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DESCRIPCION

Constructos de anticuerpo de F, con sitios de unién para un receptor CD16 y una proteina de superficie CD30.

La presente invencidn se refiere a constructos de anticuerpo de F,, que pueden inducir una regresion de la enfer-
medad de Hodgkin, a ADN que codifican para tales constructos de anticuerpo de F, asi como a un procedimiento para
la produccién de los constructos de anticuerpo de F, y a su uso.

Los anticuerpos naturales presentan cuatro dominios variables, dos dominios Vy y dos V.. Los dominios variables
sirven como sitios de unién para un antigeno, estando formado un sitio de unién por un dominio Vy y uno V. Los
anticuerpos naturales presentan dos sitios de unidn iguales, es decir, reconocen un antigeno y por tanto se denomi-
nan también monoespecificos. Los anticuerpos sintéticos pueden presentar también dos sitios de unién distintos, es
decir, reconocen entonces dos antigenos y se denominan de manera correspondiente biespecificos. Un ejemplo de
tales anticuerpos es aquél que reconoce al receptor FcyllIA (CD16) de células citoliticas naturales (células NK) y
la proteina de superficie CD30 de células de la enfermedad de Hodgkin. Con este anticuerpo (biAcm HRS-3/A9)
pueden activarse células NK y dirigirse frente a las células de la enfermedad de Hodgkin, mediante lo cual se in-
duce una regresion de la enfermedad de Hodgkin (véase el documento DE 43 37 197C asi como Hartmann, F. et
al., Blood 89 (1997), 2042). Por otro lado se ha mostrado que biAcm HRS-3/A9 sélo puede purificarse o producirse
dificilmente. Ademds se ha mostrado que biAcm HRS-3/A9 provoca reacciones inmunitarias indeseadas en muchos
pacientes.

Un constructo de anticuerpo de F, biespecifico (diacuerpo), que s6lo contiene dominios variables con sitios de
unién para CD19 y CD3 se describe en Kipriyanov S. et al. (International Journal of Cancer tomo 77 (1998), n° 5,
paginas 763-772).

Por consiguiente, la presente invencidn se basa en el objetivo de proporcionar un anticuerpo, con el que puede
inducirse una regresion de la enfermedad de Hodgkin, evitindose las desventajas citadas anteriormente.

Segtn la invencidn esto se consigue mediante los objetos en las reivindicaciones de patente.

La presente invencién se basa en los conocimientos del solicitante, de que un constructo de anticuerpo de F,, que
presenta sitios de unién para un receptor CD16 y una proteina de superficie CD30, puede inducir una regresién de
la enfermedad de Hodgkin, siendo la lisis de las células tumorales mds fuerte que con biAcm HRS-3/A9. Ademas
se ha reconocido que puede producirse un constructo de anticuerpo de F, de este tipo en grandes cantidades y mayor
pureza. Ademads, el constructo de anticuerpo de F, se caracteriza porque no contiene ninguna parte que pueda conducir
a reacciones inmunitarias indeseadas en los pacientes.

Segtn la invencidn se utilizan los conocimientos del solicitante, para proporcionar un constructo de anticuerpo de
F,, que presenta sitios de unién para un receptor CD16 y una proteina de superficie CD30.

La expresion “constructo de anticuerpo de F,” indica un constructo de anticuerpo, que presenta dominios variables,
pero no dominios constantes. Como dominios variables existen especialmente sitios de unién para un receptor CD16
y una proteina de superficie CD30.

La expresion “sitio de unién” indica un dominio Vi y uno Vi, por medio de los que el constructo de anticuerpo de
F, puede unirse a un receptor CD16 o a una proteina de superficie CD30.

La expresion “receptor CD16” comprende un receptor CD16 de cualquier tipo y procedencia. Por ejemplo, el
receptor CD16 puede proceder de células NK, macréfagos o monocitos activados. El receptor CD16 puede encontrarse
también en forma de tipo natural o modificada, comprendiendo la dltima forma también un fragmento de un receptor
CD16, al que puede unirse un anticuerpo dirigido frente a un receptor CD16.

La expresion “receptor CD30” comprende un receptor CD30 de cualquier tipo y procedencia. Por ejemplo, el
receptor CD30 puede proceder de células de la enfermedad de Hodgkin o de Reed-Sternberg. El receptor CD30 puede
existir también en forma de tipo natural o modificada, comprendiendo la dltima forma también un fragmento de un
receptor CD30, al que puede unirse un anticuerpo dirigido frente a un receptor CD30.

Un constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién presenta uno o varios sitios de unién para un receptor CD16
y uno o varios sitios de unién para una proteina de superficie CD30. Preferiblemente, el constructo de anticuerpo de F,
presenta uno o dos sitios de unién para un receptor CD16 y uno o dos sitios de unién para una proteina de superficie
CD30.

Un constructo de anticuerpo de F, segtn la invencién puede producirse mediante distintos procedimientos. Por
ejemplo, puede producirse un constructo de anticuerpo de F,, que presenta un sitio de unién para un receptor CD16
y un sitio de unién para una proteina de superficie CD30, por ejemplo de modo que se expresa un primer constructo
de anticuerpo de F, de cadena sencilla, que presenta un dominio Vy de un anticuerpo anti-CD16 y un dominio Vy de
un anticuerpo anti-CD30, junto con un segundo constructo de anticuerpo de F, de cadena sencilla, que presenta un
dominio Vi de un anticuerpo anti-CD16 y un dominio de Vy de un anticuerpo anti-CD30, mediante lo cual entran en
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contacto ambos entre si y se forma el constructo de anticuerpo de F, segtn la invencién. De manera complementaria
se remite a los ejemplos 1-3.

Ademds puede producirse un constructo de anticuerpo de F,, que presenta de dos a cuatro sitios de unién para un
receptor CD16 y dos sitios de unién para una proteina de superficie CD30, por ejemplo de modo que se expresa un
constructo de anticuerpo de F, de cadena sencilla, que comprende los elementos (a) y (b):

(@)  un dominio Vy de un anticuerpo anti-CD16 y un dominio V; de un anticuerpo anti-CD30, estando unidos
entre si los dominios a través de un ligador 1 peptidico, que puede comprender cualquier aminodcido,
especialmente glicina (G), serina (S) y prolina (P) y preferiblemente de 0-10 aminodacidos,

(b)  un dominio Vy de un anticuerpo anti-CD30 y un domino V; de un anticuerpo anti-CD16, estando unidos
entre si los dominios a través del ligador 1 peptidico citado anteriormente,

estando unidos entre si los elementos (a) y (b) a través de un ligador 2 peptidico, que puede comprender cualquier
aminodcido, especialmente glicina, serina y prolina y preferiblemente de 3-10 aminoédcidos y muy especialmente la
secuencia de aminodcidos GGPGS. De manera complementaria se remite a la solicitud de patente 198 19 846.9 del
solicitante.

