSORBANCIA RELATIVA

6000
5000
4000
3000 ;
2000 ;
1000

-1000 -
-2000 -
-3000 -
-4000 -
-5000 -
-6000

ES 2 800 602 T3

DICROISMO CIRCULAR

{5 3E8.sckv

(C49.scFv I

______

0

200 210 220 230 240 250 260

VOLUMEN DE ELUCION (mL)

Fi6. 20A

FILTRACION EN GEL

| €C49.scFv 25 kDa

JE8.scFv 21 kDa

——

1234506
VOLUMEN DE ELUCION (mL)

Fic. 20B

67



ES 2 800 602 T3

Mucina

OH

OH CO;
AHI-(I)N%O
C
HO

HO

HO-
T AcHN

0

~—
MEMBRANA CELULAR DE UN ADENOCARCINOMA

FI6. 21

68



ES 2 800 602 T3

MODIFICACION
DE CISTEINAS

SITIODE
PROTEASA
POTENCIAL

k N
Fi6. 22A Fi6. 22B

69



ES 2 800 602 T3

- LINEAL

AN LMY
44U KL/

FIG. 23

70



ES 2 800 602 T3

(AL

bs PP, ;os

;bs 2o$ 703

@)m)\p\, )\O,\, )\O,\, \(O,\, )\O,\, )\O,) )\O,) )\

0

0]

o)

o)

o)

0”707 "0 O

%i i

o o

0)
%@

71



ES 2 800 602 T3

FIG. 25

72



ES 2 800 602 T3

&5 R? LINEAL= 0,374 ° | R? LINEAL= 0,494

0,6

TEPSh |

0,2
0,0

0,5
04-
TEP 24 h ¥
0,2-

0,1

0,0 T
10 2 30 40 50 10 20 30 40

SANGRE % ID 1 h SANGRE % ID5h

FIG. 26

73



ES 2 800 602 T3

FIG. 27

74



ES 2 800 602 T3

AN N
(SYHOH) OdWALL
s 0 Sl o S 0

_._ r. B N | 1 L ._\ Q
g+ ¥ - 01
1-- 0z
1% s
) Loy
g-=- ol 0§
v+ svigawsvainmas LA f] g

75






	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

