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DESCRIPCION
Anticuerpo agonista de TPO modificado.

Campo técnico

Esta invencién se refiere a anticuerpos modificados que contienen dos o mds regiones V de la cadena H y dos o
mas regiones V de la cadena L de un anticuerpo que muestra actividad agonista de TPO por reactividad cruzada del
receptor de 1a TPO. Los anticuerpos modificados tienen actividad agonista de TPO de transduccion de una sefial dentro
de las células por reactividad cruzada del receptor de TPO y son tutiles como medicamento para diferentes propdsitos.

Antecedentes de la invencion

La trombopoyetina (TPO) es un factor de regulacion de la produccién de plaquetas encontrado en 1994 y se sabe
que estd compuesto de una glicoproteina que tiene un peso molecular de 70-80.000 producida principalmente en el
higado. La trombopoyetina es una citoquina que en la médula 6sea promueve la supervivencia, proliferacion, diferen-
ciacién y maduracion de las células precursoras de plaquetas, es decir promueve la diferenciacion y proliferacién de
megacariocitos. El receptor de trombopoyetina (TPO) se identificé antes que la TPO como c-Mpl, un receptor de un
factor especifico para regular la produccién de plaquetas (M. Souyri y col., Cell 63: 1137 (1990)). Se ha publicado que
c-Mpl estd distribuido principalmente en las células precursoras de plaquetas, megacariocitos y células plaquetarias y
que la supresion de la expresion de c-Mpl inhibe selectivamente la formacién de megacariocitos (M. Methia y col.,
Blood 82: 1395 (1993)). Se ha publicado que el ligando de c-Mpl es la TPO, basandose en los resultados del ensayo de
proliferacion de células especificas para el ligando de c-Mpl y purificacién del ligando usando c-Mpl (F. de Sauvage
y col., Nature 369: 533 (1994); TD. Bartley y col., Cell 77: 1117 (1994)). Actualmente Mpl se denomina receptor
de la TPO. Por lo tanto, se esperaba que la TPO y los agonistas del receptor de la TPO funcionaran como un agente
terapéutico para la trombocitopenia, por ejemplo, como un medicamento para aliviar la trombocitopenia causada por
la inhibicién de la médula dsea o la terapia de reseccion de la médula 6sea para pacientes de cancer.

Por otra parte, se desarrollaron anticuerpos modificados, en especial anticuerpos con tamafio molecular reducido,
por ejemplo, Fv de cadena sencilla, para mejorar la permeabilidad hacia le interior de tejido y tumores reduciendo el
tamafio molecular, y a producir por un procedimiento recombinante. Recientemente, se han usado los dimeros de Fv
de cadena sencilla, en especial dimeros biespecificos, para la reactividad cruzada de células. Los ejemplos tipicos de
dichos dimeros son heterodimeros de Fv de cadena sencilla que reconocen antigenos de células de cancer y antigenos
de células huésped tales como células NK y neutréfilos (Kipriyanov y col., Int. J. Cancer, 77, 9763-9772, 1998). Se
produjeron por la técnica de construccién de Fv de cadena sencilla en forma de anticuerpos modificados, que son
mas eficaces para tratar canceres por induccién de reactividad cruzada intercelular. Se ha pensado que la reactividad
cruzada intercelular es inducida por anticuerpos y sus fragmentos (p. ej., fragmento Fab), anticuerpos modificados
biespecificos e incluso dimeros de Fv de cadena sencilla, que son monoespecificos.

Como anticuerpos capaces de transducir una sefial por reactividad cruzada con una molécula o moléculas de
superficie celular, se conocen un anticuerpo contra el receptor de EPO implicado en la diferenciacién y proliferaciéon
celular (documento JP-A 2000-95800), un anticuerpo contra el receptor MuSK (Xie y col., Nature Biotech. 15, 768-
771, 1997) y otros. También se conocen un anticuerpo agonista del receptor de TPO, sus fragmentos y Fv de cadena
sencilla (documento W(099/10494). Sin embargo, no se han descrito dimeros de Fv de cadena sencilla ni anticuerpos
modificados tales como los anticuerpos bivalentes de cadena sencilla que tengan actividad agonista.

Al observar que los mondmeros de Fv de cadena sencilla derivados de anticuerpos monoclonales (anticuerpo
MABL-1 y anticuerpo MABL-2 producidos por los autores de la invencién) que inducen apoptosis de las células que
contienen AP, no inducian la apoptosis de células y que los dimeros inducian apoptosis, los autores de la invencién
descubrieron que los dimeros reaccionan cruzadamente (dimerizan) con el receptor de IAP sobre la superficie celular,
de modo que se transduce una sefial al interior de las células y, como resultado, se induce la apoptosis. Esto sugiere
que los dimeros de Fv de cadena sencilla monoespecificos reaccionan cruzadamente con una molécula(s) de superficie
celular (p. ej., receptor) y transducen una sefial como un ligando, sirviendo asi como un agonista.

Centrandose en la reactividad cruzada intercelular, se descubri6 que los dimeros de Fv de cadena sencilla mencio-
nados antes no producen hemaglutinacién, mientras que los anticuerpos monoclonales mencionados antes si lo hacen.
Se observé el mismo resultado con los anticuerpos bivalentes de cadena sencilla (polipéptidos de cadena sencilla que
contienen dos regiones V de la cadena H y dos regiones V de la cadena L). Esto sugiere que los anticuerpos monoclo-
nales pueden formar enlaces cruzados intercelulares mientras que los anticuerpos modificados como los dimeros de
Fv de cadena sencilla y los anticuerpos bivalentes de cadena sencilla reaccionan cruzadamente con una molécula(s)
de superficie celular pero no forman enlaces cruzados intercelulares.

Basdndose en estas observaciones, los autores de la invencién acaban de descubrir que los anticuerpos modificados
tales como los dimeros de Fv de cadena sencilla y los anticuerpos bivalentes de cadena sencilla reaccionan cruza-
damente con una molécula(s) de superficie celular o molécula(s) intracelular(es) de la misma célula, ademds de la
reactividad cruzada intercelular conocida, y son adecuados como un ligando para la o las moléculas (en especial como
un ligando que imita la accién del ligando natural).
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Con el descubrimiento adicional de que una molécula de anticuerpo (IgG entera) se puede modificar en dimeros
de Fv de cadena sencilla, anticuerpos bivalentes de cadena sencilla y similares, que reaccionan cruzadamente con
una molécula(s) de superficie celular, reduciendo asf los efectos secundarios producidos por la reactividad cruzada
intercelular, y proporcionando asi medicamentos nuevos que inducen sdlo el efecto deseado en la célula, los autores de
la invencién completaron la invencién. Los anticuerpos modificados de la invencién tienen una actividad notablemente
alta comparado con los anticuerpos enteros (IgG) que tienen la misma regiéon V que los anticuerpos modificados.
Tienen una permeabilidad mejorada en los tejidos debido al tamafio molecular reducido comparado con las moléculas
de anticuerpo y a la falta de regiones constantes.

Descripcion de la invencion

Un objeto de esta invencién es proporcionar anticuerpos modificados de forma agonista de tamafio molecular
pequefio que contengan dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L de un anticuerpo
monoclonal y tengan accién agonista de TPO por reactividad cruzada con el receptor de TPO.

Por lo tanto, esta invencion se refiere a los anticuerpos modificados que contienen dos o mds regiones V de la
cadena H y dos o més regiones V de la cadena L, preferiblemente de 2 a 6 cada una, en especial preferiblemente de 2
a4 cada una, lo mas preferiblemente dos cada una, y muestran actividad agonista de TPO por reactividad cruzada con
el receptor de TPO.

Los “anticuerpos modificados” en esta memoria descriptiva quieren definir cualquier sustancia que contenga dos
o mds regiones V de la cadena H y dos o mas regiones V de la cadena L, en la que dichas regiones V se combinan
directamente o por un conector por enlace covalente o enlace no covalente. Por ejemplo, polipéptidos y compuestos
producidos combinando cada regién V del anticuerpo por un conector peptidico o un agente quimico de reactividad
cruzada, y similares. Las dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mas regiones V de la cadena L usadas en la
invencion pueden derivar del mismo anticuerpo o de diferentes anticuerpos.

Los anticuerpos modificados de la invencién pueden ser de cualquier forma siempre que reconozcan especifica-
mente y reaccionen cruzadamente con el receptor de TPO y de esta forma puedan transducir una sefial al interior de
las células. Incluyen anticuerpos modificados producidos por modificacién adicional de una parte de la secuencia de
aminodcidos de la regién V de los anticuerpos modificados.

Los ejemplos preferidos de los anticuerpos modificados de la invencién son multimeros tales como dimeros, tri-
meros o tetrdmeros de Fv de cadena sencilla que contienen una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena
L, o polipéptidos de cadena sencilla que contienen dos o mds regiones V de la cadena H y dos o més regiones V de
la cadena L. Cuando los anticuerpos modificados de la invencién son multimeros de Fv de cadena sencilla tal como
dimeros, trimeros, tetrdmeros y similares, que contienen una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena
L, se prefiere que la regién V de la cadena H y la regién V de la cadena L que existen en la misma cadena no estén
asociadas para formar un sitio de unién al antigeno.

Mais preferiblemente, los ejemplos son dimeros de Fv de cadena sencilla que contienen una regién V de la cadena
H y una regién V de la cadena L, o un polipéptido de cadena sencilla que contiene dos regiones V de la cadena H y dos
regiones V de la cadena L. La region V de la cadena H y la regidon V de la cadena L preferiblemente estdn conectadas
por un conector en los anticuerpos modificados.

El multimero de Fv de cadena sencilla mencionado antes incluye un multimero por enlace no covalente, un mul-
timero por un enlace covalente a través de un radical de reactividad cruzada y un multimero a través de un reactivo
de reactividad cruzada (un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o anticuerpo modificado bivalente). Los radicales
de reactividad convencionales cruzada usados para hacer reaccionar cruzadamente péptidos se pueden usar como los
radicales de reactividad cruzada para formar los multimeros. Son ejemplos la reactividad cruzada disulfuro por restos
de cisteina, otros radicales de reactividad cruzada tales como alquileno C,-Cy (p. €j., tetrametileno, pentametileno,
hexametileno, heptametileno y octametileno, etc.) o alquenileno C4-C,, (cis/trans-3-butileno, cis/trans-2-pentenileno,
cis/trans-3-pentenileno, cis/trans-3-hexenileno, etc.).

Ademas, el reactivo de reactividad cruzada que se puede combinar con un Fv de cadena sencilla es, por ejemplo,
una secuencia de aminodcidos que opcionalmente se puede introducir en Fv, por ejemplo, un anticuerpo contra la
secuencia FLAG y similar o un fragmento del mismo, o un anticuerpo modificado originado a partir del anticuerpo,
por ejemplo, Fv de cadena sencilla.

La “accién agonista de TPO” en la memoria descriptiva significa una accién bioldgica que se produzca en la(s)
célula(s) al interior de la cual una sefial es transducida por reactividad cruzada con el receptor de TPO, por ejemplo,
la proliferacidn, diferenciacion o estimulacion de crecimiento de megacariocitos, o produccién de plaquetas.

La DESO0 de la accién agonista de TPO en la invencién se determina por procedimientos conocidos para medir la
accion agonista. Los ejemplos de la medicion son el ensayo de proliferacion celular usando lineas celulares sensibles
a TPO tales como BaF/mpl o UT7/TPO, medicién de la fosforilacién de la proteina MPL, ensayo de colonia de
megacariocitos por diferenciacion a partir de células de la médula dsea, ensayo de sintesis de recuperacion de plaquetas
de ratén in vivo, medicién de la induccidn de la expresion del antigeno de plaquetas GPIIbIIIa (anti-GPIIbIIla) usando
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una linea celular megacariobléstica de leucemia humana (CMK) o medicién de la induccién poliploide de una linea
celular megacariobldstica (DAMI). DES0 es una dosis necesaria para alcanzar el 50% de reaccién de la actividad
maxima fijada como 100% en la curva de dosis-reaccion.

Los anticuerpos modificados preferidos de la invencién tienen actividad agonista de TPO (DES50) equivalente a o
mejor que la de un anticuerpo que tiene la misma regién de unién al antigeno que el anticuerpo modificado, es decir
el anticuerpo entero (en lo sucesivo “anticuerpo original””) como la IgG que tiene la misma pareja de regién V de la
cadena H y regién V de la cadena L que la pareja de regién V de la cadena H y regién V de la cadena L que forma la
region de union al antigeno del anticuerpo modificado. Més preferibles son los que tienen una accién agonista de TPO
(DE50) que es mas de dos veces mayor que la del anticuerpo original, preferiblemente ademds de mds de 5 veces, lo
mads preferiblemente de mas de 10 veces. La invencion incluye anticuerpos modificados, con accién agonista de TPO
que contienen regién V de la cadena H y regién V de la cadena L que forma la misma regién de unién al antigeno que
el anticuerpo original que se une al receptor de TPO, pero que no tiene la accién agonista de TPO frente a la molécula.

Los compuestos que contienen dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L de
la invencién pueden ser cualesquiera compuestos que contengan dos o mds regiones V de cadena la H y dos o mas
regiones V de la cadena L del anticuerpo y muestren accién agonista de TPO (DES50) equivalente o mejor que la de la
trombopoyetina (TPO). Se prefieren los que tienen accién un agonista de TPO (DE50) mds de dos veces mayor que la
de la TPO, mds preferiblemente de mas de 5 veces, lo mds preferiblemente de mas de 10 veces.

Los “compuestos” mencionados en este documento incluyen no sélo los anticuerpos modificados de la invencion,
sino también cualquier compuesto que contenga dos o més, preferiblemente de 2 a 6, més preferiblemente de 2 a 4, lo
mas preferiblemente 2 regiones de unién al antigeno tal como los anticuerpos enteros o F(ab’),.

Los anticuerpos modificados o compuestos preferidos de la invencién que contienen dos o mds regiones V de la
cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L del anticuerpo tienen una accién de adhesion intercelular (DES0)
no mayor que 1/10 comparado con el anticuerpo original, mas preferiblemente no tiene accion sustancial de adhesién
intercelular.

La DES5O0 de la accién de adhesion intercelular mencionada antes se determina por procedimientos conocidos para
medir la accién de adhesién intercelular, por ejemplo, por medicién de la aglomeracién de células que expresan el
receptor de TPO.

La invencion se refiere a ADN que codifican los anticuerpos modificados.
La invencidn se refiere a células animales o microorganismos que producen los anticuerpos modificados.
La invencidn se refiere al uso del anticuerpo modificado como agonista de TPO.

La invencién se refiere a un procedimiento de transduccién de una sefial al interior de células por reactividad
cruzada con el receptor de TPO usando el anticuerpo modificado e induciendo de esta forma la accién agonista de
TPO, tal como la proliferacién, induccién-diferenciacion o estimulacién de crecimiento de megacariocitos, produccién
de plaquetas, fosforilacion de la proteina receptora de TPO y similares.

La invencidn se refiere a un medicamento para tratar la trombocitopenia etc. que contiene el anticuerpo modificado
como componente activo.

La invencién se refiere al uso del anticuerpo modificado como un medicamento.

La invencién se refiere a un procedimiento de seleccién o medicion del anticuerpo modificado, que contiene dos o
mas regiones V de la cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L del anticuerpo y muestra accion agonista de TPO
por reactividad cruzada con el receptor de TPO, que comprende 1) preparar un anticuerpo modificado que contiene
dos o mas regiones V de la cadena H y dos o mds regiones de la cadena L del anticuerpo y se une especificamente
al receptor de TPO, 2) poner en contacto el anticuerpo modificado con células que expresan el receptor de TPO,
y 3) medir la accién agonista de TPO que ocurre en las células por reactividad cruzada con el receptor de TPO.
El procedimiento de medicion es ttil para el control de calidad en la produccién de anticuerpos modificados de la
invencién como medicamento y para otros propdositos.

Los anticuerpos modificados pueden ser anticuerpos modificados monoespecificos o anticuerpos modificados mul-
tiespecificos como anticuerpos modificados biespecificos. Se prefieren los anticuerpos modificados monoespecificos.

La presente invencion también se refiere a anticuerpos modificados cuya regién V de la cadena H y/o regién V de
la cadena L es la regién V de la cadena H derivada del anticuerpo humano y/o la regién V de la cadena L derivada del
anticuerpo humano. La regién V de la cadena H y/o la regién V de la cadena L derivadas del anticuerpo humano se
pueden obtener por seleccion de bibliotecas de anticuerpos monoclonales humanos como se describe en el documento
W099/10494. También estan incluidas la regiéon V de la cadena H y la regién V de la cadena L derivadas de los
anticuerpos monoclonales humanos producidos por ratones transgénicos y similares.
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La presente invencion se refiere ademads a anticuerpos modificados cuyas regiones V de la cadena H y/o regiones
V de la cadena L son regiones V de la cadena H humanizadas y/o regiones V de la cadena L humanizadas. Especifica-
mente, los anticuerpos modificados humanizados consisten en la regién V de la cadena L humanizada que comprende
regiones marco (FR) derivadas de una regién V de la cadena L del anticuerpo monoclonal humano y regiones deter-
minantes de la complementaridad (en lo sucesivo “CDR”) derivadas de una regién V de la cadena L de anticuerpo
monoclonal de mamifero no humano (p. ej., ratén, rata, animal bovino, oveja, mono) y/o la regién V de la cadena H
humanizada que comprende la FR derivada de una region V de la cadena H de anticuerpo monoclonal humano y la
CDR derivada de una regién V de la cadena H de anticuerpo monoclonal de mamifero no humano (p. ej., ratén, rata,
animal bovino, oveja, mono). En este caso, las secuencias de aminodcidos de la CDR y FR pueden estar parcialmente
alteradas, p. ej., eliminadas, sustituidas o afiadidas.

Las regiones V de la cadena H y/o regiones V de la cadena L de los anticuerpos modificados de la invencién
pueden ser regiones V de la cadena H y/o regiones V de la cadena L derivadas de anticuerpos monoclonales de
animales distintos del ser humano (tal como ratén, rata, animal bovino, oveja, mono, pollo y similares). En este caso,
las secuencias de aminodcidos de la CDR y FR pueden estar parcialmente alteradas, p. €j., eliminadas, sustituidas o
afiadidas.

La invencién también se refiere a ADN que codifican los diferentes anticuerpos modificados mencionados antes y
a técnicas de ingenieria genética para producir vectores recombinantes que comprenden los ADN.

La invencién también se refiere a células huésped transformadas con los vectores recombinantes. Los ejemplos de
células huésped son células animales tales como células humanas, células de ratén o similares, y microorganismos
tales como E. coli, Bacillus subtilis, levaduras o similares.

La invencién se refiere a un procedimiento para producir los anticuerpos modificados, que comprende cultivar los
huéspedes mencionados antes y extraer los anticuerpos modificados del cultivo de los mismos.

La presente invencion se refiere ademds a un procedimiento para producir un dimero del Fv de cadena sencilla,
que comprende cultivar células animales huésped que producen el Fv de cadena sencilla en un medio sin suero pa-
ra que segreguen el Fv de cadena sencilla en el medio, y aislar el dimero de Fv de cadena sencilla formado en el
medio.

La presente invencidn también se refiere al uso de anticuerpos modificados como agonistas de TPO. Es decir, se
refiere a un agonista de transduccién de sefales que comprende como un principio activo el anticuerpo modificado
obtenido como se ha mencionado antes.

Por lo tanto, las preparaciones farmacéuticas que contienen los anticuerpos modificados agonistas de TPO de
la invencién como un principio activo son ttiles como agentes de prevencion y/o remedios para las enfermedades
sanguineas relacionadas con la reducciéon de plaquetas, trombocitopenia producida por quimioterapia de cdncer o
leucemia y similares.

Los anticuerpos modificados de la presente invencién comprenden dos o mds regiones V de la cadena H y dos
o mds regiones de la cadena L derivadas de anticuerpos. La estructura de los anticuerpos modificados puede ser un
dimero de Fv de cadena sencilla que comprende una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena L o
un polipéptido que comprende dos regiones V de la cadena H y dos regiones V de la cadena L. En los anticuer-
pos modificados de la invencién, las regiones V de la cadena H y la cadena L estan preferiblemente unidas por un
conector peptidico que consiste en uno o mas aminodcidos. Los anticuerpos modificados resultantes contienen re-
giones variables de anticuerpos y se unen al antigeno con la misma especificidad que los anticuerpos monoclonales
originales.

Region V de la cadena H

En la presente invencion, la regién V de la cadena H derivada de un anticuerpo reconoce el receptor de TPO y
oligomeriza, por ejemplo, dimeriza por reactividad cruzada con dicha molécula, y de esta forma transduce una sefial
al interior de las células. La regién V de la cadena H de la invencién incluye regiones V de la cadena H derivadas de
un mamifero (p. €j., ser humano, ratén, rata, animal bovino, oveja, mono etc.) y regiones V de la cadena H que tienen
secuencias de aminodcidos parcialmente modificadas de las regiones V de la cadena H. Es mas preferida una regién V
de la cadena H humanizada que contienen la FR de la regién V de la cadena H de un anticuerpo monoclonal humano
y la CDR de laregién V de la cadena H de un anticuerpo monoclonal de ratén. También se prefiere una regiéon V de la
cadena H que tiene una secuencia de aminodcidos derivada de un ser humano, que se puede producir por una técnica
de recombinacién. La regién V de la cadena H de la invencién puede ser un fragmento de la regién V de la cadena H
mencionada, cuyo fragmento conserva la capacidad de unién al antigeno.

Region V de la cadena L
En la presente invencidn, la regién V de la cadena L reconoce el receptor de TPO y oligomeriza, por ejemplo,
dimeriza por reactividad cruzada con dicha molécula, y de esta forma transduce una sefial al interior de las células.

La region V de la cadena L de la invencién incluye regiones V de la cadena L derivadas de un mamifero (p. ej.,
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ser humano, ratén, rata, animal bovino, oveja, mono etc.) y regiones V de la cadena L que tienen secuencias de
aminodcidos parcialmente modificadas de las regiones V de la cadena L. Es mds preferida una regién V de la cadena
L humanizada que contienen la FR de la regién V de la cadena L de un anticuerpo monoclonal humano y la CDR
de la regién V de la cadena L de anticuerpos monoclonales de ratén. También se prefiere una regién V de la cadena
L que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de un ser humano, que se puede producir por una técnica de
recombinacion. Las regiones V de la cadena L de la invencién pueden ser fragmentos de la region V de la cadena L,
cuyos fragmentos conservan la capacidad de unién al antigeno.

Region determinante de la complementaridad (CDR)

Cadaregion V de la cadena L y la cadena H forma un sitio de unién al antigeno. La region variable de las cadenas L
y H estd compuesta de cuatro regiones marco comunes conservadas comparativamente unidas a tres regiones hiperva-
riables o regiones determinantes de la complementaridad (Kabat, E.A. y col., “Sequences of Protein of Immunological
Interest”, US Dept. Health and Human Services, 1983).

Las partes principales en las cuatro regiones marco (FR) forman estructuras de 1dmina § y asi tres CDR forman
un bucle. Las CDR pueden formar una parte de la estructura de ldmina 8 en determinados casos. Las tres CDR se
mantienen en posiciones estéricamente cercanas entre si mediante las FR, que contribuyen a la formacién del sitio de
unioén al antigeno junto con las tres CDR.

Estas tres CDR se pueden identificar comparando la secuencia de aminoécidos de la regién V del anticuerpo
obtenido con las secuencias de aminoacidos de las regiones V de anticuerpos conocidos de acuerdo con la norma
empirica de Kabat E.A. y col., “Sequences of Protein of Immunological Interest”.

Fv de cadena sencilla

Un Fv de cadena sencilla es un monémero polipéptido que comprende una regién V de la cadena H y una regién
V de la cadena L unidas entre si, que derivan de anticuerpos. Los Fv de cadena sencilla resultantes contienen regiones
variables de los anticuerpos originales y conservan sus regiones determinantes de la complementaridad, y por lo tanto
los Fv de cadena sencilla se unen al antigeno con la misma especificidad que la de los anticuerpos originales (solicitud
japonesa 11-63557). Una parte de la regidn variable y/o la CDR del Fv de cadena sencilla de la invencién o una
parte de la secuencia de aminodcidos de las mismas pueden estar parcialmente alterados, por ejemplo, eliminada,
sustituida o afiadida. La region V de la cadena H y la region V de la cadena L que componen el Fv de cadena sencilla
de la invencién se han mencionado antes, y pueden estar unidas directamente o por un conector, preferiblemente un
conector peptidico. La constitucion del Fv de cadena sencilla puede ser [region V de la cadena H]-[regién V de la
cadena L] o [regién V de la cadena L]-[regién V de la cadena H]. En la presente invencion, se puede hacer que el
Fv de cadena sencilla forme un dimero, un trimero o un tetramero, a partir del cual se puede formar el anticuerpo
modificado de la invencién.

Anticuerpo modificado de cadena sencilla

Los anticuerpos modificados de cadena sencilla de la presente invencién comprenden dos o mds regiones V de la
cadena H y dos o mas regiones V de la cadena L, preferiblemente de dos a cuatro de cada, en especial se prefiere
que cada una comprenda dos o més regiones V de la cadena H y regiones V de la cadena L, como se ha mencionado
antes. Cada region del péptido debe estar dispuesta de modo que el anticuerpo de cadena sencilla modificado forme
una estructura estérica especifica, en concreto que mimetice una estructura estérica formada por el dimero de Fv de
cadena sencilla. Por ejemplo, las regiones V estan dispuestas ordenadas de la siguiente forma:

[region V de la cadena H]-[region V de la cadena L]-[region V de la cadena H]-[regién V de la cadena L]; o
[region V de la cadena L]-[region V de la cadena H]-[region V de la cadena L]-[region V de la cadena H]J;

en las que estas regiones estdn conectadas por un conector peptidico, respectivamente.

Conector

En esta invencidn, los conectores para la conexién entre la regién V de la cadena H y la regién V de la cadena L
puede ser cualquier conector peptidico que se pueda introducir por un procedimiento de ingenieria genética o cualquier
conector quimicamente sintetizado. Por ejemplo, se pueden usar los conectores descritos en la bibliografia, p. €j.,
Protein Engineering, 9(3), 299-305, 1996. Estos conectores pueden ser iguales o diferentes en la misma molécula. Si
son necesarios los conectores peptidicos, se citan los siguientes como conectores de ejemplo:
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Ser

Gly-Ser

Gly-Gly-Ser

Ser-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly
Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser
Ser-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly
(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser), Yy
(Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)a

en los que n es un nimero entero no menor de 1. La longitud preferida del conector peptidico varia dependiendo del
receptor que va a ser el antigeno, en el caso de Fv de cadena sencilla normalmente se prefiere el intervalo de 1 a 20
aminodcidos. En el caso de anticuerpos modificados de cadena sencilla que comprenden dos o mds regiones V de la
cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L, los conectores peptidicos que conectan las que van a formar el mismo
sitio de unién al antigeno que comprenden [regién V de la cadena H]-[region V de la cadena L] (o [regién V de la
cadena L]-[regién V de la cadena H]) tienen longitudes de 1-30 aminodcidos, preferiblemente 1-20 aminoédcidos, mas
preferiblemente 3-18 aminodcidos. Los conectores peptidicos que conectan las que no forman el mismo sitio de unién
al antigeno que comprenden [region V de la cadena H]-[region V de la cadena L] (o [regidon V de la cadena L]-[regién
V de la cadena H]) tienen longitudes de 1-40 aminoécidos, preferiblemente 3-30 aminoacidos, mds preferiblemente 5-
20 aminodécidos. El procedimiento para introducir estos conectores se describird en la explicacién para la construccién
del ADN que codifica los anticuerpos modificados de la invencion.

Los conectores sintetizados quimicamente, es decir, los agentes quimicos de reactividad cruzada, de acuerdo con
la invencién pueden ser cualesquiera conectores usados de forma convencional para la unién de péptidos. Los ejem-
plos de conectores pueden incluir N-hidroxi-succinimida (NHS), suberato de disuccinimidilo (DSS), bis(suberato
de sulfosuccinimidilo) (BS?), ditiobis(propionato de succinimidilo) (DSP), ditiobis(propionato de sulfosuccinimidilo)
(DTSSP), etilenglicol-bis(succinato de succinimidilo) (EGS), etilenglicol-bis(succinato de sulfosuccinimidilo) (sulfo-
EGS), tartrato de disuccinimidilo (DST), tartrato de disulfosuccinimidilo (sulfo-DST), bis[2-(succinimido-oxicarbo-
niloxi)etil]sulfona (BSOCOES), bis[2-(sulfosuccinimido-oxicarboniloxi)etil]sulfona (sulfo-BSOCOES) o similares.
Estos estan disponibles en el comercio. Se prefiere que los conectores sintetizados quimicamente tengan la longitud
equivalente a la de los conectores peptidicos.

Para formar un dimero del Fv de cadena sencilla se prefiere seleccionar un conector adecuado para que dimerice en
solucién tal como un medio de cultivo, mas de 20%, preferiblemente mas de 50%, mds preferiblemente mas de 80%,
lo mas preferiblemente mas de 90% del Fv de cadena sencilla producido en las células huésped. Especificamente, se
prefiere un conector compuesto de 2 a 12 aminodcidos, preferiblemente de 3 a 10 aminoécidos u otros conectores que
se correspondan con estos.

Preparacion de anticuerpos modificados

Los anticuerpos modificados se pueden producir por conexion, a través del conector mencionado, de una regién V
de la cadena H y unaregion V de la cadena L derivadas de anticuerpos conocidos o nuevos que se unen especificamente
al receptor de TPO. Como ejemplos de Fv de cadena sencilla se citan los que tienen la regién V de la cadena Hy la
region V de la cadena L del anticuerpo 12B5 y el anticuerpo 12E10 descritos en el documento W099/10494. Como
ejemplos de los anticuerpos modificados de la invencidn que tienen dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mas
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regiones V de la cadena L se citan el dimero de sc12B5 (conector: 15 aminodcidos), dimero de sc12E10 (conector: 15
aminodcidos), dimero de db12B5 (conector: 5 aminoacidos), dimero de db12E10 (conector: 5 aminodcidos), sc/2B5sc
(FV), y sc12E10sc(Fv), que contienen las regiones V de la cadena H y regiones V de la cadena L derivadas de los
anticuerpos monoclonales mencionados antes.

Para preparar los anticuerpos modificados, se puede unir un péptido sefial a su extremo N-terminal si se desea que
el polipéptido sea un péptido secretorio. Se puede unir una secuencia de aminodcidos conocida ttil para la purificacién
del polipéptido tal como la secuencia FLAG, para la purificacion eficaz del polipéptido. En este caso se puede formar
un dimero usando un anticuerpo anti-FLAG.

Para preparar el anticuerpo modificado de la invencién hay que obtener un ADN, es decir un ADN que codifica el
Fv de cadena sencilla o un ADN que codifica el polipéptido de cadena sencilla reconstruido. Estos ADN, en especial
para sc12B5, db12BS5, sc12E10 y/o db12E10 se pueden obtener a partir de los ADN que codifican las regiones V de
la cadena H y las regiones V de la cadena L derivadas de dichos Fv. También se pueden obtener por el procedimiento
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando esos ADN como un molde y amplificando la parte del ADN
contenida en el mismo que codifica la secuencia de aminoécidos deseada con ayuda de una pareja de cebadores
correspondiente a ambos extremos de la misma.

En el caso de que se desee que cada region V tenga la secuencia de aminodcidos parcialmente modificada, las
regiones V en las que se modifican, es decir, eliminan, sustituyen o afiaden, uno o mas aminoacidos, se pueden obtener
por un procedimiento conocido en la técnica usando la PCR. Una parte de la secuencia de aminodcidos en la regién V
preferiblemente se modifica por la PCR conocida en la técnica con el fin de preparar el anticuerpo modificado que sea
suficientemente activo contra el antigeno especifico.

Para determinar los cebadores para la amplificacion por PCR, se determinan los tipos de cadena H y cadena L por
un procedimiento de tipificacién conocido en el campo técnico si se usa un anticuerpo monoclonal como material de
partida.

Para amplificar las regiones V de la cadena L del anticuerpo 12B5 y el anticuerpo 12E10 por PCR, los cebadores
oligonucledtidos del extremo 5’ y extremo 3’ se deciden como se ha mencionado antes. De la misma forma, se deciden
los cebadores oligonucleétidos del extremo 5° y extremo 3’ para la amplificacién de las regiones V de la cadena H del
anticuerpo 12BS5 y anticuerpo 12E10.

En realizaciones de la invencidn se usan los cebadores del extremo 5° que contienen una secuencia “GANTC” que
proporciona el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Hinf I en las proximidades de su extremo 5’ y se
usan los cebadores del extremo 3’ que contienen una secuencia de nucleétidos “CCCGGG” que proporciona el sitio
de reconocimiento de Xmal en las proximidades de su extremo 5°. Se pueden usar otros sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccion en lugar de estos sitios, siempre que se usen para la subclonacién de un fragmento de ADN
deseado en un vector de clonacién.

Se usan cebadores especificamente disefiados para la PCR para que proporcionen las secuencias de nucleétidos
adecuadas en el extremo 5’ y el extremo 3’ de los ADNc que codifican las regiones V de los anticuerpos 12B5 y 12E10,
de modo que los ADNc se insertan ficilmente en el vector de expresion y funcionan adecuadamente en el vector
de expresion (p. ej., esta invencién planea aumentar la eficacia de la transcripcién insertando la secuencia Kozak).
Las regiones V de los anticuerpos 12B5 y 12E10 obtenidas por amplificacién por PCR usando estos cebadores se
insertan en el vector de expresiéon HEF que contiene la regién C humana deseada (véase el documento WO 92/19759).
Los ADN clonados se pueden secuenciar usando cualquier procedimiento convencional, por ejemplo, mediante un
secuenciador de ADN automético (Applied Biosystems).

Se puede introducir un conector tal como un conector peptidico en el anticuerpo modificado de la invencién de
la siguiente forma. Se disefian cebadores que tienen secuencia parcialmente complementaria con los cebadores para
las regiones V de la cadena H y las regiones V de la cadena L descritas antes y que codifican el extremo N-terminal
y el extremo C-terminal del conector. Después, se puede llevar a cabo el procedimiento de la PCR usando estos
cebadores para preparar un ADN que codifica el conector peptidico que tiene la secuencia y longitud de aminoacidos
deseados. Los ADN que codifican la regién V de la cadena H y la regién V de la cadena L se pueden conectar por
el ADN resultante para producir el ADN que codifica el anticuerpo modificado de la invencién que tiene el conector
peptidico deseado. Una vez que se ha preparado el ADN que codifica uno de los anticuerpos modificados, los ADN
que codifican los anticuerpos modificados con o sin el conector peptidico deseado se pueden producir facilmente
disefiando diferentes cebadores para el conector y después llevando a cabo la PCR usando los cebadores y el ADN
mencionado como molde.

Cada region V del anticuerpo modificado de la presente invencion se puede humanizar usando técnicas convencio-
nales (p. €j., Sato, K. y col., Cancer Res., 53, 1-6 (1993)). Una vez que se ha preparado un ADN que codifica cada
uno de los Fv humanizados, se puede producir facilmente un Fv de cadena sencilla humanizado, un fragmento del
Fv de cadena sencilla humanizado, un anticuerpo monoclonal humanizado y un fragmento del anticuerpo monoclonal
humanizado, de acuerdo con procedimientos convencionales. Preferiblemente las secuencias de aminodcidos de sus
regiones V se pueden modificar parcialmente, si es necesario.
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Ademads, se puede producir un ADN derivado de otro origen mamifero, por ejemplo, un ADN que codifica cada
una de las regiones V del anticuerpo humano, de la misma forma usada para producir el ADN que codifica la re-
gién V de la cadena H y la regién V de la cadena L derivadas de ratén, por procedimientos convencionales como
se ha mencionado antes. E1 ADN resultante se puede usar para preparar una regién V de la cadena H y una regién
V de la cadena L de otro mamifero, en especial derivado de anticuerpo humano, un Fv de cadena sencilla deriva-
do de ser humano y un fragmento del mismo, y un anticuerpo monoclonal de origen humano y un fragmento del
mismo.

Cuando los anticuerpos modificados de la invencién son anticuerpos modificados biespecificos, se pueden producir
por procedimientos conocidos (por ejemplo, el procedimiento descrito en el documento (W09413804).