Otro objeto de la presente invencidn es un dcido nucleico, especialmente un ADN, que codifica para un constructo
de anticuerpo de F, citado anteriormente. Ademads, un objeto de la presente invencién son vectores de expresion que
contienen un ADN de este tipo. Se prefiere el vector de expresién pKID16-30 de la figura 1. Este se deposito en la
DSMZ (Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellen, Coleccion Alemana de Microorganismos y Células) el
29 de julio de 1999 bajo DSM 12960. Ademads, un objeto de la presente invencion son células que contienen un vector
de expresion citado anteriormente.

Otro objeto de la presente invencién es un kit, que comprende:

(a)  un constructo de anticuerpo de F, segun la invencién, y/o

(b)  un vector de expresién segun la invencién, asi como

() sustancias auxiliares habituales, tales como tampones, disolventes, vehiculos, controles y marcadores.
De los componentes individuales pueden existir uno o varios representantes.

La presente invencién proporciona un constructo de anticuerpo de F,, que presenta sitios de unién para un receptor
CD16 y una proteina de superficie CD30. Este constructo de anticuerpo de F, puede producirse en grandes cantidades
y mayor pureza. Ademds, no presenta ninguna parte que pueda conducir a reacciones inmunitarias indeseadas en
los pacientes. Especialmente, el constructo de anticuerpo de F, se caracteriza porque puede activar células NK y
puede dirigirse frente a células que expresan proteinas de superficie CD30, especialmente células tumorales, muy
especialmente células de la enfermedad de Hodgkin o de Reed-Sternberg, mediante lo cual se lisan estas células. Por
consiguiente, la presente invencién es adecuada para proceder contra enfermedades, en las que desempefian un papel
las células que expresan proteinas de superficie CD30. Tales enfermedades son por ejemplo enfermedades tumorales,
especialmente enfermedad de Hodgkin.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra el vector de expresion segin la invencién pKID16-30. Este codifica para dos constructos de
anticuerpo de F, de cadena sencilla, de los que uno presenta el dominio Vi de un anticuerpo anti-CD16 y el dominio
V. de un anticuerpo anti-CD30 y el otro presenta el dominio Vi de un anticuerpo anti-CD30 y el dominio V; de un
anticuerpo anti-CD16. Tras la expresion de los constructos de anticuerpo de F, de cadena sencilla entran en contacto
éstos entre si, mediante lo cual se obtiene un constructo de anticuerpo de F, segin la invencion.

La figura 2 muestra un andlisis de FACS de la unién de un constructo de anticuerpo de F, segin la invencién a
células de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY y granulocitos CD16*. Las células tumorales y los granulocitos
se incubaron en cada caso con 20 ug del constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién. La unién del constructo
de anticuerpo de F, se determiné con el anticuerpo 9E10 anti-c-myc e IgG de cabra anti-ratén conjugada con fluo-
resceina. Como control negativo se incubaron las células solas con 9E10 e IgG de cabra anti-ratén conjugada con
fluoresceina.

La figura 3 muestra la actividad citolitica de células NK (efectoras) contenidas en linfocitos de sangre periférica
(células PBL) frente a células de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY (células diana) en el caso de diferentes
relaciones de células efectoras-diana en una prueba de JAM de 5 h. Se administré un constructo de anticuerpo de
F, segiin la invencion (e) con una concentracién de 1 pg/ml. Como control se usé biAcm HRS-3/A9 (A) (con una
concentracién de 4 ug/ml). Como control negativo se usaron el constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién sin
células NK (o) y células NK solas (y).
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La figura 4 muestra el tratamiento de ratones SCID, que portan xenotrasplante de la enfermedad de Hodgkin, con
un constructo de anticuerpo de F, segtn la invencion. Los ratones se trataron en el dia O por via i.v. con 100 ug de un
constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién junto con células PBL que contenian células NK (e) o sin aquéllas
(o), con 200 ul de PBS (*), con 1 x 107 células PBL (y), o con una mezcla de 100 ug de Acm HRS-3 y A9 junto con
células PBL (¢). Los didmetros tumorales se midieron dos veces por semana y el volumen tumoral se calcul6 con la
siguiente férmula: Volumen = d* x Dxn/6, siendo d el menor didmetro tumoral y D el mayor didmetro tumoral.

Ejemplo 1
Construccion del vector de expresion segiin la invencion pKID16-30

Se someti6 el ADNc de los dominios Vg y V. de un anticuerpo anti-CD16 Acm A9 a una PCR. Para ello se usaron
los siguientes cebadores:

VHS5’, 5-CAGCCGGCCATGGCGCAGGTC(G)CAGCTGCAGC(G)AG-3 (Ncol);
VH3’, 5-CCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTTGTTTT-3 (HindIII):
VL5’, 5-AGAGACGCGTACAGGCTGTTGTGACTCAGG-3 (Mlul);

VL3’, 5-GACTGCGGCCGCAGACTTGGGCTGGCC-3 (Notl).

Se realizé la PCR tal como sigue: un ciclo; 5 min. a 94°C, 3 min. a 58°C y 2 min. a 72°C, seguido de 30 ciclos; 80
s a 94°C, 80 s a 58°C y 2 min. a 72°C o por ultimo 10 min. en el dltimo ciclo. Se purificaron en gel los productos de
PCR y se insertaron en el vector pCR-Script SK(+) (Stratagene) para la secuenciacion. Para la expresion se inserté el
dominio Vy a través de Ncol/HindIII y el dominio V| a través de Mlul/Notl en el vector pHOG21.

Se sometieron los dominios Vy; y Vi de un fragmento scF, anti-CD30 a una PCR. Para ello se usaron los siguientes
cebadores:

5-ATGACCATGATTACGCCAAGC-3
5-AGACAAGCTTGGGTTGTTTTGGCTGAGGAGACGG-3 (HindIIl);
5-GGCGGATATCGAGCTCACTCAGTCTCC-3 (EcoRV)
5-TATAGCGGCCGCAGCATCAGCCCGTTTGATTTCC-3 (Notl).

Se insertaron los dominios Vi y Vi del fragmento scF, anti-CD30 o del fragmento scF, anti-CD16 en el vector de

expresién pKID, mediante lo cual se obtuvo el vector de expresién segtin la invencién pKID 16-30. Este codifica para
los constructos de anticuerpo de F, de cadena sencilla Vy; 16-V 30 y Vi 30-V, 16.

