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DESCRIPCION
Medios y procedimientos para el tratamiento de enfermedades tumorales

La invencion se refiere a medios y procedimientos farmacéuticos para intervenciones médicas, inmunologicas,
basados en la administracion de construcciones de anticuerpos, en particular construcciones monocatenarias
biespecificas a pacientes. Especificamente, la invencion se refiere a medios y procedimientos farmacéuticos de
tratamiento de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B, medios y
procedimientos que implican la administracién de anticuerpos monocatenarios biespecificos. La invencion se refiere
ademas a usos de anticuerpos monocatenarios biespecificos para la fabricacion de medicamentos para el tratamiento
de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B.

Los productos terapéuticos basados en anticuerpos se usan ampliamente en el tratamiento de enfermedades
humanas. Normalmente, dichos regimenes de tratamiento conllevan multiples "infusiones intravenosas rapidas"
de agente terapéutico de anticuerpos, a saber multiples inyecciones, normalmente intravenosas (i.v.) y de dosis alta,
de anticuerpo que se extiende de forma intermitente a lo largo de todo el periodo de tratamiento (de acuerdo con
Webster's Online Dictionary, "infusion intravenosa rapida" indica una unica dosis de farmaco inyectada normalmente
en un vaso sanguineo durante un periodo de tiempo corto; véase también www.nlm.nih.gov/medlineplus y
www.phoenix5.org/glossary). Por ejemplo, Rituximab (Rituxan), un anticuerpo anti-CD20 monoclonal para el
tratamiento de linfoma no Hodgkin (NHL) de células B CD20+ folicular o de bajo grado en recidiva o resistente al
tratamiento, se aplico repetidamente como dosis semanales a lo largo de 4-8 semanas (Ghielmini M., J. Clin. Oncol.
2004). También se describieron patrones de infusién intravenosa rapida para Alemtuzumab, un anticuerpo monoclonal
anti-CD52 humanizado en leucemia linfocitica crénica (O'Brian, 2003, Cancer, 98, 2657-63), Trastuzumab (Herceptin,
anticuerpo anti-Her2) en cancer de mama metastasico, Gemtuzumab (Myelotarg, anticuerpo anti-CD33) en leucemia
mieldgena aguda (AML), Alemtuzumab (Campath, anticuerpo anti-CD52) en leucemia linfocitica crénica (CLL) de
células B e Ibritumomab (Zevalin, anticuerpo anti-CD20) en NHL de células B de bajo grado, folicular o transformado
en recidiva o resistente al tratamiento (para revision véase Cersosimo, 2003, Am. J. Health-Syst-Pharm., 60, 1531-48).
El anticuerpo monoclonal anti-17-1A Edrecolomab (Panorex) también se aplic6 como infusiones repetidas
comenzando con una dosis de carga alta (500 mg) seguido 2 semanas después por 100 mg i.v. cada 28 dias
(Makower, 2003, Cancer Invest., 2, 177-84).

Un fendmeno comun observado en tratamiento con anticuerpos es la aparicién de efectos secundarios relacionados
con la infusion, tales como el sindrome de liberacion de citocinas ("CRS"). EI CRS es una complicacion inmediata que
se produce en respuesta a las infusiones de anticuerpos que se unen a células T. El CRS se ha asociado con la
activacion de células T/monocitos y, de forma secundaria, con la activacion de la cascada del complemento. Estos
procesos estan mediados a través de la parte Fc de los anticuerpos que pueden entrecruzar células T y células
mononucleares y activar el complemento. La patogenia del CRS se ha atribuido a la sintesis del factor de necrosis
tumoral (TNF) alfa, IL-2 e IL-6 e interferdn gamma en respuesta a la estimulacion de linfocitos T por OKT3. En general,
dichos anticuerpos se unen al receptor de células T, activando de este modo las células T. Las citocinas liberadas por
las células T activadas (tales como TNF alfa, interleucinas (IL-2, IL-6) e interferones (IFN gamma)) producen un tipo de
respuesta inflamatoria sistémica similar a la encontrada en una infeccion grave, y caracterizada por hipotension,
pirexia y escalofrios intensos. Los pacientes se sienten muy mal, como si experimentaran fiebre alta (de hecho, el CRS
es realmente un tipo de fiebre no infecciosa). Otros efectos secundarios adversos descritos por estar asociados con el
CRS son fatiga, vomitos, taquicardia, hipertension, cefalea y dolor de espalda.