Como se ha mencionado antes, cuando se preparan los ADN objetivo que codifican las regiones V de los anti-
cuerpos modificados y las regiones V de los anticuerpos modificados humanizados, los vectores de expresion que los
contienen y los huéspedes transformados con los vectores se pueden obtener de acuerdo con procedimientos conven-
cionales. Ademads, los huéspedes se pueden cultivar de acuerdo con un procedimiento convencional para producir el
Fv de cadena sencilla reconstruido, el Fv de cadena sencilla humanizado reconstruido, los anticuerpos monoclonales
humanizados y los fragmentos de los mismos. Se pueden aislar de células o un medio y se pueden purificar en una
masa homogénea. Para este propdésito, se puede usar cualquier procedimiento de aislamiento y purificacién usados de
forma convencional para proteinas, p. €j., cromatografia, ultrafiltracion, precipitacién por adicion de sal y didlisis, si
es necesario en combinacidn, sin limitacion.

Cuando el Fv de cadena sencilla reconstruido de la presente invencién se produce por cultivo de una célula animal
tal como células COS7 o células CHO, preferiblemente células CHO, en un medio sin suero, el dimero de dicho Fv
de cadena sencilla formado en el medio se puede recuperar establemente y purificar con un rendimiento alto. Asi,
el dimero purificado se puede conservar de forma estable durante un periodo largo. El medio sin suero usado en la
invencion puede ser cualquier medio usado de forma convencional para la produccién de una proteina recombinante,
sin limitacién.

Para producir los anticuerpos modificados de la presente invencién se puede usar cualquier sistema de expresion,
por ejemplo, células eucariotas, tales como células animales, p. ej., lineas de células de mamifero establecidas, hongos
filamentosos y levaduras, y células procariotas tales como células bacterianas, p. ej. E. coli. Preferiblemente, los
anticuerpos modificados de la invencién se expresan en células de mamiferos, por ejemplo células COS7 o células
CHO.

En estos casos, se pueden usar promotores convencionales ttiles para la expresion en células de mamiferos. Prefe-
riblemente, se usa el promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (HCMYV). Los vectores de expresién
que contienen el promotor de HCMV incluyen HCMV-VH-HCy 1, HCMV-VL-HCK y similares que derivan de
pSV2neo (documento W092/19759).

Ademads, otros promotores para la expresién de genes en células de mamiferos que se pueden usar en la invencién
incluyen promotores de virus derivados de retrovirus, poliomavirus, adenovirus y virus de simio 40 (SV40) y promo-
tores derivados de mamiferos tales como el factor de elongacién de la cadena polipeptidica humano 1o (HEF-1a). El
promotor de SV40 se puede usar facilmente de acuerdo con el procedimiento de Mulligan, R.C., y col. (Nature 277,
108-114 (1979)) y el promotor de HEF-1a también se puede usar de acuerdo con los procedimientos de Mizushima,
S.y col. (Nucleic Acids Research, 18, 5322 (1990)).

El origen de replicacion (ori) que se puede usar en la invencién incluye el ori derivado de SV40, poliomavirus,
adenovirus, virus del papiloma bovino (BPV) y similares. Un vector de expresion puede contener, como marcador
de selecciodn, el gen de la fosfotransferasa (3”) I o I (neo), el gen de la timidina quinasa (TK), el gen de la xantina-
guanina fosforribosil transferasa de E. coli (Ecogpt) o el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR).

La actividad de unién al antigeno del anticuerpo modificado preparado antes, se puede evaluar por un procedi-
miento convencional tal como radioinmunoensayo (RIA), ensayo de inmunoabsorcién con enzimas ligadas (ELISA)
o resonancia de plasmoén superficial. También se puede evaluar usando la capacidad inhibidora de unién del anticuer-
po original como un indice, por ejemplo, en términos de la ausencia o presencia de inhibicién de la unién de dicho
anticuerpo monoclonal al antigeno dependiente de la concentracion.

Mas en detalle, se cultivan células animales transformadas con un vector de expresion que contiene un ADN que
codifica el anticuerpo modificado de la invencién, p. ej., células COS7 o células CHO. Las células cultivadas y/o
el liquido sobrenadante del medio o el anticuerpo modificado purificado de los mismos, se usan para determinar la
unién al antigeno. Como control se usa un liquido sobrenadante del medio de cultivo en el que se han cultivado
células transformadas sélo con el vector de expresion. En el caso de un antigeno, por ejemplo, el anticuerpo 12B5 y el
anticuerpo 12E10, se afiade una muestra de ensayo del anticuerpo modificado de la invencién o un liquido sobrenadante
del control a células Ba/F3 que expresan MPL humana y después se lleva a cabo un ensayo, tal como citometria de
flujo, para evaluar la actividad de unién al antigeno.

La evaluacion in vitro del efecto de transduccién de sefial (por ejemplo, proliferacion, induccién-diferenciacién o
estimulacién de crecimiento de megacariocitos, produccién de plaquetas o fosforilacion de la proteina del receptor de
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TPO) se lleva a cabo de la siguiente forma. Se afiade una muestra de ensayo del anticuerpo modificado mencionado
antes a las células que expresan el anticuerpo o células en las que se ha introducido el gen para el anticuerpo, y se
evalda por el cambio producido por la transduccién de sefial (por ejemplo, proliferacion especifica de antigeno de
MPL humana, medicién de la fosforilacién de proteinas o expresion del antigeno especifico de plaquetas) usando
procedimientos convencionales.

La evaluacién in vivo se lleva a cabo por administracion a ratones de un anticuerpo monoclonal que reconoce la
MPL, un anticuerpo modificado de la invencién y PBS como control, y evaluacion de la fuerza de la actividad por el
cambio de la cantidad de plaquetas en el suero de raton.

Como se ha mencionado antes, los anticuerpos modificados de la invencién se pueden obtener preparando anti-
cuerpos modificados que contienen dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mas regiones V de la cadena L y que
se unen especificamente al receptor de TPO, y seleccionando los anticuerpos modificados por evaluacién in vivo o in
vitro como se ha mencionado antes.

Los anticuerpos modificados de la invencién, que comprenden dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mas
regiones V de la cadena L, preferiblemente dos a cuatro cada una, mds preferiblemente dos cada una, pueden ser un
dimero del Fv de cadena sencilla que comprende una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena L, o un
polipéptido de cadena sencilla en el que dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones V de la cadena L
estan conectadas. Se considera que debido a esta construccion, el péptido imita la estructura tridimensional de la TPO
y por lo tanto retiene una excelente propiedad de unién al antigeno y actividad agonista de TPO.

Los anticuerpos modificados de la invencidn tienen un tamafio molecular notablemente reducido comparado con la
molécula de anticuerpo original (p. €j., IgG), y por lo tanto, tienen una permeabilidad superior en tejidos y tumores y
una actividad mayor que la molécula de anticuerpo monoclonal original. Por lo tanto, los anticuerpos modificados de
la invencién pueden transducir eficazmente la sefial de TPO al interior de las células. Las preparaciones farmacéuticas
que los contienen son Ttiles para tratar las enfermedades sanguineas relacionadas con la reduccién de plaquetas y
la trombocitopenia causada por quimioterapia para cdnceres o leucemia. Se espera ademds que el anticuerpo de la
invencién se pueda usar como un agente de contraste por marcaje RI. El efecto se puede potenciar por unién de un
compuesto RI o una toxina.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

La presente invencidn se ilustrard concretamente con referencia a los siguientes ejemplos, los cuales no limitan de
ninguna forma el alcance de la invencién.

Para ilustrar el procedimiento de produccion de los anticuerpos modificados de la invencidn, a continuacion se
muestran ejemplos de produccién de Fv de cadena sencilla. Se usaron anticuerpos de ratén frente a IAP humana,
MABL-1y MABL-2, en los ejemplos de produccién de anticuerpos modificados. Los hibridomas MABL-1 y MABL-
2 que los producen respectivamente se depositaron internacionalmente como FERM BP-6100 y FERM BP-6101 en
el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana, Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologia, Ministerio
de Comercio Internacional e Industria (1-3 Higasi 1-chome, Tsukuba-shi, Iberaki.ken, Japén), un depositario para
microorganismos autorizado, el 11 de septiembre de 1997.

Ejemplos
Ejemplo comparativo 1
Clonacion de los ADN que codifican la region V de anticuerpos monoclonales de raton frente a IAP humana

Los ADN que codifican las regiones variables de los anticuerpos monoclonales de ratén frente a IAP humana,
MABL-1 y MABI-2, se clonaron como sigue.

1.1 Preparacion del ARN mensajero (ARNm)

Los ARNm de los hibridomas MABL-1 y MABL-2 se obtuvieron usando el kit de purificacién de ARNm (Phar-
macia Biotech).

1.2 Sintesis de ADNc bicatenario

El ADNCc bicatenario se sintetiz a partir de aproximadamente 1 g del ARNm usando el kit de amplificacion de
ADNc Marathon (CLONTECH) y se unié un adaptador al mismo.
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1.3 Amplificacion por PCR de genes que codifican regiones variables de un anticuerpo por PCR, se llevo a cabo
usando un ciclador térmico (PERKIN ELMER)

(1) Amplificacion de un gen que codifica la region V de la cadena L de MABL-1

Los cebadores usados para el procedimiento de la PCR son el cebador adaptador-1 (CLONTECH) mostrado en
el ID SEC N° 1, que hibrida con una secuencia parcial del adaptador, y el cebador MKC (regién constante kappa de
ratén) (Bio/Technology, 9, 88-89, 1991) mostrado en el ID SEC N° 2, que hibrida con la regién V de la cadena L de
tipo kappa de raton.

50 ul de solucién para la PCR contienen 5 ul de 10 x tampdn para la PCR II, MgCl, 2 mM, dNTP 0,16 mM
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 2,5 unidades de una ADN polimerasa, AmpliTaq Gold (PERKIN ELMER), 0,2 uM
del cebador adaptador del ID SEC N° 1, 0,2 uM del cebador MKC del ID SEC N°2 y 0,1 ug del ADNc bicatenario
derivado de MABL-1. La solucién se precalenté a 94°C de temperatura inicial durante 9 minutos y después se calentd
a 94°C durante 1 minuto, a 60°C durante 1 minuto y a 72°C durante 1 minuto 20 segundos, en este orden. Este ciclo
de temperatura se repitié 35 veces y después la mezcla de reaccion se calenté mds a 72°C durante 10 minutos.

(2) Amplificacion del ADNc que codifican la region V de la cadena H de MABL-1

Se usaron el cebador adaptador-1 mostrado en el ID SEC N° 1, y el cebador MHC-y1 (regién constante de cadena
pesada de ratén) (Bio/Technology, 9, 88-89, 1991) mostrado en el ID SEC N° 3, como cebadores para la PCR.

La amplificacién del ADNCc se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento de amplificacion del gen de la region
V de la cadena L, que se ha descrito en el Ejemplo 1.3-(1), excepto que se usé 0,2 uM del cebador MHC-y1 en lugar
de 0,2 uM del cebador MKC.

(3) Amplificacion del ADNc que codifica la region V de la cadena L de MABL-2

Se usaron el cebador adaptador-1 del ID SEC N° 1, y el cebador MKC del ID SEC N° 2, como cebadores para la
PCR.

La amplificacién del ADNc se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento de amplificacidn del gen de la regién
V de la cadena L de MABL-1 que se ha descrito en el Ejemplo 1.3-(1), excepto que se us6 0,1 pg de ADNc bicatenario
derivado de MABL-2 en lugar de 0,1 ug de ADNc bicatenario de MABL-1.

(4) Amplificacion del ADNc que codifican la region V de la cadena H de MABL-2

Se usaron el cebador adaptador-1 del ID SEC N° 1, y el cebador MHC-y2a (Bio/Technology, 9, 88-89, 1991)
mostrado en el ID SEC N° 4, como cebadores para la PCR.

La amplificacién del ADNc se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento de amplificacidn del gen de la regién
V de la cadena L, que se ha descrito en el Ejemplo 1.3-(3), excepto que se usé 0,2 uM del cebador MHC-y2a en lugar
de 0,2 uM del cebador MKC.

1.4 Purificacion de los productos de la PCR

El fragmento de ADN amplificado por la PCR como se ha descrito antes, se purificé usando el kit de purificacién
de la PCR QIAquick (QIAGEN) y se disolvi6 en Tris-HC1 10 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 1 mM.

1.5. Ligado y transformacion

Se ligaron aproximadamente 140 ng del fragmento de ADN que comprendia el gen que codifica la regién V de
la cadena L de tipo kappa de ratén derivada de MABL-1 como se ha preparado antes, con 50 ng del vector pGEM-T
Easy (Promega) en el tamp6n de reaccién que comprendia Tris-HC1 30 mM (pH 7,8), MgCl, 10 mM, ditiotreitol 10
mM, ATP 1 mM y 3 unidades de ADN ligasa T4 (Promega) a 15°C durante 3 horas.

Después, se afiadié 1 1 de la mezcla de reaccién a 50 ul de células competentes DHa5 de E. coli (Toyobo Inc.)
y las células se almacenaron en hielo durante 30 minutos, se incubaron a 42°C durante 1 minuto y se almacenaron
en hielo durante 2 minutos otra vez. Se afiadieron 100 ul de medio SOC (GIBCO BRL). Las células de E. coli se
pusieron en placa en medio agar LB (Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Sambrook y col., Cold Springer
Harbor Laboratory Press, 1989) que contenfa ampicilina 100 pg/ml (SIGMA) y se cultivaron a 37°C toda la noche
para obtener el transformante de E. coli.

El transformante se cultivé en 3 ml de medio LB que contenia ampicilina 50 pg/mol a 37°C toda la noche y el
ADN plasmidico se prepard a partir del cultivo usando el kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN).
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El plasmido resultante que comprendia el gen que codifica la regiéon V de la cadena L de tipo Kappa de ratén
derivada del hibridoma MABL-1 se denominé pGEM-M1L.

De la misma forma descrita antes, se preparé un pldsmido que comprendia el gen que codifica la regién V de
la cadena H de ratén derivada del hibridoma MABL-1, a partir del fragmento de ADN purificado y se denomind
pGEM.M1H.

Se prepar6 un plasmido que comprendia el gen que codifica la regiéon V de la cadena L de tipo kappa de ratén
derivada del hibridoma MABL-2, a partir del fragmento de ADN purificado y se denominé6 pGEM-M2L.

Se prepardé un pldsmido que comprendia el gen que codifica la region V de la cadena H de ratén derivada del
hibridoma MABL-2 a partir del fragmento de ADN purificado y se denominé pGEM-M2H.

Ejemplo comparativo 2
Secuenciacion del ADN

La secuencia de nucledtidos del ADNc que codifica la region en los pldsmidos mencionados antes se determind
usando el Auto DNA Sequencer (Applied Biosystem) y el kit ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystem) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

La secuencia de nucleétidos del gen que codifica la regién V de la cadena L del anticuerpo MABL-1 de ratén, que
estd incluida en el plasmido pGEM-M1L, se muestra en el ID SEC N° 5.

La secuencia de nucledtidos del gen que codifica la regién V de la cadena H del anticuerpo MABL-1 de ratén, que
estd incluida en el plasmido pGEM-M1H, se muestra en el ID SEC N° 6.

La secuencia de nucledtidos del gen que codifica la regién V de la cadena L del anticuerpo MABL-2 de ratén, que
estd incluida en el plasmido pGEM-M2L, se muestra en el ID SEC N° 7.

La secuencia de nucleétidos del gen que codifica la regién V de la cadena H del anticuerpo MABL-2 de ratén, que
estd incluida en el plasmido pPGEM-M2H, se muestra en el ID SEC N° 8.

Ejemplo comparativo 3
Determinacion de la CDR

Las regiones V de la cadena L y la cadena H en general tienen estructuras similares y cada una de las cuatro
regiones marco en las mismas estdn unidas por tres regiones hipervariables, es decir, regiones determinantes de la
complementaridad (CDR). Una secuencia de aminodcidos de la estructura marco esta relativamente bien conservada,
mientras que una secuencia de aminodcidos de la CDR tiene una variacién extremadamente alta (Kabat, E.A., y col.,
“Sequences of Proteins of Immunological Interest”, US Dept. Health and Human Services, 1983).

Basandose en estos hechos, las secuencias de aminodcidos de las regiones variables de los anticuerpos monoclona-
les de rat6n frente a la IAP humana se aplicaron a las bases de datos de secuencias de aminodcidos de los anticuerpos
hechos por Kabat y col. para investigar la homologfa. Las regiones CDR se determinaron basandose en la homologia
mostrada en la Tabla 1.

TABLA 1
Plasmido ID SEC N° CDR (1) CDR (2) CDR (3)
pGEM-M1L 5 43-58 74-80 113-121
pGEM-M1H 6 50-54 69-85 118-125
pGEM-M2L 7 43-58 74-80 113-121
PGEM-M2H 8 50-54 69-85 118-125
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Ejemplo comparativo 4

Identificacion de la expresion del ADNc clonado

Preparacion del anticuerpo MABL-1 quimérico y el anticuerpo MABL-2 quimérico
4.1 Preparacion de vectores que expresan el anticuerpo MABL-1 quimérico

Los clones de ADNc, pPGEM-MI1L y pGEM-M1H, que codifican las regiones V de la cadena L y la cadena H del
anticuerpo de ratén MABL-1, respectivamente, se modificaron por el procedimiento de la PCR y se introdujeron en el
vector de expresion HEF (documento W092/19759) para preparar los vectores que expresaban el anticuerpo MABL-
1 quimérico.

Se disefiaron un cebador directo MLS (ID SEC N° 9) para la regién V de la cadena L y un cebador directo MHS
(ID SEC N° 10) para laregion V de la cadena H, para que hibridaran con un ADN que codifica el inicio de la secuencia
lider de cada una de las regiones V y que contengan la secuencia consenso Kozak (J. Mol. biol., 196, 647-950, 1987)
y el sitio de la enzima de restriccién HindlIII. Se disefiaron un cebador inverso MLAS (ID SEC N° 11) para la regién
V de la cadena L y un cebador inverso MHAS (ID SEC N° 12) para la regién V de la cadena H, para que hibridaran
con un ADN que codifica el extremo de la regién J y que contuvieran la secuencia donadora de empalme y el sitio de
la enzima de restriccién BamHI.

100 ul de una solucién para la PCR que contenfa 10 ul de 10 x tamp6n para la PCR 11, MgCl, 2 mM, dNTP 0,16
mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 5 unidades de una ADN polimerasa AmpliTaq Gold, 0,4 uM de cada uno de los
cebadores y 8 ng del ADN molde (p(GEM-MI1L o pGEM-MI1H) se precalentaron a 94°C de temperatura inicial durante
9 minutos y después se calentaron a 94°C durante 1 minuto, a 60°C durante 1 minuto y a 72°C durante 1 minuto 20
segundos, en este orden. Este ciclo de temperatura se repitié 35 veces y después la mezcla de reaccidn se calenté mas
a 72°C durante 10 minutos.

El producto de la PCR se purificé usando el kit de purificacién de la PCR QIAquick (QIAGEN) y después se
digiri6é con HindIIl y BamHI. El producto de la regién V de la cadena L se cloné en el vector de expresién HEF,
HEF-«, y el producto de la regién V de la cadena H se cloné en el vector de expresion HEF, HEF-y. Después de la
secuenciacién del ADN, los plasmidos que contienen un fragmento de ADN con una secuencia de ADN correcta se
denominan HEF-M1L y HEF-M1H, respectivamente.

4.2 Preparacion de vectores que expresan anticuerpos MABL-2 quiméricos

La modificacién y clonacion del ADNc se llevaron a cabo de la misma forma descrita en el Ejemplo 4.1, excepto
que se usaron pGEM-M2L y pGEM-M2H como ADN molde en lugar de pPGEM-MIL y pGEM-M1H. Después de
la secuenciacién del ADN, los pldsmidos que contienen fragmentos de ADN con las secuencias de ADN correctas se
denominan HEF-M2L y HEF-M2H, respectivamente.

4.3 Transfeccion a células COS7

Los vectores de expresion mencionados antes se probaron en células COS7 para observar la expresion transitoria
de los anticuerpos MABL-1 y MABL-2 quiméricos.

(1) Transfeccion con genes del anticuerpo MABL-1 quimérico

Se cotransformaron células COS7 con los vectores HEF-M1L y HEF-M1H por electroporacién usando el aparato
Gene Pulser (BioRad). Se afiadieron cada uno de los ADN (10 ug) y 0,8 ml de PBS con 1 x 107 células/ml a una
cubeta. La mezcla se traté con pulsos a 1,5 kV, 25 uF de capacidad eléctrica.

Después de restauracién durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se transfirieron a
medio de cultivo DMEM (GIBCO BRL) que contenia suero bovino fetal sin y-globulina al 10%. Después de cultivo
durante 72 horas, se recogi6 el liquido sobrenadante, se centrifugé para separar los fragmentos celulares y se recuperd.

(2) Transfeccion con genes que codifican el anticuerpo MABL-2 quimérico

La cotransfeccion de células COS7 con los genes que codifican el anticuerpo MABL-2 quimérico se llevé a cabo
de la misma forma descrita en el Ejemplo 4.3-(1) excepto que se usaron los vectores HEF-M2L y HEF-M2H en lugar
de los vectores HEF-M1L y HEF-M1H. El liquido sobrenadante se recuperé de la misma forma.

4.4. Citometria de flujo

La citometria de flujo se llevé a cabo usando el liquido sobrenadante del cultivo de las células COS7 mencionado
antes, para medir la unién al antigeno. Se afiadieron el liquido sobrenadante del cultivo de las células COS7 que
expresaban el anticuerpo MABL-1 quimérico o las células COS7 que expresaban el anticuerpo MABL-2 quimérico,
o el anticuerpo IgG humano (SIGMA) como un control a 4 x 10° células de la linea celular de leucemia de rat6n
L1210 que expresa IAP humana y se incubaron en hielo. Después de lavar, se le aiadi6 el anticuerpo anti-IgG humana
marcado con FITC (Cappel). Después de incubar y lavar, se midi6 su intensidad de fluorescencia usando el aparato
FACScan (BECTON DICKINSON).
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Puesto que los anticuerpos MABL-1 y MABL-2 quiméricos se unian especificamente a células L1210 que expresan
IAP humana, se confirma que estos anticuerpos quiméricos tienen estructuras adecuadas de las regiones V de los
anticuerpos monoclonales de ratén MABL-1 y MABL-2, respectivamente (Figuras 1-3).

Ejemplo comparativo 5
Preparacion de Fv de cadena sencilla reconstruido (scFv) del anticuerpo MABL-1 y el anticuerpo MABL-2
5.1 Preparacion de Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1

El Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1 se preparé como sigue. La regién V de la cadena
H y laregién V de la cadena L del anticuerpo MABL-1 y un conector, se amplificaron respectivamente por el proce-
dimiento de la PCR y se conectaron para producir el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1. El
procedimiento de produccidn se ilustra en la Figura 4. Se usaron seis cebadores (A-F) para la produccion del Fv de
cadena sencilla del anticuerpo MABL-1. Los cebadores A, C y E tienen una secuencia homosentido y los cebadores
B, D y F tienen una secuencia antisentido.

Se disefi6 el cebador directo VHS para la regién V de la cadena H (cebador A, ID SEC N° 13) para que hibridara con
un ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena H y que contuviera el sitio de reconocimiento
de la enzima de restriccién Ncol. Se disefi6 el cebador inverso VHAS para la region V de la cadena H (cebador B, ID
SEC N° 14) para que hibridara con un ADN que codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena H y que
se superpusiera con el conector.

Se disend el cebador directo LS para el conector (cebador C, ID SEC N° 15) para que hibridara con un ADN
que codifica el extremo N-terminal del conector y para que se superpusiera con un ADN que codifica el extremo C-
terminal de la regién V de la cadena H. Se disefi6 el cebador inverso LAS para el conector (cebador D, ID SEC N°
16) para que hibridara con un ADN que codifica el extremo C-terminal del conector y para que se superpusiera con un
ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena L.

Se diseii6 el cebador directo VLS para la regién V de la cadena L (cebador E, ID SEC N° 17) para que hibridara
con un ADN que codifica el extremo C-terminal del conector y para que se superpusiera con un ADN que codifica el
extremo N-terminal de la regién V de la cadena L. Se disefi6 el cebador inverso VLAS-FLAG para la regién V de la
cadena L (cebador F, ID SEC N° 18) para que hibridara con un ADN que codifica el extremo C-terminal de la regién
V de la cadena L y para que tuviera una secuencia que codifica el péptido FLAG (Hopp T.P. y col., Bio/Technology, 6,
1204-1210, 1988), dos codones de parada y el sitio de reconocimiento de la enzima de restricciéon EcoRI.

En la primera etapa de la PCR se llevaron a cabo tres reacciones, A-B, C-D y E-F, y los productos de la PCR de
las mismas se purificaron. Tres productos de la PCR obtenidos de la primera etapa de la PCR se ensamblaron por
su complementaridad. Después, se afiadieron los cebadores A y F y se amplificé el ADN de longitud completa que
codifica el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1 (segunda PCR). En la primera PCR, el pldsmido
pGEM-MI1H que codifica la regién V de la cadena H del anticuerpo MABL-1 (véase el Ejemplo 2), un plasmido pSC-
DP1 que comprende una secuencia de ADN que codifica una regién del conector que comprende: Gly Gly Gly Gly
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser (ID SEC N° 19) (Huston, J.S., y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85,
5879-5883, 1988) y el plasmido pGEM-MI1L que codifica la regién V de la cadena L del anticuerpo MABL-1 (véase
el Ejemplo 2) se usaron respectivamente como molde.

50 pl de solucién en la primera etapa de la PCR comprenden 5 ul de 10 x tampén para la PCR II, MgCl, 2 mM,
dNTP 0,16 mM, 2,5 unidades de una ADN polimerasa, AmpliTaq Gold (PERKIN ELMER), 0,4 uM de cada uno de
los cebadores y 5 ng de cada ADN molde. La solucién de la PCR se precalent6 a 94°C de temperatura inicial durante
9 minutos y después se calenté a 94°C durante 1 minuto, a 65°C durante 1 minuto y a 72°C durante 1 minuto 20
segundos, en este orden. Este ciclo de temperatura se repitié 35 veces y después la mezcla de reaccidn se calentd mas
a 72°C durante 7 minutos.

Los productos de la PCR A-B (371 pb), C-D (63 pb) y E-F (384 pb) se purificaron usando el kit de purificacién
de la PCR QIAquick (QIAGEN) y se ensamblaron en la segunda PCR. En la segunda PCR, 98 ul de una solucién
de PCR que comprendia 120 ng del producto A-B de la primera PCR, 20 ng del producto C-D de la PCR y 120 ng
del producto E-F de la PCR, 10 ul de 10 x tampdn de la PCR II, MgCl, 2 mM, dNTP 0,16 mM, 5 unidades de ADN
polimerasa AmpliTaq Gold (PERKIN ELMER), se precalentaron a 94°C de temperatura inicial durante 8 minutos y
después se calentaron a 94°C durante 2 minutos, a 65°C durante 2 minutos y a 72°C durante 2 minutos, en este orden.
Este ciclo de temperatura se repitié dos veces y después se afiadieron a la reaccion respectivamente 0,4 uM de cada
uno de los cebadores A-F. La mezcla se precalentd a 94°C de temperatura inicial durante 1 minuto y después se calentd
a 94°C durante 1 minuto, a 65°C durante 1 minuto y a 72°C durante 1 minuto 20 segundos, en este orden. Este ciclo
de temperatura se repitié 35 veces y después la mezcla de reaccién se calenté mas a 72°C durante 7 minutos.

Un fragmento de ADN de 843 pb producido por la segunda PCR se purificé y se digirié con Ncol y EcoRI. El
fragmento de ADN resultante se cloné en el vector pSCFVT7. El vector de expresion pSCFVT7 contiene una secuencia
sefial pelB adecuada para el sistema de expresion peripldsmico de E. coli (Lei, S.P. y col., J. Bacteriology, 169, 4379-
4383, 1987). Después de la secuenciacion del ADN, el plasmido que contiene el fragmento de ADN que codifica
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la secuencia de aminodcidos correcta del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1 se denomina
“pscM1” (véase la Figura 5). La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos del Fv de cadena sencilla
reconstruido del anticuerpo MABL-1 contenida en el plasmido pscM1 se muestran en el ID SEC N° 20.

El vector pscM1 se modifico por el procedimiento de la PCR para preparar un vector que expresaba el Fv de cadena
sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1 en células de mamifero. El fragmento de ADN resultante se introdujo en
el vector de expresion pCHO. Este vector de expresion, pCHOI, se construyé haciendo digerir DHFR-AE-rvH-PM1-
f (documento W092/19759) con EcoRI y Smal para eliminar el gen de anticuerpo y conectar el adaptador EcoRI-
Notl-BamHI (Takara Shuzo) al mismo.

Como cebador directo para la PCR se disefi6 el cebador Sal-VHS mostrado en el ID SEC N° 21 para que hibridara
con un ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena H y para que contuviera el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién Sall. Como cebador inverso para la PCR, se disefi6 el cebador FRH1anti
mostrado en el ID SEC N° 22 para que hibridara con un ADN que codifica el extremo de la primera secuencia marco.

100 ml de solucién para la PCR que comprendia 10 ml de 10 x tampén para la PCR II, MgCl, 2 mM, dNTP
0,16 mM, 5 unidades de una ADN polimerasa, AmpliTaq Gold, 0,4 mM de cada uno de los cebadores y 8 ng del
ADN molde (pscM1) se precalentaron a 95°C de temperatura inicial durante 9 minutos y después se calentaron a
95°C durante 1 minuto, a 60°C durante 1 minuto y a 72°C durante 1 minuto 20 segundos, en este orden. Este ciclo de
temperatura se repitié 35 veces y después la mezcla de reaccién se calenté mds a 72°C durante 7 minutos.

El producto de la PCR se purificé usando el kit de purificacion QIAquick (QIAGEN) y se digirié con Sall y Mboll
para obtener un fragmento de ADN que codifica el extremo N-terminal del Fv de cadena sencilla reconstruido del
anticuerpo MABL-1. El vector pscM1 se digirié con Mboll y EcoRI para obtener un fragmento de ADN que codifica el
extremo C-terminal del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1. El fragmento de ADN Sall-Mboll
y el fragmento de ADN MbolI-EcoRlI se clonaron en el vector pPCHO1-Igs. Después de secuenciar el ADN, el plasmido
que comprendia la secuencia de ADN deseada se denominé “pCHOM1” (véase la Figura 6). El vector de expresién
pCHO1-Igs, contiene una secuencia sefial [gG1 de ratén adecuada para el sistema de expresion-secrecion en células de
mamifero (Nature, 322, 323-327, 1988). La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoécidos del Fv de cadena
sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-1 contenida en el pldsmido pCHOMI1 se muestran en el ID SEC N° 23.

5.2. Preparacion del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2

El Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 5.1 menciona-
do antes. En la etapa de la primera PCR se usé el plasmido pGEM-M2H que codificaba la region V de la cadena H de
MABL-2 (véase el Ejemplo 2) en lugar de pGEM-M1H y el plasmido pGEM-M2L que codifica la regién V de la ca-
dena L de MABL-2 (véase el Ejemplo 2) en lugar de pPGEM-M1L, para obtener un pldsmido pscM2 que comprende un
fragmento de ADN que codifica la secuencia de aminodcidos deseada del Fv de cadena sencilla del anticuerpo MABL-
2. La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo
MABL-2 contenida en el plasmido pscM2 se muestran en el ID SEC N° 24.

El vector pscM2 se modificé por el procedimiento de la PCR para preparar un vector, pPCHOM?2, para la expresion
en células de mamifero, que contiene el fragmento de ADN que codifica la secuencia correcta de aminodcidos del Fv
de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos
del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 contenida en el pldsmido pCHOM?2 se muestran en el
ID SEC N° 25.

5.3 Transfeccion a células COS7

El vector pCHOM?2 se probé en células COS7 para observar la expresion transitoria del Fv de cadena sencilla
reconstruido del anticuerpo MABL-2.

Las células COS7 se transformaron con el vector pPCHOM?2 por electroporacién usando el aparato Gene Pulser
(BioRad). Se afiadieron el ADN (10 ug) y 0,8 ml de PBS con 1 x 107 células/ml a una cubeta. La mezcla se traté con
pulsos a 1,5 kV, 25 uF de capacidad eléctrica.

Después de restauracién durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se transfirieron a
medio de cultivo IMDM (GIBCO BRL) que contenia suero bovino fetal al 10%. Después de cultivo durante 72 horas,
se recogid el liquido sobrenadante, se centrifugé para separar los fragmentos celulares y se recupero.

5.4 Deteccion del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 en el liquido sobrenadante del
cultivo de células COS7

La existencia del Fv de cadena sencilla del anticuerpo MABL-2 en el liquido sobrenadante del cultivo de células
COS7 que se habian transfectado con el vector pPCHOM?2 se confirmé por el procedimiento de transferencia Western.

El liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 transfectadas con el vector pPCHOM?2 y el liquido sobrenadante
del cultivo de células COS7 transfectadas con el vector pCHO1 como control, se sometieron a electroforesis en SDS
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y se transfirieron a una membrana REINFORCED NC (Schlecher & Schuell). La membrana se bloqueé con leche
desnatada al 5% (Morinaga Nyu-gyo), se lav con Tween 20-PBS al 0,05% y se mezcl6 con un anticuerpo anti-FLAG
(SIGMA). La membrana se incub6 a temperatura ambiente, se lavd y se mezclé con anticuerpo IgG de ratén conjugado
con fosfatasa alcalina (Zymed). Después de incubar y lavar a temperatura ambiente, se afiadi6 la solucién de sustrato
(Kirkegaard Perry Laboratories) para el revelado de color (Figura 7).

Se detect6 una proteina especifica del péptido FLAG solamente en el liquido sobrenadante del cultivo de las células
COS7 en las que se habia introducido el vector pPCHOM?2, y por lo tanto, se confirma que el Fv de cadena sencilla
reconstruido del anticuerpo MABL-2 era segregado en este liquido sobrenadante de cultivo.

5.5 Citometria de flujo

La citometria de flujo se llevé a cabo usando el liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 antes mencionadas
para medir la unién al antigeno. Se afadié el liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 que expresan el
Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 o el liquido sobrenadante del cultivo de células COS7
transformadas con el vector pCHO1 como control a 2 x 10° células de la linea celular de leucemia de ratén L1210
que expresa la proteina asociada a integrina (IAP) humana o de la linea celular L1210 transformada con pCOS1 como
control. Después de incubar sobre hielo y lavar, se afiadi6 el anticuerpo anti-FLAG de ratén (SIGMA). Después las
células se incubaron y se lavaron. Después se le afiadi6 el anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con FITC (BECTON
DICKINSON) y las células se incubaron y lavaron otra vez. Posteriormente, se midi6 la intensidad de la fluorescencia
usando el aparato FACScan (BECTON DICKINSON).

Puesto que el Fv de cadena sencilla del anticuerpo MABL-2 se unia especificamente a las células L1210 que
expresaban la IAP humana, se confirma que el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 tiene una
afinidad por la proteina asociada a la integrina humana (IAP) (Véase las Figuras 8-11).

5.6 ELISA competitivo

Se midi6 la actividad de unién del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2, basiandose en la
actividad inhibidora frente a la unién de anticuerpos monoclonales de ratén al antigeno.

Se afadio el anticuerpo anti-FLAG ajustado a 1 pug/ml a cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos y
se incubd a 37°C durante 2 horas. Después de lavar, se llevé a cabo el bloqueo con BSA-PBS al 1%. Después de
incubar y lavar a temperatura ambiente el liquido sobrenadante del cultivo de las células COS7 en las que se habia
introducido el gen del antigeno de la IAP humana de tipo secrecién (ID SEC N° 26) se diluyé con PBS en el doble de
volumen y se afiadié a cada pocillo. Después de incubar y lavar a temperatura ambiente, se afiadié a cada pocillo una
mezcla de 50 ul del anticuerpo MABL-2 biotinilado ajustado a 100 ng/ml y 50 ul del liquido sobrenadante diluido de
forma secuencial de las células COS7 que expresaban el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2.
Después de incubar y lavar a temperatura ambiente, se afiadié a cada pocillo la estreptavidina conjugada con fosfatasa
alcalina (Zymed). Después de incubar y lavar a temperatura ambiente, se afiadi6 la solucion de sustrato (SIGMA) y se
midié la absorbancia de la mezcla de reaccion en cada pocillo a 405 nm.

Los resultados pusieron de manifiesto que el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 (MABL2-
scFv) inhibia de forma evidente de forma dependiente de la concentracién la unién del anticuerpo MABL-2 de ratén
al antigeno IAP humano en comparacién con el liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 a las que se habia
introducido PCHO1 como control (Figura 12). Por consiguiente, se sugiere que el Fv de cadena sencilla reconstruido
del anticuerpo MABL-2 tiene la estructura correcta de cada una de las regiones V del anticuerpo monoclonal de ratén
MABL-2.