Ejemplo 2
Expresion del constructo de anticuerpo de F, segiin la invencion en bacterias

Se cultivaron células de X 11 Blue de E. coli (Stratagene, La Jolla, CA), que se habian transformado con el plasmido
de expresiéon pKID16-30, durante la noche en medio 2YT con ampicilina 100 pg/ml y glucosa 100 mM a 37°C. Se
cultivaron diluciones de 1:20 de los cultivos durante la noche como cultivos en matraz en medio 2YT a 38°C con
agitacioén con 280 rpm. En el caso de un valor de DO de 0,8 se sedimentaron las bacterias mediante centrifugacién
de 10 minutos con 1500 g a 20°C y se resuspendieron en el mismo volumen de un medio 2YT fresco, que contenia
ampicilina 100 ug/ml y sacarosa 0,4 M. Se afiadié IPTG con una concentracién final de 0,1 M y se continué el
crecimiento a 21°C (20-22°C) durante 18-20 h. Se aisl6 el constructo de anticuerpo de F, tal como se describe en
Kipriyanov, S.M. et al., Protein Engineering 10, (1997), 445. A continuacién se concentré mediante una precipitacion
con sulfato de amonio (saturacién al 70% de concentracion final). Se obtuvo el precipitado de proteina mediante
centrifugacién (30000 g, 4°C, 45 min.) y se disolvi6 en el 10% del volumen inicial de Tris-HCI 50 mM, NaCl 1 M,
pH 7,0. Se realiz6 una cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) tal como se describe en Kipriyanov,
S.M. et al., J. Immunol. Methods 200, (1997), 69. Se dializé el constructo de anticuerpo de F, purificado frente a una
solucidn salina tamponada con fosfato.
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Ejemplo 3
Caracterizacion del constructo de anticuerpo de F, segtin la invencion
(A) Citometria de flujo

Para detectar la unién de un constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién a granulocitos CD16* y células
de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY se realiz6 un andlisis en FACScan (Beckton Dickinson). Para ello se
lavaron 1x10° células dos veces en PBS-N helado (PBS, NaNj; al 0,05%) y se incubaron sobre hielo con 100 ul del
constructo de anticuerpo de F, del ejemplo 2 durante 45 min. Se sedimentaron las células durante 5 min. con 1200
rpm a 4°C y se lavaron con 2 ml de PBS-N. Se resuspendieron las células en 100 ul de PBS-N, que contenia 10 pug/ml
del anticuerpo 9E10 unido al c-myc (ICI Chemikalien) y se incubaron sobre hielo durante 30 min. Se sedimentaron
las células y se lavaron tal como anteriormente. Después se resuspendieron las células con IgG de cabra anti-ratén
marcada con fluoresceina (Gibco BRL; diluida 1:100 en PBS-N) y se incubaron sobre hielo durante 30 min. Tras otro
lavado con PBS-N, las células estaban listas para el andlisis con PBS-N, que contenia yoduro de propidio 1 ug/ml
(Sigma). Se determind la fluorescencia de fondo, incubandose las células con el anticuerpo 9E10 e IgG de cabra anti-
ratén marcada con fluoresceina en condiciones iguales.

Se mostr6 que el constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién reconoce tanto a los granulocitos CD16* como
a las células de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY y se une a los mismos.

(B) Prueba de citotoxicidad

Para detectar la actividad de un constructo de anticuerpo de F, segtin la invencién para activar células NK, para lisar
células de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY, se realiz6 una prueba de citotoxicidad de manera correspon-
diente a la prueba de JAM descrita en Matzinger, P., J. Immunol. Meth. 145 (1991), 185. En la prueba de citotoxicidad
se evalda la fragmentacion del ADN. Se marcaron las células con [*H] timidina hasta una concentracién final de 2,5-
5 uCi/ml durante 4-6 h. Se sedimentaron las células, se lavaron una vez con medio de cultivo y se colocaron a 10*
células/cavidad de una placa de 96 pocillos. Tras la adicién de células efectoras (células de sangre periférica “células
PBL” que contenian células NK) en distintas diluciones se incubd la placa de 96 pocillos en una atmésfera humedecida
con CO, al 7,5% durante 4 h. Se aspiraron las células y el medio sobre filtros de fibra de vidrio. Tras lavar y secar los
filtros se pasaron a bolsas de pléstico, que contenian un liquido de centelleo y se contaron usando un contador de cen-
telleo liquido (LKB). La radioactividad medida se refiere al ADN intacto, dado que el ADN de células destruidas esta
descompuesto en fragmentos pequefios, que no se retienen por los filtros. Para la determinacion de la citotoxicidad, es
decir la destruccién de las células, se us6 la férmula convencional para la prueba de JAM: % de destruccién especifica
= (S-E)/S 100, en la que E = ADN obtenido de manera experimental en presencia de células efectoras (en cpm) y S =
ADN obtenido en ausencia de células efectoras (espontaneo).

Se mostré que un constructo de anticuerpo de F, segtin la invencion puede activar células NK, para lisar células de
la enfermedad de Hodgkin CD30" L540CY, siendo la lisis mds fuerte que en el caso del uso de biAcm HRS-3/A9.

(C) Influencia sobre tumores de ratones

Se establecieron linfomas de Hodgkin de CD30* L540CY en ratones SCID, tal como se describe en Hombach,
A. et al., Int. J. Cancer 55, (1993), 830; Renner, C. et al., J. Hematotherapy 4, (1995), 447. Para ello se inyectaron
1,5x107 células tumorales en 200 ul de PBS por via subcutdnea en el costado derecho de los ratones. Se determind el
desarrollo tumoral, es decir el didmetro tumoral dos veces por semana. Se dividieron los ratones con tumores de 4-6
mm de didmetro en distintos grupos y recibieron un constructo de anticuerpo de F, segiin la invencién en 200 ul de
PBS junto con linfocitos de sangre periférica (células PBL) que contenian células NK. Se determinaron el volumen
tumoral y su desarrollo (véase la leyenda de la figura 4).

Se mostré que un constructo de anticuerpo de F, segtn la invencién puede activar células NK no sélo in vitro, sino
también in vivo, para lisar células de la enfermedad de Hodgkin CD30* L540CY.
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REIVINDICACIONES

1. Constructo de anticuerpo de F,, que presenta dominios variables, pero no dominios constantes, comprendiendo
los dominios variables sitios de unién para un receptor CD16 y una proteina de superficie CD30.

2. Constructo de anticuerpo de F, segtn la reivindicacion 1, procediendo el receptor CD16 de células NK.

3. Constructo de anticuerpo de F, segin la reivindicacién 1 6 2, procediendo la proteina de superficie CD30 de
células de la enfermedad de Hodgkin o de Reed-Sternberg.