El CRS también se ha observado cuando se administran varios anticuerpos monoclonales. Por ejemplo, la actividad
antitumoral del anticuerpo anti-CD20 Rituximab se aprovecha para el tratamiento de la leucemia linfocitica crénica de
células B (B-CLL). El aumento gradual de la dosis, es decir, en incremento de las dosis, logrado por la dosificacion tres
veces por semana es necesaria para que Rituximab logre una actividad clinica significativa como agente individual
(Lin, 2003, Seminar Oncol. 30, 483-92). Sin embargo, este esquema de administracion desencadena la liberacion de
las citocinas TNF-alfa e IL-6, de las que los niveles séricos alcanzan un maximo 90 minutos después de comenzar una
respectiva infusion. Este aumento en las citocinas estd acompario de fiebre, escalofrios moderados, hipotension y
nauseas (Winkler, 1999, Blood, 94, 2217-24). Se pudo reducir la toxicidad por infusiéon con un agente prefarmacéutico
apropiado y un programa de administracion escalonado (Lin, 2003, Seminar Oncol. 30, 483-492).

El CRS también se ha observado cuando se aplican otros formatos de anticuerpos, tales como anticuerpos
biespecificos. Las infusiones individuales de anticuerpo biespecifico MDX-2H12 (anti-receptor Fc gamma | x
anti-Her-2/neu) en combinacién con GCSF (factor estimulador de colonias de granulocitos) en pacientes con
carcinoma de mama dieron lugar a niveles maximos de TNF-alfa e IL-6 a las 2 y 4 horas, respectivamente, después de
la infusion de MDX-2H12. Los niveles maximos de TNF-alfa y IL-6 no se correlacionaban con la dosis de anticuerpo
biespecifico aplicado (Repp, 2003, Br. J. Cancer. 89, 2234-43).

Como se describe en el documento WO 99/54440, el CRS se ha observado en un estudio clinico interno realizado con
anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (bscCD19xCD3) aplicado en infusiones repetidas a un
paciente con leucemia linfocitica cronica derivada de células B (B-CLL). Como se muestra en la Fig. 19 y 20 del
documento WO 99/54440, se ha encontrado una liberaciéon de TNF, IL-6 e IL-8 en respuesta a cada una de las dos
infusiones administradas en 20 minutos (3 pg y 10 yg del anticuerpo monocatenario biespecifico, respectivamente),
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con liberacién de citocinas después de cada administracion. Se observé una liberacion de citocinas maxima después
de la administracion de 10 pg de anticuerpo monocatenario biespecifico.

El documento W02005/040220 divulga proteinas de unién a CD3 desinmunizadas multiespecificas sin indicacion de
las pautas temporales para la administracion de estas proteinas de union.

El documento W0O2004/106381 divulga proteinas biespecificas anti-CD3, anti-CD19 sin indicacién de las pautas
temporales para la administracién de estas proteinas de union.

Ten Berge et al., 1996, Transplant. Proc. 28, 3217-20 describe un estudio que implica la infusién continua del
anticuerpo monoclonal anti-CD3 OKT3 durante 2 h. El objetivo de este estudio era el de determinar si las
complicaciones tromboembdlicas conocidas por estar asociadas con la administraciéon de OKT3 dependen de la
manera en la que se administra esta molécula. En general, la administracion de OKT3 por medio de la infusion
continua se toleré mejor que una Unica infusién intravenosa rapida.

La infusiéon continua también se ha descrito en la técnica anterior por los agentes farmacéuticos relacionados con
anticuerpos. Por ejemplo, se infundié de forma continua el anticuerpo monoclonal especifico del gangliésido GD3 R24,
lo que dio lugar a toxicidades relacionadas con R24 predominantemente a dosis de 25 y 50 mg/m* (Alpaugh, 1998,
Med. Oncol., 15, 191-8). La infusién continua durante 48 h en dos infusiones en 24 horas de un anticuerpo monoclonal
IgM humano especifico para el gangliésido GM3 en pacientes con melanoma metastasico indujo efectos secundarios
menores durante y después de la infusion (Irie, 2004, Cancer Immunol. inmunother. 53, 110-7). Aqui, se requirieron
tasas de administracion extremadamente altas del anticuerpo terapéutico para lograr un efecto clinico, a saber del
orden de gramos de anticuerpo.