5.7 Efecto de induccion de apoptosis in vitro

Se examind una accién de induccién de apoptosis del Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2
mediante tinciéon con Anexina-V (Boehringer Mannheim) usando las células L.1210 transfectadas con el gen de IAP
humana, las células L1210 transfectadas con el vector pCOS1 como control y células CCRF-CEM.

A cada una de 1 x 10° células de las células anteriores se afiadi6 el liquido sobrenadante del cultivo de células
COS7 que expresaban el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 o el liquido sobrenadante del
cultivo de células COS7 transfectadas con el vector pPCHO1 como control, con una concentracién final de 50% y las
mezclas se cultivaron durante 24 horas. Después se llevé a cabo la tincién con Anexina-V y se midié la intensidad de
la fluorescencia usando el aparato FACScan (BECTON DICKINSON).

Los resultados de la tincién con Anexina-V se muestran en las Figuras 13-18, respectivamente. Los puntos en la
regién inferior izquierda representan células vivas y los puntos en la regién inferior derecha representan células en
la etapa temprana de apoptosis, y los puntos en la regién superior derecha representan células en la etapa tardia de
apoptosis. Los resultados muestran que el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 (MBAL2-scFv)
inducia notablemente la muerte celular de células L1210 especificas para el antigeno IAP humana (Figuras 13-16) y
que el Fv de cadena sencilla reconstruido también inducia notablemente la muerte celular de células CCRF-CEM en
comparacion con el control (Figuras 17-18).
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5.8 Expresion de Fv de cadena sencilla derivado de MABL_2 en células CHO

Se transfectaron células CHO con el vector pPCHOM?2 para establecer una linea de células CHO que exprese de
forma constante el Fv de cadena sencilla (polipéptido) derivado del anticuerpo MABL-2.

Se transformaron células CHO con el vector pPCHOM?2 por electroporacién usando el aparato Gene Pulser (Bio-
Rad). Se afiadié una mezcla de ADN (10 ug) y 0,7 ml de PBS con células CHO (1 x 107 células/ml) a una cubeta.
La mezcla se trat6 con pulsos a 1,5 kV, 25 uF de capacidad eléctrica. Después de restauracion durante 10 minutos a
temperatura ambiente, las células electroporadas se transfirieron a medio a-MEM sin 4cido nucleico (GIBO BRL) que
contenia suero bovino fetal al 10% y se cultivaron. La expresion de la proteina deseada en los clones resultantes se
confirmé por SDS-PAGE y se seleccioné un clon con un nivel de expresion alto como una linea celular que producia el
Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2. La linea celular se cultivé en medio CHO-S-SFM II sin suero
(GIBCO BRL) que contenia metotrexato 10 nM (SIGMA). Después se recogi6 el liquido sobrenadante del cultivo, se
centrifugd para separar los fragmentos celulares y se recupero.

5.9 Purificacion del Fv de cadena sencilla derivado de MABL-2 producido en células CHO

El liquido sobrenadante del cultivo de la linea celular CHO que expresaba el Fv de cadena sencilla obtenido en
el Ejemplo 5.8 se concentré hasta veinte veces usando un cartucho para la didlisis artificial (PAN130SF, ASAHI
MEDICALS). La solucién concentrada se almacené a -20°C y se descongel6 en la purificacion.

La purificacién del Fv de cadena sencilla del liquido sobrenadante del cultivo de células CHO se llevé a cabo
usando tres tipos de cromatografia, es decir, en Sefarosa azul, un hidroxiapatito y una filtracién en gel.

(1) Cromatografia en columna en Sefarosa azul

El liquido sobrenadante concentrado se diluy6 diez veces con tampén de acetato 20 mM (pH 6,0) y se centrifugd
para separar los materiales insolubles (10000 x rpm, 30 minutos). El liquido sobrenadante se aplicé en una columna
de Sefarosa azul (20 ml) equilibrada con el mismo tampdn. Después de lavar la columna con el mismo tampodn, las
proteinas adsorbidas en la columna se eluyeron por un gradiente gradual de NaCl en el mismo tampén, 0,1, 0,2, 0,3,
0,5 y hasta 1,0 M. La fraccién de paso continuo y cada fraccién eluida se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones en
las que se confirmé el Fv de cadena sencilla (las fracciones eluidas con NaCl 0,1 a 0,3 M) se juntaron y se concentraron
hasta aproximadamente 20 veces usando CentriPrep-10 (AMICON).

(2) Hidroxiapatito

La solucién concentrada obtenida en (1) se diluy6 hasta 10 veces con tampoén de fosfato 10 mM (pH 7,0) y se
aplic6 en la columna de hidroxiapatito (20 ml, BIORAD). La columna se lavé con 60 ml de tampén de fosfato 10 mM
(pH 7,0). Después las proteinas adsorbidas en la columna se eluyeron con un gradiente lineal de tampén de fosfato
sédico hasta 200 mM (véase la Figura 19). El andlisis de cada fraccién por SDS-PAGE confirmé el Fv de cadena
sencilla en la fraccion A y fraccién B.

(3) Filtracion en gel

Cada una de las fracciones A y B en (2) se concentrd por separado con CentriPrep-10 y se aplicé a la columna TSK-
gel G3000SWG (21,5 x 600 mm) equilibrada con tampén de acetato 20 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 0,15 M. Los
cromatogramas se muestran en la Figura 20. El andlisis de las fracciones por SDS-PAGE confirmé que ambos picos
mayoritarios (Al y BI) son del Fv de cadena sencilla deseado. En el andlisis de la filtracién en gel, la fraccién A eluy6
a 36 kDa de peso molecular aparente y la fraccién B eluy6 a 76 kDa. Los Fv de cadena sencilla purificados (Al BI) se
analizaron en gel de poliacrilamida con SDS al 15%. Las muestras se trataron en ausencia o presencia de un reductor
y se llevé a cabo la electroforesis de acuerdo con el procedimiento de Laemmli. Después la proteina se tifié con azul
brillante de Coomassie. Como se muestra en la Figura 21, tanto AI como BI dieron una sola banda a 35 kDa de peso
molecular aparente, independientemente de la ausencia o presencia del reductor. A partir de lo anterior, se concluye
que Al es un monémero de Fv de cadena sencilla y BI es un dimero unido no covalentemente del Fv de cadena sencilla.
El andlisis de la filtracién en gel de las fracciones Al y BI con la columna TSKgel G3000SWG (7,5 x 60 mm) puso de
manifiesto que se detecta un pico del monémero sélo en la fraccién Al y se detecta un pico del dimero sélo en la frac-
cion BI (Figura 22). La fraccién de dimero (fracciéon BI) daba cuenta de 4 por ciento (%) de los Fv de cadena sencilla
totales. Mds del 90% del dimero en la fraccién de dimero se conservaba establemente durante mas de un mes a 4°C.

5.10 Construccion del vector que expresa el Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 en células de
E. coli

El vector pscM2 se modificé por el procedimiento de la PCR para preparar un vector que expresara eficazmente el
Fv de cadena sencilla del anticuerpo MABL-2 en células de E. coli. El fragmento de ADN resultante se introdujo en
el vector de expresion pSCFVT7.

Como cebador directo para la PCR se disefi6 el cebador Nde-VHSmMO02 mostrado en el ID SEC N° 27 para que
hibridara con un ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena H y para que contuviera un
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codén de iniciacién y el sitio de reconocimiento de la enzima de restricciéon Ndel. Como cebador inverso para la PCR,
se disefi6 el cebador VAS mostrado en el ID SEC N° 28 para que hibridara con un ADN que codifica el extremo C-
terminal de la regién V de la cadena L y para que contuviera dos codones de parada y el sitio de reconocimiento de
la enzima de restriccién EcoRI. El cebador directo, Nde-VHSmO02, comprende cinco mutaciones puntuales en la parte
que hibrida con el ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena H para la expresion eficaz en
E. coli.

100 wl de una solucién para la PCR que comprendia 10 ul de 10 x tampdén de PCR n° 1, MgCl, 1 mM, dNTP 0,2
mM, 5 unidades de ADN polimerasa KOD (todos de TOYOBO), 1 uM de cada cebador y 100 ng de un ADN molde
(pscM2) se calentaron a 98°C durante 15 segundos, a 65°C durante 2 segundos y a 74°C durante 30 segundos, en este
orden. Este ciclo de temperatura se repitio 25 veces.

El producto de la PCR se purificé usando el kit de purificaciéon de PCR QIAquick (QIAGEN) y se digiri6 con
Ndel y EcoRlI, y después el fragmento de ADN resultante se cloné en el vector pSCFVT?7, del cual se habia eliminado
la secuencia sefial pelB por digestién con Ndel y EcoRI. Después de secuenciar el ADN, el pldsmido resultante que
comprende un fragmento de ADN con la secuencia de ADN deseada se denomina “pscM2DEmO02” (véase la Figura
23). La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos del Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo
MABL-2 contenida en el plasmido pscM2DEmO2 se muestran en el ID SEC N° 29.

5.11 Expresion del Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 en células E. coli

BL21(DE3)pLysS de E. coli (STRATAGENE) se transformé con el vector pscM2DEmO2 para obtener una cepa de
E. coli que expresaba el Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2. Se examiné en los clones resultantes
la expresion de la proteina deseada usando SDS-PAGE, y se seleccioné un clon con un nivel de expresion alto como
una cepa productora del Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2.

5.12 Purificacion del Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 producido por E. coli

Se cultivé una colonia individual de E. coli obtenida por al transformacién, en 3 ml de medio LB a 28°C durante
7 horas y después en 70 ml de medio LB a 28°C toda la noche. Este precultivo se trasplant6 a 7 litros de medio LB y
se cultivé a 28°C con agitacién a 300 rpm usando el fermentador de tanque. Cuando la absorbancia del medio alcanzé
una DO = 1,5, se indujeron las bacterias con IPTG 1 mM y después se cultivaron durante 3 horas.

El medio de cultivo se centrifugé (10000 x g, 10 minutos) y se recuperaron las bacterias precipitadas. Se anadi
a las bacterias tamp6n Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 5 mM, NaCl 0,1 M y Triton X-100 al 1% y las
bacterias se alteraron por ultrasonidos (salida: 4; ciclo de trabajo: 70%, 1 minuto x 10 veces). La suspension de las
bacterias alteradas se centrifugé (12000 x g, 10 minutos) para precipitar el cuerpo de inclusién. El cuerpo de inclusién
aislado se mezcl6 con tamp6n Tris-HC1 50 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 5 mM, NaCl 0,1 M y Triton X-100 al
4%, se trat6 por ultrasonidos (salida: 4, ciclo de trabajo: 50%, 30 segundos x 2 veces) otra vez y se centrifugd (12000
x g, 10 minutos) para aislar la proteina deseada como precipitado y separar las proteinas contenidas en el liquido
sobrenadante.

El cuerpo de inclusién que comprendia la proteina deseada se lis6 en tampén Tris-HC1 50 mM (pH 8,0) que
contenia urea 6 M, EDTA 5 mM y NaCl 0,1 M y se aplic6 en columna de filtracién en gel Sephacryl S-300 (5 x 90
cm, Amersham Pharmacia) equilibrada con tampén de Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) que contenia urea 4 M, EDTA 5
mM, NaCl 0,1 M y mercaptoetanol 10 mM con un caudal de 5 ml/minuto para separar los Fv de cadena sencilla con
peso molecular alto asociados. Las fracciones obtenidas se analizaron con SDS-PAGE y las fracciones con pureza alta
de la proteina se diluyeron con el tampén usado en la filtracion en gel hasta DO,3,=0,25. Después, las fracciones se
dializaron tres veces frente a tamp6n de Tris-HC1 50 mM (pH 8,0) que contenia EDTA 5 mM, NaCl 0,1 M, Arg 0,5 M,
glutatiéon 2 mM en la forma reducida y glutatién 0,2 mM en la forma oxidada con el fin de volver a plegar la proteina.
Ademas, la fraccion se dializ6 tres veces frente a tampoén de acetato 20 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 0,15 M para
intercambiar el tampon.

El producto dializado se aplicé en la columna de filtracién en gel Superdex 200 pg (2,6 x 60 cm, Amersham
Pharmacia) equilibrada con tampdn de acetato 20 mM (pH 6,0) que contenia NaCl 0,15 M para separar una pequefia
cantidad de proteina de alto peso molecular que estaba intermolecularmente entrecruzada por enlaces S-S. Como se
muestra en la Figura 24, se eluyeron dos picos, principal y subpico, después de los picos anchos que supuestamente
se atribuian a un agregado de alto peso molecular. El anélisis por SDS-PAGE (véase la Figura 21) y las posiciones de
elucidn de los dos picos en el andlisis de filtracién en gel sugerian que el pico principal es el del monémero del Fv de
cadena sencilla y el subpico es el del dimero unido no covalentemente del Fv de cadena sencilla. El dimero unido no
covalentemente daba cuenta del 4 por ciento de los Fv de cadena sencilla totales.

5.13 Actividad de induccion de apoptosis in vitro de Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2
Se examind la accién de induccion de apoptosis del Fv de cadena sencilla del anticuerpo MABL-2 (MABL2-

scFv) producido por las células CHO y E. coli de acuerdo con dos protocolos por tincién con Anexina-V (Boehringer
Mannheim) usando las células L1210 (hIAP/L1210) en las que se habia introducido el gen de IAP humana.
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En el primer protocolo, se afladieron los anticuerpos de las muestras con una concentracién final de 3 uyg/ml a 5 x
10* células de hIAP/LL1210 y se cultivaron durante 24 horas. Se analizaron los anticuerpos de las muestras, es decir,
el mondémero y el dimero de Fv de cadena sencilla de MABL-2 de las células CHO obtenidas en el Ejemplo 5.9, el
mondmero y el dimero del Fv de cadena sencilla de MABL-2 de E. coli obtenido en el ejemplo 5.12, y el anticuerpo
IgG de ratén como control. Después del cultivo, se llevé a cabo la tincién con Anexina-V y se midi6 la intensidad de
fluorescencia usando el aparato FACScan (BECTON DICKINSON).

En el segundo protocolo, los anticuerpos de las muestras con una concentracién final de 3 ug/ml se afiadieron a
5 x 10* células de la linea celular hIAP/L.1210, se cultivaron durante 2 horas y se mezclaron con anticuerpo anti-
FLAG (SIGMA) con una concentracién final de 15 pug/ml y después se cultivaron durante 22 horas. Se analizaron los
anticuerpos de las muestras del monémero del Fv de cadena sencilla de MABL-2 de células CHO obtenidos en el
Ejemplo 5.9 y el anticuerpo IgG de ratén como control. Después del cultivo, se llevé a cabo la tincién con Anexina-V
y se midi6 la intensidad de fluorescencia usando el aparato FACScan.

Los resultados de los andlisis por tincién con Anexina-V se muestran en las Figuras 25-31. Los resultados muestran
que los dimeros del polipéptido Fv de cadena sencilla de MABL-2 producidos en las células CHO y E. coli inducian
notablemente la muerte celular (Figuras 26, 27) en comparacién con el control (Figura 25), mientras que no se observé
induccion de la apoptosis en los monémeros del polipéptido Fv de cadena sencilla de MABL-2 producidos en las
células CHOy E. coli (Figuras 28, 29). Cuando se us6 junto con el anticuerpo anti-FLAG, el monémero del polipéptido
Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 producido en las células CHO inducia notablemente la muerte
celular (Figura 31) en comparacién con el control (Figura 30).

5.14 Efecto antitumoral del monomero y el dimero del polipéptido scFv/CHO con un modelo de raton de mieloma
humano

(1) Medicion cuantitativa de IgG humana en el suero de raton

La medicién de IgG humana (proteina M) producida por células de mieloma humano y contenida en el suero de
ratén, se llevé a cabo mediante el siguiente ELISA. Se afiadieron 100 ul de anticuerpo anti-IgG humana de cabra
(BIOSOURCEE, lote n° 7902) diluidos a 1 pg/ml con tampén de bicarbonato al 0,1% (pH 9,6) a cada pocillo en una
placa de 96 pocillos (Nunc) y se incubé a 4°C toda la noche de modo que se inmovilizara el anticuerpo. Después del
bloqueo, se afadieron 100 ul de suero de ratén diluido gradualmente o de la IgG humana (CAPPEL, lote n° 00915)
como patrén a cada pocillo y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar, se afiadieron
100 pl de anticuerpo anti-IgG humana marcado con fosfatasa alcalina (BIOSOURCE, lote n° 6202) que se habia
diluido 5000 veces, y se llevé a cabo la incubacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar, se afiadié
una solucién de sustrato. Después de incubacidn, se midi6 la absorbancia a 405 nm usando le lector MICROPLATE
READER Modelo 3550 (BioRad). La concentracién de IgG humana en el suero de ratén se calcul6 basandose en la
curva de calibracién obtenida con los valores de absorbancia de la IgG humana como patrén.

(2) Preparacion de anticuerpos para la administracion

El mondémero y el dimero del polipéptido de scFv/CHO se diluyeron respectivamente a 0,4 mg/ml o 0,25 mg/ml
con PBS(-) esterilizado por filtracion el dia de la administracidn para preparar las muestras para la administracion.

(3) Preparacion de un modelo de raton de mieloma humano

Se prepar6 un modelo de ratén de mieloma humano como sigue. Células KPMM?2 pasadas in vivo (documento JP-
Appl. 7-236475) por un ratén SCID (Japan Clare) se suspendieron en medio RPMI1640 (GIBCO-BRL) que contenia
suero bovino fetal al 10% (GIBCO-BRL) y se ajustaron a 3 x 107 células/ml. Se trasplantaron 200 ul de la suspension
de células KPMM2 (6 x 10° células/rat6n) al ratén SCID (macho, 6 semanas de edad) por la vena caudal del mismo,
al que se le habia inyectado por via subcutdnea el anticuerpo asialo-GM1 (WAKO JUNYAKU, 1 vial disuelto en 5 ml)
un dia antes del trasplante.

(4) Administracion de anticuerpos

Las muestras de los anticuerpos preparadas en (2), el monémero (250 ul) y el dimero (400 ul), se administraron
al ratén modelo de mieloma humano preparado en (3) por la vena caudal del mismo. La administracién se inici6 tres
dias después del trasplante de las células KPMM?2 y se llevé a cabo dos veces al dia durante tres dias. Como control,
se administraron de la misma forma 200 ul de PBS(-) esterilizado por filtracién, dos veces al dia durante tres dias, por
la vena caudal. Cada grupo consistia en 7 ratones.

(5) Evaluacion del efecto antitumoral del monomero'y el dimero del polipéptido scFv/CHO con el modelo de raton
de mieloma humano

El efecto antitumoral del monémero y el dimero del polipéptido scFv/CHO con el ratén modelo de mieloma
humano se evalué en términos de cambio de la concentracién de IgG humana (proteina M) en el suero de ratén y
el tiempo de supervivencia del raton. El cambio de concentracién de IgG humana se determind midiéndola en el
suero de ratén recogido 24 dias después del trasplante de células KPMM2, por el ELISA descrito antes en (1). La
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cantidad de IgG humana (proteina M) en el suero del grupo al que se le habia administrado PBS(-) (control) aument6
a aproximadamente 8500 pg/ml, mientras que la cantidad de IgG humana del grupo al que se le habia administrado
el dimero de scFv/CHO era notablemente baja, es decir, tan baja como una décima parte o menos que la del grupo
de control. Por lo tanto, los resultados muestran que el dimero de scFv/CHO inhibe fuertemente el crecimiento de las
células KPMM?2 (Figura 32). Como se muestra en la Figura 33, se observé una prolongacién notable del tiempo de
supervivencia en el grupo al que se le habfa administrado el dimero de scFv/CHO comparado con el grupo al que se
le habia administrado PBS(-).

A partir de lo anterior se confirma que el dimero de scFv/CHO tiene un efecto antitumoral para el modelo de ratén
de mieloma humano. Se considera que el efecto antitumoral del dimero de scFv/CHO, el anticuerpo modificado de la
invencion, resulta de la accién inductora de apoptosis del anticuerpo modificado.

5.15 Ensayo de hemaglutinacion

El ensayo de hemaglutinacién y la determinacién de la hemaglutinacién se llevaron a cabo de acuerdo con “Immu-
no-Biochemical Investigation”, Zoku-Seikagaku Jikken Koza, editado por la Sociedad Bioquimica de Japén, publicado
por Tokyo Kagaku Dojin.

Se tom6 sangre de un donante sano usando jeringuillas tratadas con heparina y se lavé con PBS(-) tres veces,
y después se prepard una suspension de eritrocitos con una concentracion final de 2% en PBS(-). Las muestras de
ensayo eran el anticuerpo MABL-2, el mondmero y el dimero del polipéptido Fv de cadena sencilla producido por las
células CHO, y el mondmero y el dimero del polipéptido Fv de cadena sencilla producido por E. coli, y el control era
IgG de ratén (ZYMED). Para la investigacion del efecto de hemaglutinacién, se usaron placas de 96 pocillos de fondo
redondo disponibles en Falcon. Se afiadieron y mezclaron en el pocillo 50 ul por pocillo de las muestras de anticuerpos
mencionadas antes y 50 ul de suspension de eritrocitos al 2%. Después de incubacién durante 2 horas a 37°C, las
mezclas de reaccidn se almacenaron a 4°C toda la noche y se determiné la hemaglutinacién de las mismas. Como
control, se usaron 50 ul por pocillo de PBS(-) y el ensayo de hemaglutinacién se llevé a cabo de la misma manera. La
IgG de ratén y el anticuerpo MABL-2 se usaron con 0,01, 0,1, 1,0, 10,0 6 100,0 ug/ml de la concentracién final de los
anticuerpos. Los Fv de cadena sencilla se usaron con 0,004, 0,04, 0,4, 4,0, 40,0 6 80,0 ug/ml de la concentracién final
y ademads a 160 pg/ml sélo en el caso del dimero del polipéptido producido por E. coli. Los resultados se muestran en
la Tabla 2. En el caso del anticuerpo MABL-2, la hemaglutinacién se observé con una concentracién de mds de 0,1
(g/ml, mientras que no se observé hemaglutinacion para el monémero ni para el dimero del Fv de cadena sencilla.

TABLA 2

Ensayo de hemaglutinacion

Control 0,01 0,1 1 10 100 pg/ml
mIgG - - - - - -

MABL-2 - - + +++ A+ 4+
(intacto)

Control 0,004 0,04 0,4 4 40 80 pg/ml

mondémero - - - - - - -
de

scFv/CHO - - - - - - -
dimero de

scFv/CHO

Control 0,004 0,04 0,4 4 40 80 160
mondmero - - - - - - - pg/ml
de
scFv/E.co - - - - - - -
1i -
dimero de

scFv/E.co
1i
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Ejemplo comparativo 6

Anticuerpo modificado sc(Fv), que comprende dos regiones V de la cadena H y dos regiones V de la cadena L'y scFv
de anticuerpo MABL-2 que tiene conectores de diferente longitud

6.1 Construccion del pldsmido que expresa sc(Fv), del anticuerpo MABL-2

Para preparar un plasmido que expresa el anticuerpo modificado [sc(Fv),] que comprende dos regiones V de la
cadena H y dos regiones v de la cadena L derivadas del anticuerpo MABL-2, el pPCHOM2 mencionado antes, que
comprende el ADN que codifica el scFv derivado de MABL-2 descrito antes, se modificé por el procedimiento de la
PCR como se menciona a continuacién y el fragmento de ADN resultante se introdujo en pPCHOM?2.

Los cebadores usados para la PCR son el cebador EF1 (ID SEC N°: 30) como cebador homosentido, que se diseiié
para que hibridara con un ADN que codifica EFla y un cebador antisentido (ID SEC N°: 19) que se disefi6 para que
hibridara con el ADN que codifica el extremo C-terminal de la regiéon V de la cadena L y para que contuviera una
secuencia de ADN para una regién conectora, y el cebador VLLAS que contiene el sitio de reconocimiento de la
enzima de restriccién Sall (ID SEC N° 31).

100 1 de solucién para la PCR comprenden 10 pl de 10 x tampén de PCR n°® 1, MgCl, 1 mM, dNTP 0,2 mM (dATP,
dGTP, dCTP y dTTP), 5 unidades de ADN polimerasa KOD (Toyobo, Inc.), 1 uM de cada uno de los cebadores y 100
ng del ADN molde (pCHOM?2). La solucién de la PCR se calent6 a 94°C durante 30 segundos, a 50°C durante 30
segundos y a 74°C durante 1 minuto, en este orden. Este ciclo de temperatura se repitié 30 veces.

El producto de la PCR se purificé usando el kit de purificacion QIAquick (QIAGEN) y se digirié con Sall. El frag-
mento de ADN resultante se cloné en el vector pBluescript KS* (Toyobo, Inc.). Después de secuenciacién del ADN,
se digiri6 un pldsmido que comprendia la secuencia de ADN deseada con Sall y el fragmento de ADN obtenido se co-
nect6 usando el kit Rapid DNA Ligation (BOEHRINGER MANNHEIM) a pCHOM?2 hecho digerir con Sall. Después
de secuenciacidon del ADN, el pldsmido que comprende la secuencia de ADN deseada se denomina “pCHOM2(Fv),”
(véase la Figura 34). La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoécidos de la regién sc(Fv), del anticuerpo
MABL-2 contenida en el plasmido pPCHOM2(Fv), se muestran en el ID SEC N° 32.

6.2 Preparacion del pldsmido que expresa scFv del anticuerpo MABL-2 que tienen conectores de diferentes longi-
tudes

Los scFv que contienen conectores con diferentes longitudes y las regiones V que se disefian en el orden [cadena
H]-[cadena L] (en lo sucesivo “HL”) o [cadena L]-[cadena H] (en lo sucesivo “LH”) se prepararon usando como molde
ADNCc que codifican la cadena H y la cadena L derivadas de MABL-2 como se menciona a continuacion.

Para la construccién de scFv de tipo HL, el procedimiento de la PCR se llevé a cabo usando pPCHOM?2 (Fv), como
molde. En la etapa de la PCR, se usaron una pareja de cebador CFHL-F1 (ID SEC N°: 33) y cebador CFHL-R2 (ID
SEC N°: 34) o una pareja de cebador CFHL-F2 (ID SEC N°: 35) y cebador CFHL-R1 (ID SEC N°: 36) y polimerasa
KOD. El procedimiento de la PCR se llev6 a cabo repitiendo 30 veces un ciclo de temperatura que consistia en 94°C
durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto con el fin de producir un ADNc para la
cadena H que contenia una secuencia lider en el extremo 5’ o un ADNc para la cadena L que contenia la secuencia
FLAG en su extremo 3°. Los ADNc resultante para la cadena H y la cadena L se mezclaron y se llevé a cabo la PCR
repitiendo 5 veces el ciclo de temperatura que consistia en 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y
72°C durante 1 minuto, en este orden, usando la mezcla como moldes y la polimerasa KOD. Se afiadieron a la mezcla
de reaccién los cebadores CFHL-F1 y CFHL-R1 y después la reaccién PCR se llevé a cabo repitiendo 30 veces el
ciclo de temperatura mencionado antes para producir el ADNc para el tipo HL-0 sin conector.

Para construir el scFv de tipo LH, la reacciéon PCR se llevé a cabo usando, como molde pGEM-M2L y pGEM-
M2H que contienen los ADNc que codifican la region V de la cadena L y la regién V de la cadena H del anticuerpo
MABL-2, respectivamente (véase el documento JP-Appl. 11-63557). Se usaron una pareja del cebador T7 (ID SEC
N°: 37) y el cebador CFLH-R2 (ID SEC N°: 38) o una pareja del cebador CFLH-F2 (ID SEC N°: 39) y CFLH-R1
(ID SEC N°: 40) y la polimerasa KOD (Toyobo Inc.). La reaccién PCR se llevé a cabo repitiendo 30 veces el ciclo
de temperatura que consistia en 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto en
un orden secuencial para producir un ADNc de una cadena L que contiene un secuencia lider en el extremo 5’ o un
ADNCc de una cadena H que contiene la secuencia FLAG en su extremo 3’. Los ADNc resultantes de la cadena L y la
cadena H se mezclaron y se llevé a cabo la PCR usando esta mezcla como moldes y la polimerasa KOD, repitiendo
5 veces el ciclo de temperatura que consistia en 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante
1 minuto, en este orden. A la mezcla de reaccién se afiadieron los cebadores T7 y CFLH-R1 y la reaccién se llevé a
cabo repitiendo 30 veces el ciclo de temperatura mencionado antes. El producto de reaccién se us6 como molde y la
PCR se llevé a cabo usando una pareja del cebador CFLH-F4 (ID SEC N°: 41) y el cebador CFLH-R1 repitiendo 30
veces el ciclo de temperatura que consistia en 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1
minuto, en este orden, para producir un ADNc de tipo LH-0 sin conector.

Los ADNCc resultantes de los tipos LH-0 y HL-0 se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI
(Takara Shuzo) y los ADNc digeridos se introdujeron en un plasmido de expresion INPEP4 para células de mamifero
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usando Ligation High (Toyobo Inc.), respectivamente. Se transformé JM109 de E. coli competente (Nippon Gene)
con cada uno de los pldsmidos, y los pldsmidos deseados se aislaron de E. coli transformada usando el kit QIAGEN
Plasmid Maxi (QUIAGEN). De esta forma se prepararon los plasmidos pCF2LH-0 y pCF2HL-0.

Para construir los pldsmidos de expresion de tipo HL que contienen conectores con tamaifios diferentes, se usaron
pCF2HL-0 como molde y CFHL-X3 (ID SEC N°: 42), CFHL-X4 (ID SEC N°: 43), CFHL-X5 (ID SEC N°: 44),
CFHL-X6 (ID SEC N°: 45) o CFHL-X7 (ID SEC N°: 46), como un cebador homosentido, y el cebador BGH-1 (ID
SEC N°:47) como un cebador antisentido, que es complementario con la secuencia del vector. La reaccién de la PCR
se llevé a cabo usando la polimerasa KOD repitiendo 30 veces el ciclo de temperatura que consistia en 94°C durante 30
segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto, en este orden, y los productos de reaccién se digirieron
con las enzimas de restriccion Xhol y BamHI (Takara Shuzo). Los fragmentos digeridos se introdujeron entre los sitios
Xhol y BamHI en pCF2HL-0 usando Ligation High (Toyobo Inc.), respectivamente. Se transformé JM109 de E. coli
competente con cada uno de los pldsmidos, y los pldsmidos deseados se aislaron de E. coli transformada usando el kit
Qiagen Plasmid Maxi. Asi, se prepararon los plasmidos de expresiéon pCF2HL-3, pCF2HL-4, pCF2HL-5, pCF2HL-6
y pCF2HL-7.

Para construir el pldsmido de expresién para la expresion transitoria en células COS7 los plasmidos pCF2HL-0,
pCF2HL-3, PCF2HL-4, pCF2HL-5, pCF2HL-6 y pCF2HL-7 se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI y
BamHI (Takara Shuzo) y los fragmentos resultantes de aproximadamente 800 pb se purificaron con electroforesis en
gel de agarosa. Los fragmentos obtenidos se introdujeron entre los sitios EcoRI y BamHI en un plasmido de expresién
pCOSI1 para la expresion en células de mamifero usando Ligation High (Toyobo Inc.), respectivamente. Se transformé
DHa5 de E. coli competente (Toyobo Inc.) con cada uno de los pldsmidos, y los plasmidos deseados se aislaron de E.
coli transformada usando el kit Qiagen Plasmid Maxi. Asi, se prepararon los plasmidos CF2HL-0/pCOS1, CF2HL-
3/pCOS1, CF2HL-4/pCOS1, CF2HL-5/pCOS1, CF2HL-6/pCOS1 y CF2HL-7/pCOSI.

Como ejemplo tipico de estos pldsmidos, se ilustra en la Figura 35 la construccién del plasmido CF2HL-0/pCOS1
y la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos de MABL2-scFv <HL-0> contenida en el plasmido, se
muestran en el ID SEC N° 48. Las secuencias de nucleétidos y las secuencias de aminodcidos de las regiones del
conector en estos plasmidos también se muestran en la Fig. 36.

Para construir los pldsmidos de expresion de tipo LH que contienen conectores de tamaiio diferente, se usaron
pCF2LH-0, como un molde, y CFLH-X3 (ID SEC N°: 49), CFLH-X4 (ID SEC N°: 50), CFLH-X5 (ID SEC N
51), CFLH-X6, (ID SEC N°: 52) o CFLH-X7 (ID SEC N°: 53), como un cebador homosentido, y el cebador BGH-
1 como un cebador antisentido, que es complementario con la secuencia del vector usado. La reaccion de la PCR se
llevé a cabo usando la polimerasa KOD, repitiendo 30 veces el ciclo de temperatura que consistia en 94°C durante 30
segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto, en este orden, y los productos de reaccién se digirieron
con las enzimas de restricciéon Xhol y BamHI. Los fragmentos digeridos se introdujeron en pCF2LH-0 entre los sitios
Xhol y BamHI usando Ligation High, respectivamente. Se transformé DHa5 de E. coli competente (Toyobo Inc.) con
cada uno de los pldsmidos, y los plasmidos deseados se aislaron de E. coli transformada usando el kit Qiagen Plasmid
Maxi. Asi, se prepararon los vectores de expresion pCF2LH-3, pCF2LH-4, pCF2LH-5, pCF2LH-6 y pCF2LH-7.

Para construir el plasmido de expresion para la expresion transitoria en células COS7 los plasmidos pCF2LH-0,
pCF2LH-3, pCF2LH-4, pCF2LH-5, pCF2LH-6 y pCF2LH-7 se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI y
BamHI (Takara Shuzo) y los fragmentos resultantes de aproximadamente 800 pb se purificaron por electroforesis en
gel de agarosa. Los fragmentos obtenidos se introdujeron entre los sitios Xhol y BamHI en un pldsmido de expresién
pCOS1 para la expresion en células de mamifero usando Ligation High, respectivamente. Se transformé DHa5 de
E. coli competente (Toyobo Inc.) con cada uno de los pldsmidos y los pldsmidos deseados se aislaron de E. coli
transformada usando el kit Qiagen Plasmid Maxi. Por consiguiente, se prepararon los pldsmidos CF2LH-0/pCOS1,
CF2LH-3/pCOS1, CF2LH-4/pCOS1, CF2LH-5/pCOS1, CF2LH-6/pCOS1 y CF2LH-7/pCOS]1.

Como ejemplo tipico de estos plasmidos, en la Figura 37 se ilustra la construccién del pldsmido CF2LH-0/pCOS1
y la secuencia de nucleédtidos y la secuencia de aminodcidos de MABL2-scFv <LH-0> contenida en el plasmido, se
muestran en el ID SEC N° 54. Las secuencias de nucledtidos y las secuencias de aminodcidos de las regiones del
conector en estos pldsmidos también se muestran en la Fig. 38.

6.3 Expresion de los scFv 'y sc(Fv), en células COS7
(1) Preparacion del liquido sobrenadante del cultivo usando medio de cultivo que contiene suero

Los scFv y sc(Fv), de tipo HL y tipo LH se expresaron transitoriamente en células COS7 (JCRB9127, Japan Health
Sciences Foundation). Las células COS7 se subcultivaron en medio DMEM (GIBCO BRL) que contenia suero bovino
fetal al 10% serum (HyClone) a 37°C en un incubador en atmdsfera de diéxido de carbono. Las células COS7 se
transfectaron con los vectores CF2HL-0, 3~7/pCOS1, o CF2LH-0/ 3~7/pCOS1 preparados en el Ejemplo 6.2 o los
vectores pPCHOMZ2(Fv), por electroporacion usando el aparato Gene Pulser (BioRad). Se afiadieron a la cubeta el ADN
(10 ug) y 0,25 ml de 2 x 107 células/ml en medio de cultivo DMEM que contenia FBS al 10% y BES 5 mM (SIGMA).
Después de reposar durante 10 minutos las mezclas se trataron con pulsos a 0,17 kV, 950 uF de capacidad eléctrica.
Después de restauracion durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se transfirieron al
medio de cultivo DMEM (FBS al 10%) en un matraz de 75 cm®. Después de cultivar durante 72 horas, se recogié
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el liquido sobrenadante del cultivo y se centrifugé para separar los fragmentos celulares. El liquido sobrenadante del
cultivo se someti6 a filtracién usando un filtro superior de botella de 0,22 um (FALCON) para obtener el liquido
sobrenadante del cultivo (en lo sucesivo “CM”).

(2) Preparacion del liquido sobrenadante del cultivo usando medio sin suero

Las células transfectadas de la misma forma que en (1) se transfirieron al medio DMEM (FBS al 10%) en un
matraz de 75 cm® y se cultivaron toda la noche. Después del cultivo, se descarté el liquido sobrenadante y las células
se lavaron con PBS y después se aiadieron al medio CHO-S-SFM II (GIBCO BRL). Después de cultivar durante 72
horas, se recogié6 el liquido sobrenadante del cultivo, se centrifugd para separar los fragmentos celulares y se filtré
usando un filtro superior de botella de 0,22 um (FALCON) para obtener el CM.