4. Constructo de anticuerpo de F, segtin una de las reivindicaciones 1-3, existiendo en cada caso un sitio de unién.

5. Constructo de anticuerpo de F, segun la reivindicacién 4, codificado por el vector de expresion pKID16-30
(DSM 12960).

6. Constructo de anticuerpo de F, segln una de las reivindicaciones 1-3, existiendo en cada caso dos sitios de
union.

7. Vector de expresion, que codifica para el constructo de anticuerpo de F, segtin una de las reivindicaciones 1-6.
8. Vector de expresién segin la reivindicacion 7, concretamente pKID16-30 (DSM 12960).
9. Transformante, que contiene el vector de expresion segun la reivindicacién 7 u 8.

10. Procedimiento para la produccién del constructo de anticuerpo de F, segtin una de las reivindicaciones 1-6,
que comprende el cultivo del transformante segtin la reivindicacién 9 en condiciones adecuadas.

11. Kit, que comprende:

(a)  un constructo de anticuerpo de F, segin una de las reivindicaciones 1-6, y/o

(b)  un vector de expresion segun la reivindicacién 7 u 8, asi como

(©) sustancias auxiliares habituales, tales como tampones, disolventes, vehiculos, controles y marcadores,
pudiendo existir uno o varios representantes de los componentes individuales.

12. Constructo de anticuerpo de F, segtin una de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso como farmaco.

13. Uso del constructo de anticuerpo de F, segtn una de las reivindicaciones 1 a 6, para la produccién de un
medicamento para la lisis de células que expresan proteinas de superficie CD30.

14. Uso segtn la reivindicacion 13, siendo el medicamento para el tratamiento de enfermedades tumorales, espe-
cialmente de tumores de la enfermedad de Hodgkin o de Reed.
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CORH3

169 GICAGRAGLCTGACA N TR AGGAC I TG TG T TA T T T TG TOCAAGA TG A GO GG TACTTCCATGTCTOG0G:

35> ValhrgSerLauThrSerGludspSerAlaValTyrPheCysAlahrgSeralaSerTrpTyr PheAspValTrpGly

(=1} Mindll! Ligador BooRV
547 GLACGGACTACGE TCACCG TCTCC TENGTCAAARCAAC AL CCAASCTTOGOGE TGA TATOGAGCTCACTCACTOTCOA
111} MairgThrThrValThri/alSezSexAlalysThrThr ProlysLauGlyGlyAsp IlesluleuThrGlnSerPro
YL anii-CD30

825 AART TG TCCACA T A G TG G A A GG T AL C T A C T A AL G T A G AN TG TSI TACTAA TG AL
137P LysPheMatSerThrSerValGlyAsphArgValAsnVal ThrTyrLysilaSerGlnhsnValGlyTheAsnValils
703 TGO T T TCAACAAAAAC CAGGG AN T T A T T T GA T T TAC T SGCATO M A CRA T ACAGTCGACTCCCTGAT
161} TrpPheGlnG InLysProGlyGlnSerProlysValleurl eTyrSerAlaSexTyrArgTyrSerGlyValProsp
T8l COCT I CACAGGCAG TOGA T TURAACAGA T T TCAL TC TCAC CATCAGCAA TS TCCAG TC TGAAGAC TTGGCAGAGTAT -
189) ArgPheThrClySerGlySexGlyThrAspPhethr LauThr Il eSerAsnValGinSexGluAspLleuAlaGluTyT

Clappa Notl
859 TIC G AGK AR TA TCACACCTA T ST T AL I U GAG GGG CAC CAAGC TOGAAATCARA CTSGOTEA TGO TONG
215P PheCysGLaGLnTyTHisTheTyrProLavThrPheGlyGlyGlyThrLysLeuGlulletyaArgAlshspAlaAla

BamHI epitopo de c-mys cola de HisG Bgllt
937 GOUGC TGS ATCCGARCAAAGC TEN T A ARG AR AL CTA A A CA T A CATCACCATC A TAAAGA T
241) AlaklaGlySerGluGlnLysLeuT]l aSerGlutluAspLeauAsnSar i sHi sHigHi aHi sHEs
R8BS Pel B lider Neoj
1015 AAAGACGAG AT AR CA TGAAATAL CTA TG LA GO A GO O ToG T T IS To TO N TG DA TCASOCRECC
Meol Suero A VH anmti-CDIY

1053 ATGOOGGCA TGS GG T AL T A G AG TOAGEG G T AL TG TAGAC L TG S T TCASTRAAGA TG TE S

1¥ MetAlaGlnValGlatauGLlnGlnSerClyAlaGluleuAlaArgProGlyAl aSexValLysHet Sor

1171 TOCARCGC T IC TG TACADTTT TACTACCTACACAN

24P CysLysAlaSerGlyTyrThr PheThr ThrTyrThrIleRi sTrpVal ArgGlafrgProGlyHi sAspleuC IuTep

1249 ATTOGATACATTAR IO TAGCAGTGGA TAT I TEACTACAA TCAGAAC T TCAAGGGCAAGAL CACAT TGACTGCAGAS

507 I1eGlyTyrIleAsnProSerSerGlyvrSerAspTvrAsnGlnAsnPhelysGlylysThrThrbouThrAlaAsp

1327 ARG T TCCAACACAGE D T A A T AL T A A LA CTGACATC TEAGGACTC TGCCETCTATTAC TG TGCARGAAGA

767 LysSerSerAsnThrAlaTyrMecGlnLeuAsnSerLauThrSerGlukspSarilaVal Tyr Ty rCyaAlahrghcy
CH1

1405 GO TGS T A TR GAR TATACC TGS T T Toe T TAC TEGGGC CAAGGGACCAC GETCAC S TO IO TEAGACAAN

102% MlaAspTyrGlyAsnTyrGluTyrthrTrprheAl aTyr TrpGlyGnGly Thr ThrVal ThrVal SarSerAl alys
Hingitl ligador S0V YL antl-CO16

1483 ACAACACCCAAGCT TGGUGGTOATATCCAGG L TE T TG TGAC TCASGAATC TG CACTCACCACATCACC TG TGRARL

128} ThrhrProlysLeuGlyGlyAspIleG InAlavalval ThrGinGluSeralal auThrThr SerProGlyGluTh

CDR«L‘]

1560 O T A A T AL T TTACAACTAC T AACTATGCCA -
153 wummmucyams-rmmclmvummswnmummvuamluysPru.u
CDA.L2
1638 TCATTTATTCACTGG TCTAATAGG TC ATAC CAACAACCGR GO TCCAGGTETTCC TGOCAGA TTC TCAGGCTCCCTGAT
179} PHisLeuPheThrGlyLeulleGlyHisThrAsnASnArgAl aProGlyValProflaArgPheSerGlySerleull
CDR-L3