Ademas, se aplicd un anticuerpo biespecifico anti-CD 16 x anti-CD30, que se produjo como IgG1 murina de hibridomas
hibridos, en diferentes pautas de infusién en pacientes con enfermedad hodgkiniana (Hartmann, 2001, Clin. Cancer
Res., 7, 1873-1881). Este anticuerpo activa las células NK por medio de la unién a CD16 (receptor Fc-gamma lll). Las
infusiones se dieron como infusiones continuas durante 24 h en 4 dias consecutivos o bien como una infusion de 1 h
cada dos dias. La dosis absoluta de anticuerpo biespecifico por infusion fue de 25 mg 4 veces en solucion de albumina
humana al 5 %. Después de la infusién del anticuerpo biespecifico (independientemente de la pauta de aplicacion) no
se observaron cambios consistentes en los recuentos celulares en sangre periférica, aunque los ultimos difirieron
fuertemente entre los individuos. Los pacientes desarrollaron fiebre, independientemente de si la pauta de tratamiento
con anticuerpo era continua o intermitente. La infusién de anticuerpo terapéutico de forma continua en lugar de
intermitente como infusiones intravenosas rapidas no redujo la incidencia o la gravedad de los efectos secundarios
sufridos por los pacientes. Se analiza que también puede ser necesario incrementar la eficacia antitumoral del
tratamiento de anticuerpo biespecifico, por ejemplo, por la aplicaciéon concomitante de citocinas con el fin de lograr un
incremento en la cantidad y/o el estado de activacion de las células efectoras selectivas. A pesar de la cantidad total de
100 mg de anticuerpo terapéutico usado en el estudio descrito anteriormente, el principal obstaculo contra un
tratamiento exitoso y ampliamente aplicable con anticuerpos biespecificos se identifica como la disponibilidad limitada
del anticuerpo biespecifico. Los autores proponen que se puede lograr una mejora considerable en la eficacia clinica 1)
incrementando las dosis del anticuerpo biespecifico y 2) incrementando el nimero de ciclos de tratamiento.

En consecuencia, es necesaria una reduccion de los efectos secundarios no deseados.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencion proporcionar medios y procedimientos farmacéuticos para los
tratamientos médicos basados en anticuerpos con un incremento en la tolerabilidad. Especificamente, es un objetivo
que dichos medios y procedimientos permitan una retencién maxima de la bioactividad del anticuerpo administrado,
mientras se minimizan los efectos secundarios adversos y no deseados debidos a esta administracion.

La presente invencién se refiere al uso de una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para la
preparacion de una composicion farmacéutica para la prevencion, tratamiento o mejora de un cancer o un tumor sélido
o no solido, en la que dicha construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar
permanentemente durante un periodo de tiempo mas largo.

En consecuencia, un primer aspecto de la invencién proporciona el uso de una construcciéon de anticuerpo
monocatenario biespecifico para la preparacion de una composicién farmacéutica para la prevencion, tratamiento o
mejora de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B, en el que dicha
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico comprende unir dominios especificos para CD3 humano y
CD19 humano, en el que las correspondientes regiones variables de cadena pesada (Vy) y las correspondientes
regiones variables de cadena ligera (V) estan dispuestas, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el
orden,

V(CD19)-Vi(CD19)-V(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 2),
VH(CD19)-V (CD19)-V(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 4),
VH(CD3)-VL(CD3)-VH(CD19)-V,(CD19) (SEQ ID NO.: 6), 0
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VH(CD3)-VL(CD3)-V,(CD19)-V1(CD19) (SEQ ID NO.: 8)

y en el que dicha construccidon de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1
semana en una dosis diaria de 10 ug a 80 pg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y donde
dicha dosis diaria se va a administrar durante al menos 6 h.