6.4 Deteccion de los scFv y sc(Fv), en los CM de COS7

Los diferentes MABL2-scFv y sc(Fv), en el CM de COS7 preparado en el Ejemplo 6.3 (2) mencionado antes, se
detectaron por el procedimiento de transferencia Western.

Cada CM de COS7 se someti6 a electroforesis en SDS-PAGE vy se transfiri6é a una membrana REINFORCED NC
(Schleicher & Schuell). La membrana se bloqueé con leche desnatada al 5% (Morinaga Nyu-gyo) y se lavé con TBS.
Después se afiadié a la misma un anticuerpo anti-FLAG (SIGMA). La membrana se incub¢ a temperatura ambiente
y se lavé. Se afadié un anticuerpo IgG de ratén marcado con peroxidasa (Jackson Immuno Research). Después de
incubar y lavar a temperatura ambiente, se afiadié la solucién de sustrato (Kirkegaard Perry Laboratories) para el
desarrollo de color (Fig. 39).

6.5 Citometria de flujo

La citometria de flujo se llev6 a cabo usando los liquidos sobrenadantes del cultivo de células COS7 preparadas
en el Ejemplo 6.3 (1), para medir la unién de MABL2-scFv y sc(Fv), al antigeno proteina asociada a integrina (IAP)
humana. Se afiadieron los liquidos sobrenadantes del cultivo que se iban a ensayar o un liquido sobrenadante del cultivo
de células COS7 como un control a 2 x 10° células de la linea celular de leucemia de ratén L1210 que expresa la IAP
humana. Después de incubar sobre hielo y lavar, se afiadieron 10 pg/ml del anticuerpo anti-FLAG de ratén (SIGMA) y
después las células se incubaron y se lavaron. Después, se le afiadi6 el anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con FITC
(BECTON DICKINSON) y las células se incubaron y lavaron otra vez. Se midi6 la intensidad de la fluorescencia
usando el aparato FACScan (BECTON DICKINSON). Los resultados de la citometria de flujo muestran que los
MABL2-scFv que tienen conectores con diferente longitud y los sc(Fv), en los liquidos sobrenadantes del cultivo de
COSY7 tienen una alta afinidad por la IAP humana (Véanse las Figuras 40a y 40b).

6.6 Efecto de induccion de apoptosis in vitro

Se examind la accién de induccién de apoptosis de los liquidos sobrenadantes del cultivo de COS7 preparados en
el Ejemplo 6.3 (1) por tincién con Anexina-V (Boehringer Mannheim) usando las células L1210 transfectadas con el
gen de IAP humano (hIAP/L1210).

A 5 x 10* células de las células hIAP/L1210 se afiadieron los liquidos sobrenadantes del cultivo de células COS7
transfectadas con cada uno de los vectores o un liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 como control con
una concentracién final de 10% y las mezclas se cultivaron durante 24 horas. Después, se llevé a cabo la tincién con
Anexina-V/Pl y se midi6 la intensidad de la fluorescencia usando el aparato FACScan (BECTON DICKINSON). Los
resultados pusieron de manifiesto que los scFv <HL3, 4, 6, 7, LH3, 4, 6, 7> y sc(Fv), en los CM de COS7 inducian
de forma notable la muerte celular de las células hITAP/L.1210. Estos resultados se muestran en la Figura 41.

6.7 Construccion de vectores para la expresion de scFv 'y sc(Fv), en células CHO

Para aislar y purificar MABL2-scFv y sc(Fv), del liquido sobrenadante del cultivo, se construyeron los vectores de
expresion para la expresion en células CHO como sigue.

Los fragmentos EcoRI-BamHI de pCF2HL-0, 3~7, y PCF2LLH-0, 3~7 preparados en el Ejemplo 6.2 se introdujeron
entre los sitios EcoRI y BamHI en un vector de expresién pCHO1 para células CHO usando el Ligation High. Se
transformaron DH5a de E. coli competentes con los mismos. Los pldsmidos se aislaron de E. coli transformada
usando el kit QTAGEN Plasmid Midi (QIAGEN) para preparar los pldsmidos de expresion pPCHOM2HL-0, 3~7, y
pCHOM2LH-0, 3~7.

6.8 Produccion de células CHO que expresan MABL2-scFv <HL-0, 3~7>, MABL2-SCFV <LH-0, 3~7>y sc(Fv),
y preparacion de los liquidos sobrenadantes del cultivo de las mismas

Las células CHO se transformaron con cada uno de los plasmidos de expresion pPCHOM2HL-0, 3~7, y pPCHOM2
LH-0, 3~7, construidos en el Ejemplo 6.7 y el vector pPCHOM2(Fv), para preparar las células CHO que expresan
de forma constante cada anticuerpo modificado. Como un ejemplo tipico de las mismas, se ilustra a continuacién la
produccion de células CHO que expresan de forma constante MABL2-scFv <HL-5> o sc(Fv),.
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Los plasmidos de expresion pPCHOM2HL-5 y pCHOM2(Fv), se linealizaron por digestiéon con una enzima de
restricciéon Pvul y se sometieron a transfeccién a células CHO mediante electroporacién usando el aparato Gene
Pulser (BioRad). Se afiadieron el ADN (10 ug) y 0,75 ml de PBS con 1 x 107 células/ml a una cubeta y se trataron con
pulsos a 1,5 kV, 25 uF de capacidad eléctrica. Después de restauracion durante 10 minutos a temperatura ambiente,
las células electroporadas se transfirieron a medio de cultivo @-MEM que contenia dcido nucleico (GIBCO BRL) que
contenia suero bovino fetal al 10% y se cultivaron. Después de cultivo durante toda la noche, el liquido sobrenadante
se descartd. Las células se lavaron con PBS y se afiadieron a medio de cultivo @-MEM sin 4acido nucleico (GIBCO
BRL) que contenia suero bovino fetal al 10%. Después de cultivo durante dos semanas, las células se cultivaron en
un medio que contenia metotrexato 10 nM (concentracién final) (SIGMA), después metotrexato 50 nM y 100 nM.
Las células resultantes se cultivaron en el medio CHO-S-SFM II sin suero (GIBCO BRL) en una botella giratoria. Se
recogi6 el liquido sobrenadante del cultivo, se centrifugd para separar los fragmentos celulares y se filtré usando un
filtro con un tamafio de poros de 0,22 um para obtener el CM, respectivamente.

De acuerdo con lo anterior, se obtuvieron células CHO que expresan de forma constante MABL2-scFv <HL-0, -3,
-4, -6> -7>y <LH-0, -3, -4, -5, -6, -7> y los CM de las mismas.

6.9 Purificacion del dimero de MABL2-scFv <HL-5>y sc(Fv),

Los MABL2-scFv <HL-5> y sc(Fv), se purificaron a partir de los CM preparados en el Ejemplo 6.8 por dos tipos
de procedimientos de purificacién, como sigue.

Procedimiento de purificacion 1

HL-5 y sc(Fv), se purificaron por cromatografia en columna de afinidad de anticuerpo anti-FLAG, usando la
secuencia FLAG localizada en el extremo C-terminal del polipéptido, y por filtracién en gel. Un litro de CM obtenido
en 6.8 se aplicé en una columna (7,9 ml) preparada con el gel de afinidad anti-FLAG M2 (SIGMA) equilibrada con
tamp6n Tris-HCI 50 mM (TBS, pH 7,5) que contenia NaCl 150 mM. Después de lavar la columna con TBS, el scFv
eluy6 con tamp6n de glicina-HC1 0,1 M, pH 3,5. Las fracciones resultantes se analizaron por SDS-PAGE y se confirmé
la elucidn del scFv. La fraccidn de scFv se mezclé con Tween 20 hasta 0,01% de la concentracion final y se concentrd
usando el Centricon-10 (MILIPORE). El concentrado se aplicé en una columna TSKgel G300SWG (7,5 x 600 mm)
equilibrada con tampoén de acetato 20 mM (pH 6,0) que contenfa NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,01%. Con un caudal
de 0,4 ml/minuto, el scFv se detect6 por absorcién a 280 nm. El HL-5 eluy6 como la fraccién principal en la posicién
del dimero y el sc(Fv), eluy6 en la posicién del mondmero.

Procedimiento de purificacion 2

HL-5 y sc(Fv), se purificaron usando tres etapas que comprendian cromatografia de intercambio i6nico, hidroxia-
patito y filtracién en gel. En la cromatografia de intercambio idnico se usé la columna de flujo rapido de sefarosa-Q
(Pharamacia) para HL-5 y la columna de flujo rdpido de sefarosa-SP para sc(Fv),. En y después de la segunda etapa,
HL-5 y sc(Fv), se procesaron por el mismo procedimiento.

Primera etapa para HL-5

El CM de HL-5 se diluyé6 dos veces con tampdn de Tris-HCI 20 mM (pH 9,0) que contenia Tween 20 al 0,02% y
después el pH se ajusté a 9,0 con Tris 1 M. La solucién se aplic en la columna de flujo rapido de sefarosa Q equilibrada
con tampoén de Tris-HC1 20 mM (pH 8,5) que contenia Tween 20 al 0,02%. Se eluy6 un polipéptido adsorbido en la
columna por un gradiente lineal de NaCl en el mismo tampén, de 0,1 a 0,55 M. Haciendo el seguimiento de las
fracciones eluidas por SDS-PAGE, se recogieron las fracciones que contenfan HL-5 y se sometieron al hidroxiapatito
de la segunda etapa.

Primera etapa para sc(Fv),

El CM de sc(Fv), se diluy6 dos veces con tamp6n de acetato 20 mM (pH 5,5) que contenia Tween 20 al 0,02%
y después el pH se ajusté a 5,5 con acido acético 1 M. La solucién se aplicé en una columna de flujo rapido de
sefarosa-SP equilibrada con tamp6n de acetato 20 mM (pH 5,5) que contenia Tween 20 al 0,02%. Eluy6 un polipéptido
adsorbido en la columna por un gradiente lineal de NaCl en el tamp6n, de 0 a 0,5 M. Haciendo el seguimiento de las
fracciones eluidas por SDS-PAGE, se recogieron las fracciones que contenian sc(Fv), y se sometieron al hidroxiapatito
de la segunda etapa.

Segunda etapa: Cromatografia en hidroxiapatito de HL-5 y sc(Fv),

Las fracciones de HL-5 y sc(Fv), obtenidas en la primera etapa se aplicaron por separado en la columna de
hidroxiapatito (Tipo I, BIORAD) equilibrada con tampén de fosfato 10 mM que contenia Tween 20 al 0,02%, pH
7,0. Después de lavar la columna con el mismo tampon, eluyeron los polipéptidos adsorbidos en la columna por un
gradiente lineal de tampdn de fosfato hasta 0,5 M. Haciendo el seguimiento de las fracciones eluidas por SDS-PAGE,
se recogieron las fracciones que contenian los polipéptidos deseados.
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Tercera etapa: Filtracion en gel de HL-5'y sc(Fv),

Cada una de las fracciones obtenidas en la segunda etapa se concentré por separado con CentriPrep-10 (MILIPO-
RE) y se aplicé en una columna Superdex (2,6 x 60 cm, Pharmacia) equilibrada con tampén de acetato 20 mM (pH
6,0) que contenia Tween 20 al 0,02% y NaCl 0,15 M. HL-5 eluyé en la posicién del dimero y sc(Fv)HL-5 y sc(Fv),
eluyeron en la posicién del mondémero como un pico principal, respectivamente.

Puesto que el monémero de HL-5 apenas se detectaba por ambos procedimientos de purificacion, se demuestra que
los dimeros de los Fv de cadena sencilla se forman con rendimientos altos cuando el conector para el Fv de cadena
sencilla contiene alrededor de 5 aminodcidos. Ademads, el dimero de HL-5 y sc(Fv), se conservaban establemente
durante un mes a 4°C después de purificacion.

6.10 Evaluacion de la actividad de union del dimero purificado de scFv <HL-5> y sc(Fv), frente al antigeno

La citometria de flujo se llevé a cabo usando el dimero purificado MABL2-scFv <HL-5> y el sc(Fv), purificado
con el fin de evaluar la unién al antigeno proteina asociada a integrina humana (IAP). Se afiadieron 10 pg/ml del dimero
purificado de MABL2-scFv <HL-5>, el sc(Fv), purificado, el anticuerpo MABL-2 como control positivo o una IgG
de ratén (Zymed) como control negativo a 2 x 10° células de la linea celular de leucemia de ratén L1210 que expresa la
IAP humana (hIAP/L1210) o la linea celular L1210 transformada con pCOS1 (pCOS1/L.1210) como control. Después
de incubacién sobre hielo y lavadp, se afiadieron 10 ug/ml del anticuerpo anti-FLAG de ratén (SIGMA) y después las
células se incubaron y lavaron. Se afiadieron a las mismas, anticuerpo anti-IgG de ratén marcado con FITC (BECTON
DICKINSON) y las células se incubaron y lavaron otra vez. Después, se midi6 la intensidad de la fluorescencia usando
el aparato FACScan (BECTON DICKINSON).

Puesto que el dimero purificado de MABL2-scFv <HL-5> y el sc(Fv), purificado se unian especificamente a las
células hIAP/L1210, se confirma que el dimero de scFv <HL-5> y el sc(Fv), tienen una alta afinidad por la IAP
humana (véase la Fig. 42).

6.11 Actividad de induccion de apoptosis in vitro del dimero purificado de scFv <HL-5>y sc(Fv),

Se examind la accién de induccién de apoptosis del dimero purificado de MABL2-scFv <HL-5> y el sc(Fv), pu-
rificado por tincién con Anexina-V (Boehringer Mannheim) usando las células L1210 en las que se hab{a introducido
el gen de IAP humano y las células de la linea celular de leucemia humana CCRF-CEM.

Se afiadieron diferentes concentraciones del dimero purificado de MABL2-scFv <HL-5>, el MABL2-sc(Fv), pu-
rificado, el anticuerpo MABL-2 como control positivo o una IgG de ratén como control negativo, a 5 x 10* células de
la linea celular hTAP/L.1210 o 1 x 10° células de la linea celular CCRF-CEM. Después de cultivar durante 24 horas, se
llevé a cabo la tincién con Anexina-V y se midi6 su intensidad de fluorescencia usando el aparato FACScan (BECTON
DICKINSON). Como resultado, el dimero de MABL2-scFv <HL-5> y el MABL2-sc(Fv), inducian notablemente la
muerte celular de hHIAP/L1210 y CCRF-CEM de una forma dependiente de la concentracién (véase la Fig. 43). Co-
mo resultado se ha mostrado que el dimero de MABL2-scFv <HL-5> y MABL2-sc(Fv),, tenian una eficacia mejorada
de induccién de la apoptosis comparado con el anticuerpo original MABL-2.

6.12 Ensayo de hemaglutinacion del dimero purificado de scFv <HL-5>y sc(Fv),

El ensayo de hemaglutinacion se llevé a cabo usando concentraciones diferentes del dimero purificado de scFv
<HL-5> y el sc(Fv), purificado de acuerdo con el Ejemplo 5.15.

Se observé hemaglutinacién con el anticuerpo MABL-2 como control positivo, mientras que no se observé he-
maglutinacién ni con el anticuerpo de cadena sencilla MABL2-sc(Fv), ni el MABL2-scFv <HL-5>. Ademas, no
habia una diferencia sustancial en la hemaglutinacién entre dos tampones usados con el anticuerpo MABL-2. Estos
resultados se muestran en la Tabla 3.
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6.13 Efecto antitumoral del dimero purificado de scFv <HL-5> y sc(Fv), para un modelo de raton de mieloma
humano

Se ensayaron los efectos antitumorales del dimero de scFv <HL-5> y sc(Fv), preparados y purificados en los
Ejemplos 6.8 y 6.9. El ensayo se llevo a cabo usando el modelo de ratén para el mieloma humano producido en el
Ejemplo 5.1 y determinando la cantidad de proteina M producida por las células de mieloma humano en el suero de
ratén usando ELISA y examinando el tiempo de supervivencia del raton. Después, se evaluaron los efectos antitumo-
rales del dimero scFv <HL-5> y sc(Fv), en términos del cambio de la cantidad de proteina M en el suero de ratén y el
tiempo de supervivencia del ratén.

En el ensayo, se usaron HL-5 y sc(Fv), en forma de una solucién de 0,01, 0,1 6 1 mg/ml en vehiculo que consistia
en NaCl 150 mM, Tween al 0,02% y tampdn de acetato 20 mM, pH 6,0 y se administraron a los ratones con una
dosificacion de 0,1, 1 6 10 mg/kg. Al grupo de ratones de control se les administré s6lo vehiculo.

El suero de ratdn se recogio 26 dias después del trasplante de las células de mieloma humano y se midi6 la cantidad
de proteina M en el suero usando ELISA de acuerdo con el Ejemplo 5.14. Como resultado, la cantidad de proteina M
en el suero de ambos grupos de ratones a los que se habia administrado HL-5, el dimero y sc(Fv),, disminuy6 de una
forma dependiente de la dosis (véase la Figura 44). Ademds, se observé una prolongacidn significativa del tiempo de
supervivencia en ambos grupos a los que se habfa administrado HL-5 (Fig. 45) y el sc(Fv), (Fig. 46) en comparacién
con el grupo de control al que se habia administrado vehiculo. Estos resultados muestran que HL-5 y sc(Fv), de la
invencidn tienen un excelente efecto antitumoral in vivo.

Ejemplo 7

Fv de cadena sencilla que comprende la region V de la cadena H y la region V de la cadena L del anticuerpo humano
12B5 frente a MPL humana

Se construyé un ADN que codificaba las regiones V del anticuerpo monoclonal humano 12B5 frente a MPL, como
sigue:

7.1 Construccion de un gen que codifica la region V de la cadena H de 12B5

El gen que codifica la regién V de la cadena H del anticuerpo humano 12B5 que se une a la MPL humana se
diseilé para que conectara la secuencia de nucleétidos del gen del mismo (ID SEC N° 55) en el extremo 5’ a la
secuencia lider (ID SEC N°: 56) originada del gen del anticuerpo humano (Eur. J. Immunol. 1996; 26: 63-69). La
secuencia de nucledtidos disefiada se dividié en cuatro oligonucledtidos que tenian secuencias que se superponian de
15 pb cada una (12B5VH-1, 12B5VH-2, 12B5VH-3, 12B5VH-4). 12B5VH-1 (ID SEC N°: 57) y 12B5VH-3 (ID SEC
N°: 59) se sintetizaron en la direccion homosentido, y 12B5VH-2 (ID SEC N°: 58) y 12B5VH-4 (ID SEC N°: 60)
en la direccion antisentido, respectivamente. Después de ensamblar cada oligonucleétido sintetizado por la respectiva
complementaridad, se afiadieron los cebadores exteriores (12BSVH-S y 12B5VH-A) para amplificar la longitud entera
del gen. Se disefi6 12B5SVH-S (ID SEC N°: 61) para que hibridara con el extremo 5’ de la secuencia lider por el cebador
directo y para que tuviera el sitio de reconocimiento de la enzima de restricciéon HindIII y la secuencia Kozak, y se
disefi6 12BSVH-A (ID SEC N°: 62) para que hibridara con la secuencia de nucleétidos que codifica el extremo C-
terminal de la region V de la cadena H por el cebador inverso y para que tuviera una secuencia donadora de empalme
y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion BamHI, respectivamente.

100 w1 de una solucidn para la PCR que contenia 10 ul de 10 x tamp6n para la PCR II, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,08
mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 5 unidades de una ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER)
y 2,5 pmoles de cada uno de los oligonucledtidos sintetizados (12B5VH-1 a 4) se calentaron a 94°C de temperatura
inicial durante 9 minutos, a 94°C durante 2 minutos, a 55 durante 2 minutos y a 72°C durante 2 minutos. Después de
repetir este ciclo dos veces se afiadieron 100 pmoles de los cebadores externos 12BSVH-S y 12BSVH-A. La mezcla
se someti6 al ciclo que consistia en 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto,
35 veces y se calentd a 72°C durante 5 minutos mas.

El producto de la PCR se purifico por gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1,5% (Sigma), se digiri6 con las
enzimas de restriccion BamHI y Hind III y se cloné en el vector de expresion HEF-gy1 para la cadena H humana.
Después de determinar la secuencia de ADN, el pldsmido que contiene la secuencia de ADN correcta se llamé HEF-
12B5H-gyl.

Se digiri6 HEF-12B5H-gy1 con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI para producir el gen que codifica
12B5VH que después se cloné en un vector de expresion pCOS-Fd para la cadena H de Fab humana para producir
pFd-12B5SH. El vector de expresion para la cadena H de Fab humana se construyé por amplificacion del ADN (ID
SEC N°: 63) que contenia la regién intrén que existe entre los genes que codifican la regién V de la cadena H del
anticuerpo humano y la region constante, y el gen que codifica una parte de la regién constante de la cadena H humana
por PCR, e insercién del producto de la PCR en un vector de expresion pCOS1 de célula animal. La regién constante
de la cadena H humana se amplificé para el gen en las mismas condiciones mencionadas antes usando como molde
HEF-gy1, como cebador directo GICH1-S (ID SEC N°: 64) que se disefi6 para que hibridara con la secuencia del
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extremo 5’ del intrén 1 y que tuviera los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI y
como cebador inverso GICHI-A (ID SEC N°: 65) que se disefi¢ para que hibridara con el extremo 3’ del ADN del
dominio CHI de la regién constante de la cadena H humana y para que tuviera una secuencia que codificara una parte
de la regidn bisagra, dos codones de parada y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion Bg1 II.

La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos de la regidn variable de la cadena 12B5H reconstruida
que estaba incluida en los plasmidos HEF-12B5H-gy1 y pFd-12B5H se muestran en el ID SEC N°: 66.

7.2 Construccion del gen que codifica la region V de la cadena L de 12B5

El gen que codifica la region V de la cadena L del anticuerpo humano 12B5 que se une a la MPL humana se disefi6
conectando la secuencia de nucledtidos del gen (ID SEC N°: 67) en el extremo 5° con la secuencia lider (ID SEC N°: 68)
originada del gen del anticuerpo humano 3D6 (Nuc. Acid Res. 1990: 18; 4927). De la misma forma mencionada antes,
la secuencia de nucleétidos disefiada se dividié en cuatro oligonucleétidos que tenian secuencias que se superponian
de 15 pb cada una (12B5VL-1, 12B5SVL-2, 12B5VL-3, 12B5VL-4) y se sintetizaron respectivamente. 12B5SVL-1 (ID
SECN°®: 69)y 12B5SVL-3 (ID SEC N°: 71) tenian secuencias homosentido, y 12B5VL-2 (ID SEC N°: 70) y 12B5SVL-4
(ID SEC N°: 72) tenian secuencias antisentido, respectivamente. Cada uno de los nucleétidos sintetizados se ensamblé
por complementaridad respectiva y se mezclaron con el cebador externo (12B5SVL-S y 12B5VL-A) para amplificar la
longitud completa del gen. Se disefié 12B5VL-S (ID SEC N°: 73) para que hibridara con el extremo 5° de la secuencia
lider por el cebador directo y para que tuviera el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién HindIII y la
secuencia Kozak. Se disefi6 12B5SVL-A (ID SEC N° 74) para que hibridara con la secuencia de nucleétidos que
codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena L por el cebador inverso y para que tuviera la secuencia
donadora de empalme y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion BamHI.

Llevando a cabo la PCR como se ha mencionado antes, el producto de la PCR se purificé en gel de agarosa de bajo
punto de fusién al 1,5% (Sigma), se digiri6 con las enzimas de restricciéon BamHI y HindIII y se clon6 en un vector de
expresion HEF-gk para la cadena L humana. Después de determinar la secuencia de ADN, el pldsmido que contenia
la secuencia de ADN correcta se llamé HEF-12B5L-gk. La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos
de laregién V de la cadena L de 12BS5 reconstruida que se habia incluido en el pldsmido HEF-12B5L-gk se muestran
enel ID SEC N°: 75.

7.3 Produccion de Fv de cadena sencilla (scFv) de 12B5 reconstruido

El Fv de cadena sencilla del anticuerpo 12B5 reconstruido se disefid para que estuviera en el orden de 12BSVH-
conector-12BSVL y que tuviera la secuencia FLAG (ID SEC N°: 76) en el extremo C-terminal para facilitar la de-
teccién y purificacién. El Fv de cadena sencilla de 12B5 reconstruido (sc12B5) se construyé usando una secuencia
conectora que consistia en 15 aminodcidos representados por (Gly,Ser);.

(1) Produccion de Fv de cadena sencilla de 12B5 reconstruido usando la secuencia conectora que consiste en 15
aminodcidos

El gen que codifica el Fv de cadena sencilla del anticuerpo 12B5 reconstruido, que contiene la secuencia conectora
que consiste en 15 amino4cidos, se construyé conectando la regién V de la cadena H de 12BS5, la regién conectora
y la regién V de la cadena L de 12B5, que se amplificaron por PCR respectivamente. Este procedimiento se muestra
esquemdticamente en la Figura 47. Se usaron 6 cebadores (A-F) en la PCR para la produccién del Fv de cadena
sencilla de 12B5 reconstruido. Los cebadores A, C y E tienen secuencias homosentido, y los cebadores B, D y F
tienen secuencias antisentido.

El cebador directo 12B5-S (cebador A, ID SEC N°: 77) para la regién V de la cadena H se disefié para que hibridara
con el extremo 5’ de la secuencia lider de la cadena H y para que tuviera el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion EcoRI. El cebador inverso HuVHI3 (cebador B, ID SEC N°: 78) para la regién V de la cadena H se disefié
para que hibridara con el ADN que codifica el extremo C-terminal de la regiéon V de la cadena H.

El cebador directo RHuJH3 (cebador C, ID SEC N°: 79) para el conector se disefi6 para que hibridara con el ADN
que codifica el extremo N-terminal del conector y para que se superpusiera con el ADN que codifica el extremo C-
terminal de la regién V de la cadena H. El cebador inverso RHuVKI1 (cebador D, ID SEC N°: 80) para el conector se
disefi6 para que hibridara con el ADN que codifica el extremo C-terminal del conector y para que se superpusiera con
el ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena L.

El cebador directo HuVK1.2 (cebador E, ID SEC N°: 81) para la regién V de la cadena L se disefié para que
hibridara con el ADN que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la cadena L. El cebador inverso 12B5F-
A para la regién V de la cadena L (cebador F, ID SEC N°: 82) se disefié para que hibridara con el ADN que codifica
el extremo C-terminal de la regién V de la cadena L y para que tuviera la secuencia que codifica el péptido FLAG
(Hopp, T. P. y col., Bio/Technology, 6, 1204-1210, 1988), dos codones de parada de la transcripcion y el sitio de
reconocimiento de la enzima de restriccién Notl.
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En la etapa de la primera PCR, se llevaron a cabo tres reacciones A-B, C-D y E-F, y los tres productos de la PCR
de la primera etapa de la PCR se ensamblaron por complementaridad respectiva. Después de afiadir los cebadores A
y F, se amplificé el ADN de longitud completa que codifica el Fv de cadena sencilla de 12B5 reconstruido que tiene
el conector que consiste en 15 aminodcidos (la segunda PCR). En la PCR de la primera etapa se usaron el pldsmido
HEF-12B5H-gy1 (véase el Ejemplo 7.1), que codifica la regiéon V de la cadena H de 12B5 reconstruido, pSCFVT7-
hM21 (anticuerpo ONS-M21 humanizado) (Ohtomo y col., Anticancer Res. 18 (1998), 4311-4316) que contiene el
ADN (ID SEC N°: 83) que codifica la regién conectora que consiste en Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
Gly Gly Gly Gly Ser (Huston y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 5879-5883, 1988) y el pldsmido HEF-12B5L-g«
(véase el Ejemplo 7.2) que codifica la regién V de la cadena L de 12B5 reconstruido, como moldes, respectivamente.

50 ul de solucién para la PCR para la primera etapa contenian 5 ul de 10 x tamp6n para la PCR Gold II, MgCl,
1,5 mM, dNTP 0,08 mM, 5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER), 100 pmoles
de cada uno de los cebadores y 100 ng de cada ADN molde. La solucién de la PCR se calenté a 94°C de temperatura
inicial durante 9 minutos, a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Después
de repetir este ciclo 35 veces la mezcla de reaccién se calenté mds a 72°C durante 5 minutos.

Los productos de la PCR A-B, C-D y E-F se ensamblaron por la segunda PCR. La solucién de la mezcla de la
PCR para la segunda etapa de 98 ul que contenia como molde 1 ul del producto A-B de la primera PCR, 0,5 ul del
producto C-D de la PCR y 1 ul del producto E-F de la PCR, 10 ul de 10 x Tampén de la PCR Gold 11, MgCl, 1,5 mM,
dNTP 0,08 mM, 5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER), se calenté a 94°C de
temperatura inicial durante 9 minutos, a 94°C durante 2 minutos, a 65°C durante 2 minutos y 72°C durante 2 minutos.
Después de repetir el ciclo dos veces, se afiadieron 100 pmoles de cada uno de los cebadores A y F. Después de repetir
el ciclo que consistia en a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto, 35 veces, la
mezcla de reaccidn se calenté a 72°C durante 5 minutos.

Los fragmentos de ADN producidos por la segunda PCR se purificaron usando gel de agarosa de bajo punto de
fusién al 1,5%, se digirieron con EcoRI y Notl, y se clonaron en el vector pCHO1 y el vector pCOS1 (solicitud de
patente japonesa n° 8-255196). El vector de expresiéon pCHO1 era un vector construido eliminado el gen de anticuer-
po de DHFR-AE-rvH-PM1-f (véase el documento W092/19759) por digestiéon con EcoRI y Smal, y conectando al
adaptador EcoRI-Notl-BamHI (TAKARA SHUZO). Después de determinar la secuencia de ADN, los pldsmidos que
contenfan el fragmento de ADN que codificaba la secuencia de aminoécidos correcta del Fv de cadena sencilla de
12BS5 reconstruido se llamaron pCHO-sc12B5 y pCOS-sc12B5. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de ami-
nodcidos del Fv de cadena sencilla de 12B5 reconstruido, incluida en los pldsmidos pCHO-sc12B5 y pCOS-sc12B5
se muestran en el ID SEC N°: 84.

7.4 Expresion del anticuerpo 12BS5 (IgG, Fab) y el polipéptido Fv de cadena sencilla por una célula animal

El anticuerpo 12B5 (IgG, Fab) y el Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo 12B5, se expresaron usando
células COS-7 o células CHO.

La expresion transitoria usando células COS-7 se llevé a cabo como sigue. La transfeccién se llevé a cabo por
el procedimiento de electroporacion usando el equipo Gene Pulser (BioRad). Para la expresion del anticuerpo 12B5
(IgG) se afiadieron 10 g de cada uno de los vectores de expresion mencionados antes HEF-12B5H-gy1 y HEF-
12B5L-gk, para la expresion del fragmento 12B5SFab se afiadieron 10 ug de cada uno de pFd-12B5H y HEF-12B5L-gk
y para la expresion de Fv de cadena sencilla se afiadieron 10 ug de pCOS-sc12B5 a células COS-7 (1 x 107 células/ml)
suspendidas en 0,8 ml de PBS. La mezcla mantenida en una cubeta se tratd por pulsos con una capacidad de 1,5 kV,
25 uFD. Después de recuperacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se afiadieron
al medio de cultivo DMEM (GIBCO BRL) que contenia suero bovino fetal al 10% y se cultivaron. Después de cultivo
durante toda la noche, las células se lavaron una vez con PBS, se afiadieron a medio CHO-S-SFM II sin suero y se
cultivaron durante 2 dias. El medio de cultivo se centrifugé para separar los restos celulares y se filtré con un filtro de
0,22 pum para preparar el liquido sobrenadante del cultivo.

Para establecer una linea celular CHO de expresion estable para el Fv de cadena sencilla (polipéptido) derivado
del anticuerpo 12B5, se introdujo el vector de expresion pCHO-sc12B5 en células CHO como sigue.

El vector de expresién se introdujo en células CHO por el procedimiento de electroporacién usando el equipo
Gene Pulser (BioRad). Se mezclaron el ADN linealizado (100 ug) obtenido por digestion con la enzima de restriccién
Pvul y células CHO (1 x 107 células/ml) suspendidas en 0,8 ml de PBS en una cubeta, se dejaron reposar sobre hielo
durante 10 minutos y se trataron con pulsos a una capacidad de 1,5 kV, 25 uFD. Después de recuperacion durante
10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se afiadieron a CHO-S-SFM II (GIBCO BRL) que
contenia suero bovino fetal al 10% y se cultivaron. Después de cultivo durante 2 dias, el cultivo se continué en medio
CHO-S-SFM II (GIBCO BRL) que contenia metotrexato 5 nM (SIGMA) y suero bovino fetal al 10%. De estos clones
obtenidos, se selecciond un clon con una alta tasa de expresiéon como la linea celular productora para el Fv de cadena
sencilla de 12B5. Después de cultivo en medio CHO-S-SFM I sin suero (GIBCO BRL) que contenia metotrexato 5
nM (SIGMA), se obtuvo el liquido sobrenadante del cultivo por separacién de los restos celulares por centrifugacion.
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7.5 Purificacion de Fv de cadena sencilla derivado de 12B5 producido por células CHO

El liquido sobrenadante del cultivo de la linea celular CHO que expresa el Fv de cadena sencilla de 12BS5 obtenido
en 7.4 se purificé por columna de anticuerpo anti-FLLAG y columna de filtracién en gel.

(1) Columna de anticuerpo anti-FLAG

El liquido sobrenadante del cultivo se afiadi6 al gel de afinidad anti-FLAG M2 (SIGMA) equilibrado con PBS.
Después de lavar la columna con el mismo tampon, las proteinas adsorbidas en la columna eluyeron con tamp6én de
glicina-HCI 0,1 M (pH 3,5). Las fracciones eluidas se neutralizaron inmediatamente por adicién de tampén de Tris-
HCI1 1 M (pH 8,0). Las fracciones eluidas se analizaron por SDS-PAGE vy la fraccién que se confirmé que contenia el
Fv de cadena sencilla se concentré usando el Centricon-10 (MILLIPORE).

(2) Filtracion en gel

La solucién concentrada obtenida en (1) se afiadié a la columna Superdex200 (10x300 mm, AMERSHAM PHAR-
MACTA) equilibrada con PBS que contenia Tween 20 al 0,01%. El producto sc12B5 eluy6 en dos picos (A, B) (véase
la Figura 48). Las fracciones A y B se analizaron usando el gel de poliacrilamida-SDS al 14%. La muestra se procesé
por electroforesis en presencia y ausencia de un agente reductor de acuerdo con el procedimiento de Laemmli, y se
tifi6 con azul brillante de Coomassie después de la electroforesis. Como se muestra en la Figura 49, las fracciones A 'y
B, independientemente de la presencia del agente de reduccidn o su ausencia, produjeron una sola banda que tenia un
peso molecular aparente de aproximadamente 31 kD. Cuando las fracciones A y B se analizaron por filtracién en gel
usando Superdex200 PC 3.2/30 (3,2x300 mm, AMERSHAM PHARMACIA), la fraccién A produjo un producto de
elucién con un peso molecular aparente a aproximadamente 44 kD y la fraccién B lo produjo a 22 kD (véase la Figura
50ay b). Los resultados muestran que la fraccién A es el dimero con enlace no covalente del Fv de cadena sencilla de
sc12B5, y B es el mondmero.

7.6 Medicion de la actividad agonista de tipo TPO de diferentes Fv de cadena sencilla

La actividad de tipo TPO del anticuerpo de cadena sencilla anti-MPL se evalu6é midiendo la actividad de prolifera-
cion para las células Ba/F3 (BaF/mpl) que expresan el receptor de TPO humano (MPL). Después de lavar las células
BaF/Mpl dos veces con medio de cultivo RPMI1640 (GIBCO) que contenia suero bovino fetal al 10% (GIBCO),
las células se suspendieron en el medio de cultivo con una densidad celular de 5 x 10° células/ml. El anticuerpo de
cadena sencilla anti-MPL y la TPO humana (R&D Systems) se diluyeron con el medio de cultivo, respectivamente.
Se afiadieron 50 ul de la suspension celular y 50 ul del anticuerpo o de la TPO humana diluidos en una microplaca
de 96 pocillos (fondo plano) (Falcon), y se cultivaron en un incubador con CO, (concentraciéon de CO,: 5%) durante
24 horas. Después de la incubacion, se afadieron 10 ul de reactivo WST-8 (reactivo para medir el nimero de células
SF originales: Nacalai Tesque) y se midi6 inmediatamente la absorbancia a una longitud de onda de medicién de 450
nm y una longitud de onda de referencia de 620 nm usando el fotémetro de absorbencia fluorescente SPECTRA Fluor
(TECAN). Después de incubar en un incubador con CO, (concentracién de CO,: 5%) durante 2 horas, se volvié a
medir la absorbancia a 450 nm de longitud de onda de medicién y 620 nm de longitud de onda de referencia usando el
SPECTRA Fluor. Puesto que el reactivo WST-8 desarrollaba la reaccién de color dependiendo del nimero de células
vivas a la longitud de onda de 450 nm, la actividad de proliferacién de BaF/Mpl basado en el cambio de absorbancia en
2 horas se evalu6 por la DE5S0 calculado como sigue. En la curva de la reaccién de proliferacion en la que se represent6
graficamente la absorbancia en el eje de ordenadas frente a la concentracién de anticuerpo en el eje de abscisas, la
absorbancia de la meseta se establecié como 100% de tasa de reaccién. Obteniendo una férmula de aproximacién por
un procedimiento de aproximacioén de variacion lineal basado en los valores representados cerca de la tasa de reaccién
de 50%, se calcul6 la concentracién de anticuerpo de 50% de tasa de reaccion y se adopté como DESO0.