1716 TERAGACAAGG T OO T AL AT GG E G A CAGACTGAS AN TEACCCAN TATATT TCTC TECICTATGG TATAA
205% sGlyAsplysalanl aleuThrIleTheGlyAlaGlnThrG luAspGluslaTl eTyr BhaCysalaleuTrpTyzAs

NoH BamH!
1T A T G T IO GG TOGAGGAR A A TEAC TG T T TACCCCAGCCEANG TOTGCEGI T TERATCCGAACA
2317 nAsniiaTrpValPheGlyGlyGlyThrLysLauThrVal LeuClyClnProlysSarAlailadlaGlySercluGl

Fig. 1



ES 2316381 T3

apitape de c-myc cola de His6 Xbal Bell Nhe!
1872 mmmmmmmmmmn&mm TGATCAGT
257) nlysLaulleSerGluGlubsplenhenSeriistisHisHisHisHis

1850 WAMTMMWMWMWM
Sall Earl Pvul Fspl gl
2028 mmmmmmcmcmmmmcmmmwmm
21086 OGO TG A G GG A T T AR G G GG S GG TE TOG oG TTAC GGG L TRAC OO TAC AT TG CCAGCGCCET
Nazel
2184 AGCGCCCGCTCCTTTCOGCTTICTICCCTICCTTTIC oG CACG T I GLCGEC T TICC COGTCAACCTCTAAATCGRGS

f1 IR Orattl

2262 mmcmmmmmcmmwmmm

2340 mxmmmmmmmﬂammm

2418 MMMWMAMWAWWMMAM

Sspl

2496 AAARAATGAGCTGA T T T AACAAAAA T T TAACGC GAA T T T AAC AAAATA TTAACGC T TACAATTTAGSTCGCACTTTT
BspH)

2374 COGGGAAR TG TG GO GRANM COC T AT TTG TT AT T T T T TAAA TACA TTCAAATATC TATCCCCTCATCAGACAATAAR

Sspt Eas!
2652 COCTGATAARTGC T T AATAR TATTGAAA R A GGAAGA G T AMTGAG T A T I ARCA T T TC O TS TCGCC O TATTCCOTTT
Apal,

2730 PTG A T T I CT I O S T T T TG T A AGA AR G TGG TR AAAG TAA A A GATOC TGAAGATCAGTTGSET
Xmnt

2808 GCACGAGTGGG T ACA T AR TG A TC T AR L AGL GG TAAG A TC T T GAGA S T IO CCCGAAGAACCTTTTO A

Dral
2886 ATGATGAGCACT I T AAAG T T TG T A TG TGaC G e T AT AT L G T AT TG A G CGG G CARGASCAACTOGGTCCS

Scal 1000 .
2964 COCATACACTATICTCAGANTGACT TGS TTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCA TC T TACGEATGACATGACAGTA
p-Lactamasa Pyul

3042 AGANGAATTATGOAG TG TGCCA T A CCATGAG TGA T AAC A TG GG AAC T TAC T I T CACAACGATCOGCAGGACCS
3120 AAGGRAGCTARCCGU T T T T TTGCACAACATGGGGGA TCATG TAAC TC GO C T TRATOG T TG GGANC CGRAGC TGAATCAR
Fspl
3188 GOCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA TGO C Te TAG A A TG CCAACAACC T TG GCAARCTATTAACTGGEGRA
Asel
3275 CTACTTACTCTAGCTTCCOGSCAACAA T AATAGACTGEA GG GCCGOATAAAGT TG AGGACTALTICTIGOGUTOS
Bgll Bsal
3354 GO COGGOTGGC GG T T A T TG TG A T A A A T EGAGC GG TGAGO S TG G TCTOCCGE TATCAT TGCACCACTG
3412 GEGCCAGATGETAAGC LU TOCC G A TG T AC T TA T T AL A GAC GG EGAG TCAGGTAACTATCEA TGAACCGAMAATAGR
3510 mmmmmmmmmmmmn
Drat Dral Bepil
3588 GRTT I AAAACT I CAT T T T AA T T T AR ARGGA TCTAGG TGAAGATCCT T T I IGATARTC TCATGACCARAATCCCTTAR
JE66 COTGAGTTTICG T TCCAC TGAGCE TCAGALCCCG TAGAARAGA TCARAGGATC T IC T TGAGATCC T I T T I IO TGOGC

31744 GIAATCTIUC TGO T T AAAC AN A AN LA LG TACCAGC G TG T TTE T T TG COGGA TCAAGAGC TACCAACTCTT
3822 TTTCOGAAGGTAALTCGC I T AGCAGAGCOAGA T A LA A TA TG TCC TTC TAG TCTAGCCC TAGT TAGSC CACCAS

3900 TTICAAGAACTCTGTAGCACOGCCTACA TACC TOSC T TOC TAATCC TR T TACCAG TGGUTGCTECCAG TG CLGATANG

3978 TOGTG T TACCGGE TTGCACTCAAGACGATAG TT A COGA ARG GEAGCG S TOGGECTGAM GGEEGETICG TR
4056 ACACAGCCCAGT TTGGAGOEAALGAC CTACACOGAAC TGAGA T AL TACA GO G TGAGCTATGACAAAGOGSCACGCTT
3134 CCCGRAGGOAGAMAGGUGGACAGETATCOOE TARGOGG T AGSE TCCRAACEGGAGAGCBCACGAGORAGCTTCCAGESE
4212 GGAAACGCCTGGTATC T T A TAL TC L TG TOGGE T T T G CACC T TRAC T GAGC G TCGAT T T TS TGATGC TCETCA
4290 GGGEGEGOGEAGCCTATORARAARCG T CAGCAACGI GG T T T T TAC GG T TS CTGACCTT T TG TG CTT T IGCTCAC
4368 ATGTTCT I CTGOG T AT CCC IGA T TC TG TEGA T AACCGTA T TAL CO T T TGAG TRAGC TCATACCGITCGOCGC
Earl
4446 AGCCGAACCGANCGAGCGCAGCGAC TCAGTGAGCGAGGAAGOGRGAAGAGLGOCCAATACSCAAACCGOCTCTCCLCGOG
Asel BspM!
452¢ OGTIGGOCGAT TCATTARTCCAGGTATCACGAGCUCCTTTCEGTCTTCAC

Fig. 1 (Confinuacidn)
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Fig. 2
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Fig. 3

100

L) '
Wy £
P~ wn

eaylzadsa sisi| ap

T
i
o~

%

e

t/o

Mg

1/52

Y0g

4/001

B

10



ES 2316381 T3

Fig. 4
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Deutsches Krebsforschungszentrum (Centro aleman de investigacion del céncer)