La memoria descriptiva también divulga un procedimiento para la prevencion, tratamiento o mejora de linfoma no
Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B, comprendiendo el procedimiento la
administracion de una composicion farmacéutica que comprende una construccién de anticuerpo monocatenario
biespecifico a un sujeto que lo necesita, comprendiendo dicha construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico
dominios de unién especificos para CD3 humano y CD19 humano, en el que las correspondientes regiones variables
de cadena pesada (Vy) y las correspondientes regiones variables de cadena ligera (V.) estan dispuestas, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 2),
VH(CD19)-V(CD1 9)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 4),
VH(CD3)-V(CD3)-V(CD19)-V,(CD19) (SEQ ID NO.: 6), 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-V4(CD19) (SEQ ID NO.: 8),

en el que la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1 semana en
una dosis diaria de 10 ug a 80 pg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y en el que la dosis
diaria se va a administrar durante al menos 6 h.

También se divulga en el presente documento un kit que comprende una composicion farmacéutica para la
prevencion, tratamiento o mejora de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de
células B en humanos, en el que la composicién farmacéutica comprende una construccién de anticuerpo
monocatenario biespecifico que comprende dominios de unién especificos para CD3 humano y CD19 humano, en el
que las correspondientes regiones variables de cadena pesada (V) y las correspondientes regiones variables de
cadena ligera (V.) estan dispuestas, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-V(CD1 9)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 2),
VH(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 4),
VH(CD3)-V(CD3)-V(CD19)-V,(CD19) (SEQ ID NO.: 6), 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-V4(CD19) (SEQ ID NO.: 8)

y una hoja de instrucciones en la que la se describe la pauta de administracion para la construcciéon de anticuerpo
monocatenario biespecifico que comprende una administracion durante al menos 1 semana en una dosis diaria de 10
Mg a 80 pg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y donde dicha dosis diaria se va a
administrar durante al menos 6 h.

Otro modo de realizacién de la invencion se refiere a un kit para su uso en la prevencion, tratamiento o mejora de
linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B en humanos, que comprende la
administracion de una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico que comprende dominios de unién
especificos para CD3 humano y CD 19 humano, en el que las correspondientes regiones variables de cadena pesada
(VH) y las correspondientes regiones variables de cadena ligera (V) estan dispuestas, desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 2),
VH(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 4),
VH(CD3)-V(CD3)-V(CD19)-V,(CD19) (SEQ ID NO.: 6), 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-V4(CD19) (SEQ ID NO.: 8),

en el que dicha construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1 semana
en una dosis diaria de 10 yg a 80 ug por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y en el que dicha
dosis diaria se va a administrar durante al menos 6 h, y en el que dicho kit contiene los siguientes componentes:

(@) al menos 7 dosis diarias individuales de desde 140 ug a 320 ug de dicha construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico; y
(b) un medio para tener dispuestos los componentes de forma que se facilite el cumplimiento con el régimen.
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El promedio del area de superficie corporal de un paciente se calcula de este modo en el contexto del procedimiento,
kit o uso de acuerdo con la invencién para que esté en un intervalo de 1,7 a 2,2 m2.

De forma ventajosa, el kit de la presente invencion comprende ademas, opcionalmente (a) tampdn/tampones de
reaccion, soluciones de almacenamiento y/o restantes reactivos o materiales requeridos para el uso citado. Ademas,
las partes del kit de la invenciéon se pueden envasar individualmente en viales o frascos o en combinacién en
recipientes o unidades multirrecipiente. La fabricacion de los kits sigue preferentemente procedimientos estandar que
son conocidos por el experto en la técnica.

Con el fin de evaluar la seguridad y tolerabilidad del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3
(bscCD19xCD3) como se describe en el presente documento, se ha administrado el compuesto por infusién continua
prolongada a dos pacientes con linfoma no Hodgkin en recidiva (B NHL).