Los resultados de la actividad agonista a MPL medida usando los liquidos sobrenadantes del cultivo de las cé-
Iulas COS-7 que expresan diferentes moléculas de anticuerpo 12B5 mostraban, como se ilustra en la Figura 51, que
12B5IgG que tiene un sitio de unién al antigeno bivalente aument6 la absorbancia de una forma dependiente de la
concentracion y tenia actividad agonista de tipo TPO (DE50; 29 nM), mientras que la actividad agonista de 12B5Fab
que tenia un sitio de unién al antigeno monovalente era muy débil (DES0, 34,724 nM). Al contrario el Fv de cadena
sencilla (sc12B5) que tenia un sitio de unién al antigeno monovalente como Fab mostré una fuerte actividad agonista
a un nivel en el que la DES0 era 75 nM. Sin embargo, se sabe que hay regiones variables de la cadena H y la cadena L.
del Fv de cadena sencilla que estan asociadas por enlace no covalente, y por lo tanto, cada regién variable se disocia en
solucién y se puede asociar con la region variable de otra molécula para formar multimeros como dimeros. Cuando se
midi6 el peso molecular de sc12B5 purificado por filtracidn en gel, se confirmé que habia moléculas que se reconoce
que eran mondmeros y dimeros (véase la Figura 48). Se aislaron el monémero de sc12BS5 y el dimero de sc12B5
(véase la Figura 50) y se midi6 la actividad agonista frente a MPL. Como se muestra en las Figuras 51 y 52, la DE50
del monémero de sc12B5 era 4438,7 nM, lo que confirmaba que la actividad agonista era menor comparada con el
resultado usando el liquido sobrenadante del cultivo de células COS-7. Al contrario, el Fv de cadena sencilla (dimero
de sc12B5) que tenia el sitio de unién al antigeno bivalente mostré una actividad de aproximadamente 400 veces mds
fuerte (DES0, 10,1 nM) comparado con sc12B5 monovalente. Ademads, el Fv de cadena sencilla bivalente mostrd una
actividad agonista equivalente o mayor que la actividad agonista de TPO humana y 12B5IgG.
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Ejemplo 8
Construccion de un gen que codifica la region variable del anticuerpo 12E10 humano frente a la MPL humana

Se construyé un ADN que codificaba la region variable del anticuerpo 12E10 monoclonal humano frente a MPL
humana, como sigue:

8.1 Construccion de un gen que codifica la region V de la cadena H de 12E10

La secuencia de nucleétidos del ID SEC N°: 86 se disefio como un gen que codifica la regiéon V de la cadena H
del anticuerpo humano 12E10 que se une a la MPL humana basdndose en la secuencia de aminoécidos descrita en el
documento W(099/10494 (ID SEC N°:85). La longitud completa de la secuencia de nucleétidos se disefié conectando
a su extremo 5’ la secuencia lider (ID SEC N°: 87) derivada del gen del anticuerpo humano (GenBank N° de acceso
AF062252). La secuencia de nucledtidos disefiada se dividié en cuatro oligonucleétidos que tenfan secuencias que se
superponian de 15 pb cada uno (12E10VHI, 12E10VH2, 12E10VH3, 12E10VH4). 12E10VHI1 (ID SEC N*: 88) y
12E10VH3 (ID SEC N°: 90) se sintetizaron en la direccién homosentido, y 12E10VH2 (ID SEC N°: 89) y 12E10VH4
(ID SEC N°: 91) en la direccion antisentido, respectivamente. Después de ensamblar cada oligonucleétido sintetizado
por su respectiva complementaridad, se afiadieron los cebadores externos (12E10VHS y 12E10VHA) para amplificar
la longitud completa del gen. 12E10VHS (ID SEC N° 92) se diseiid para que hibridara con el extremo 5’ de la
secuencia lider por el cebador directo y para que tuviera el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién HindIII
y la secuencia Kozak, y 12EI0OVHA (ID SEC N°: 93) se disefié para que hibridara con la secuencia de nucleétidos que
codifica el extremo C-terminal de la regiéon V de la cadena H por el cebador inverso y para que tuviera una secuencia
donadora de empalme y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién BamHI, respectivamente.

100 ul de la solucién para la PCR que contenia 10 ul de 10 x tampén de PCR Gold II, MgCl, 1,5 mM, dNTP
0,08 mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER)
y 2,5 pmoles de cada uno de los oligonucleétidos sintetizados (12ZE10VH-1 a 4), se calentaron a 94°C de temperatura
inicial durante 9 minutos, a 94°C durante 2 minutos, a 55°C durante 2 minutos y a 72°C durante 2 minutos. Después de
repetir el ciclo dos veces, se afiadieron 100 pmoles de cada uno de los cebadores externos 12ZE10VHS y 12E10VHA.
La mezcla se someti6 al ciclo que consistia en 94°C durante 30 segundos, a 55°C durante 30 segundos y 72°C durante
1 minuto, 35 veces, y se calent6 a 72°C durante 5 minutos adicionales.

El producto de la PCR se purificé en gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1,5% (Sigma), se digirié con las
enzimas de restriccion BamHI y HindIIl, y se cloné en un vector de expresién de la cadena H humana HEF-gy1.
Después de determinar la secuencia de ADN, el plasmido que contenia la secuencia de ADN correcta se llamé HEF-
12E10H-gyl.

El HEF-12E10H-gy1 se digiri6 con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI para producir el gen que codifica
12E10VH y después se cloné en el vector de expresion de la cadena H de Fab humana pCOS-Fd. para producir pFd-
12E10H. El vector de expresion de la cadena H de Fab humana se construy6 por amplificacién del ADN (ID SEC
N°: 63) que contenia la region intrén que existe entre los genes que codifican la regién V de la cadena H y la regién
constante del anticuerpo humano, y el gen que codifica una parte de la regiéon constante de la cadena H humana por
PCR, e insercién del producto de la PCR en el vector de expresion de células animales pCOS1. La regién constante
de la cadena H humana se amplificé para el gen en las mismas condiciones mencionadas antes usando como molde
HEF-gy1, como cebador directo GICHI1-S (ID SEC N°: 64) que se disefi6 para que hibridara con la secuencia del
extremo 5’ del intr6én 1 y para que tuviera los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccién EcoRI y BamHI,
y como cebador inverso GICHI1-A (ID SEC N°: 65) que se disefié para que hibridara con el ADN del extremo 3’ del
dominio CH1 de la regién constante de la cadena H humana y para que tuviera una secuencia que codifica una parte
de la region bisagra, dos codones de parada y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Bg1 II.

La secuencia de nucle6tidos y la secuencia de aminodcidos de la region variable de la cadena H de 12E10 recons-
truido que se incluy6 en los plasmidos HEF-12E10H-gy1 y pFd-12E10H se muestran en el ID SEC N°: 94.

8.2 Construccion de un gen que codifica la region V de la cadena L de 12E10

La secuencia de nucleétidos del ID SEC N°: 96 se disefidé como un gen que codifica la regién V de la cadena
L del anticuerpo humano 12E10 que se une a la MPL humana, basdndose en la secuencia de aminodcidos descrita
en el documento W099/10494 (ID SEC N° 95). Ademas se disefié conectando a su extremo 5’ la secuencia lider
(ID SEC N°: 97) derivada del gen del anticuerpo humano (Mol. Immunol. 1992; 29: 1515-1518). De la misma forma
mencionada antes, la secuencia de nucledtidos disefiada se dividi6 en 4 oligonucledtidos que tenian secuencias que se
superponian, de 15 pb cada uno (12E10VL1, 12E10VL2, 12E10VL3, 12E10VL4) y se sintetizaron respectivamente.
12E10VL1 (ID SEC N°: 98) y 12E10VL3 (ID SEC N°: 100) tenfan secuencias homosentido, y 12E10VL2 (ID SEC N°:
99) y 12E10VL4 (ID SEC N°: 101) tenian secuencias antisentido, respectivamente. Cada uno de los oligonucleétidos
sintetizados se ensamblé por la respectiva complementaridad y se mezclé con los cebadores externos (12E10VLS y
12E10VLA) para amplificar la longitud entera del gen. 12E10VLS (ID SEC N°: 102) se disefié para que hibridara con
el extremo 5’ de la secuencia lider por el cebador directo y para que tuviera el sitio de reconocimiento de la enzima de
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restriccion EcoRI y la secuencia Kozak. 12E10VLA (ID SEC N°: 103) se disefié para que hibridara con la secuencia
de nucleétidos que codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena L por el cebador inverso y para que
tuviera el sitio de de reconocimiento de la enzima de restricciéon Blnl.

Llevando a cabo la PCR como se ha mencionado antes, el producto de la PCR se purificé en gel de agarosa de bajo
punto de fusién al 1,5% (Sigma), se digiri6 con las enzimas de restricciéon EcoRI y Blnl, y se cloné en pUC19 que
contenia un gen para la region constante de la cadena lambda humana. Después de determinar la secuencia de ADN,
el plasmido que contenia la secuencia de ADN correcta se digirié por EcoRI para producir un gen que codificaba la
region V de la cadena L de 12E10 y la regién constante de la cadena lambda humana y después se insert6 en el vector
de expresiéon pCOS1. El plasmido que tenia el gen de la cadena L de 12E10 (ID SEC N°: 104) se llam6 pCOS-12E10L.

8.3. Produccion del Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido

El Fv de cadena sencilla del anticuerpo 12E10 reconstruido se disei para que estuviera en el orden de 12E10VH-
conector-12E10VL y que tuviera la secuencia FLAG (ID SEC N°: 105) en el extremo C-terminal para facilitar la detec-
cién y purificacién. Los Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruidos (sc12E10 y db12E10) se construyeron usando
una secuencia conectora que consistia en 15 aminodcidos representados por (Gly,Ser); o 5 aminodcidos representados
por (Gly,Ser);.

(1) Produccion de Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido usando la secuencia conectora que consiste en 5
aminodcidos

El gen que codifica el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido, que contiene la secuencia conectora que
consiste en 5 aminoécidos, se construyé introduciendo la secuencia de nucledtidos para el conector (Gly,Ser), en el
extremo 3’ del gen que codifica la regién V de la cadena H de 12E10 y en el extremo 5’ del gen que codifica la
regién V de la cadena L de 12E10, amplificando los respectivos genes asi obtenidos por PCR y conectando los genes
amplificados. Se usaron 4 cebadores (A-D) en la PCR para producir el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido.
Los cebadores A y C tenian secuencias homosentido, y los cebadores B y D tenian secuencias antisentido.

El cebador directo para la regién V de la cadena H fue 12E10S (cebador A, ID SEC N°: 106). El cebador inverso
DB2 (cebador B, ID SEC N°: 107) para la regién V de la cadena H se disefi¢ para que hibridara con el ADN que
codifica el extremo C-terminal de la regiéon V de la cadena H y para que tuviera la secuencia de nucledtidos que
codifica el conector (Gly,Ser); y la secuencia de nucledtidos que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la
cadena L.

El cebador directo DB1 (cebador C, ID SEC N°: 108) para la regién V de la cadena L se diseii¢ para que hibridara
con el ADN que codifica el extremo N-terminal de la regiéon V de la cadena L y para que tuviera la secuencia de
nucledtidos que codifica el conector (Gly,Ser), y la secuencia de nucledtidos que codifica el extremo C-terminal de la
region V de la cadena H. El cebador inverso 12E10FA (cebador D, ID SEC N°: 109) para la regién V de la cadena L
se disefid para que hibridara con el ADN que codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena L y para que
tuviera la secuencia de nucleétidos que codifica FLAG y el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Notl.

En la etapa de la primera PCR, se llevaron a cabo dos reacciones A-B y C-D, y los dos productos de la PCR
obtenidos de la primera etapa de la PCR se ensamblaron por complementaridad respectiva. Después de afiadir los ce-
badores A y D, se amplificé el ADN de longitud completa que codifica el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido
que tiene el conector que consiste en 5 aminodcidos (la segunda PCR). En la PCR de la primera etapa se usaron el
plasmido HEF-12E10H-gy1 (véase el Ejemplo 8.2), que codifica la regiéon V de la cadena H de 12E10 reconstruido,
pCOS-12E10L (véase el Ejemplo 8.1) que codifica la regién V de la cadena L de 12E10 reconstruido, como moldes,
respectivamente.

50 ul de solucién para la PCR para la primera etapa contenian 5 ul de 10 x tamp6n para la PCR Gold I, MgCl,
1,5 mM, dNTP 0,08 mM, 5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER), 100 pmoles
de cada uno de los cebadores y 100 ng de cada ADN molde. La solucién de la PCR se calent6 a 94°C de temperatura
inicial durante 9 minutos, a 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. Después
de repetir este ciclo 35 veces la mezcla de reaccién se calenté mds a 72°C durante 5 minutos.

Los productos de la PCR A-B (429 pb) y C-D (395 pb) se ensamblaron mediante la segunda PCR. La solucién
de la mezcla para la PCR de la segunda etapa (98 ul) que contenia como moldes 1 ul de cada uno de los productos
A-B y C-D de la primera PCR, 100 pmoles de cada uno de los cebadores, 10 ul de 10 x tampén de la PCR Gold 11,
MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,08 mM, 5 unidades de ADN polimerasa AmpliTaq Gold (todos de PERKIN ELMER), se
hizo reaccionar en las mismas condiciones mencionadas antes.

El fragmento de ADN de 795 pb producido por la segunda PCR se purific6 usando gel de agarosa de bajo punto de
fusién al 1,5%, se digirié con EcoRI y Notl, y se cloné en el vector pCHO1 o el vector pCOS1. El vector de expresién
pCHOL era un vector construido eliminado el gen de anticuerpo de DHFR-AE-RVH-PM1-f (véase el documento
W092/19759) por digestion con EcoRI y Smal, y conectando al adaptador EcoRI-NotI-BamHI (TAKARA SHUZO).
Después de determinar la secuencia de ADN, los plasmidos que contenian el fragmento de ADN que codificaba la
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secuencia de aminodcidos correcta del Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido se llamaron pCHO-db12E10
y pCOS-db12E10. La secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminodcidos del Fv de cadena sencilla de 12E10
reconstruido, incluida en los plasmidos pCHO-db12E10 y pCOS-db12E10 se muestran en el ID SEC N°: 110.

(2) Produccion de Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido usando la secuencia conectora que consiste en 15
aminodcidos

El gen que codifica el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido, que contiene la secuencia conectora que
consiste en 15 aminodcidos, se construyé introduciendo la secuencia de nucledtidos para el conector (Gly,Ser); en
el extremo 3’ del gen que codifica la region V de la cadena H de 12E10 y en el extremo 5’ del gen que codifica la
region V de la cadena L de 12E10, amplificando los respectivos genes asi obtenidos por PCR y conectando los genes
amplificados. Se usaron 4 cebadores (A-D) en la PCR para producir el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido.
Los cebadores A y C tenian secuencias homosentido, y los cebadores B y D tenfan secuencias antisentido.

El cebador directo para la regién V de la cadena H era 12E10S (cebador A, ID SEC N°: 106). El cebador inverso
sc4.3 (cebador B, ID SEC N°: 111) para la regién V de la cadena H se disefié para que hibridara con el ADN que
codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena H y para que tuviera la secuencia de nucledtidos que
codifica el conector (Gly,Ser); y la secuencia de nucledtidos que codifica el extremo N-terminal de la regién V de la
cadena L.

El cebador directo sc1.3 (cebador C, ID SEC N°: 112) para la region V de la cadena L se disefi6 para que hibridara
con el ADN que codifica el extremo N-terminal de la region V de la cadena L y para que tuviera la secuencia de
nucleétidos que codifica el conector (Gly,Ser); y la secuencia de nucleétidos que codifica el extremo C-terminal de la
regién V de la cadena H. El cebador inverso 12E10FA (cebador D, ID SEC N°: 109) para la regién V de la cadena L
se disefi6 para que hibridara con el ADN que codifica el extremo C-terminal de la regién V de la cadena L y para que
tuviera la secuencia de nucledtidos que codifica FLAG vy el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Notl.

En la etapa de la primera PCR, se llevaron a cabo dos reacciones A-B y C-D, y los dos productos de la PCR obteni-
dos de la primera etapa de la PCR se ensamblaron por complementaridad respectiva. Después de afiadir los cebadores
A y D, se amplificé el ADN de longitud completa que codifica el Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido que
tiene el conector que consiste en 15 aminodcidos (la segunda PCR). En la PCR de la primera etapa se usé el pldsmido
pCOS-db12E10 (véase el Ejemplo 8.3(1)), que codifica el Fv de cadena sencilla de de 12E10 reconstruido, como
molde.

50 ul de solucién para la PCR de la primera etapa contenian S ul de 10 x tampén ExTaq, dNTP 0,4 mM, 2,5
unidades de ADN polimerasa TaKaRa ExTaq (de TAKARA), 100 pmoles de cada uno de los cebadores y 10 ng de
cada ADN molde. La solucién de la PCR se calenté a 94°C de temperatura inicial durante 30 segundos, a 94°C durante
15 segundos y a 72°C durante 2 minutos y el ciclo se repitié 5 veces. Después de repetir 28 veces el ciclo de a 94°C
durante 15 segundos y a 70°C durante 2 minutos, la mezcla de reaccién se calenté mds a 72°C durante 5 minutos.

Los productos de la PCR A-B (477 pb) y C-D (447 pb) se ensamblaron por la segunda PCR. La solucién de la
mezcla para la PCR de la segunda etapa (98 ul) que contenia como moldes 1 ul de cada uno de los productos A-B
y C-D de la primera PCR, 100 pmoles de cada uno de los cebadores A y D, 5 ul de 10 x Tampén ExTaq, dNTP 0,4
mM, 2,5 unidades de ADN polimerasa TaKaRa ExTaq (de TAKARA), se hizo reaccionar en las mismas condiciones
mencionadas antes.

El fragmento de ADN de 825 pb producido por la segunda PCR se purificé usando gel de agarosa de bajo punto
de fusién al 1,0%, se digirié con EcoRI y Notl. El fragmento de ADN as{ obtenido se cloné en el vector pCHOL1 o el
vector pCOS1. Después de determinar la secuencia de ADN, los pldsmidos que contenian el fragmento de ADN que
codificaba la secuencia de aminodcidos correcta del Fv de cadena sencilla de 12E10 reconstruido se llamaron pCHO-
sc12E10 y pCOS-sc12E10. La secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminodcidos del Fv de cadena sencilla de
12E10 reconstruido, incluida en los pldsmidos pCHO-sc12E10 y pCOS-sc12E10 se muestran en el ID SEC N°: 113.

8.4 Expresion del anticuerpo 12E10 (IgG, Fab) y el polipéptido Fv de cadena sencilla por una célula animal

El anticuerpo 12E10 (IgG, Fab) y el Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo 12E10 (secuencia conectora de
5 aminodcidos, 15 amino4cidos), se expresaron usando células COS-7 o células CHO.

La expresion transitoria usando células COS-7 se llevé a cabo como sigue. La transfeccién se llevé a cabo por el
procedimiento de electroporacién usando el equipo Gene Pulser II (BioRad). Para la expresion del anticuerpo 12E10
(IgG) se afadieron 10 ug de cada uno de los vectores de expresién mencionados antes HEF-112E10H-gy1 y pCOS-
12E10L, para la expresion del fragmento 12E10Fab se afiadieron 10 ug de cada uno de pFd-112E10H y pCOS-12E10L
y para la expresion de Fv de cadena sencilla se afiadieron pCOS-sc12E10 (10 ug) o pCOS-db12E10 (10 ug) a células
COS-7 (1 x 107 células/ml) suspendidas en 0,8 ml de PBS. La mezcla mantenida en una cubeta se traté con pulsos a
una capacidad de 1,5 kV, 25 uFD. Después de recuperacion durante 10 minutos a temperatura ambiente, las células
electroporadas se afiadieron al medio DMEM (GIBCO BRL) que contenia suero bovino fetal al 10% y se cultivaron.
Después de cultivo durante toda la noche, las células se lavaron una vez con PBS, se afiadieron a medio CHO-S-SFM
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II sin suero (GIBCO BRL) y se cultivaron durante 3 dias. El liquido sobrenadante del cultivo se centrifugd para separar
los restos celulares y se filtré con un filtro de 0,22 pm.

Para establecer una linea celular CHO de expresion estable para el Fv de cadena sencilla (polipéptido) derivado
del anticuerpo 12E10, se introdujo el vector de expresion pCHO-sc12E10 o pCHO-ds12E10 en células CHO, respec-
tivamente.

Cada vector de expresion se introdujo en células CHO por el procedimiento de electroporacion usando el equipo
Gene Pulser I (BioRad). Se mezclaron el ADN linealizado (100 ug) obtenido por digestion con la enzima de restric-
cién Pvul y células CHO (1 x 107 células/ml) suspendidas en 0,8 ml de PBS en una cubeta, se dejaron reposar sobre
hielo durante 10 minutos y se trataron con pulsos a la capacidad de 1,5 kV, 25 uFD. Después de recuperacién durante
10 minutos a temperatura ambiente, las células electroporadas se afiadieron a medio CHO-S-SFM 1II (GIBCO BRL)
que contenia suero bovino fetal dializado al 10% y 4cido nucleico y se cultivaron. Después de cultivo durante 2 dias, el
cultivo se continué en un medio CHO-S-SFM 11 sin 4cido nucleico (GIBCO BRL) que contenia suero bovino fetal dia-
lizado al 10%. De estos clones obtenidos, se selecciond un clon con una alta tasa de expresion como la linea celular pro-
ductora para el Fv de cadena sencilla de 12E10. Después de cultivar en medio CHO-S-SFM 11 sin suero (GIBCO BRL),
liquido sobrenadante del cultivo se centrifugd para separar los restos celulares y se filtr6 con un filtro de 0,22 ym.

8.5 Purificacion de Fv de cadena sencilla derivado de 12E10 producido por células CHO

Los liquidos sobrenadantes de los cultivos producidos por las lineas celulares CHO que expresan los Fv de cadena
sencilla de 12E10 obtenidos en el ejemplo 8.4 se purificaron por columna de anticuerpo anti-FLAG y columna de
filtracion en gel, respectivamente para producir los Fv de cadena sencilla purificados.

(1) Purificacion con columna de anticuerpo anti-FLAG

Cada liquido sobrenadante de los cultivos (sc12E10 y db12E10) se afiadi6é a la columna de gel de afinidad anti-
FLAG M2 (SIGMA) equilibrada con tampén de Tris-HC1 50 mM (pH 7,4) que contenia NaCl 150 mM. Después de
lavar la columna con el mismo tampon, las proteinas adsorbidas en la columna eluyeron con tampén de glicina 100
mM (pH 3,5). Las fracciones eluidas se neutralizaron inmediatamente por adicién de tamp6n de Tris-HC1 1 M (pH
8,0) y se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones que se confirmé que contenfan el Fv de cadena sencilla se juntaron
y concentraron aproximadamente 20 veces usando el Centricon-10 (AMICON).

(2) Filtracion en gel

La solucién concentrada obtenida en (1) se afiadié a la columna Superdex200 HR (10x300 mm, AMERSHAM
PHARMACIA) equilibrada con PBS que contenia Tween 20 al 0,01%. Los cromatogramas se muestran en las Figuras
53 y 54. El producto sc12E10 eluyé en dos picos (A, B) (véase la Figura 53). El producto db12E10 eluy6 en dos picos
(C, D) (véase la Figura 54). Se recogi6 la fraccién de cada pico, se tratd en presencia y ausencia de un agente reductor,
se proceso por electroforesis de acuerdo con el procedimiento de Laemmli, y se tifié con azul brillante de Coomassie
después de la electroforesis. Como se muestra en la Figura 55, todas las fracciones A, B, C y D, independientemente
de la presencia o ausencia del agente de reduccién, produjeron una sola banda que tenia un peso molecular aparente
de aproximadamente 31 kD. Cuando se analizaron estas fracciones por filtracién en gel usando Superdex200 HR, la
fraccién A produjo un producto eluido a un peso molecular aparente de aproximadamente 42 kD, la fraccién B a 20
kD (véase la Figura 56), la fraccién C a 96 kD y la fraccién D a 41 kD (véase la Figura 57). Los resultados sugieren
que la fraccioén A derivada de sc12E10 es el dimero con enlace no covalente del Fv de cadena sencilla y la fraccién B
es el mondémero de Fv de cadena sencilla, y la fraccién C derivada de db12E10 es el trimero con enlace no covalente
de Fv de cadena sencilla y D es el dimero con enlace no covalente de Fv de cadena sencilla.

8.6 Medicion de la actividad agonista de tipo TPO de diferentes Fv de cadena sencilla

La actividad de tipo TPO del anticuerpo de cadena sencilla anti-mpl se evalué midiendo la actividad de prolifera-
cién para las células Ba/F3 (BaF/mpl) que expresan el receptor de TPO humano (MPL).

Después de lavar las células BaF/mpl dos veces con medio RPMI1640 (GIBCO) que contenia suero bovino fetal al
1%, las células se suspendieron en el medio con una densidad celular de 5 x 10° células /ml. El anticuerpo de cadena
sencilla anti-MPL o la TPO humana (R&D Systems) se diluyeron con el medio, respectivamente. Se afiadieron 50 ul
de la suspension celular y 50 ul del anticuerpo o de la TPO humana diluidos en una microplaca de 96 pocillos (fondo
plano) (Corning), y se cultivaron en un incubador con CO, (concentracién de CO,: 5%) durante 24 horas. Después de
la incubacién, se anadieron 10 ul de reactivo WST-8 (reactivo para medir el nimero de células SF originales: Nacalai
Tesque) y se midié inmediatamente la absorbancia a una longitud de onda de medicién de 450 nm y una longitud de
onda de referencia de 655 nm usando el fotdmetro de absorbencia Benchmark Plus (BioRad). Después de incubar en
un incubador con CO, (concentracion de CO,: 5%) durante 2 horas, se volvié a medir la absorbancia a 450 nm de
longitud de onda de medicién y 655 nm de longitud de onda de referencia usando el Benchmark Plus. Puesto que el
reactivo WST-8 desarrollaba la reaccién de color dependiendo del niimero de células vivas a la longitud de onda de
450 nm, la actividad de proliferacion de BaF/mpl se evalué basandose en el cambio de absorbancia en 2 horas.
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La actividad agonista frente a MPL medida usando los liquidos sobrenadantes del cultivo de células COS-7 que
expresaban diferentes moléculas de anticuerpo 12E10 se muestra en la Figura 58. Los Fv de cadena sencilla que
tenian el conector de 5 aminodcidos (ds12E10) y el conector de 15 aminodcidos (sc12E10) aumentaron la absorbancia
de una forma dependiente de la concentracién, mostrando la actividad agonista de tipo TPO (DE50, 9 pM y 51 pM
respectivamente), mientras que 12E10IgG y 12E10Fab no tenfan actividad.

Se ha mostrado que la cadena H y la cadena L del Fv de cadena sencilla se asocian no s6lo dentro de una molécula
sino también entre moléculas para formar multimeros, tal como dimeros. Los liquidos sobrenadantes del cultivo de
células CHO que expresaban los Fv de cadena sencilla de 12E10 se filtraron en gel y se ensay6 la actividad agonista
en MPL. Los resultados se muestran en la Figura 59. El dimero, que estaba contenido en sc12E10 en una cantidad
pequefia, mostrd una actividad agonista de tipo TPO aproximadamente 5000 veces mds fuerte (dimero de sc12E10,
DES50, 1,9 pM) comparado con el monémero (monémero de sc12E10, DES0; >10 nM). La actividad era mayor que la
de la TPO (DES0, 27 pM). El dimero de db12E10 (dimero de db12E10, DESO0, 2,0 pM) mostré una actividad fuerte
comparable a la del dimero de sc12E10. El trimero de db12E10 (DESO0, 7,4 pM), que se suponia que era un trimero por
el peso molecular obtenido por la filtracion en gel, mostré una actividad alta que es menor que la del dimero db12E10.
Estos resultados sugieren que para la actividad del anticuerpo 12E10 agonista es importante que el sitio de unién al
antigeno sea bivalente (dimero). Teniendo en cuenta el hecho de que IgG de 12E10 no tenia actividad, se supone que
son importantes otros factores ademads de ser bivalente, tal como la situacién del sitio de unién al antigeno, la distancia
o el dngulo.

Explicacion de los dibujos

la fig. 1 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que el anticuerpo IgG humano no se une a las
células L1210 que expresan la IAP humana (hIAP/L1210);

la fig. 2 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que el anticuerpo MABL-1 quimérico se une
especificamente a las células L1210 que expresan la IAP humana (hIAP/L1210);

la fig. 3 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que el anticuerpo MABL-2 quimérico se une
especificamente a las células L1210 que expresan la IAP humana (hIAP/L1210);

la fig. 4 ilustra esquemdticamente el procedimiento para producir el Fv de cadena sencilla de acuerdo con la
presente invencion;

la fig. 5 ilustra una estructura de un plasmido de expresién que se puede usar para expresar un ADN que codifica
el Fv de cadena sencilla de la invencién en E. coli;

la fig. 6 ilustra una estructura de un plasmido de expresion que se usa para expresar un ADN que codifica el Fv de
cadena sencilla de la invencién en células de mamifero;

la fig. 7 muestra el resultado de la transferencia Western en el Ejemplo 5.4. Desde la izquierda, un marcador de
peso molecular (que indica 97,4, 66, 45, 31, 21,5 y 14,5 kDa desde la parte superior), el liquido sobrenadante del
cultivo de células COS7 en las que se ha introducido pCHOL y el liquido sobrenadante del cultivo de células COS7 en
las que se ha introducido pCHOM2. Ilustra que el Fv de cadena sencilla reconstruido del anticuerpo MABL-2 (flecha)
estd contenido en el liquido sobrenadante del cultivo de las células en las que se ha introducido pPCHOM2;

la fig. 8 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que un anticuerpo en el liquido sobrenadante del
cultivo de células pCHO1/COS7 como control, no se une a células pCOS1/L1210 como control;

la fig. 9 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que un anticuerpo en el liquido sobrenadante del
cultivo de células MABL2-scFv/COS7 no se une a células pCOS1/L.1210 como control;

la fig. 10 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que un anticuerpo en el liquido sobrenadante del
cultivo de células pCOS1/COS7 como control no se une a células hIAP/L1210;

la fig. 11 muestra el resultado de la citometria de flujo, que ilustra que un anticuerpo en el liquido sobrenadante del
cultivo de células MABL-2-scFv/COS7 se une especificamente a células hTAP/L.1210;

la fig.12 muestra el resultado del ELISA competitivo en el Ejemplo 5.6, en el que se demuestra la actividad de
unién del Fv de cadena sencilla de la invencién (MABL2-scFv) al antigeno, en términos de inhibicién de la unién del
anticuerpo MABL-2 monoclonal de ratén al antigeno como un indice, en comparacién con el liquido sobrenadante del
cultivo de células pCHO1/COS7 como control;

la fig. 13 muestra los resultados del efecto de la induccion de apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el

anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células pCHO1/COS7 como control no induce la apoptosis de
células pCOS1/L.1210 como control;
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la fig. 14 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el
anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células MABL2-scFv/COS7 no induce la apoptosis de células
pCOS1/L1210 como control;

la fig. 15 muestra los resultados del efecto de inducciéon de la apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el
anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células pCHO1/COS7 como control no induce la apoptosis de
células hIAP/L.1210;

la fig. 16 muestra los resultados del efecto de induccién de la apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el
anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células MABL2-scFv/COS7 induce especificamente la apoptosis
de células hIAP/L.1210;

la fig. 17 muestra los resultados del efecto de induccidon de la apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el
anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células pCHO1/COS7 como control no induce la apoptosis de
células CCRF-CEM (al 50% de la concentracidn final);

la fig. 18 muestra los resultados del efecto de induccién de la apoptosis en el Ejemplo 5.7, que ilustra que el
anticuerpo en el liquido sobrenadante del cultivo de células MABL2-scFv/COS7 induce especificamente la apoptosis
de células CCRF-CEM (al 50% de la concentracion final);

la fig. 19 muestra el cromatograma obtenido en la purificacién del Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo
MABL-2 producido por las células CHO en el Ejemplo 5.9, que ilustra que la fracciéon A y la fraccién B se obtu-
vieron como picos mayoritarios cuando la fraccién de la columna de sefarosa-azul se purificé con la columna de
hidroxiapatito;

la fig. 20 muestra los resultados de la purificacién por filtracion en gel de la fraccién A y la fraccién B obtenidas
en el Ejemplo 5.9-(2), que ilustra que los picos principales (Al y BI, respectivamente) eluyeron de la fraccién A a
aproximadamente 36 kD de peso molecular aparente y de la fracciéon B a aproximadamente 76 kD;

la fig. 21 es el andlisis en SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en la purificacion del Fv de cadena sencilla deri-
vado del anticuerpo MABL-2 producido por las células CHO en el Ejemplo 5.9, que ilustra que en ambas fracciones
se observaba una sola banda de aproximadamente 35 kD de peso molecular;

la fig. 22 muestra los resultados del andlisis de las fracciones Al y BI obtenidas por la filtracién en gel, en la
purificacion de Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 producido por las células CHO, en la que la
fraccién Al comprende el monémero y la fraccién BI comprende el dimero.

la fig. 23 ilustra una estructura de un plasmido de expresion que se puede usar para expresar un ADN que codifica
el Fv de cadena sencilla de la invencidn, en E. coli;

la fig. 24 muestra los resultados de la purificacion en la columna de filtracién en gel de los productos brutos del
polipéptido Fv de cadena sencilla derivado del anticuerpo MABL-2 producido por E. coli, obtenido en el Ejemplo 5.12,
en la que cada pico indica mondmero o dimero, respectivamente, del Fv de cadena sencilla producido por E. coli;

la fig. 25 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que
el anticuerpo IgG de ratén como control no induce la apoptosis de las células hIAP/L1210 (concentracién final de
3 ug/ml).