<120> Constructos de anticuerpo de F,

<130> K 2839

<140> Desconocido

<150> Documento DE 199 37 264.0
<151> 06-08-1999

<160> 11

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211> 4570
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcidn de la secuencia artificial: Vector de expresion que codifica para dos constructos de anticuerpo de

F, de cadena sencilla

<220>

<221> CDS
<222>(217)..(1002)

<220>

<221> CDS
<222> (1102)..(1920)

<400> 1

CtogaAgAgCg ggrcagtgagr gcaacgcaat taatgtgagt

craggettta cactttatge teccggetoy tatgttgtgt

atttcacaca gaattcatta aagaggagas attaaccatg

agececgetgge ttgetgetge tggcagetca gocgec

cag cag tet
Gin Gln Ser

tcc tgc aag
Ser Cys Lys
25

gta aaa cag
Val Lys Glin
40

cct gga ggt g

Pro Gly Gly
55

gga get gag ctg gta agg cct
Arg Pro

Gly Ala Glu Leu Val
10

gcot tct gge tac ace
Ala Ser Gly Tyr Thr
30

agg cct gga cat gga
Arg Pro Gly His Gly
45

gt tat act aac tac
Gly Tyr Thr Asn Tyr
60

15
ttc

act

Phe Thr

cte
Leu

aat
Asn

gag
Glu

gag
Glu

atg
Met
1

a89
Gly

aac
Asn

tgy
Trp

aaa
Lys
65

tagctocacte attaggcecacc 60

ggaattgtga geggataaca 120

aaatacctat tgectacgge 180

gcg cag
Ala Gin

act teca
Thr Ser

tac tgg

Tyr Trp
a5

att gga
Ile Gly
S0

tte aag
Phe Lys

gty
Vval

gtg
Val
20

cta
Leu

gat
AED

qge

cag
Gln
5

aag
Lys

ggt
Gly

ate
lle

aag

ctg
Leu

ata
Ile

tgg
Trp

tac
Tyt

gce

Gly Lys Ala
10

234

282

330

378

426
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aca
Thr

age
Ser

age
Ser

tca
Ser

tet
Sex
135

tac
Tyr

aas
Lys

tac
TyT

ttec
Phe

tte
Phe
215

aag
Lys

aag
Lys

gtg
val

ctg
Leu

tgg

gece
Ala
120

ceca
Pro

aag
Lys

cca
Pro

agt
Ser

act
™r
200

tgt
Cys

ctg
Leu

ctg
Leu

act
Thr

aca
Thr

tac

gea
Ala

tct
Ser
90

ttc

Tyr Phe

105

aga
Lys

aada
Lys

gce
Ala

999
Gly

gga
Gly
185

ctec
Leu

cag
Gln

gaa
Glu

atc
Ile

aca
Thr

ttc
Phe

agt
Ser

caa
Gln
170

gte
val

ace
Thr

caa
Gln

atec
Ile

tca
Sex
250

gac
Asp
75

gag
Glu

gat
Asp

aca

atg
Met

cag
Gln
155

tce
Ser

cct
Pro

ate
Ile

tat
Tyr

aaa
Lys
235

gaa
Glu

aca
Thr

gac
Asp

gtc
val

cce
Pro

teo
Ser
140

aat

cce
Pro

gat
Asp

age
Ser

cac
His
220

cgg
Arg

gaa
Glu

ES 2316381 T3

tee
Ser

tct

tec
Ser

get

aga
Arg

gte

Ser Ala Vval

tag
Trp

aag
Lys
125

aca
Thr

geg
val

asa
Lys

cge
Arg

aat
Asn
208

acc

gct
Als

gac
Asp

gge
Gly
110

cte
Leu

tca
Say

ggt
Gly

gte
val

tte
Phe
190

atg
val

tat
Tyr

gat
Aszp

cta
Leu

85

gca
Xla

ggc
Gly

gta
val

ack
Thr

ctg
Leu
175

aca

cag
Gln

cct
Pro

gce
Ala

aac
ARn
255

ackt
Thr
80

tat
TYr

coy
Arg

ggt
Gly

gga
Gly

aat
Asn
160

ate
Ile

ggc
Gly

tet
Ser

cte
Leu

gcg
Ala
240

tca
Ser

gee
Ala

tete
Phe

act
Thr

gat
Asp

gac
Asp
145

gta
Val

tac
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

acg
Thr
2258

gce
Ala

cat
His

taaagatcta ttaaagagga gaaattaacc atgaaatace

tae
Tyx

tgt
Cysa

acqg
Thr

atc
Ile
130

agg
Arg

gee
Ala

tcg
Ser

gga
Gly

gac
ASD
210

tte
Phe

gect
Ala

cac
His

tattgecctac ggcagecget

gtg
Val

qgca
Ala

gte
val
115

gag
Glu

gte
Val

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser
185

teg
Leu

gga
Gly

gga
Gly

cat
His

cag
Gln

aga
Arg
100

ace

cte
Leu

aac
Asn

ttt
FPhe

tet
Ser
180

gga
Gly

gca
Ala

999
Gly

tee
Ser

cac
His
260

gte
Val
85

teg-

Ser

gqte
val

act

gte
val

caa
Gln
165

tac
Tyx

acs

Thr

gag
Glu

ggc
Gly

gaa
Glu
245

cat
His

agg
Arg

get
Ala

tce
Sar

cag
Gln
acc
150
caa

Gln

cga
Arg

gat
Asp

tat
Tyr

acc
The
230

caa
Gln

cac
Hisg

ggottgetge tgetggcage tcagecagce atggoggec atg goc cag gtg caa
Met Ala Gln Val Gln