Se ha diagnosticado el primer paciente con un linfoma folicular en 2000. Aunque este paciente recibié en el pasado
multiples quimioterapias e inmunoterapias, no obstante, la enfermedad progresaba. Después del tratamiento con la
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 descrita en el presente documento de
acuerdo con los usos y procedimientos como se proporcionan en el presente documento, la enfermedad no sélo se
detuvo, sino que, por primera vez, se pudo lograr una reduccion drastica de las lesiones del linfoma. Como se
documenta en los siguientes ejemplos no limitantes, cuando este paciente recibié la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD3 x anti-CD19 descrita en el presente documento a un nivel de dosis de 15
ug/m2/24h como infusién continua durante 4 semanas, se toleré bien el tratamiento, es decir, no se pudieron observar
efectos secundarios adversos significativos. El tratamiento provocé una activacion y expansion de células T fuerte. Las
células T con un fenotipo citotdxico representan predominantemente la expansién de células T CD8". Se indujo la
activacion y proliferacion de células T dentro del tumor por células B del linfoma decoradas con anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD3 x anti-CD19 como se describe en el presente documento. La determinacién de
recuentos de células B durante el tratamiento mostré que dicha construccion puede eliminar totalmente las células B
circulantes (linfoma) debido a su actividad citotdxica frente a las células de linfoma. En una restadificacion después del
tratamiento, se descubrié una clara reduccién de las masas tumorales de linfoma de acuerdo con la evaluacion de la
respuesta para el NHL: Se diagnosticd una reduccion en la suma de los productos de los diametros (SPD) de seis
lesiones de linfoma de referencia de un 58,0 %, correspondiente a una respuesta parcial (RP) en la evaluacion de la
respuesta tumoral por tomografia axial computarizada (CT).

Se ha diagnosticado el segundo paciente con un linfoma linfocitico de células pequefas (SLL o B-CLL) en 1999. En los
7 anos de evolucion de la enfermedad, durante los que el paciente recibié 7 pautas de quimioterapia diferentes asi
como inmunoterapia y radioterapia, sin demostrar ninguna respuesta principal, el tratamiento de este paciente con la
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 de acuerdo con los medios y
procedimientos farmacéuticos de la invencion, proporciona por primera vez un tratamiento exitoso ya que se pudo
lograr una reduccion de mas de un 50 % de las lesiones de linfoma de referencia. Cuando dicho segundo paciente se
ha tratado de forma continua con 15ug/m2/24h de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19
x anti-CD3 descrita en el presente documento durante dos semanas, se han eliminado eficazmente las células B
circulantes (linfoma). Ademas, se ha observado una eliminacion total de células de linfoma de la médula 6sea por la
construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 descrita en el presente documento. Este
hallazgo es consistente con una respuesta de médula 6sea completa que es dificil de lograr, por ejemplo, por
quimioterapia convencional. En una restadificacion después del tratamiento, se observé una clara reduccién de las
masas tumorales de linfoma: se diagnosticé una disminucion de un 57,2 % en el tamafio de las seis lesiones de linfoma
de referencia por tomografia axial computarizada (TAC), correspondientes a una respuesta parcial (RP) en la
evaluacion de la respuesta tumoral.