la fig. 26 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que el
dimero de MABL2-scFv producido por las células CHO induce notablemente la apoptosis de células hIAP/L1210
(concentracién final de 3 ug/ml);

la fig. 27 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que el di-
mero de MABL2-scFv producido por E. coli induce notablemente la apoptosis de células hTAP/L.1210 (concentracién
final de 3 ug/ml);

la fig. 28 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que la
induccién de apoptosis en células hTAP/L.1210 por el monémero de MABL2-scFv producido por células CHO es del
mismo nivel que el del control (concentracién final de 3 pg/ml);

la fig. 29 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que la
induccién de apoptosis en células hTAP/L.1210 del monémero de MABL2-scFv producido por E. coli es del mismo
nivel que el del control (concentracién final de 3 ug/ml);

la fig. 30 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que el

anticuerpo IgG de ratén usado como control no induce la apoptosis en células hIAP/L.1210 incluso cuando se afiade el
anticuerpo anti-FLAG (concentracién final de 3 pg/ml);
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la fig. 31 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis en el Ejemplo 5.13, que ilustran que el
mondémero de MABL2-scFv producido por células CHO induce notablemente la apoptosis de células hIAP/L1210
cuando se afiade el anticuerpo anti-FLAG (concentracién final de 3 pg/ml);

la fig. 32 muestra los resultados de la medicién cuantitativa de la IgG humana en el suero de un ratén al que se ha
trasplantado una linea celular de mieloma humano KPMM2, que indican cantidades de IgG humana producida por las
células de mieloma humano en el ratén. Ilustra que el dimero de scFv/CHO induce notablemente el crecimiento de
células KPMM?2;

la fig. 33 muestra el tiempo de supervivencia del ratén después del trasplante del tumor, que ilustra que el grupo al
que se administré el dimero de scFv/CHO prolongaba notablemente el tiempo de supervivencia;

la fig. 34 ilustra una estructura de un pldsmido de expresion que expresa un anticuerpo modificado [sc(Fv),] que
comprende dos regiones V de la cadena H y dos regiones V de la cadena L derivadas del anticuerpo MABL-2;

la fig. 35 ilustra una estructura de un plasmido que expresa un scFv (tipo HL) en el que las regiones V estdn unidas
de la forma [cadena H]-[cadena L] sin un péptido conector;

la fig. 36 ilustra una estructura del polipéptido de tipo HL y las secuencias de aminoécidos de conectores peptidicos;

la fig. 37 ilustra una estructura de un plasmido que expresa un scFv (tipo LH) en el que las regiones V estdn unidas
de la forma [cadena L]-[cadena H] sin un péptido conector;

la fig. 38 ilustra una estructura del polipéptido de tipo LH y las secuencias de aminodcidos de conectores peptidicos;

la fig. 39 muestra los resultados de la transferencia Western en el Ejemplo 6.4, que ilustra que se expresan el
anticuerpo modificado sc(Fv), que comprende dos regiones V de la cadena H y dos cadenas V de la cadena L, y el
MABL2-scFv que tiene conectores peptidicos con diferentes longitudes;

las figs. 40a y 40b muestran los resultados de la citometria de flujo usando el liquido sobrenadante del cultivo de
células COS7 preparado en el Ejemplo 6.3 (1), que ilustra que MABL2-scFv y sc(Fv), que tienen conectores peptidicos
con diferentes longitudes tienen afinidades altas frente a la IAP humana;

las figs. 41a y 41b muestran los resultados del efecto de induccion de apoptosis en el Ejemplo 6.6, que ilustran que
el scFv <HL3, 4, 6,7, LH3, 4, 6 y 7> y el sc(Fv), inducen notablemente la muerte celular de células hIAP/L1210;

la fig. 42 muestra los resultados de la evaluacién de la capacidad de unién al antigeno en el Ejemplo 6.10, que
ilustra que el dimero de scFv <HL5> y sc(Fv), tienen afinidades altas frente a la AP humana;

la fig. 43 muestra los resultados del efecto de la induccién de apoptosis in vitro en el Ejemplo 6.11, que ilustran
que el dimero de scFv <HL5> y sc(Fv)2 inducen la apoptosis de células hTAP/L1210 y células CCRF-CEM de forma
dependiente de la concentracion;

la fig.44 muestra los resultados de la medicién cuantitativa de la proteina M producida por una linea celular de
mieloma humano KPMM2 en el suero de ratén al que se ha trasplantado la linea celular de mieloma humano. Ilustra
que el dimero de scFv <HLS5> y sc(Fv), inhiben notablemente el crecimiento de las células KPMM?2;

la fig. 45 muestra el tiempo de supervivencia (dias) de los ratones después del trasplante del tumor, que ilustra que
el tiempo de supervivencia del grupo al que se habia administrado scFv <HL5> se habia prolongado notablemente;

la fig. 46 muestra el tiempo de supervivencia (dias) de los ratones después del trasplante del tumor, que ilustra que
el tiempo de supervivencia del grupo al que se habia administrado sc(Fv), se habia prolongado notablemente;

la fig. 47 es un esquema que muestra el procedimiento para la construccion del fragmento de ADN que codifica el
Fv de cadena sencilla de 12B5 reconstruido que contiene la secuencia conectora que consiste en 15 aminodcidos y la
estructura del mismo;

la fig. 48 muestra el resultado de la purificacién de cada uno de los Fv de cadena sencilla de 12B5 por filtracion en
gel obtenido en el Ejemplo 7.5 (1), que ilustra que sc12B5 se dividié en dos picos (fracciones A y B);

la fig. 49 muestra el resultado analitico de cada una de las fracciones A y B por SDS-PAGE llevado a cabo en el
Ejemplo 7.5 (2);

la fig. 50 muestra el resultado analitico de cada una de las fracciones A y B por la columna Superdex200 llevada a
cabo en el Ejemplo 7.5 (2), que ilustra que el pico mayoritario de la fraccion A eluia a un peso molecular aparente de
aproximadamente 44 kD mostrado en (a) y que el pico mayoritario de la fraccién B eluia a un peso molecular aparente
de aproximadamente 22 kD mostrado en (b);
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la fig. 51 muestra el resultado de la medicién de la actividad agonista de tipo TPO de sc12B5 y el anticuerpo 12B5
(IgG, Fab), que ilustra que 12B5IgG y el Fv de cadena sencilla monovalente (sc12B5) mostraban actividad agonista
de tipo TPO de una forma dependiente de la concentracion;

la fig. 52 muestra el resultado de la medicién de la actividad agonista de tipo TPO del mondmero y dimero de
sc12BS5, que ilustra que el Fv de cadena sencilla (dimero de sc12B5) que tiene el sitio de unidn al antigeno bivalente
tenia una actividad agonista aproximadamente 400 veces mayor que el sc12B5 monovalente y que la eficacia es
equivalente a o mayor que la de la TPO humana;

la fig. 53 muestra el resultado de la purificacion de la cadena sencilla de sc12E10 obtenida por cromatografia de
filtracién en gel usando una columna Superdex200HR, que ilustra que sc12E10 se dividia en dos picos (fracciones A

y B);

la fig. 54 muestra el resultado de la purificacién de la cadena sencilla de db12E10 obtenida por cromatografia de
filtracién en gel usando una columna Superdex200HR, que ilustra que db12E10 se dividia en dos picos (fracciones C
y D);

la fig. 55 muestra el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones A y B (sc12E10) y las fracciones C y D (db12E10)
en condiciones reductoras y no reductoras;

la fig. 56 muestra el resultado analitico de las fracciones A y B por cromatografia de filtracién en gel usando la
columna Superdex200HR, que ilustra (1) el pico principal de la fraccion A que eluia a un peso molecular aparen-
te de aproximadamente 42 kD y (2) el pico principal de la fraccién B que eluia a un peso molecular aparente de
aproximadamente 20 kD;

la fig. 57 muestra el resultado analitico de las fracciones C y D por cromatografia de filtracién en gel usando la
columna Superdex200HR, que ilustra (1) el pico principal de la fraccién C que eluia a un peso molecular aparen-
te de aproximadamente 69 kD y (2) el pico principal de la fracciéon D que eluia a un peso molecular aparente de
aproximadamente 41 kD;

la fig. 58 es una gréfica que muestra la actividad agonista de diferentes moléculas de anticuerpo 12E10 en MPL,
que ilustra que los Fv de cadena sencilla (sc12E10, db12E10) mostraban actividad agonista de tipo TPO, mientras que
12E10 IgG y 12E10 Fab no;

la fig. 59 es una grafica que muestra la actividad agonista del mondémero y el dimero de sc12E10 y el dimero y
el trimero de db12E10 en MPL, que ilustra que el dimero de sc12E10 y el dimero y trimero de db12E10 mostraban
mayor actividad agonista de tipo TPO que la TPO.

Aplicabilidad industrial

Los anticuerpos modificados de la invencidn tienen una actividad agonista capaz de transducir una sefial dentro
de las células por reactividad cruzada con una molécula(s) de la superficie celular y son ventajosos en cuanto que
la permeabilidad en tejidos y tumores es alta debido al tamafio molecular reducido comparado con la molécula de
anticuerpo (IgG entera). Esta invencién proporciona los anticuerpos modificados con una actividad agonista notable-
mente mayor que la TPO o los anticuerpos originales (IgG entera). En especial, incluso los anticuerpos originales sin
actividad agonista se pueden alterar en los anticuerpos modificados con una actividad agonista mayor que la TPO. Por
lo tanto, los anticuerpos modificados se pueden usar como agonistas de transduccion de sefiales. La modificacién de la
molécula de anticuerpo da como resultado la reduccién de los efectos secundarios producidos por la reactividad cruza-
da intercelular y proporciona nuevos medicamentos que sélo inducen la accion requerida por reactividad cruzada con
una molécula(s) de la superficie celular. Las preparaciones médicas que contienen como principio activo los anticuer-
pos modificados de la invencion son ttiles como agentes de prevencion y/o remedios para enfermedades sanguineas
relacionadas con plaquetas, trombocitopenia producida por quimioterapia para cdnceres o leucemia y similares.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo modificado que comprende dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones V de la
cadena L de un anticuerpo y que muestra accién agonista de TPO por reactividad cruzada con el receptor de TPO, en
el que el anticuerpo modificado es:

(i) un multimero del Fv de cadena sencilla que comprende una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena
L;o

(ii) un polipéptido de cadena sencilla que comprende dos o mds regiones V de la cadena H y dos o més regiones
de la cadena L.

2. El anticuerpo modificado de la reivindicacién 1, en el que la regién V de la cadena H y la regién V de la cadena
L estdn conectadas por un conector.

3. El anticuerpo modificado de la reivindicacion 2 6 3, en el que el conector es un conector peptidico que comprende
al menos un aminodcido.

4. Fl anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo modificado esta
compuesto del tetrdmero, trimero o dimero del Fv de cadena sencilla.

5. El anticuerpo modificado de la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo modificado estd compuesto del dimero
del Fv de cadena sencilla.

6. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el anticuerpo modificado es
un polipéptido de cadena sencilla que comprende dos regiones V de la cadena H y dos regiones V de la cadena L.

7. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el anticuerpo modificado
ademds comprende una secuencia(s) de aminodcidos para la purificacién del péptido.

8. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el anticuerpo modificado se
ha purificado.

9. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la regién V de la cadena H
y/olaregion V de la cadena L es la regién V de la cadena H y/o la regién V de la cadena L derivadas de un anticuerpo
humano.

10. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la regién V de la cadena H
y/olaregién V de la cadena L es la region V de la cadena H y/o la regién V de la cadena L humanizadas.

11. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo modificado
es un anticuerpo modificado monoespecifico.

12. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el anticuerpo modificado
es el anticuerpo modificado multiespecifico.

13. El anticuerpo modificado de la reivindicacién 12, en el que el anticuerpo modificado es un anticuerpo modifi-
cado biespecifico.

14. El anticuerpo modificado de la reivindicacién 11, en el que la regién V de la cadena L y la regiéon V de la
cadena H proceden del mismo anticuerpo monoclonal.

15. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que deriva de un anticuerpo original
que sustancialmente no tiene accién agonista.

16. Un ADN que codifica el anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
17. Una célula animal que produce el anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.
18. Un microorganismo que produce el anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

19. Un medicamento que comprende como principio activo el anticuerpo modificado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

20. Uso del anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, para preparar un medicamento
para tratar la trombocitopenia.
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21. Un procedimiento de seleccién de un anticuerpo modificado que comprende dos o més regiones V de la cadena
H y dos 0 mds regiones V de la cadena L del anticuerpo y que muestra una accién agonista por reactividad cruzada
con el receptor de TPO, en el que el anticuerpo modificado es

(1) un multimero del Fv de cadena sencilla que comprende una regién V de la cadena H y una regién V de la cadena
L;o

(i1) un polipéptido de cadena sencilla que comprende dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones
de la cadena L,

que comprende las etapas de

(1) producir un anticuerpo modificado que comprende dos o mas regiones V de la cadena H y dos o mds regiones
V de la cadena L del anticuerpo y que se une especificamente al receptor de TPO,

(2) someter las células que expresan dicho receptor de TPO a reaccién con el anticuerpo modificado y

(3) medir la accién agonista de TPO en las células producida por reactividad cruzada con el receptor de TPO.

22. Un procedimiento de medicién de la accién agonista de un anticuerpo modificado que comprende dos o mas
regiones V de la cadena H y dos o més regiones V de la cadena L del anticuerpo y que muestra una accién agonista

por reactividad cruzada con el receptor de TPO, en el que el anticuerpo modificado es

(i) un multimero del Fv de cadena sencilla que comprende una regiéon V de la cadena H y una region V de la cadena
L;o

(i1) un polipéptido de cadena sencilla que comprende dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones
de la cadena L,

que comprende las etapas de

(1) producir un anticuerpo modificado que comprende dos o mds regiones V de la cadena H y dos o mds regiones
V de la cadena L del anticuerpo y que se une especificamente al receptor de TPO,

(2) someter las células que expresan dicho receptor de TPO a reaccion con el anticuerpo modificado y
(3) medir la accién agonista de TPO en las células producida por reactividad cruzada con el receptor de TPO.

23. El anticuerpo modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para su uso en un método para el
tratamiento de la trombocitopenia.
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Fig. 32

Efecto de MABL-2(scFv) sobre Ia higG del suero en
ratones SCID, KPMM2 i.v.
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Fig. 33
Efecto de MABL-2(scFv) sobre la supervivencia de
ratones SCID, KPMM2 i.v.
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Fig. 34
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Fig. 35
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Fig. 36

Secuencia de bases y secuencia de aminoacidos del conector para el tipo HL

[ cadena pesada | - Cadena ligera ]
- gte teg agt conector gac gte gtg FLAG
V§ s DVYV
Numero de
aminoacidos
Plasmido del conector conector
CF2HL-0/COS1 0 gte teg agt gac gte gtg
VvV § S D VYV
CF2HL-3/pC0S1 3 gte teg agt gut gat tee gac gte gtg
VSSGGS D VYV
CF2HL-4/pCOS1 4 gtc teg agt gt g8t ggt tec gac gtc gtg
VSSGGQGGS DVYV
CF2HL-5pCO0S1 S gte teg agt ggt g8t gt gat tec gac gtc gtg
vVSsSSGGGGS DVY
CF2HL-6/pCOS1 6 gte teg agt gt g8t gt got gut tec gacgte gtg
v $SS GG GGG S DVY
CF2HL-7/pCOS1 7 gte teg agt ggt get ggt get-gat grt tec gac gto gig

VSSGGGGGGSDVY
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Fig. 37
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Fig. 38

Secuencia de bases y secuencia de aminoacidos del conector para el tipo LH

r Cadena ligera } *{ Cadena pesada ﬂ
-+ gagata aaa conector cag gtccaa - FLAG
E I K Q Ve
Numero de
aminoacidos
Plasmido del conector conector
CF2LH-0/pCOS1 o} gagata aaa cag gte caa
E I K Q VvV Q
CF2LH-3/pCOS1 3 gag ata aaa tec gga gge cag gtc caa
E 1 XKS GG Q Vv Q
CF2LH-4/pCOS1 4 gag ata aaa tec gga ggt ggc cag gtc caa
E I XKS GGG Q V Q
CF2LH-8/pCOS1 5 gag ata aaa tec gga ggt ggt €8¢ cag gtc caa
E I KSGGGG Q V Q
CF2LH-6/pCOS1 6 gag ata 2aa tcc gga get ggt ggt ggc  cag gtccaa
E I RKSGG GG G QV Q
CF2LH-7/pCO0S1 7 gag ata aaa tee gga ggt ggt gut ¢et ggc cag gte caa

E I RKSGGGGGGQAV Q
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Fig. 40a
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Fig. 40b
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42

Fig.

(B) células hlIAP/L1210

(A) células pCOS1/L1210
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Apoptosis total (%)

Fig. 43
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Fig. 44
HLS  10mg/kg-
1mg/kg
0,1mg/kg

0,1mg/kg

Vehiculo

0 2500 5000 7500 10000
Proteina M en el suero (ug/ml)

77



Fig.

(%) etousainzadns ap esel

ES 2 304 235 T3

45
100 -
[} : !
: ‘-
Le -
3 [
0 i i
7% ' 5 ! HL-5 10mg/kg *
T e -
i | 4 ~+=e=-=  HL-§ 1mg/kg
] H ;
50 N I HL-5 0,1mg/kg
e ~eg Bl
A Vehiculo
2 H ]
I
s E 1
25 1a Joos 1y
s 22
1 § : 1
.-l ;'i—!'l
x E !
0 . 1 - T N 1 N )
0 20 40 60 80 100

Numero de dias después del transplante

78



ES 2 304 235 T3

Fig. 46
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Fig. 47
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Fig. 48
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Fig. 49
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Fig. 51
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Fig. 565

Condiciones reductoras Condiciones no reductoras
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Fig. 56
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Fig. 57
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> CHUGAI SEIYAKU KABUSHIKI KAISHA
<120> Anticuerpo agonista de TPO degradado
<130> FP1033

<141> 22-10-2001

<150> JP2000-321821

<151> 20-10-2000

<150> PCT/JP01/03288

<151> 17-04-2001

<150> JP2001-277314

<151> 12-09-2001

<160> 113

<210>1

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 1

ccatcctaat acgactcact ataggge 27

<210>2

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 2
ggatcceggg tggatggtgg gaagatg 27

<210>3

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador de PCR

<400> 3
ggatcceggg ccagtggata gacagatg 28

<210>4

<211> 26
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<223> Cebador de PCR
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<400> 4
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ggatcceggg agtggataga ccgatg 26

<210> 5

<211> 394
<212> ADN
<213> Mus
<220>

<221> CDS
<222> (1)...(393)

<223> pGEM-MIL. 1-57; péptido senal, 58-394; péptido maduro

<400> 5
atg aag
Met Lys
1

tee age
Ser Ser

agt ctt
Ser Leu

cta cac
Leu His
50

ggc cag
Gly Gln
65

ggg gte
Gly Val

ctc aag
Leu Lys

tet caa
Ser Gln

ttg cct gtt agg ctg
Leu Pro Val Arg Leu
5

agt gat gtt gtg atg
Ser Asp Val Val Met
20

gga gat caa gece tec
Gly Asp Gln Ala Ser

35
agt aaa gga aac acc
Ser Lys Gly Asn Thr
55

tect cca aag ctc ctg
Ser Pro Lys Leu Leu
70

cca gac agg ttc agt
Pro Asp Arg Phe Ser
85

atc agc aga gtg gag
Ile Ser Arg Val Glu
100

agt aca cat gtt ccg

ttg gtg ctg atg
Leu Val Leu Met
10

acc caa act cca
Thr Gln Thr Pro
25

atec tct tge aga
Ile Ser Cys Arg
40

tat tta caa tgg
Tyr Leu Gln Trp

atc tac aaa gtt

Ile Tyr Lys Val
75

ggc agt gga tca
Gly Ser Gly Ser
90

get gag gat ctg
Ala Glu Asp Leu
105

tac acg tcc gga

ttc tgg att cct
Phe Trp Ile Pro

15

ctc tee ctg cct
Leu Ser Leu Pro
30

tct agt cag age

Ser Ser Gln Ser
45

tac cta cag aag

Tyr Leu Gln Lys

60

tcc aac cga ttt
Ser Asn Arg Phe

ggg aca gat ttc
Gly Thr Asp Phe
95

gea gtt tat tic

8CE
Ala

gte
Val

ctt
Leu

cca
Pro

tct

Ser
80

aca
Thr

tge

Gly Val Tyr Phe Cys

110

B8E 88g acc aag

ctg

Ser Thr His Val Pro Tyr Thr Ser Gly Gly Gly Thr Lys Leu

115

gaa ata aaa ¢
Glu Ile Lys

130

<210>6
<211> 409

120

125

48

96

144

192

240

288

336

384
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<212> ADN
<213> Mus

<220>

<221> CDS
<222> (1)...(408)

<223> pGEM-MI1H. 1-57; péptido sefial, 58-409; péptido maduro

<400> 6

atg gaa tgg

Met Glu Trp
1

gtc cac tcc

Val His Ser

cct ggg gct
Pro Gly Ala

35
gtt aac cat
Val Asn His

50
gag tgg att
Glu Trp Ile
65

agec teg
Ser Trp
5

cag gtc

ata

Ile

cag

ES 2 304 235 T3

ttt
Phe

ctg

Gln Val Gln Leu

20
tca gtg
Ser Val

gtt atg
Yal Met

gga tat
Gly Tyr

gag aag
Glu Lys

geca gec

Ala Ala

tac tac

Tyr Tyr

ggc acc

ttc aag ggc
Phe Lys Gly
85
tac atg gag
Tyr Met Glu
100
tgt gea aga
Cys Ala Arg
115

act ctc aca

aag

Lys

cac

His

att
Ile
70

atg
Met

tgg
Trp

55
tat

Tyr

ctc ttc cte
Leu Phe Leu

10
cag cag tct
Gln Gln Ser

25

tcc tgc aag
Ser Cys Lys
40
gtg aag cag
Yal Lys Gln

cct tac aat

Pro Tyr Asn

aag gcc aca ctg act

Lys Ala Thr Leu Thr

90

ctc age age ctg gec

Leu Ser Ser Leu Ala

105

ggg gegt tac tat agt
Gly Gly Tyr Tyr Ser

120

gtc tcc tca g

Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

ctg tca gga act gca
Leu Ser Gly Thr Ala

gga cct gac ctg gta
Gly Pro Asp Leu Val

get tct gga tac acc
Ala Ser Gly Tyr Thr

aag cca ggg cag gEC
Lys Pro Gly Gln Gly

gat ggt act aag tac
Asp Gly Thr Lys Tyr

75

tca gag aaa tcc tcc

60

45

gegt
Gly
15

aag
Lys
30

tte
Phe

ctt

Leu

aat
Asn

80

age

Ser Glu Lys Ser Ser Ser

95

tct gag gac tct geg gtc

Ser Glu Asp Ser Ala Val

110

tac gac gac tgg ggc caa

Tyr Asp Asp Trp Gly Gln

125

48

96

144

192

240

288

336

384

409
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<210>7
<211> 394
<212> ADN
<213> Mus
<220>
<221> CDS

<222> (1)...(393)

<223> pGEM-M2L.

<400> 7
atg

Met
1
tce

Ser

agt

Ser

gtg
Val

ggc
Gly

65
1:4:44
Gly

cte

Leu

tet

Ser

gaa

Glu

aag

Lys

agc

Ser

ctt

Leu

cac
His

50
cag

Gln

gte
Val

atg
Met

caa

Gln

ata
Ile
130

1-57;

ttg

Leu

agt

Ser

gga

ES 2 304 235 T3

péptido sefial, 58-394; péptido maduro

cct gtt agg ctg ttg gtg ctg atg ttc tgg att cct ggt

Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Gly

5 10 15

gat gtt gtg atg acc caa agt cca ctc tcc ctg cct gte

Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val

20
gat

caa gcec tec

Gly Asp Gln Ala Ser

35
agt

Ser

tct

Ser

cca

Pro

atc

Ile

agt
Ser
115
aaa

Lys

aat

Asn

cca

Pro

gac

Asp

age
Ser
100
aca

Thr

gga aag acc
Gly Lys Thr

55
aaa ctc ctg
Lys Leu Leu

70
agg ttc agt
Arg Phe Ser
85

aga gtg gag
Arg Val Glu

cat gtt ccg
His Val Pro

25
atc tct tge
Ile Ser Cys

40
tat tta cat

Tyr Leu His

atc tac aaa

Ile Tyr Lys

ggc agt gea
Gly Ser Gly
90
gct gag gat
Ala Glu Asp
106
tac acg ttc
Tyr Thr Phe
120

aga tca

Arg Ser

tegg tac
Trp Tyr
60

gtt tcc

30
agt cag agc
Ser Gln Ser

45
ctg cag aag
Leu Gln Lys

aac cga ttt

Val Ser Asn Arg Phe

75
tca gtg
Ser Val

ctg gga
Leu Gly

gga ggg

aca gat ttc

Thr Asp Phe

95

gtt tat ttc

Val Tyr Phe
110

ggg acc aag

ctt

Leu

cca

Pro

tct
Ser
80

aca

tge

Cys

ctg

Gly Gly Gly Thr Lys Leu

125

48

96

144

192

240

288

336

384

394
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<210> 8

<211> 409
<212> ADN
<213> Mus

<220>

<221> CDS
<222> (1)...(408)

<223> pGEM-M2H. 1-57; péptido seiial, 58-409;

<400> 8

atg gaa

tgg agc

tgg

Met Glu Trp Ser Trp

1
gte cac

Val His

cct ggg
Pro Gly

get aac
Ala Asn

50
gag tgg

Glu Trp

65
gag aag
Glu Lys

aca gcc

Thr Ala

tat tac

Tyr Tyr

tce cag
Ser Gln

20
gct tea

Ala Ser

35
cat gtt

His Val

att gga
Ile Gly

ttc aag
Phe Lys

tac atg
Tyr Met

100
tgt gea

5
gte

VYal

gteg
Val

att
Ile

tat

Tyr

gac
Asp

85
gac

Asp

ES 2 304 235 T3

ata ttt
Ile Phe

cag ctg
Gln Leu

aag atg
Lys Met

cac tgg
His Trp

b5
att tat

Ile Tyr

70
aag gcc

Lys Ala

ctc agce

Leu Ser

geg gt

Cys Ala Arg Gly Gly

115

ggc acc act ctc aca gtc tce
Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser

130

135

péptido maduro

ctc ttc ctc ctg
Leu Phe Leu Leu

10
cag cag tct gga

Gln Gln Ser Gly

25
tce tge aag get

Ser Cys Lys Ala

40
gtg aag cag aag

Val Lys Gln Lys

cct tac aat gat
Pro Tyr Asn Asp

75
act ctg act tca

Thr Leu Thr Ser

90
agc ctg gee tet

Ser Leu Ala Ser

105
tac tat act tac

tca

Ser

cct

Pro

tet

Ser

cca
Pro

60
gt

Gly

gac

Asp

gag
Glu

gac

gga
Gly

gaa

Glu

gga
Gly

45
1:4:44

Gly

act

Thr

aaa

Lys

gac

Asp

gac

act gca
Thr Ala

15
ctg gta

Leu Val

30
tac acc

Tyr Thr

cag ggc
Gln Gly

aag tat
Lys Tyr

tce tece
Ser Ser

95
tct geg

Ser Ala

110
tge gge

Tyr Tyr Thr Tyr Asp Asp Trp Gly

120
tca g

125

ggt
Gly

aag

Lys

tte
Phe

ctt

Leu

aat
Asn

80
acc

gte
Val

caa

Gln

48

96

144

192

240

288

336

384

409
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ES 2 304 235 T3

<210>9

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 9

cccaagcttc caccatgaag ttgectgtta gg 32

<210> 10

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 10

cccaagcttc caccatggaa tggagctgga ta 32

<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 11

cgeggatcca ctcacgtttt atttccaget tggt 34

<210> 12

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 12

cgcggatcca ctcacctgag gagactgtga gagt 34

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR
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ES 2 304 235 T3

<400> 13
catgccatgg cgcaggtcca gectgecagecag 30

<210> 14

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 14

accaccacct gaggagactg tgagagt 27

<210> 15

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 15
gtctectcag gtggtggteg ttegggt 27

<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 16

cacaacatcc gatccgccac cacccga 27

<210> 17

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 17
ggeggatcgg atgttgtgat gacccaa 27

<210> 18

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
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<223> cebador de PCR

<400> 18

ccggaatict cattatttat cgtcatcgte tttgtagtet tttatttcca gettggt 57

<210> 19

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de aminodcidos y secuencia de nucleétidos del conector

<400> 19

gst ggt ggt ggt tcg ggt get gegt ggt tcg ggt ggt ggc gga tcg 45
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

<210> 20

<211> 828

<212> ADN

<213> Mus

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(822)

<223> pscM1. MABL1-scFv

5

ES 2 304 235 T3

10

156
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<400> 20
atg
Met
1
gec

Ala

ctg

Leu

tac

Tyr

cag
Gln

65
aag

Lys

tce

Ser

tct

Ser

tgg

aaa

Lys

caa

Gln

gta
Val

ace
Thr
50

ggc
Gly

tac

Tyr

tce

Ser

:{]4
Ala

gsc

tac

Tyr

cca

Pro

aag
Lys

35
tte
Phe

ctt

Leu

aat

Asn

age

Ser

gte
Val
115

caa

cta ttg

Leu Leu

5

gcc atg

Ala Met
20

cct ggg
Pro Gly

gtt aac
Val Asn

gag tgg
Glu Trp

gag aag

Glu Lys
85

gca gecc

Ala Ala

100

tac tac

Tyr Tyr

ggc acc

ES 2 304 235 T3

cct acg gca

Pro Thr Ala

gecg cag gtc
Ala Gln Yal

get tca gtg
Ala Ser Val

40
cat gtt atg
His Val Met

55

att gga tat
Ile Gly Tyr
70
ttc aag ggc
Phe Lys Gly

tac atg gag
Tyr Met Glu

tgt gca aga
Cys Ala Arg
120

act ctc aca

gce get gga ttg tta
Ala Ala Gly Leu Leu
10
cag ctg cag cag tct
Gln Leu Gln Gln Ser
25

aag atg tcc tgc aag

Lys Met Ser Cys Lys
45

cac tgg gtg aag cag

His Trp Val Lys Gln

60
att tat cct tac aat
Ile Tyr Pro Tyr Asn
75
aag gcc aca ctg act
Lys Ala Thr Leu Thr
90

ctc age age ctg gee

Leu Ser Ser Leu Ala

105

geg ggt tac tat agt

Gly Gly Tyr Tyr Ser
125

gtc tcc tca ggt ggt

tta

Leu

gga
Gly

30
get
Ala

aag

Lys

gat
Asp

tca

Ser

tet
Ser
110
tac

Tyr

ggt

ctc gct

Leu Ala
15

cct gac

Pro Asp

tct gga
Ser Gly

cca ggg
Pro Gly

get act
Gly Thr

80
gag aaa
Glu Lys

95

gag gac
Glu Asp

gac gac

Asp Asp

get tcg

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser

130

135

140

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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ggt
Gly
145

act

tge

Cys

caa

Gln

aaa

Lys

gg8a
Gly
225
gat

Asp

tce

Ser

gat
Asp

<210> 21
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ggt ggt
Gly Gly

cca cte

Pro Leu

aga tct
Arg Ser

tgg tac
Trp Tyr

195
gtt tcc
Val Ser
210

tca ggg
Ser Gly

ctg gga
Leu Gly

gga gee

gget tcg
Gly Ser

tcec ctg

Ser Leu
165

agt cag

Ser Gln

180

cta cag

Leu Gln

aac cga

Asn Arg

aca gat
Thr Asp

gtt tat
vVal Tyr
245

Egg acc

ES 2 304 235 T3

ggt get ggc
Gly Gly Gly
150

cct gte agt
Pro Val Ser

agc ctt cta

Ser Leu Leu

aag cca ggc

Lys Pro Gly
200

ttt tet ggg

Phe Ser Gly

215

ttc aca cte

Phe Thr Leu

230

ttc tge tect

Phe Cys Ser

aag ctg gaa

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu

260

aaa taatga

Lys

<223> cebador de PCR

gega tcg
Gly Ser

ctt gga
Leu Gly
170
cac agt
His Ser
185
cag tct
Gln Ser

gtc cca

VYal Pro

aag atc

Lys Ile

caa agt
Gln Ser
250

ata aaa

gat
Asp
155
gat

Asp

aaa

Lys

cca

Pro

gac

Asp

age
Ser
235
aca

Thr

gac

gtt
Val

caa

Gln

gga
Gly

aag

Lys

agg
Arg
220
aga

Arg

cat

His

tac

gtg atg
Val Met

geec tee

Ala Ser

aac acc
Asn Thr
190
ctc ctg
Leu Leu
205
ttc agt
Phe Ser

gtg gag
Val Glu

gtt ccg
Val Pro

aaa gac

acc caa

Thr Gln
160

atc tct

Ile Ser

175

tat tta

Tyr Leu

atc tac

Ile Tyr

ggc agt
Gly Ser

get gag
Ala Glu

240
tac acg
Tyr Thr
255

gat gac

Ile Lys Asp Tyr Lys Asp Asp Asp

265

10

270

480

528

576

624

672

720

768

816

828
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ES 2 304 235 T3

<400> 21

acgcgtcgac tcccaggtcce agctgecagea g 31

<210> 22

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 22
gaaggtgtat ccagaagec 18
<210> 23
<211> 819
<212> ADN
<213> Mus
<220>
<221> CDS

<222> (1)...(813)
<223> pCHOM1. MABL-scFv

<400> 23

atg gga tgg agc tgt atc atc ctc ttc ttg gta geca aca gect aca ggt
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

11

48
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1

gtc gac

5

tcee cag gte

Val Asp Ser Gln Val

20

cct ggg get

tca gtg

Pro Gly Ala Ser Val

35
gtt aac cat
Val Asn His

50
gag tgg att
Glu Trp

65

gag aag ttc

gtt atg
Val Met

gga tat
Ile Gly Tyr

aag ggc

cag

Gln

aag

ES 2 304 235 T3

ctg cag
Leu Gin

atg tcc

Lys Met Ser

cac

His

att
Ile
70

aag

Glu Lys Phe Lys Gly Lys

85

gca gee tac atg gag cte

Ala Ala Tyr Met Glu Leu

100

tac tac tgt

gca aga ggg

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly

115

gge acc act ctc aca gte

Gly Thr Thr Leu Thr Val

130

gat tcg ggt ggt ggc gga
Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp

145

150

40
tge gtg
Trp Val

55
tat cct

Tyr Pro

gce aca

Ala Thr

agc age

Ser Ser

ggt tac
Gly Tyr

120
tce tea
Ser Ser
135

teg gat

10
cag tct gga cct
Gln Ser Gly
25

Pro
tgc aag get tet
Cys Lys Ala Ser

aag cag aag cca
Lys Gln Lys Pro
60
tac aat gat ggt
Tyr Asn Asp Gly

75
ctg act tca gag
Leu Thr Ser Glu

90

ctg gee tct gag
Leu Ala Ser Glu
105
tat agt tac gac

Tyr Ser Tyr Asp

gst ggt ggt ggt

Gly Gly Gly Gly

140

gtt gtg atg ace

Val Val Met Thr
155

12

15
gac ctg gta aag
Asp Leu Val Lys

30
gga tac acc ttc
Gly Tyr Thr Phe
45

ggg cag ggc ctt
Gly Gln Gly Leu

act aag tac aat
Thr Lys Tyr Asn
80
aaa tcc tce age
Lys Ser Ser Ser
95
gac tct geg gte
Asp Ser Ala Val
110
gac tgg ggc caa
Asp Trp Gly Gln
125
tcg ggt ggt ggt
Ser Gly Gly Gly

caa act cca cte
Gln Thr Pro Leu
160

96

144

192

240

288

336

384

432

480
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<210> 24
<211> 82

tce ctg cct gtc agt

Ser Leu Pro Val Ser
165

agt cag agc ctt cta

Ser Gln Ser Leu Leu

180
cta cag aag cca ggc
Leu Gln Lys Pro Gly
195
aac cga ttt tct ggg
Asn Arg Phe Ser Gly
210

aca gat ttc aca ctc

Thr Asp Phe Thr Leu

225

gtt tat ttc tge tet

Val Tyr Phe Cys Ser
245

gBE acc aag ctg gaa

Gly Thr Lys Leu Glu

260

tga

8

<212> ADN
<213> Mus

<220>

<221>CDS
<222> (1)...(822)
<223> pscM2. MABL2-scFv

ES 2 304 235 T3

ctt gga gat caa gcc tcc atc tet tge aga tct
Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser
170 175.
cac agt aaa gga aac acc tat tta caa tgg tac
His Ser Lys Gly Asn Thr Tyr Leu Gln Trp Tyr
185 190
cag tct cca aag ctc ctg atc tac aaa gtt tec
Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser
200 205
gtc cca gac agg ttc agt gge agt gga tca ggg
Yal Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
215 220
aag atc agc aga gtg gag gct gag gat ctg gga
Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly
230 235 240

caa agt aca cat gtt ccg tac acg tcc gga ggg

Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr Ser Gly Gly

250 255
ata aaa gac tac aaa gac gat gac gat aaa taa
Ile Lys Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