ctg cag cag tca
Lev Gln Gln Ser

270

atg tece tge aag
Mer Ser Cys Lys

285

tgg gte aga cag
Trp Val Arg Gln

300

ggg gct gag ctg gct
Gly Ala Glu lLeu Ala

gce
Ala

agg
Arg

tct
Ser

cct
Pro
305

275

gge tac acc
Gly Tyr Thr

2390

gga cac gat
Gly His acp

aga
Arg

tte

ctg
Leu

cct
Pro

act

gaa
Glu
310

265

a98 get tca gty aag
Gly Ala Ser val Lys

280

act tac aca ata cag
Phe Thr Thr Tyr Thr Ile His

295

tgg att gga tac att
Trp Ile Gly Tyr 1le

315

474

522

570

618

666

714

762

810

858

906

854

1c02

1062
1116

1164

1212

1260
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aat

acec
Thr

aac
Asn

gcg
Ala

999
Gly
380

ggt
Gly

[{ed
Pro

aca

tte
Phe

gce
Ala
480

aca
Thr

zat

TYY

g8c
Gly

gaa
Glu

cct
Pro

aca
Thr

age
Ser
gac
365

acc

gat
Asp

gat
Gly

act
Thr

act
Thr
445

aga
Arg

ag9g
Gly

aac
Asn

cag
Gln

gaa
Glu
525

age
Ser

ttg

ety
aso

tat

acg
Thr

atc
Ila

gaa
Glu

age
Ser
&30

got
Gly

ttc
Phe

gea
Ala

aac
Asn

cce
Pro
510

gac
Asp

agt
ser
act
ais

aca

ggt
Gly

gte
val

caqg
Gln
aca
415
aac

Asn

cta

tca
Ser

cag
Gln

cat
nis
495

aag
Lys

cta
Leu

gga
Gly
320
gca
Ala

tet
Ser

aac
Asn

ace
Thr

gct
Ala
400
atc
val

tat

ata
Ile

ggc
Gly

act
480
tgg
Trp

tct
Ser

aac
Asn

tat

gac
Asp

gag
Glu

tac

gte
val
3as

gtt
Val

aca
Thr

gce
Ala

ggt
Gly

tee
Ser
465

gag
Glu

gtg
val

gcg
Ala

tca
Sex

ES 2316381 T3

tot
Ser

aag
Lys

gac
Asp

gaa
Glu
370

tee
Ser

gtg
Val

cte
Leu

aac
Asn

cat
RHig
4150

ctyg
Leu

gat
Asp

tte
Phe

gee
Ala

cat
His
510

gac
A=p

tecc
Ser

tct
Ser
ass

tat
Tyr

tca
Ser

act
Thr

act
Thr

tgg
Trp
435

ace

ate
Ile

gay
Glu

ggt
Gly

gct
Ala
518

cac
His

tac
Tyr

tec
Ser
340

gcyg
Ala

acc

gee
Ala

cag
Gln

tgt
420

gte
val

aac
Asn

gga
Gly

gca
Ala

gga
Gly
500

gga
Gly

cat
His

aat cag aac
Asn Gln Asn

325

aac
Asn

gte
Val

gaa
Glu
405

caa
Gln

aac
Asn

gac
Asp

ata
Ile
485

gga
Gly

tee
Ser

cac
His

aca
Thr

tat

Tyx

(A4
Phe

aca
90
tct

Ser

tca
Ser

gaa
Glu

cga
Arg

aag
Lys
470

tat
Tyr

ace
Thr

gaa
Glu

cat
His

goetgtgeta atgatcaget agetigagge atcaataaaa

ctgggecttt cgttttatct gttgtitgtc ggttaacgkc

ggccegeace gatcgeectt cccaacagtt gogoagooty

ctgtagegge geattaageg cggcgggtgt ggrggreacy

tgccagegee ctagegocey Ctoctiteoge ttetcttceet

cggctttooce cgtcaagete taaatecgggg geteccetta

gce
Ala

tac

tte
Phe

tac
Tyr

tgt

Tyr Cys

gct
Ala
375

aca
Thr

gca
Ala

aat
AT

aaa
Lys

gect
Ala
4§55

get
Ala

ttc
Phe

aaa
Lys

caa
Gln

cac
His
535

360

tac

cce
Pro

cte
Leu

act
Thr

cca
Pro
4440

cca
Pro

gce
Ala

tgt
Cys

ctg
Leu

aag
Lys
520

aag
Lys

atg
Met
345

gca
Ala

tgg
Trp

aag
Lys

acc
Thr

ag9
Gly
425

gat

ggt
Gly

cte
Leu

gct
Ala

act
Thr
505

ctg
Leu

ggc aag
Gly Lys
330

caa ectyg
Gln Len

aga aga
Arg Arg

gge caa
Gly Gln

etk gge
Leu Gly
55

aca tca
Thr Ser
410

act gtt
Thr Val

cat tta
His Leu

gtt cct
val Pro

acec ate
Thr Ile
475

cta tgo

Leu Trp
4%¢0

gtc cta
val Leu

atc tca
Ile Ser

taatcragag

cgaaagygcee

gacctggeat

aatggcgaat

cgcagegtyga

teettteteg

gggttecgat

agtegasaga
aatagoegaga
gggacgcgec
cegetacact
ccacgttogs

ttagtgectte

1308

1356

1404

1452

1500

1548

1596

1644

1682

1740

1788

1836

1884

1930

1990

2050

2110

2170

2230
2290
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acggeaccete
ctgatagacg
gttccaaact
tttgecgatt
ttttaacaaa
acccctattt
cocctgataaa
gtogecctta
ctggtgaaag
gatcteaaca
ageactttta
caactcggtc
gaaaagcatc
agtgataaca
gotetteege
aatgaageca
ttgcgcaaac
togatggagy
tttattgctg
gggccagaty
atggacgaac
ctgteagace
aaaaggatct
ttttogttes
ceLeteetge
tgetrgeegg
cagaLtaccasa
gragecaeccge
gataagtcogt
tegggctyaa
ctgagaacct
acaggtatee
gaaacgcety

ttttgtgatg

gacccoaana
gttttrcgeeo
ggaacaacac
teggectatt
atattaacge
gtttatetet
tgcttcaata
tteecttttt
taaaagatge
geggtargat
aagttetget
gcegeataca
ctaéggatgg
ctgcggoccaa
acaacatggg
taccaaacga
tattaactygg
cggataaagt
ataaatctgg
graagcecte
gqasatagaca
aagtttacte
aggtgaagat
agtgagegte
gogtaatetg
atcaagagct
acactgtoct
ctacatacct
grcttacegg
cogggagtte
acagcgtgag
ggtaagcgac
gtatectttat

cregtoaggy

ES 2316381 T3

aacttgatta
cttbgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaattta
ctaaatacat
atattgaaaa
tgcggcattt
tgaagatcag
cettgagagt
atgtggcgeg
ctattctcag
catgacagta
cttactecey
ggatcatgta
cgagegtgac
cgaactactt
tgcaggacca
ageeggtgay
ccgtatcgta
gatcgetgag
atatatactt
cctttttgat
agacccoogta
ctgecttgcaa
accaactcett
cctagtgtag
cgcretgeta
gttggactca
gtgcacacag
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtectgicg

gggcggagec

gggtgatggt
ggagtecacy

cteggtotat -

tgageegatct
ggtogeactt
tceaaatatgt
aggaagagta
tgecttecey
ttgggtgcar
tttegoecey
gtattatcee
aatgacttgg
agagaattac
acaacgatcyg
actcgecttyg
accacgatgce
actctagetk
ettergeget
cgtgggtche
gttatctaca
ataggtgeoct
tagattgatt
aarctcatga
paaaagatca
acaaasaaac
tttccgaagg
cegtagttag
atcctgttac
agacgatagt
ceeagettgy
gegecacget
caggagageyg
ggtrecgeca