Los términos "anticuerpo monocatenario biespecifico" o "anticuerpo biespecifico monocatenario" o términos
relacionados de acuerdo con la presente invencién quieren decir construcciones de anticuerpos que resultan de la
union de al menos dos regiones variables de anticuerpo en una uUnica cadena polipeptidica desprovista de la(s)
porcién/porciones constante y/o Fc presentes en las inmunoglobulinas completas. Un "enlazador" como se usa en el
presente documento conecta dominios V de la misma especificidad, mientras que un "espaciador" como se usa en el
presente documento conecta dominios V de diferentes especificidades. Por ejemplo, un anticuerpo monocatenario
biespecifico puede ser una construccion con un total de dos regiones variables de anticuerpo, por ejemplo dos
regiones VH, cada una se puede unir especificamente a un antigeno separado, y conectadas entre si a través de un
espaciador polipeptidico sintético corto (normalmente de menos de 10 aminoacidos) de modo que las dos regiones
variables de anticuerpo con sus espaciadores interpuestos existen como una Unica cadena polipeptidica contigua.
Otro ejemplo de anticuerpo monocatenario biespecifico puede ser una Unica cadena polipeptidica con tres regiones
variables de anticuerpo. Aqui, dos regiones variables de anticuerpo, por ejemplo una VH y una VL, pueden componer
un scFv, en el que las dos regiones variables de anticuerpo estan conectadas entre si por medio de un enlazador
polipeptidico sintético, este ultimo a menudo esta genomanipulado para que sea minimamente inmunégeno mientras
que se mantiene resistente al maximo a la proteolisis. Este scFv se puede unir especificamente a un antigeno
particular, y se conecta a oftra region variable de anticuerpo, por ejemplo una regiéon VH, que se puede unir a un
antigeno diferente del unido por el scFv. Aun otro ejemplo de anticuerpo monocatenario biespecifico puede ser una
Unica cadena polipeptidica con cuatro regiones variables de anticuerpo. Aqui, las dos primeras regiones variables de
anticuerpo, por ejemplo una region VH y una region VL, pueden formar un scFv que se puede unir a un antigeno,
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mientras que la segunda region VH y la region VL pueden formar un segundo scFv que se puede unir a otro antigeno.
Dentro de una unica cadena polipeptidica contigua, las regiones variables de anticuerpo individuales de una
especificidad se pueden separar ventajosamente por un enlazador polipeptidico sintético como se describe
anteriormente, mientras que los respectivos scFv se pueden separar ventajosamente por un espaciador polipeptidico
corto, como se describe anteriormente. Los ejemplos no limitantes de anticuerpos monocatenarios biespecificos asi
como procedimientos para producirlos se muestran en los documentos WO 99/54440, WO 2004/106381, Mack, J.
Immunol. (1997), 158, 3965-70; Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-5; Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45,
193-7; Loffler, Blood, (2000), 95, 6, 2098-103; Bruhl, J. Immunol., (2001), 166, 2420-2426.

Como se usa en el presente documento, "CD3 humano" indica un antigeno que se expresa en células T humanas
como parte del complejo multimolecular célula T receptor, consistiendo el CD3 en cinco cadenas diferentes:
CD3-¢épsilon, CD3-gamma, CD3-delta, CD3-eta y CD3 zeta.

El agrupamiento de CD3 en células T, por ejemplo por anticuerpos anti-CD3, da lugar a una activacion de la célula T
similar a la unién de un antigeno pero independiente de la especificidad clonal del subconjunto de células T, como se
describe anteriormente. Por tanto, el término "un anticuerpo monocatenario biespecifico que se une especificamente
con una de sus especificidades al antigeno CD3 humano" como se usa en el presente documento se refiere a una
construccion especifica de CD3 que se puede unir al complejo CD3 humano expresado en células T humanas y que
puede inducir la eliminacion/lisis de células diana, en el que dichas células diana portan/presentan un antigeno que
esta unido por la otra porcidon de unién distinta de CD3 del anticuerpo monocatenario biespecifico: La unién del
complejo CD3 por proteinas de union especificas para CD3 (por ejemplo, un anticuerpo monocatenario biespecifico
administrado de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion) da lugar a la activacion de
células T como es conocido en la técnica; véase por ejemplo, el documento WO 99/54440 o el documento WO
2004/106381. En consecuencia, una construccion apropiada para los medios y procedimientos farmacéuticos de la
invencion puede eliminar/lisar ventajosamente células diana in vivo y/o in vitro. Las correspondientes células diana
comprenden células que expresan un antigeno tumoral, tal como CD19, que se reconoce por la segunda especificidad
(es decir, la porcion de union distinta a CD3 del anticuerpo monocatenario biespecifico) de la construccion
mencionada. Preferentemente, dicha segunda especificidad es para CD 19 humano, lo que ya se ha descrito en el
documento WO 99/54440 o en el documento WO 2004/106381. De acuerdo con este modo de realizacion, cada
porcién especifica de antigeno del anticuerpo monocatenario biespecifico comprende una region VH de anticuerpo y
una region VL de anticuerpo. Las variantes ventajosas de este anticuerpo monocatenario biespecifico son desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal:

VL(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 2),
VH(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3) (SEQ ID NO.: 4),
VH(CD3)-(CD3)-V(CD19)-V,(CD19) (SEQ ID NO.: 6), 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-V(CD19) (SEQ ID NO.: 8).