265 270

13

528

b76

624

672

720

768

816

819
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<400> 24
atg
Met
1
gee

Ala

ctg

Leu

“tac

Tyr

cag
Gln

65
aag

Lys

tcc

Ser

tect

Ser

aaa

Lys

caa

Gln

gta
Val

-ace

Thr
50

88C
Gly

tat

Tyr

tce

Ser

gecg
Ala

tac cta

Tyr Leu

cca gee

Pro Ala

20

aag cct

Lys Pro
35

tte get

Phe Ala

ctt gag
Leu Glu

aat gag
Asn Glu

acc aca

ttg cct

Leu Pro
5

atg geg

Met Ala

ggg sgct
Gly Ala

aac cat

Asn His

tgg att
Trp Ile

70
aag ttc
Lys Phe
85

gee tac

ES 2 304 235 T3

acg geca

Thr Ala

cag gte
Gln Val

tca gtg
Ser Val

40
gtt att
Val Ile
55
gga tat
Gly Tyr

aag gac

Lys Asp

atg gac

Thr Thr Ala Tyr Met Asp

100

gtc tat

tac tgt

gca aga

gce

Ala

cag
Gln

25
aag

Lys

cac

His

att
Ile

aag

Lys

cte

get gga ttg

Ala Gly Leu
10

ctg cag cag

Leu Gln Gln

atg tcc tgc
Met Ser Cys

tgg gtg aag
Trp Val Lys

60
tat cct tac
Tyr Pro Tyr

75

gec act ctg
Ala Thr Leu
90

agc age ctg

tta tta ctc gect
Leu Leu Leu Ala
15
tct gga cct gaa
Ser Gly Pro Glu
30

aag gct tct gga
Lys Ala Ser Gly
45

cag aag cca ggg

Gln Lys Pro Gly

aat gat ggt act

Asn Asp Gly Thr

80

act tca gac aaa

Thr Ser Asp Lys
95

gee tet gag gac

Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp

1056

8gg

ggt tac tat

110

act tac gac gac

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Thr Tyr Asp Asp

115

120

14

125

48

96

144

192

240

288

336

384
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tgg
Trp

ggt
Gly
145
agt

Ser

tge

Cys

cat

His

aaa

Lys

gga
Gly
225
gat

Asp

tte
Phe

gat

g8c
Gly
130
gt
Gly

cca

Pro

aga

Arg

tgg

Trp

gtt
Val
210
tca

Ser

ctg

Leu

gga
Gly

aaa

Asp Lys

<210> 25
<211> 819
<212> ADN
<213> Mus
<220>
<221> CDS

caa ggc

Gln Gly

ggt gst
Gly Gly

ctc tce

Leu Ser

tca agt

Ser Ser
180

tac ctg

Tyr Leu

1956

tcc aac

Ser Asn

gtg aca
Val Thr

gga gtt
Gly Val

g88E 888
Gly Gly
260

taatga

acc

Thr

tcg

Ser

ctg
Leu
165
cag

Gln

cag

Gln

cga

Arg

gat

Asp

tat
Tyr
245
acc

Thr

act

Thr

get
Gly
160
cct

Pro

agc

Ser

aag

Lys

ttt
Phe

ttc
Phe
230
tte
Phe

aag

Lys

ES 2 304 235 T3

ctc
Leu
135

ggt
Gly

gtc
Val

ctt

Leu

cca

Pro

tct
Ser
215
aca

Thr

tge

Cys

ctg

Leu

aca gtc tcec tca

ggt

Thr Val Ser Ser Gly

gge
Gly

agt

Ser

gtg
Val

ggc
Gly
200

g88
Gly

ctc

Leu

tct

Ser

gaa

Glu

gga tcg

gat

140

gtt

Gly Ser Asp Val

ctt gga
Leu Gly
170
cac agt
His Ser
185
cag tct

Gln Ser

gtc cca

Val Pro

atg atc
Met Ile

caa agt
Gln Ser
250
ata aaa
Ile Lys
265

15

155
gat

Asp

aat

Asn

cca

Pro

gac

Asp

agc
Ser
235
aca

Thr

gac

Asp

caa

Gln

gga
Gly

aaa

Lys

agg
Arg
220
aga

Arg

cat

His

tac

Tyr

ggt
Gly

gtg
Val

gee

Ala

aag

Lys

ctc
Leu
205
ttc
Phe

gtg
Val

gtt
Val

aaa

Lys

ggt
Gly

atg

Met

tcc

Ser

acc
Thr
190
ctg

Leu

agt

Ser

gag
Glu

ceg

Pro

gac
Asp
270

ggt
Gly

acc

Thr

atc
Ile
175
tat

Tyr

atc

Ile

ggc
Gly

get
Ala

tac
Tyr
255
gat

Asp

tcg

Ser

caa
Gln
160
tect

Ser

tta

tac

Tyr

agt

Ser

gag
Glu
240
acg

Thr

gac

Asp

432

480

528

576

624

672

720

768

816

828
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<222> (1)...(813)
<223> pCHOM?2. MABL2-scFv

<400> 25

atg gga tgg age tgt
Met Gly Trp Ser Cys

1 5
gtc gac tcc cag gtc
Val Asp Ser Gln Val

20
cct ggg get tca gtg
Pro Gly Ala Ser Val
35
gct aac cat gtt att
Ala Asn His Val Ile
50
gag tgg att gga tat
Glu Trp Ile Gly Tyr
65

gag aag ttc aag gac
Glu Lys Phe Lys Asp

ES 2 304 235 T3

atc atc ctc ttc ttg gta gca aca gct aca ggt
Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
10 15
cag ctg cag cag tct gga cct gaa ctg gta aag
Gln Leu GIn Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys
25 30
aag atg tcc tgc aag gct tct gga tac acc ttc
Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
40 45
cac tgg gtg aag cag aag cca ggg cag ggc ctt
His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu
55 60
att tat cct tac aat gat ggt act aag tat aat
Ile Tyr Pro Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn
70 75 80
aag gecec act ctg act tca gac aaa tce tce ace

Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp Lys Ser Ser Thr

16

48

96

144

192

240

288
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aca

gee

tac

Thr Ala Tyr

tat

Tyr

Egc
Gly

ggt
Gly
145
tce

Ser

agt

Ser

ctg

Leu

aac

Asn

aca

tac

Tyr

acc
Thr
130
tcg

Ser

ctg

Leu

cag

Gln

casg

Gln

cga
Arg
210

gat

tgt
Cys
115
act

Thr

ggt
Gly

cct

Pro

agc

Ser

aag
Lys
195
ttt

Phe

tte

Thr Asp Phe

225

atg
Met
100
gca

Ala

cte

Leu

gat
Gly

gtc
Val

ctt
Leu
180
cca

Pro

tet

85
gac

Asp

aga

Arg

aca

Thr

gEeC
Gly

agt
Ser
165
gtg
Val

ggcC
Gly

:4:4°4

Ser Gly

aca ctc-

Thr Leu

cte

Leu

g88
Gly

gte
Val

gga
Gly
150
ctt

Leu

cac

His

cag

Gln

gtc

Val

atg
Met
230

ES 2 304 235 T3

agc agc

Ser Ser

ggt tac

Gly Tyr
120

tce tca

Ser Ser

135

tcg gat

Ser Asp

gga gat
Gly Asp

agt aat

Ser Asn

tct cca

Ser Pro
200

cca gac

Pro Asp

215

atec age

Ile Ser

ctg
Leu
105
tat

Tyr

ggt
Gly

gtt
Val

caa

Gln

gga
Gly
185
aaa

Lys

agg
Arg

aga

90
gee

Ala

act

Thr

ggt
Gly

gte
Val

gee
Ala
170
aag

Lys

cte

Leu

tte
Phe

gtg

tct

Ser

tac

Tyr

get
Gly

atg
Met
155
tcc

Ser

acc

Thr

ctg

Leu

agt

Ser

gag

gag
Glu

gac

Asp

get
Gly
140
ace

Thr

atc

Ile

tat

Tyr

atc

Ile

ggc
Gly
220

get

gac

Asp

gac
Asp
125
teg

Ser

caa

Gln

tect

Ser

tta

Leu

tac
Tyr
205
agt

Ser

gag

Arg Val Glu Ala Glu

17

235

tet
Ser
110
teg
Trp

ggt
Gly

agt

Ser

tge

Cys

cat
His
190
aaa

Lys

gga
Gly

gat

Asp

95

gcg
Ala

ggce
Gly

ggt
Gly

cca

Pro

aga
Arg
175
tgg
Trp

gtt
Val

tca

Ser

ctg

gte
Val

caa

Gln

gegt
Gly

cte
Leu
160
tca

Ser

tac

Tyr

tee

Ser

gtg
Val

gga

Leu Gly

240

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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ES 2 304 235 T3

gtt tat ttc tge tct caa agt aca cat gtt ccg tac acg ttc gga ggg 768

Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly

245

250

255

ggg acc aag ctg gaa ata aaa gac tac aaa gac gat gac gat aas taa 816

Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

260
tga
<210> 26
<211> 456
<212> ADN
<213> Mus
<220>
<221> CDS

<222> (1)...(450)
<223> pCHO-shIAP. IAP humana soluble

<400> 26

atg tgg ccc ctg gta geg geg ctg
Met Trp Pro Leu Val Ala Ala Leu
1 5
tca gct cag cta cta ttt aat aaa
Ser Ala Gln Leu Leu Phe Asn Lys
20

265 270

ttg ctg ggc tcg geg tge

Leu Leu Gly Ser Ala Cys
10

aca aaa tct gta gaa ttc

Thr Lys Ser Val Glu Phe

25 30

tgec gga

Cys Gly
16

acg ttt

Thr Phe

tgt aat gac act gtc gtc att cca tge ttt gtt act aat atg gag geca

Cys Asn Asp Thr Val Val Ile Pro
35 40

caa aac act act gaa gta tac gta

Gln Asn Thr Thr Glu Val Tyr Val

Cys Phe Val Thr Asn Met
45

aag tgg aaa ttt aaa gga
Lys Trp Lys Phe Lys Gly

18

Glu Ala

aga gat
Arg Asp

819

48

96

144

192
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att
Ile

65
ttt
Phe

tet

Ser

act

Thr

cta

Leu

aag

50
tac

Tyr

agt

Ser

ttg

Leu

tgt

Cys

aaa
Lys
130

gac

acc ttt
Thr Phe

agt geca
Ser Ala

aag atg
Lys Met
100
gaa gta
Glu Val
115
tat cgt
Tyr Arg

gac gat

gat
Asp

aaa
Lys

85
gat

Asp

aca

Thr

gtt
Val

gac

Lys Asp Asp Asp Asp

145

<210> 27
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR

<400> 27

gga
Gly

70
att
Ile

aag

Lys

gaa

Glu

gtt
Val

aag
Lys
150

ES 2 304 235 T3

55
get
Ala

gaa

Glu

agt

Ser

tta

Leu

tca
Ser

135

cta aac

Leu Asn

gtc teca
Val Ser

gat gect
Asp Ala

105
acc aga
Thr Arg
120

tgg ttt

aag

Lys

caa

tce
Ser
75

tta

60
act

Thr

cta

Gln Leu Leu

90

gte

Val

gaa

Glu

tct

tca

Ser

ggt
Gly

cca

cac

His

gaa

Glu

aat

gtc cce

Val Pro

aaa gga

Lys Gly

aca gga
Thr Gly

110
acg atc
Thr Ile
125

gaa aat

Trp Phe Ser Pro Asnh Glu Asn

tgatag

140

act gac

Thr Asp

80

gat gcc

Asp Ala
95

aac tac

Asn Tyr

atc gag
Ile Glu

gac tac

Asp Tyr

ggaattccat atgcaagtgce aacttcaaca gtctggacct gaactg 46

<210> 28
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR

19

240

288

336

384

432

456
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ES 2 304 235 T3

<400> 28
ggaattctca ttattttatt tccagettgg t 31

<210> 29

<211> 741

<212> ADN

<213> Mus

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(735)

<223> pscM2DEmO1. MABL2-scFv

<400> 29

atg caa gtg caa ctt caa cag tct gga cct gaa ctg gta aag cct ggg 48
Met Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly
1 5 10 15
gct tca gtg aag atg tcc tge aag got tct gga tac acc tte get aac 96
Ala Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ala Asn
20 25 30
cat gtt att cac tgg gtg aag cag aag cca ggg cag gge ctt gag tgg 144
His Val Ile His Trp Val Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp
35 40 45

20
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att
Ile

tte
Phe

65
tac

Tyr

tgt

Cys

act

Thr

gat
Gly

cct
Pro
145
agc

Ser

aag

Lys

ttt

gga
Gly

50
aag

Lys

atg

Met

gca

Ala

ctc

Leu

get
Gly
130
gte
Val

ctt

Leu

cca

Pro

tct

tat

Tyr

gac

Asp

gac

Asp

aga

Arg

aca
Thr
115

ggc
Gly

agt

Ser

gtg
Val

ggcC
Gly

geg

att
Ile

aag

Lys

cte

Leu

:4°4°4
Gly
100
gtc
Val

gga
Gly

ctt

Leu

cac

His

cag
Gln
180

gtc

tat

Tyr

gee

Ala

agc
Ser

85
gt
Gly

tece

Ser

tcg

Ser

gga
Gly

agt
Ser
165
tct

Ser

cca

cct

Pro

act
Thr

70
agce

Ser

tac

Tyr

teca

Ser

gat
Asp

gat
Asp
150
aat

Asn

cca

Pro

gac

ES 2 304 235 T3

tac
Tyr

55
ctg

Leu

ctg

Leu

tat

Tyr

ggt
Gly

gtt
Val
135
caa

Gln

gga
Gly

aaa

Lys

agg

aat

Asn

act

Thr

gee

Ala

act

Thr

ggt
Gly
120
etg
Val

gee

Ala

aag

Lys

cte

Leu

tte

gat ggt
Asp Gly

tca gac

Ser Asp

tct gag
Ser Glu
90
tac gac
Tyr Asp
105
ggt ggt
Gly Gly

atg acc

Met Thr

tce atc

Ser Ile

acc tat
Thr Tyr

170
ctg ate
Leu Ile
185

agt gge

21

act

aaa
Lys

75
gac

Asp

gac

Asp

teg

Ser

caa

Gln

tet
Ser
1565
tta

Leu

tac

Tyr

agt

aag
Lys

60
tce

Ser

tct

Ser

tgg

Trp

get
Gly

agt
Ser
140
tgc

Cys

cat

His

aaa

Lys

gga

tat

Tyr

tce

Ser

gCcg
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly
125
cca

Pro

aga

Arg

tgg

Trp

gtt
Val

tca

aat

Asn

acc

Thr

gte
Val

caa
Gln
110
ggt
Gly

cte

Leu

tca

Ser

tac

Tyr

tce
Ser
190

gtg

gag
Glu

aca

Thr

tat
Tyr
95

ggc
Gly

ggt
Gly

tce

Ser

agt

Ser

ctg
Leu
175
aac

Asn

aca

aag

Lys

gee
Ala

80
tac

Tyr

acc

tcg

Ser

ctg

Leu

cag
Gln
160
cag

Gln

cga

Arg

gat

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624
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ES 2 304 235 T3

Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Val Thr Asp

195

200

205

ttc aca ctc atg atc agc aga gtg gag gct gag gat ctg gga gtt tat
Phe Thr Leu Met Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr

210 215

220

tte tge tct caa agt aca cat gtt ccg tac acg ttc gga ggg ggg acc

Phe Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr

225 230
aag ctg gaa ata aaa taatga
Lys Leu Glu Ile Lys

245

<210> 30

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 30

cagacagtgg ttcaaagt 18

<210> 31

<211>172

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 31

235

240

672

720

741

cgecgtegace gatcecgecac cacccgaace accaccacce gaaccaccac caccttttat 60

ttccagettg gt

<210> 32

<211> 1605

<212> ADN

<213> Mus

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(1599)

<223> pCHOM2(Fv)2. MABL2-sc(Fv)2

72
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<400> 32

atg
Met

1
gte
Val

cct

Pro

get
Ala

g3g
Glu
65

gag

gga
Gly

gac

Asp

:4:4:4
Gly

aac
Asn

50

tgg
Trp

aag

tge
Trp

tce

Ser

gect
Ala

35
cat

His

att
Ile

tte

age tgt

Ser Cys

cag gtc

Gln Val
20

tca gtg

Ser Val

gtt att
Val Ile

gga tat
Gly Tyr

aag gac

ate

Ile

cag

Gln

aag

Lys

cac

His

att
Ile
70

aag

ES 2 304 235 T3

atec ctc

Ile Leu

ctg cag
Leu Gln

atg tcc

Met Ser

40

tgg gtg

Trp Val
55

tat cct

Tyr Pro

gee act

ttc ttg gta gca aca get aca ggt
Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
10 15
cag tct gga cct gaa ctg gta aag
Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys
25 30
tgec aag gct tct gga tac acc tte
Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
45
aag cag aag cca ggg cag ggc ctt
Lys Gln Lys Pro Gly Gln Gly Leu
60

tac aat gat ggt act aag tat aat
Tyr Asn Asp Gly Thr Lys Tyr Asn

75 80

ctg act tca gac aaa tcc tce ace

23

48

96

144

192

240

288
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Glu

aca

Thr

tat

Tyr

2440
Gly

ggt
Gly
145
tce

Ser

agt

Ser

ctg

Leu

aac

Asn

aca

Lys

gce

Ala

tac

Tyr

acc
Thr
130
tcg

Ser

ctg

Leu

cag

Gln

cag

Gln

cga
Arg
210

gat

Phe

tac

Tyr

tgt
Cys
115
act

Thr

ggt
Gly

cct

Pro

agc

Ser

aag
Lys
195
ttt
Phe

ttc

Thr Asp Phe

Lys

atg
Met
100
gea

Ala

cte

Leu

get
Gly

gte
Val

ctt
Leu
180
cca

Pro

tet

Ser

aca

Thr

Asp
85
gac

Asp

aga

Arg

aca

Thr

ggc
Gly

agt
Ser
165
gtg
Val

ggC
Gly

:4:4°4
Gly

cte

Leu

Lys

cte

Leu

24:4°4
Gly

gtc
Val

gga
Gly
150
ctt

Leu

cac

His

cag

Gln

gtc
Val

atg
Met

ES 2 304 235 T3

Ala

agc

Ser

ggt
Gly

tce
Ser
135
tcg

Ser

gga
Gly

agt

Ser

tct

Ser

cca
Pro
215
atc

Ile

Thr

agce

Ser

tac
Tyr
120
tca

Ser

gat

Asp

gat

Asp

aat

Asn

cca
Pro
200
gac

Asp

age

Ser

Leu Thr Ser Asp

ctg
Leu
105
tat

Tyr

ggt
Gly

gttt
Val

caa

Gln

gga
Gly
185
aaa

Lys

agg
Arg

aga

90
gee

Ala

act

Thr

get
Gly

gtg
Val

gee
Ala
170
aag

Lys

cte

Leu

tte

Phe

gteg

tct

Ser

tac

Tyr

ggt
Gly

atg
Met
155
tec

Ser

acc

Thr

ctg

Leu

agt

Ser

gag

gag
Glu

gac

Asp

ggt
Gly
140
acc

Thr

atc

Ile

tat

Tyr

ate

Ile

34249
Gly
220

gct

Lys

gac

Asp

gac
Asp
125
tcg

Ser

caa

Gln

tet

Ser

tta

Leu

tac
Tyr
205

agt

Ser

tct
Ser
110
19:44
Trp

ggt
Gly

agt

Ser

tge

Cys

cat
His
190
aaa

Lys

gga

Ser Gly

gag

gat

Arg Val Glu Ala Glu Asp

24

Ser

95
gcg
Ala

ggc
Gly

ggt
Gly

cca

Pro

aga
Arg
175
tgg
Trp

gtt
Val

tca

Ser

ctg

Leu

Thr

gte
Val

caa

Gln

get
Gly

cte
Leu
160
tca

Ser

tac

Tyr

tcc

Ser

gtg
Val

gga
Gly

336

384

432

480

528

576

624

672

720
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225
gtt
Val

BEB
Gly

teg

Ser

gga
Gly

get
Ala
305
aag

Lys

gat

Asp

tca

Ser

tet

Ser

tat

Tyr

ace

Thr

get
Gly

cct
Pro
250
tct

Ser

cca

Pro

get
Gly

gac

Asp

gag
Glu
370

tte

Phe

aag

Lys

ggt
Gly
275
gaa

Glu

gga
Gly

F24:4 4
Gly

act

Thr

aaa
Lys
355

gac

tge

Cys

ctg
Leu
260
gge
Gly

ctg

Leu

tac

Tyr

cag

Gln

aag
Lys
340
tce

Ser

tet

tet
Ser
245
gaa

Glu

gga
Gly

gta
Val

ace

Thr

gge
Gly
325
tat

Tyr

tce

Ser

gCE

230
caa

Gln

ata

Ile

teg

Ser

aag

Lys

tte
Phe
310
ctt

Leu

aat

Asn

ace

Thr

gte

Asp Ser Ala Val

ES 2 304 235 T3

agt

Ser

aaa

Lys

gte
Val

cct
Pro
295
get
Ala

gag
Glu

gag
Glu

aca

Thr

tat
Tyr
375

aca

Thr

ggt
Gly

gac
Asp
280

:4:4°4
Gly

aac

Asn

tgg

Trp

aag

Lys

gee
Ala
360

tac

cat

His

gst
Gly
265
tce

Ser

get
Ala

cat

His

att
Ile

ttc
Phe
345

tac

gtt
Val
250
ggt
Gly

cag

Gin

tca

Ser

gttt
Val

gga
Gly
330
aag

Lys

atg

235
ccg

Pro

get
Gly

gte
Val

gte
Val

att
Ile
315
tat

Tyr

gac

Asp

gac

Tyr Met Asp

tgt geca aga

tac acg ttc

Tyr Thr Phe

tcg ggt ggt
Ser Gly Gly

cag

Gln

aag
Lys
300
cac

His

att
Ile

aag

Lys

cte

Leu

444

ctg
Leu
285
atg

Met

tge

Trp

tat

Tyr

gee

Ala

agce
Ser

365

ggt

270
cag

Gln

tec

Ser

gtg
Val

cct

Pro

act
Thr
350
agc

Ser

tac

Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Tyr

25

380

gga
Gly
255
get
Gly

cag

Gln

tge

Cys

aag

Lys

tac
Tyr
335
ctg

Leu

ctg

Leu

tat

Tyr

240

BER
Gly

ggt
Gly

tct

Ser

aag

Lys

cag
Gln
320
aat

Asn

act

Thr

gee

Ala

act

Thr

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152
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tac
Tyr
385

get
Gly

atg

Met

tec

Ser

acc

Thr

ctg
Leu
465
agt

Ser

gag
Glu

gac

Asp

ggt
Gly

acc

Thr

atc

Ile

tat
Tyr
450
atce

Ile

24244
Gly

gct
Ala

ceg tac

gac

Asp

tcg

Ser

caa

Gln

tct
Ser
435
tta

Leu

tac

Tyr

agt

Ser

gag
Glu

acg

tgg
Trp

ggt
Gly

agt
Ser
420
tge

Cys

cat

His

aaa

Lys

gga
Gly

gat
Asp
500

tte

ggc
Gly

get
Gly
405
cca

Pro

aga

Arg

tgg

Trp.

gtt
Val

tca
Ser
485
ctg

Leu

gga

Pro Tyr Thr Phe Gly
515

gac gat gac gat aaa

Asp Asp Asp Asp Lys
530

<210> 33
<211> 23
<212> ADN

caa
Gln
390

ggt
Gly

cte

Leu

tca

Ser

tac

Tyr

tee
Ser
470
gte
Val

gga
Gly

geeg

ES 2 304 235 T3

gge ace

Gly Thr

gegt teg
Gly Ser

tce ctg

Ser Leu

agt cag

Ser Gln
440

ctg cag

Leu Gln

455

aac cga

Asn Arg

aca gat

Thr Asp

gtt tat

act

Thr

ggt
Gly

cct
Pro
425
agc

Ser

aag

Lys

ttt
Phe

tte

Phe

tte

cte

Leu

get
Gly
410
gtc
Val

ctt

Leu

cca

Pro

tet

Ser

aca
Thr
490

tge

Val Tyr Phe Cys

ggg acc

505

aag

ctg

aca
Thr
395

ggc
Gly

agt

Ser

gtg
Val

gg8c
Gly

BRE
Gly
475
ctc

Leu

tct

Ser

gaa

Gly Gly Thr Lys Leu Glu

taatga

520

26

gtc tece teca

Val Ser Ser

gga tcg gat

Gly Ser Asp

ctt gga gat

Leu Gly Asp
430

cac agt aat

His Ser Asn

445

cag tct cca

Gln Ser Pro

460

gtc cca gac

Val Pro Asp

atg atc agc

Met Ile Ser

caa agt aca
Gln Ser Thr
510

ata aaa gac

ggt
Gly

gtt
Val
415
caa

Gln

gga
Gly

aaa

Lys

agg
Arg

aga
Arg
495
cat

His

tac

egt
Gly
400
gte
Val

gee

Ala

aag

Lys

ctc

Leu

tte
Phe
480
gtg
Val

gtt
Val

aaa

Ile Lys Asp Tyr Lys
525

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1636

1584

1605
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cebador de PCR

<400> 33

tgaggaattc ccaccatggg atg 33

<210> 34

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 34

cacgacgtca ctcgagactg tgagagtggt gccttggcee 40

<210> 35

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 35

agtctcgagt gacgtcgtga tgacccaaag tccactctce 40

<210> 36

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 36

gactggatcec tcattattta tcgtcategt ¢ 31

<210> 37

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 37
cgcgtaatac gactcactat ag

<210> 38
<211> 46

ES 2 304 235 T3
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27
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ES 2 304 235 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 38

gcaattggac ctgttttatc tcgagettgg tcccccctec gaacgt 46

<210> 39

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 39
gctcgagata aaacaggtcc aattgcagca gtctggacct gaact 45

<210> 40

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 40
gactggatcc tcattattta tcgtcatcgt ctttgtagtc tgaggagact gtgagagtgg 60

<210> 41

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 41

gactgaattc ccaccatgaa gttgcctgtt ag 32

<210> 42

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

28
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ES 2 304 235 T3

<400> 42
cagtctcgag tggtggttcc gacgtcgtga tgacccaaag 40

<210> 43

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 43
cagtctcgag tggtggtggt tccgacgtcg tgatgaccca aag 43

<210> 44

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 44

cagtctcgag tggtggteggt ggttccgacg tcgtgatgac ccaaag 46

<210> 45

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 45
cagtctcgag tggtggtggt getggttceg acgtcgtgat gacccaaag 49

<210> 46

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 46

cagtctcgag tggtggtggt ggtggtggtt ccgacgtcgt gatgacccaa ag 52

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

29
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<223> cebador de PCR

<400> 47

ES 2 304 235 T3

ggccgeatgt tgtcacgaat 20

<210> 48
<211> 780
<212> ADN
<213> Mus
<220>
<221> CDS

<222> (1)...(768)

<223> CF2HL-0/pCOS 1.

<400> 48

atg
MET

gac

Asp

get
Ala

35
gtt
Val

tat

Tyr

aag

Lys

age

Ser

gga
Gly

tcc

Ser

tca

Ser

att
Ile

att
Ile

70
gee

Ala

agc

Ser

tgg
Trp

cag
Gln

20
gtg
Val

cac

His

tat

Tyr

act

ctg

MABL2-scFv <HL-0>

age tgt ate

Ser Cys Ile
5

gtc cag ctg

Yal Gln Leu

aag atg tcc

Lys MET Ser

40

tgg gtg aag

Trp Val Lys
55

cct tac aat

Pro Tyr Asn

ctg act tca
Leu Thr Ser
90

gee tct gag

atc ctc

Ile Leu

cag cag
Gln Gln

25
tgc aag
Cys Lys

cag aag

Gln Lys

gat ggt

Asp Gly
75

gac aaa

Asp Lys

gac tct

Leu Ala Ser Glu Asp Ser

105

110

ttec ttg gta

Phe Leu Val
10

tct gga cct

Ser Gly Pro

get tcet gga

Ala Ser Gly

45

cca ggg cag

Pro Gly Gln
60

act aag tat

Thr Lys Tyr

tee tee ace

gca aca get

Ala Thr Ala

ctg gta
Leu Yal
30

gaa

Glu

acc ttc

Thr Phe

tac

Tyr

ctt gag
Leu Glu
65

ggc
Gly

aat gag aag

Asn Glu Lys
80

aca gee tac

aca ggt gtc

Thr Gly Val
15

aag cct ggg

Lys Pro Gly

get aac cat

Ala Asn His
50

att gga

Ile Gly

teg
Trp

tte
Phe

aag gac
Lys Asp
85

atg gac ctc

Ser Ser Thr Thr Ala Tyr MET Asp Leu

95

gcg gte tat

tac tgt gca

100

aga gegg ggt

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly

30

115

51

102

153

204

256

306

357



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tac
Tyr
120
gac

Asp

caa

Gln

aag

Lys

ctg

Leu

8gC
Gly
205
gag
Glu

tte
Phe

aaa

Lys

<210> 49
<211> 45
<212> ADN

tat

Tyr

gte
Val

gec
Ala
155
ace

Thr

atc

Ile

agt

Ser

gat
Asp

gga
Gly
240

taa

act tac gac

Thr Tyr Asp

gtg atg acc
Val MET Thr
140

atc tct
Ile Ser

tce
Ser
tat tta cat
Leu His

175

Tyr
tac aaa gtt
Tyr Lys Val
190

tca gtg

Ser Val

gga
Gly
ctg gga gtt
Leu Gly Val
225

EEE gBg acc
Gly Gly Thr

tga gga tcc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR

gac
Asp
125
caa

Gln

tge

Cys

tgg
Trp

tce

Ser

aca
Thr
210
tat

Tyr

aag

Lys

780

ES 2 304 235 T3

tgg ggc

Trp Gly
agt cca
Ser Pro
aga tca
Arg Ser
160
tac ctg
Tyr Leu
aac cga
Asn
195
tte

Phe

gat

Asp

ttc
Phe

tgc

Cys

ctg
Leu Glu
245

gaa

caa ggc acc
Gln Gly Thr
130
ctc tce ctg
Leu Ser Leu
145
agt cag agc
Ser Gln Ser

cag aag cca

Gln Lys Pro
180

ttt tct ggg

Phe Ser Gly

aca ctc atg

Thr Leu MET
215

tct caa agt

Ser Gln Ser

230

ata aaa gac

Ile Lys Asp

31

act

Thr

cct

Pro

ctt
Leu
165
ggc
Gly

gtc
Val

atc

Ile

aca

tac

Tyr
250

ctc aca

Leu Thr

gtc
Val

agt
Ser
150
gtg cac
Val His
cag tct
Gln Ser
cca gac
Pro Asp
200

agec aga

Ser Arg

cat gtt
His Val

235
aaa gac

Lys Asp

gte
Val

teg agt
Ser Ser
135

ctt gga gat
Leu Gly Asp
agt aat gga
Asn Gly

170

Ser
cca aaa ctce
Pro Lys Leu
185
agg ttc agt

Arg Phe Ser

gtg gag get
Val Glu Ala
220

ccg tac acg
Pro Tyr Thr
gat gac gat
Asp Asp Asp

255

408

459

510

561

612

663

714

765
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ES 2 304 235 T3

<400> 49
caagctcgag ataaaatccg gaggccaggt ccaattgcag cagtc 45

<210> 50

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 50

caagctcgag ataaaatccg gaggtggeca ggtccaattg cagcagte 48

<210> 51

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 51

caagctcgag ataaaatccg gaggtggtgg ccaggtccaa ttgcagdagt ¢ bl

<210> 52

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 52
caagctcgag ataaaatccg gaggtggtegg tggccaggtc caattgcage agtc 54

<210> 53

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador de PCR

<400> 53

caagctcgag ataaaatccg gaggteggtgg tggtggccag gtccaattge agcagtc 57

<210> 54
<211> 780
<212> ADN
<213> Mus
<220>

32
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<221> CDS

<222> (1)...(768)
<223> CF2HL-0/pCOS1. MABL2-scFv <LH-0>

<400> 54

ES 2 304 235 T3

atg aag ttg cct gtt agg ctg ttg gtg ctg atg ttc tgg att
MET Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu MET Phe Trp Ile
5

age

Ser

gga
Gly

35
aat

Asn

aaa

Lys

tte

Phe

gag
Glu

tac
Tyr
120
cag

Gln

aag

Lys

aag

agt

gat

gtt

Ser Asp Val

gat

Asp

gga
Gly

cte
Leu

70
agt

Ser

get
Ala

acg

Thr

tet

Ser

gct
Ala
155

cca

20

caa

Gln

aag

Lys

ctg

Leu

g8¢c
Gly

gag
Glu
105
tte

Phe

gga
Gly

tet

Ser

[:4:4:4

gce

Ala

acc
Thr

55
atc

Ile

agt

Ser

gat

Asp

gga
Gly

cct
Pro
140

gga
Gly

cag

gtg
Val

tce

Ser

tat

Tyr

tac

Tyr

gga
Gly

90
ctg

Leu

24244
Gly

gaa

Glu

tac

Tyr

ggc

atg
MET

atc
Ile

40
tta

Leu

aaa

Lys

tca

Ser

gga
Gly

1144
Gly
125
ctg

Leu

acc

Thr

ctt

acce

Thr

tct

Ser

cat

His

gtt
Val

75
gtg
Val

gtt
Val

acc

Thr

gta
Val

tte
Phe
160
gag

10

caa agt cca ctc tcc

Gln Ser Pro Leu Ser

25
tge

Cys

teg
Trp

tce

Ser

aca

Thr

tat
Tyr
110
aag

Lys

aag

Lys

get
Ala

teg

aga tca

Arg Ser

tac ctg

Tyr Leu
60

aac cga

Asn Arg

gat ttc
Asp Phe

95
ttc tge

Phe Cys

ctc gag
Leu Glu

cct ggg
Pro Gly
145

aac cat

Asn His

att gga

33

agt
Ser

45
cag

Gln

ttt
Phe

aca

Thr

tct

Ser

ata
Ile
130
gct
Ala

gtt
Val

tat

cag

Gln

aag

Lys

tet
Ser

80
ctc

Leu

caa

Gln

aaa

Lys

tca

Ser

att
Ile

165
att

ctg
Leu

30

agce

Ser

cca

Pro

888
Gly

atg
MET

agt
Ser
115
cag

Gln

gtg
Val

cac

His

tat

cct

Pro

ctt

Leu

gg¢c
Gly

65
gte
Val

ate

Ile

aca

Thr

gte
Val

aag
Lys
150

teg

Trp

cct

gtc
Val

gte
Val

cag

Gln

cca

Pro

age
Ser
100
cat

His

caa

Gln

atg
MET

gtg
Val

tac

cct
Pro

15
agt

Ser

cac
His

50
tct

Ser

gac

Asp

aga

Arg

gtt
Val

ttg
Leu
135
tce

Ser

aag

Lys

aat

ggt tcc 51
Gly Ser

ctt 102

Leu

agt 153

Ser

cca 204

Pro

agg 255
Arg

85

gteg 306
Yal

ccg 357

Pro

cag 408
Gln

tge 459

Cys

cag 510
Gln

170
gat 561
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ES 2 304 235 T3

Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Pro Tyr Asn Asp
175 180 185

g8t act aag tat aat gag aag ttc aag gac aag gcc act ctg act tca gac 612

Gly Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ser Asp
190 195 200

aaa tcc tcc acc aca gce tac atg gac ctc agec age c¢tg gec tct gag gac 663

Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr MET Asp Leu Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp
205 210 215 220

tct geg gtc tat tac tgt geca aga ggg ggt tac tat act tac gac gac tgg 714

Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Thr Tyr Asp Asp Trp
225 230 235

ggc caa ggc acc act ctc aca gte tce tca gac tac aaa gac gat gac gat 765

Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp
240 245 250 255
aaa taa tga gga tcc 780

Lys

<210> 55

<211> 351

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(351)

<223> 12B5HV. Péptido 1-351

<400> 55

cag gtg cag ctg gtg cag tct ggg gga ggc ttg gtc cgg ccc ggg gge
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Arg Pro Gly Gly

34

48
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tce ctg agt

Ser Leu Ser

gge atg cac
Gly Met His

35
gca ggt ata
Ala Gly Ile

50
cag ggc cga
Gln Gly Arg
65

ctg caa atg

Leu Gln Met

gcg aga gga
Ala Arg Gly

gtc acc gtc
Val Thr Val
115

<210> 56

<211> 57

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(57)