tatggaaaaa

tcacgtagtg
tictrtaata
tottttgatt
caacaaaaat
ttegaggaaa
atecgeteat
tgagtattca
tttttgctca
gagtgggeta
aagaacgete
gtattgacge
ttgagtacte
geagegotge
gaggaccgaa
atcgttggga
ctgtagcaat
cecggeaaca
cggecctter
goggtatcat
cgacgoggag
cactgattaa
taaaacttca
ccaaaatcee
aaggatctte
caccgerace
taactggett
gecaccackt
cagtggctge
taccggataa
agcgaacgac
toccgaaggy
cacgagggag
cctocrgactt

cgceagoaac

ggecatogec
gtggactctt
tataagggat
ttaacgegaa
tgtgegegga
gagacaataa
acattteoegt
cccagaaacg
catcgaacty
tccaatgatyg
ogggcaagag
accagteaca
catsaccaty
ggagctaacce
accggagety
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctog
tgcagcactg
tcaggeaact
gcattggtaa
Cttttaatte
ttaacgtgay
ttgagatect
ageggtggte
cageagageg
caagaactct
tgecagtgge
ggcgeagegyg
cracacenaa
agaaagycqy
cttecaguay
gagcgtogat

geggeetert

2350
2410
2470
2530
2550
2650
2710
2170
2830
2890
2950
3010
3070
3130
3190
3250
3310
3370
3430
3490
3550
3610
3670
3730
3790
3850
3910
3370
4030
4090
8150
¢210
4270
4330



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2316381 T3

tacggtteet ggoettitgr tggootitig cteacatgit ctttectaen ttatececty 4390
attctgtgga taaccgtatt accgectitg agtgagctga tacogetoye cgeageocgaa 4450
cgaccgageg cagogagtca gtgagegagg aagoggaaga gegoceaata cgcaaacege 4510

ctotccoceye gogtiggecg attoattaat goaggtatea cgagygcccett tegtottcac 4570

<210>2

<211> 262

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Vector de expresion que codifica para dos constructos de anticuerpo de
F, de cadena sencilla

<400> 2

Mat Ala Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gg Ala Glu Leu Val Aig Pro
1 5
Gly Thr Ser Val Lys Ile Ser Cys L)zr; Ala Ser Gly Tyr Tl;; Fhe Thr
20
Asn Tyr Trp Leu Gly Trp Val ng Gln Arg Pro Gly H;: Gly Leu Glu
15
Trp Ile Gly Asp Ile Tyr P;’g Gly Gly Gly Tyr ng Asn Tyr Asn Glu
50
Lys Phe Lys Gly Lys A_l,g Thr Val Thr Ala Agg Thr Ser Ser Arg 'mszg
65
Ala Tyr val Gln val Arg Ser Leu Thr S;z Glu Asp Ser Ala 11';.1-5 ™
85
Phe Cys Ala Arg Ser Ala Ser Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Arg
100 105 110
Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Lys Leu Gly Gly
115 120 125
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
130 135 140
Asp Arg Val Asn Val Thr Tyr Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn
145 150 155 160
val Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Val Leu Ile
165 170 175
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Asp Arg Fhe Thr Gly
iso0 185 190
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thy Ile Ser Asn Val Gln Ser
195 200 208
Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr His Thr Tyr Pro Leu
210 215 220
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala hsp Ala Ala
225 230 235 240
Ala Ala Gly Ser Glu Gln Lys leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn Ser
245 250 255
His His His His His Ris
260

<210> 3

<211> 273

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Vector de expresioén que codifica para dos constructos de anticuerpo de
F, de cadena sencilla
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<400> 3

Met Ala

Gly Ala

Thr Tyr

Trp 1le

50

Asn FPhe
85

Ala Tyr
Tyr Cys
Ala Tyr

Thr Pxo
130

Ala Leu

145

Asn Thr

Lys Pro
Ala Pro

Ala Ala
210

Phe Cys
225

Lys Leu
Gln Lys

Ris

<210>4
<211>35
<212> ADN

Gln
Ser

35
Gly
s

Met

val
val

20
Tle
Tyr
Gly

Gln

Ala Arg

Trp
115
Lys
Thr

Gly

Gly
195

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

100
Gly
Leu
Thr
Thx
His

180
Val

val

Ile
260

Gln
Lys
His
Ile

Lys

a5

Gln
Gly
Ser
val
165
Pro

Ile

ES 2316381 T3

Leu
Met
Trp
Asn
‘Thr

70
ASnN
Ala
Gly
Gly
Pro
150
Phe
Ala

Thr

Trp Tyr

Len
245
Sex

230
Gly

Glu

Gln
Sex
Val
Pro

55
Thr
Ser

Asp

Asp
135
Gly

Arg
Gly
215
Gln

Glu

Gln
Cys
Arg

40
Ser
Leau
Leu
Tyr
1206
Ile
Glu

Gly
Phe
200
Als
Asn
Pro

Asp

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 4

cagccggeca tggegeaggt cgeagetgea gegag

<210> 5
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 5

ccaggggcca gtggatagac aagcttgggt gttgtttt

Ser
Lys

25
Gln

Ser

Thr
Gly
105
val

Gin

Lau
185
Ser
Gln
His
Lys

Leu
265

Gly Ala
Ala Ser
Arg Pro
Gly Tyr

Ala Asp

75

Ser Glu
90

Asn Tyr

Thr val
Ala Val

Val Thr
155

Tyr Ala

170

Ile Gly

Gly Ser
Thr Glu

Trp Val
235

Ser Ala
250
Asn Ser

Glu
Gly
Gly
Ser

60
Lys
ABD
Glu
Ser
val
140
Leu
Asn
His
Leu

Asp
220
Fhe
Ala

Bis

Tyr Thr Trp
110

Ser Ala Lys

125

Thr Gin Glu

Thr Cys Arg

Trp Val Gln
17s
Thr Asn Asn
190
Ile Gly Asp
208
Glu Ala Ile

Gly Gly Gly

Ala Gly Ser

255

His His His
270

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr

BO

Phe

Ser
Ser
160
Glu
Arg

Lys

240
Glu

His

35

38
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<210> 6
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 6
agagacgcgt acaggetgtt gtgactcagg

<210>7

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 7

gactgeggee geagacttgg getggee

<210> 8

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 8
atgaccatga ttacgccaag c

<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400>9

agacaagctt gggtgttgtt ttggctgagg agacgg

<210> 10

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30

27

21

36
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 10
ggcggatatc gagctcactc agtetce

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador

<400> 11

tatagcggcc geagcatcag cccgtttgat ttee

27

34
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