<223> secuencia lectora

5
cte tecc
Leu Ser

20

tgg gte
Trp Val

tce ttt
Ser Phe

ttec acc

Phe Thr

aac agc
Asn Ser
85
gca cat
Ala His
100
teg agt

Ser Ser

tgt

Cys

cge

Arg

gac

Asp

atc
Ile

70
ctg

Leu

tat

ES 2 304 235 T3

gea

Ala

cag

Gln

gga
Gly

55
tce

Ser

aga

gte
Val

get
Ala

40
aga

Arg

aga

Arg

gee

Arg Ala

ggt

ttc

Tyr Gly Phe

10
tct gga
Ser Gly

25
cca ggc

Pro Gly

agt gaa
Ser Glu

gac agt

Asp Ser

gag gac
Glu Asp

90
gat atc
Asp Ile
105

35

atc acc ctc agg
Ile Thr Leu Arg

30
aag ggg ctg gag
Lys Gly Leu Glu

45
tac tat gca gac
Tyr Tyr Ala Asp
60

tce aag aac acc
Ser Lys Asn Thr
75
acg gect gtg tat
Thr Ala Val Tyr

tgg ggc caa ggg
Trp Gly Gln Gly
110

15
acc tac

Thr Tyr

tgg gtg
Trp Val

tcec gtg
Ser Val

ctg tat

Leu Tyr
80

tac tgt

Tyr Cys

95

aca atg

Thr Met

96

144

192

240

288

336

351
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<400> 56

ES 2 304 235 T3

atg gag ttt ggg ctg age tgg gtt ttc ctc gtt get ctt tta aga ggt 48

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly

gtc cag tgt
Val Gln Cys

<210> 57

<211> 115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VH-1

<400> 57

5 10 15
57

atggagtttg ggctgagetg ggttttcete gttgetcttt taagaggtgt ccagtgtcag 60

gtgcagectgg tgcagtetgg gggaggettg gtceggeceg geggggtcect gagte 115

<210> 58

<211> 115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VH-2

<400> 58

aaggatatac ctgccaccca ctccagecce ttgectggag cctggeggac ccagtgecatg 60

ccgtaggtcc tgagggtgat tccagagact gcacaggaga gactcaggga ccccc 115

<210> 59

<211> 115

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VH-3

<400> 59

atggagtttg ggctgagectg ggttttcctec gttgetcttt taagaggtgt ccagtgtcag 60

gtgcagetgg tgcagtctgg gggaggettg gtccggeceg gggggtcect gagte 115

<210> 60

<211> 108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

36
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ES 2 304 235 T3

<220>
<223> 12B5VH-4

<400> 60

actcgagacg gtgaccattg tcccttggece ccagatatcg aaaccataat gtgetcctct 60

cgcacagtaa tacacagccg tgtcctcgge tctcaggetg ttcatttg

<210> 61

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12B5VH-S, cebador de PCR

<400> 61

ttcaagcttc caccatggag tttgggetga ge 32

<210> 62

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12B5VH-A, cebador de PCR

<400> 62
ttgggatcca ctcaccactc gagacggtga ccat 34

<210> 63

<211> 588

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (236)...(558)

<223> 1-235; intrén, 236-588; regién constante de IgG humana (parcial)

37
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<400> 63

gaattcgtga gtggatccca
ggggcaggga gggrectaag
atgagcccag acactggacg

ccctgggcce agctctgtce

tce

Ser

acc

Thr

cce

Pro

gtg
Val

50
agc

Ser

atc

Ile

gtt
Val

<210> 64
<211> 27
<212> ADN

acc aag

Thr Lys

tct ggg

Ser Gly

20

gaa ccg

Glu Pro
35

cac acc

His Thr

agc gtg
Ser Val

tgec aac

Cys Asn

gag ccc
Glu Pro
100

<213> Secuencia artificial

<220>

24:40
Gly

ggc
Gly

gtig
Val

ttc

Phe

gtg
Val

gtg
Val

85
aaa

Lys

cca

Pro

aca

Thr

acg

Thr

ccg

Pro

acc
Thr

70
aat

Asn

tct

Ser

<223> G1CHI1-S, cebador de PCR

ES 2 304 235 T3

agctagcttt

gtgagecagg

ctgaaccteg

cacaccgcgsg

tcg

Ser

[2{e1°4
Ala

gtg
Val

get
Ala

55
gtg
Val

cac

His

tgt

Cys

gte
Val

gcc

Ala

tcg
Ser

40
gtc
Val

ccc

Pro

aag

Lys

gac

Asp

ttc
Phe

ctg
Leu

25
tgg

Trp

cta

Leu

tce

Ser

cce

Pro

aaa
Lys
105

ctggggcags
tggcrgecage
cggacagtta

tcacatggca

cce ctg
Pro Leu
10
ggc tge
Gly Cys

aac tca

Asn Ser

cag tcc

Gln Ser

agc agc

Ser Ser

75

agc aac

Ser Asn
90

act cac

Thr His

38

gca ccc

Ala Pro

ctg gte
Leu Val

ggc gce
Gly Ala

45
tca gga
Ser Gly
60
ttg gec
Leu Gly

acc aag

Thr Lys

aca

Thr

tcc

Ser

aag
Lys

30
ctg

Leu

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
Val

tce
Ser

15
gac

Asp

acc

Thr

tac

Tyr

cag

Gln

gac
Asp
95

aag

Lys

tac

Tyr

agce

Ser

tce

Ser

acc
Thr

80
aag

Lys

Ala

agce

Ser

tte
Phe

g8C
Gly

cte
Leu

65
tac

Tyr

aaa

Lys

ccaggectga ccttggettt
caggtgcaca cccaatgcecce
agaacccagg ggcctctgeg

caacctctect tgea gece

1

60
120
180
237

285

333

381

429

477

525

558
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ES 2 304 235 T3

<400> 64
tgagaattcg tgagtggatc ccaaget 27

<210> 65

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> G1CHI1-A, cebador de PCR

<400> 65

aaaagatctt tatcatgtgt gagttttgtc acaagatttg ggctcaactt tettgtccac 60

<210> 66

<211> 432

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (12)...(419)

<223> HEF-12B5H-g gamma. Péptido 12-419

<400> 66

aagcttccac ¢ atg gag ttt ggeg ctg age tgg gtt ttc ctc gtt get ctt 50
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu
1 5 10
tta aga ggt gtc cag tgt cag gitg cag ctg gtg cag tct ggg gga gge 98
Leu Arg Gly Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly
15 20 25

ttg gtc cgg ccc ggg ggg tcc ctg agt ctc tecc tgt gea gtc tct gga 146

39
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Leu
30
ate

Ile

aag

Lys

tac

Tyr

tece

Ser

acg
Thr
110

teg
Trp

<210> 67
<211> 321
<212> ADN

<213> Humano

<220>
<221> CDS

Val

ace

Thr

2424 1
Gly

tat

Tyr

aag
Lys

95
get
Ala

Bgc
Gly

<222> (1)...(321)
<223> 12B5LV. Péptido 1-321

Arg

ctec

Leu

ctg

Leu

gca
Ala

80
aac

Asn

gtg
Val

caa

Gln

Pro

agg
Arg

gag
Glu

65
gac

Asp

acce

Thr

tat

Tyr

:4:44
Gly

‘Gly

acc
Thr

50
tgg

Trp

tce

Ser

ctg

Leu

tac

Tyr

aca
Thr
130

Gly
35
tac

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

tat

Tyr

tgt
Cys
115
atg

Met

ES 2 304 235 T3

Ser Leu Ser Leu

gec
Gly

geca

Ala

cag

Gln

ctg
Leu
100
gCg
Ala

gtc
Val

atg
Met

ggt
Gly

ggc
Gly

85
caa

Gln

aga

Arg

acc

Thr

cac tgg
His Trp

55
ata tcc
Ile Ser

70

cga tte
Arg Phe

atg aac

Met Asn

gga gca
Gly Ala

gtec tcg
Val Ser
135

40

Ser

40
gtc
Val

ttt

Phe

acc

Thr

age

Ser

cat
His
120
agt

Ser

Cys

cge

Arg

gac

Asp

atc

Ile

ctg
Leu
105
tat

Tyr

Ala Val Ser

cag gct cca
Gln Ala Pro

60
gga aga agt
Gly Arg Ser

75
tcc aga gac
Ser Arg Asp
90

aga gcc gag
Arg Ala Glu

ggt ttc gat
Gly Phe Asp

ggtgagtgga tcc

Gly
45

ggc
Gly

gaa .

Glu

agt

Ser

gac

Asp

atc
Ile
125

194

242

290

338

386

432
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<400> 67

gac
Asp

1
gac

Asp

ttg

Leu

tat

Tyr

agt
Ser

65
gat
Asp

act

atc

Ile

aga

Arg

gee

Ala

aag

Lys

50

gga
Gly

gat

Asp

tte

cag

Gln

gte
Val

tge
Trp

35
gec

Ala

tct

Ser

ttt
Phe

ggc

Thr Phe Gly

<210> 68
<211> 66
<212> ADN
<213> Humano
<220>

<221> CDS
<222> (1)...(66)

<223> secuencia lectora

atg acc cag
Met Thr Gln
5

acc atc acc
Thr Ile Thr
20
tat cag cag
Tyr Gln Gln
tet agt tta

Ser Ser Leu

ggg aca gat

Gly Thr Asp
70

gca act tat

Ala Thr Tyr
85

gga ggg acc

Gly Gly Thr

100

ES 2 304 235 T3

tct

Ser

tge

Cys

aag

Lys

gcce
Ala

55
tte

Phe

tac

Tyr

aag

cct

Pro

cge
Arg

cca
Pro

40
agt

Ser

act

Thr

tge

Cys

ctg

tece acc ctg
Ser Thr Leu
10
gec agc gag
Ala Ser Glu
25

ggg aaa gcc
Gly Lys Ala

BEBR gcc cca
Gly Ala Pro

ctc acc atce

Leu Thr Ile

75

caa caa tat

Gln Gln Tyr
90

gag atc aaa

Lys Leu Glu Ile Lys

105

41

tect gea

Ser Ala
att
Ile

ggt
Gly

cct aaa

Pro Lys

45

tca agg

Ser Arg
60
age agc

Ser Ser

agt aat

ctg

att
Ile
15

tct gga

Ser Gly

tat cac tgg

Tyr His Trp

30
atc

Ile

ctc ctg

Leu Leu
ttc
Phe

agc gge

Ser Gly

cag cct
Leu Gln Pro

80
tat

ccg cte

Ser Asn Tyr Pro Leu

15

48

96

144

192

240

288

321
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<400> 68

ES 2 304 235 T3

atg gac atg agg gtc ccc gct cag ctc ctg ggg cte ctg ctg ctec tgg 48
MET Asp MET Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

5

ctec cca ggt gcc aaa tgt

Leu Pro Gly Ala Lys Cys

20

<210> 69

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VL-1

<400> 69

10

15
66

atggacatga gggtccecege tcagctcetg gggetcetge tgetctgget cccaggtgee 60

aaatgtgaca tccagatgac ccagtctcct tccaccetgt ctgcatctat

<210> 170

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VL-2

<400> 70

110

ggagtttagg ggetttccet ggettetget gataccagge caaccagtga taaataccet 60

cgetggeceg geaggtgatg gtgactetgt ctccaataga tgcagacagg

<210> 71

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5VL-3

<400> 71

110

aagcccctaa actcctgate tataaggect ctagtttage cagtggggcc ccatcaaggt 60

tcageggeag tggatctggg acagattitca ctctcaccat cagcagectg

<210> 72
<211> 103
<212> ADN

42
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ES 2 304 235 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 12B5VL-4

<400> 72

tttgatctce agettggtce ctcecgecgaa agtgagegga taattactat attgttggea 60

gtaataagtt gcaaaatcat caggctgcag getgetgatg gtg

<210> 173

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12B5VL-S; cebador de PCR

<400> 73

ttcaagctte caccatggac atgagggtcc cc 32

<210> 74

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12B5VL-A; cebador de PCR

<400> 74

tctaggatcc actcacgttt gatctccage ttggt 35

<210> 75

<211> 415

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (12)...(398)

<223> HEF-12B5H-g kappa. Péptido 12-398
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ES 2 304 235 T3

<400> 75
aagcttccac c atg gac atg agg gtc ccc get cag cte ctg ggg cte ctg 50
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu
1 5 10
ctg ctc tgg ctc cca ggt gee aaa tgt gac atc cag atg ace cag tct 98
Leu Leu Trp Leu Pro Gly Ala Lys Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

15 20 25

cct tcc acc ctg tct geca tect att gga gac aga gtc acc atc acc tge 146
Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Ile Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

30 35 40 45

cgg gcc age gag ggt att tat cac tgg ttg gec tgg tat cag cag aag 194
Arg Ala Ser Glu Gly Ile Tyr His Trp Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

50 55 60
cca ggg aaa gee cct aaa cte ctg atc tat aag gec tct agt tta gee 242
Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Ala
65 70 75
agt ggg gcc cca tca agg ttc agc ggc agt gga tct ggg aca gat tte 290
Ser Gly Ala Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
80 85 90
act ctc acc atc age age ctg cag cct gat gat ttt gca act tat tac 338
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
95 100 105

tge caa caa tat agt aat tat ccg ctc act ttc ggc gga ggg acc aag 386
Cys Gln Gln Tyr Ser Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

110 115 120 125

ctg gag atc aaa cgtgagtgga tcctaga | 415
Leu Glu Ile Lys

<210> 76

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

44
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ES 2 304 235 T3

<223> Secuencia marcadora FLAG

<400> 76

gac tac aag gat gac gac gat aag 24

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

5

<210> 177

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12B5-S; cebador de PCR

<400> 77

atagaattcc accatggagt ttgggctgag ¢ 31

<210> 178

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HuVHI3; cebador de PCR

<400> 78
tgaagagacg gtgaccattg tcce

<210> 79

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> RhuJH3; cebador de PCR

<400> 79

ggacaatggt caccgtctct tcaggtgg 28

<210> 80

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> RhuVK1; cebador de PCR

24
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ES 2 304 235 T3

<400> 80

ggagactggg tcatctggat gtccgatccg cc 32

<210> 81

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HuVK1.2; cebador de PCR

<400> 81

gacatccaga tgacccagtc tcc 23

<210> 82

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12B5F-A; cebador de PCR

<400> 82

attgcggeeg cttatcactt atcgtcgteca tccttgtagt ctttgatctc cagettggt 59

<210> 83

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminodcidos y secuencia de nucledtidos conectora

<400> 83
g8t ggt ggt ggt tcg get ggt ggt ggt tcg gat ggt gegc gga tcg 45
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5 10 15

<210> 84

<211> 823

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (12)...(809)

<223> sc12B5, Fv de cadena sencilla

46
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<400> 84

ES 2 304 235 T3

aagcttccac ¢ atg gag ttt ggg ctg age tgg gtt ttc cte gtt get ctt 50

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu

1

Leu Arg Gly Val Gln

15
ttg gtc cgg ccc
Leu Val Arg Pro
30

atc acc ctc agg

Ile Thr Leu Arg

aag ggg ctg gag
Lys Gly Leu Glu

65
tac tat gca gac
Tyr Tyr Ala Asp

80

tcc aag aac acc
Ser Lys Asn Thr

95
acg gct gtg tat

Thr Ala Val Tyr
110

tgg ggc caa geg
Trp Gly Gln Gly

ggt ggt ggt get
Gly Gly Gly Gly
145

tct cet tee ace

Ser Pro Ser Thr
160

5

20
g8 8gg tcc ctg

Gly Gly Ser Leu

35
acc tac ggc atg

Thr Tyr Gly Met
50

tgg gtg gca ggt
Trp Val Ala Gly

tcc gtg cag ggc
Ser Val Gln Gly

85
ctg tat ctg caa

Leu Tyr Leu Gln

100
tac tgt gecg aga

Tyr Cys Ala Arg
115

aca atg gtc ace
Thr Met Val Thr

130
tcg gegt ggt gge
Ser Gly Gly Gly

ctg tct geca tet

Leu Ser Ala Ser
165

agt

Ser

cac

His

ata
Ile
70

cga

Arg

atg

cte

tce

Cys Gln Val Gln Leu Val Gln

25
tgt

Leu Ser Cys

tgg
Trp

55
tece

Ser

ttc
Phe

aac

Met Asn

gga

gea

Gly Ala

gtc

tcg

40
gte

Val

ttt
Phe

acce

Thr

agce

cge

Arg

gac

Asp

atce

Ile

ctg

Ser Leu

cat
His

120
agt

105
tat

Tyr

gset

Val Ser Ser Gly

ggea

135
teg

gac

Gly Ser Asp

150

att gga gac

atc

Ile

aga

10
tta aga ggt gtc cag tgt cag gty cag ctg gtg cag tct

Ser

geca

Ala

cag

Gln

gga
Gly

tce
Ser

90
aga

Arg

ggt
Gly

ggt
Gly

cag

Gln

gte

gER
Gly

gte
Val

get
Ala

aga
Arg
75

aga

Arg

gee

Ala

‘tte

Phe

ggt

Gly

atg
Met
155

acc

gga gge
Gly Gly

tct gga

Ser Gly

45
cca gge

Pro Gly

60
agt gaa

Ser Glu

gac agt
Asp Ser

gag gac
Glu Asp

gat atc
Asp Ile

125
ggt tcg
Gly Ser
140

acc cag

Thr Gln

atc acc

Ile Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr

47

170

98

146

194

242

290

338

386

434

482
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tge

Cys

aag
Lys
190
gec

Ala

ttc

Phe

TAC

Tyr

aag

Lys

CgC

<210> 85
<211>114
<212> PRT

<213> Humana

<400> 85

cge
Arg
175
cca

Pro

agt

Ser

act

Thr

TGC

ctg

Leu

255

gee

Ala

:4°4°4
Gly

134244
Gly

ctc

Leu

CAA
Gln
240
gag
Glu

agc gag ggt
Ser Glu Gly

aaa gce cct

Lys Ala Pro
195

gce cca tca

Ala Pro Ser

210

acc atc agc

Thr Ile Ser

225

CAA TAT AGT

Gln Tyr Ser

atc aaa gac

Ile Lys Asp

ES 2 304 235 T3

att
Ile
180
aaa

Lys

agg
Arg

age

Ser

AAT

Asn

tac
Tyr
260

tat

Tyr

cte

Leu

ttc

Phe

ctg

Leu

TAT
Tyr
245
aag

Lys

cac

His

ctg

Leu

age

Ser

cag
Gln
230
CCG

Pro

gat

teg

Trp

atc

Ile

ggc
Gly
215
cct

Pro

CTC

Leu

gac

ttg gee
Leu Ala
185
tat aag
Tyr Lys
200
agt gga
Ser Gly

gat gat

Asp Asp

ACT TTC
Thr Phe

gac gat

Asp Asp Asp Asp

265

tge

Trp

gee

Ala

tct

Ser

ttt
Phe

GGC
Gly
250
aag

Lys

tat cag cag 578
Tyr Gln Gln

tct agt tta 626
Ser Ser Leu

205
ggg aca gat 674
Gly Thr Asp

220

gca act tat 722
Ala Thr Tyr
235
GGA GGG ACC 770
Gly Gly Thr

tgataagcgg ¢ 820

823

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

i

5

48

L0
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ES 2 304 235 T3

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Ile Ser Ser Tyr

20 25

30

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35 40

45

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys

50 55

60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Ser Gln Phe Ser Leu

65 70

75

80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

85 90

95

Arg Gly Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Met Val Thr Val

100 105

Ser Ser

<210> 86
<211> 342
<212> ADN
<213> Humano

<400> 86

caggtgcagec tgcagcagtc gggcccagga ctggtgaage
acctgcactg tctctggtga ctccatcagt agttactact
ccagggaagg gactggagtg gattgggtat atctattaca
ccctcectca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt
aagctgaget ctgtgaccge cgcagacacg gecgtgtatt

ttcgatgtct ggggeegtgg caccatggtc actgtctccet

<210> 87

<211> 57

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(57)

<223> secuencia lectora
<308> GenBank n® AF062252

49

110

c¢ttcggagac cctgteccte
ggagetggat tcggcagcce
gtggegagcac caactacaac
ccaagagcca gttctecctg
actgtgcgag agggcggtac

ca

60
120
180
240
300
342



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 235 T3

<400> 87

atg aaa cat ctg tgg ttc ttc ctt ctc ctg gtg gca get cec aga tgg 48
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

1 5 10 15
gtc ctg tcce 57
Val Leu Ser

<210> 88

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12E10VHI

<400> 88

atgaaacatc tgtggttctt ccttctcetg gtggeagetc ccagatgggt cctgteccag 60

gtgcagctge agcagtcggg cccaggactg gtgaagectt cggagacccet 110

<210> 89

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12E10VH2

<400> &9

acccaatcca ctccagtcce ttccctgggg getgecgaat ccagetccag tagtaactac 60

tgatggagtc accagagaca gtgcaggtga gggacagggt ctccgaagge 110

<210> 90

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12E10VH3

<400> 90

tggagtggat tgggtatatc tattacagtg ggagcaccaa ctacaacccc tccctcaaga 60
gtcgagtcac catatcagta gacacgtcca agagccagtt ctccctgaag 110
<210> 91
<211> 114

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
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<220>
<223> 12E10VH4

<400> 91
tgaggagaca gtgaccatgg tgccacggcc ccagacateg aagtaccgec ctctcgeaca 60

gtaatacacg gccegtgtetg cggeggtcac agagctcage ttcagggaga actg 114
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50
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<210> 92

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VHS, cebador de PCR

<400> 92

ttcaagcttc caccatgaaa catctgtggt tc 32

<210> 93

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VHA, cebador de PCR

<400> 93

ttgggatcca ctcacctgag gagacagtga ccat 34

<210> 94

<211> 426

<212> ADN

<213> Mus

<220>

<221> CDS

<222> (12)...(417)

<223> 12E10H, regién V de la cadena H

51



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 94

aagcttccac ¢ atg aaa

ccc aga

Pro Arg

15

ctg gtg

Leu Yal
30

gac tcc

Asp Ser

aag gga
Lys Gly

tac aac

Tyr Asn

aag agc
Lys Ser

95
gce gtg
Ala Val
110

gegc acc

tgg
Trp

aag

Lys

atc

Ile

ctg

Leu

cce
Pro

80
cag

Gln

tat

Tyr

Met Lys

1
gtc ctg
Val Leu

cct teg

Pro Ser

agt agt

Ser Ser

50

gag tgg

Glu Trp
65

tce cte

Ser Leu

ttec tce
Phe Ser

tac tgt

Tyr Cys

atg gtc act

ES 2 304 235 T3

cat ctg tgg ttc ttc ctt ctc ctg gtg geca get 50

His Leu

tcec cag

Ser Gln

20

gag acc

Glu Thr
35

tac tac

Tyr Tyr

att geg
Ile Gly

aag agt

Lys Ser

ctg aag
Leu Lys

100
gcg aga
Ala Arg
115

gtc tcc

Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala

5 10
gtg cag ctg cag cag tcg ggc
Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly

25
ctg tce ctec acc tge act gte
Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val
40
tgg agec tgg att cgg cag ccc
Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro
55

tat atc tat tac agt ggg agc
Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser

70 75
cga gtc acc ata tca gta gac
Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
85 90

ctg agc tct gtg acc gee gea

cca gga

Pro Gly

tct ggt
Ser Gly
45

cca ggg

Pro Gly
60

acc aac

Thr Asn

acg tcc

Thr Ser

gac acg

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

105

ggg cgeg tac ttc gat gtc tgg

gge cgt

Gly Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Arg

120

tca ggtgagtgga tcccaa

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser

<210> 95

<211> 110
<212> PRT
<213> Mus

130

52

125

98

146

194

242

290

338

386

426



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 304 235 T3

<400> 95

Ser Tyr Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln

1 5 10 15

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr

20 25 30

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

35 40 45

Met Ile Tyr Glu Gly Ser Lys Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe

50 55 60

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu

65 70 75

80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Thr Thr Arg

85 90 95
Ser Thr Arg Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105 110

<210> 96
<211> 330
<212> ADN
<213> Mus
<400> 96

tcctatgtge tgactcagec accctcggtg tcagggtctc ctggacagte gatcaccate
tcctgeactg gaaccagcag tgacgttggt ggttataact atgtctcctg gtaccaacag

cacccaggea aageccccaa actcatgatt tatgagggca gtaaacggee ctcaggggtt

tctaatcget tctetggetc caagtetgge aacacggect gcctgaccat ctetgggete
caggcetgagg acgaggctga ttattactge agctcatata caaccagaag cactcgggte

ttcggeggag ggaccaaget gaccgtccta

<210> 97

<211> 57

<212> ADN

<213> Humano

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(57)

<223> secuencia lectora

53

60
120
180

240
300
330
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ES 2 304 235 T3

<310>

<400> 97
atg gec tgg ace gtt ctc cte ctc gge etc cte tet cac tge aca gge 48
Met Ala Trp Thr Val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ser His Cys Thr Gly
1 5 10 15
tet gtg ace 57
Ser Val Thr

<210> 98

<211> 110

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VL1, cebador de PCR

<400> 98
atggectgga cegttctecet ccteggecte ctctectecact geacaggete tgtgacctee 60

tatgtgetga ctcagccace ctcggtgtca gggtctectg gacagtcegat 110

<210> 99

<211> 62

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VL2, cebador de PCR

<400> 99
teatgagttt gggggetttg cctgggtget gttggtacca ggagacatag ttataaccac 60
caacgtcact gctggttcca gtgcaggaga tggtgatcga ctgtccagga 110
<210> 100
<211>110
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> 12E10VL3, cebador de PCR

<400> 100
cccccaaact catgatttat gagggcagta aacggccctc aggggtttcet aatcgettct 60

ctggetccaa gtcectggcaac acggectecce tgaccatctc tgggetcceag 110

<210> 101
<211> 102
<212> ADN

54
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> 12E10VL4, cebador de PCR

<400> 101

taggacggtc agcttggtcc ctccgecgaa cacccgagtg cttctggttg tatatgaget

gcagtaataa tcagcctcgt cctcagectg gageccagag at

<210> 102

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VLS, cebador de PCR

<400> 102

ES 2 304 235 T3

atcaagcttc caccatggcc tggaccgtte t 3l

<210> 103

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10VLA, cebador de PCR

<400> 103

ctaggatccg ggctgaccta ggacggtcag cttggt 36

<210> 104

<211> 387

<212> ADN

<213> Mus

<220>

<221> CDS

<222> (1)...(387)

<223> 12E10L, regién V de la cadena L
<310>

55

60
102
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<400> 104
atg gcc tgg acc
Met Ala Trp Thr
1
tct gtg acc tece
Ser Val Thr Ser
20
cct gga cag teg
Pro Gly Gln Ser
35
ggt ggt tat aac
Gly Gly Tyr Asn
50
ccc aaa ctc atg
Pro Lys Leu Met
65
aat cgc ttc tct
Asn Arg Phe Ser

tet ggg ctc cag
Ser Gly Leu Gln
100

Aca acc aga agc

gtt
Val

5
tat

Tyr

atc

Ile

tat

Tyr

att
Ile

ggc
Gly

85
get
Ala

act

cte

Leu

gtg
Val

acce

Thr

gte
Yal

tat
Tyr

70
tee

Ser

gag
Glu

CEg

ES 2 304 235 T3

ctc ctc

Leu Leu

ctg act
Leu Thr

atc tcc
Ile Ser

40
tcc tgg
Ser Trp

55

gag ggc
Glu Gly

aag tct

Lys Ser

gac gag
Asp Glu

gtg ttc

Thr Thr Arg Ser Thr Arg Val Phe

115

cta
Leu

<210> 105

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> CDS

120

ggc
Gly

cag
Gln

25
tge

Cys

tac

Tyr

agt

Ser

gec
Gly

get
Ala
105

ggc

ctec ctc

Leu Leu
10

cca cce

Pro Pro

act gga
Thr Gly

caa cag

Gln Gln

aaa cgg

Lys Arg

75

aac acg

Asn Thr
90

gat tat

Asp Tyr

gga ggr

tct

Ser

teg

Ser

acc

Thr

cac
His

60
cce

Pro

gcc

Ala

tac

Tyr

acc

cac tgc

His Cys

gtg tca

Val .Ser

30

agce agt

Ser Ser
45

cca ggc

Pro Gly

tca ggg
Ser Gly

tce ctg

Ser Leu

tge age
Cys Ser
110

aag ctg

aca ggc
Thr Gly
15

ggg tct
Gly Ser

gac gtt
Asp Val

aaa gcc

Lys Ala

gtt tct

Val Ser
80

acc atc

Thr Ile

95

tca tat

Ser Tyr

acc gtc

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val

56

125

48

96

144

192

240

288

336

384

387
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ES 2 304 235 T3

<222> (1)...(24)
<223> FLAG, secuencia lectora

<400> 105
gac tac aag gat gac gac gat aag
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

<210> 106

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 12E10S, cebador de PCR

<400> 106

tatgaattcc accatgaaac atctgtggtt 30

<210> 107

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> DB2, cebador de PCR

<400> 107

taggagctac cgcctccace tgaggagaca gtgaccat 38

<210> 108

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> DBI, cebador de PCR

<400> 108

gtctcctcag gtggaggcgg tagctcctat gtgetgacte ageec 44

<210> 109

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 12E10FA, cebador de PCR

57
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<400> 109

ES 2 304 235 T3

attgcggeeg cttatcactt atcgtegtca tccttgtagt ctaggacggt cagettggt 59

<210> 110
<211> 792
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> CDS
<222> (11)... (778)

<223> 12E10, Fv de cadena sencilla

<400> 110

gaattccace atg aaa cat ctg tgg ttc ttc ctt ctc ctg gtg geca gect
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala

ccc aga
Pro Arg

15
ctg gtg
Leu Val
30

gac tcc

Asp Ser

aag gga
Lys Gly

tac aac

Tyr Asn

aag agc
Lys Ser

95
gee gtg

tgg
Trp

aag

Lys

atc

Ile

ctg

Leu

ccc

Pro
80

cag

Gln

tat

1
gte ctg

Val Leu

cct teg

Pro Ser

agt agt

Ser Ser

50

gag tgg

Glu Trp
65

tce cte

Ser Leu

ttc tce
Phe Ser

tac tgt

tcc cag

Ser Gln

20
gag acc
Glu Thr
35

tac tac

Tyr Tyr

att ggg
Ile Gly

aag agt

Lys Ser

ctg aag
Leu Lys

100
gcg aga

5
gtg
Val

ctg

Leu

tegg
Trp

tat

Tyr

cga
Arg

85
ctg

Leu

444

cag ctg
Gln Leu

tcec cte

Ser Leu

agc tgg
Ser Trp

55
atc tat

Ile Tyr
70

gtc acc

Val Thr

age tct

Ser Ser

cgg tac

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Tyr

110

115

58

10
cag cag tcg gge
Gln Gln Ser Gly
25
acc tgec act gtec
Thr Cys Thr Val
40
att cgg cag ccc

Ile Arg Gln Pro

tac agt ggg agce

Tyr Ser Gly Ser
75

ata tca gta gac

Ile Ser Val Asp

90
gtg acc gece gea
Val Thr Ala Ala
105

ttc gat gtc tgg

Phe Asp Val Trp

120

cca gga

Pro Gly

tct ggt
Ser Gly

45
cca ggg
Pro Gly
60

acc aac

Thr Asn

acg tce

Thr Ser

gac acg

Asp Thr

gegc cgt
Gly Arg
125

49

97

145

193

241

289

337

385
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ggc
Gly

ctg

Leu

atc

Ile

tec

Ser

gag
Glu
190
aag

Lys

gac

Asp

gtg
Val

gac

Asp

<210> 111
<211> 62

<212> ADN

acc

Thr

act

Thr

tce

Ser

teg
Trp
175
gge
Gly

tet

Ser

gag
Glu

tte
Phe

gat
Asp
255

atg

Met

cag

Gln

tgc
Cys
160
tac

Tyr

agt

Ser

g8c
Gly

get
Ala

88c
Gly
240
aag

Lys

ES 2 304 235 T3

gtc act gtec tec tea

Val Thr Val
130

cca ccc teg

Pro Pro Ser

145

act gga acc

Ser

gtg
Val

agc

Ser

tca

Ser

agt

Thr Gly Thr Ser Ser

165

caa cag cac cca ggc

Gln Gln His Pro Gly

aaa cgg ccc

180

tca

:4:4°4

Lys Arg Pro Ser Gly

195
aac acg gcc
Asn Thr Ala

210
gat tat tac
Asp Tyr Tyr
225

g83 ggg acc

tce

Ser

tge

Cys

aag ctg acc

ctg

Leu

age

Ser

get gga gge
Gly Gly Gly
135

tet cct

34344
Gly

150

Ser Pro

gtt
Val

gat
Gly

gac
Asp
aaa gce

Ala

cce
Lys Pro

gtt tct aat

Val Asn

200

Ser

atc tect
Ile

215

acc

Thr Ser

tca tat aca

Ser Tyr Thr

230

gtc cta

ggt age tcce

Gly Ser Ser

gga cag tcg

Gly Gln Ser
155

ggt tat aac

Gly Tyr Asn

170

aaa ctc atg

Lys Leu Met

185

cge tte tet

Arg Phe Ser

ggeg ctc cag

Gly Leu Gln
acc

Thr

aga age
Arg Ser
235

gac tac aag

tat
Tyr
140
atc

Ile

tat

att
Ile

ggC
Gly

get
Ala
220
act

Thr

gat

gtg
Val

acce

Thr

gte
Val

tat

Tyr

tcc
Ser
206
gag
Glu

cgg
Arg

gac

Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Asp Tyr Lys Asp Asp

tgataagegg ccge

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sc4.3, cebador de PCR

245

59

250

433

481

529

577

625

673

721

769

792
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ES 2 304 235 T3

<400> 111
ggtggctgag tcagcacata ggacgatccg ccaccacccg aaccaccace acccgaacca 60

cc 62

<210> 112

<211> 61

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> scl.3, cebador de PCR

<400> 112
gcaccatggt cactgtctcc tcaggtggtg gtggttcggg tggtggtget tcgggteggtg 60
g 61

<210> 113

<211> 822

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> CDS

<222> (11)...(807)

<223> sc12E10, Fv de cadena sencilla

60
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<400> 113

ES 2 304 235 T3

gaattccacc atg aaa cat ctg tgg ttc ttc ctt cte ctg gtg gea get
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala

cce aga

1

tgg gtc ctg

5

tcc cag gtg

Pro Arg Trp Val Leu Ser Gln Val

15
ctg gtg
Leu Val

30
gac tcc

Asp Ser

aag gga
Lys Gly

tac aac

Tyr Asn

aag agc

Lys Ser
95

gce gtg

Ala Val

110

ggc acc

Gly Thr

aag cct teg

Lys Pro Ser

atc agt agt
Ile Ser Ser

50
ctg gag tgg
Leu Glu Trp

65

cce tee cte
Pro Ser Leu
80
cag ttc tce

Gln Phe Ser

tat tac tgt

Tyr Tyr Cys

atg gtc act
Met Val Thr
130

20
gag ace ctg
Glu

35

Thr Leu
tac tac tgg
Tyr Tyr Trp
att ggg tat
Ile Gly Tyr
aag agt cga
Ser Arg

85

Lys

ctg
Leu

aag ctg
Lys Leu
100

gecg
Ala
115

aga ggg
Axrg Gly
gte tec tea
Val Ser Ser

10
cag ctg cag cag tcg ggc cca gga
Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly
25

tce cte ace tge act gte tet ggt
Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly

40 45
agc tgg att cgg cag ccc cca ggg
Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly

55 60
atc tat tac agt ggg agc acc aac
Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn
70 75
gtc acc ata tca gta gac acg tece
Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser
90
age tct gtg acc gcc gea gac acg
Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
105

cgg tac ttc gat gtc tgg gge cgt
Arg Tyr Phe Asp Val Trp Gly Arg

120 125
ggt ggt ggt ggt tcg ggt get ggt
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

135 140

61

49

97

145

193

241

289

337

385

433
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ggt tcg ggt

get

Bgc

gga

Gly Ser Gly Gly Gly Gly

tca ggg
Ser Gly
160

gtg
Val

agc agt gac

Ser Ser Asp

1756

cta aaa

gge
Pro Gly

190

Lys

tca gtt

Val

geg

Ser Gly

tce ctg ace

Ser Leu Thr

tgc agec tca
Ser

240

Cys Ser

aag ctg acc

145
tet

Ser

gtt
Val

gee

Ala

tct

Ser

atc
Ile
225

tat

cct

Pro

ggt
Gly

ccc

Pro

aat
Asn
210
tet

Ser

aca

gga
Gly

get
Gly

aaa
Lys
195
cge

Arg

4244
Gly

ace

ES 2 304 235 T3

teg

tece

tat

gtg ctg act

Ser Ser Tyr Val Leu Thr

cag

Gln

tat

Tyr
180
cte

Leu

ttc
Phe

ctc

Leu

aga

teg
Ser
165
aac

Asn

atg
Met

tct

Ser

cag

150
atc

Ile

tat

Tyr

att
Ile

ggc

‘Gly

get

atec tcc

Ile Ser

acc

Thr

gtc tcc tgg

Yal Ser Trp
185

tat gag ggc

Tyr Glu Gly
200

tcc aag tct

Ser Lys Ser

215

gag gac gag

Gln Ala Glu Asp Glu

age

Tyr Thr Thr Arg Ser

gtc cta gac tac

245

aag

230

act

cgg gtg tte

Thr Arg Val Phe

gat

gac gac gat

Lys Leu Thr Val Leu Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp

255

ccge

260

62

265

cag cca ccc

Gln Pro Pro
1556

tgc act gga

Cys Thr Gly

170

tac caa cag

Tyr Gln Gln

agt aaa cgg
Ser Lys Arg

ggc aac acg
Gly Asn Thr
220
gct gat tat
Ala Asp Tyr
235
g8C gga ggg
Gly Gly Gly
250

teg

Ser

acc

Thr

cac

His

cce
Pro
205
gce

Ala

tac

Tyr

acc

aag tgataagcgg

Lys

481

529

577

625

673

721

769

818

822
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