Mas en particular, dentro del significado de la invencion, el término "se une especificamente” o términos relacionados
tales como "especificidad" se entiende que estan caracterizados principalmente por dos parametros: un parametro
cualitativo (el epitopo de unién, o donde se une un anticuerpo) y un parametro cuantitativo (la afinidad de union, o lo
fuerte que se une este anticuerpo donde se une). Se puede determinar ventajosamente qué epitopo se une por un
anticuerpo, por ejemplo, por metodologia FACS, ELISA, cartografia de epitopos de péptido-SPOT, o espectroscopia
de masas. La fuerza de unidén del anticuerpo a un epitopo particular se puede determinar ventajosamente, por ejemplo,
por metodologias Biacore y/o ELISA conocidas. Una combinacion de dichas técnicas permite el calculo de una
proporcion de sefal:ruido como medida representativa de la especificidad de unién. En una proporcién de sefal:ruido
de este tipo, la sefal representa la fuerza de unién del anticuerpo al epitopo de interés, mientras que el ruido
representa la fuerza de unién del anticuerpo a otros epitopos, no relacionados, que difieren el epitopo de interés. Una
proporcion de sefial:ruido de, por ejemplo al menos 50, pero preferentemente de aproximadamente 80 para un
respectivo epitopo de interés determinado, por ejemplo, por Biacore, ELISA o FACS, se puede tomar como indicativo
de que el anticuerpo evaluado se une al epitopo de interés de una manera especifica, es decir es una "proteina de
union especifica". El término "que se une a/que interacciona con" también se puede referir a un epitopo
conformacional, un epitopo estructural o un epitopo discontinuo que consiste en dos regiones de las moléculas diana
humanas o partes de las mismas. En el contexto de la presente invencioén, un epitopo conformacional se define por dos
0 mas secuencias de aminoacidos discretas separadas en la secuencia primaria que se unen sobre la superficie de la
molécula cuando el polipéptido se pliega a la proteina natural (Sela, (1969) Science 166, 1365 y Laver, (1990) Cell 61,
553-6). El término "epitopo discontinuo" quiere decir en el contexto de la invencion epitopos no lineales que se
ensamblan a partir de residuos de porciones distantes de la cadena polipeptidica. Estos residuos se unen sobre la
superficie de la molécula cuando la cadena polipeptidica se pliega en una estructura tridimensional para constituir un
epitopo conformacional/estructural.

De acuerdo con la presente invencion, el término "regién variable" usado en el contexto con la interaccion con antigeno
derivado de Ig comprende fragmentos y derivados de polipéptidos que al menos comprenden una CDR derivada de un
anticuerpo, fragmento de anticuerpo o derivado del mismo. Esta contemplado por la invencion, que dicha al menos una
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CDR es preferentemente una CDR3, mas preferentemente la CDR3 de la cadena pesada de un anticuerpo (CDR-H3).
Sin embargo, otras CDR derivadas de anticuerpo también estan comprendidas particularmente por el término "region
variable".

El término "fragmento de anticuerpo o derivado del mismo" se refiere a anticuerpos monocatenarios, o fragmentos de
los mismos, anticuerpos sintéticos, fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab, un F(ab2)', Fv o scFv,
anticuerpos de dominio Unico, etc., o un derivado modificado quimicamente de cualquiera de estos. Los anticuerpos
que se van a emplear de acuerdo con la invencién o sus correspondientes cadenas de inmunoglobulina se pueden
modificar adicionalmente fuera de los motivos usando técnicas convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo,
usando delecion/deleciones, insercion/inserciones, sustitucion/sustituciones, adicion/adiciones ylo
recombinacion/recombinaciones de aminoacidos y/o cualquier otra modificacion (por ejemplo, modificaciones
postraduccionales y quimicas, tales como glucosilacion y fosforilacion) conocida en la técnica sola o bien en
combinacién. Los procedimientos para introducir dichas modificaciones en la secuencia de ADN subyacente a la
secuencia de aminoacidos de una cadena de inmunoglobulina son bien conocidos para el experto en la técnica; véase,
por ejemplo, Sambrook et al.; Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22
edicion 1989 y 32 ediciéon 2001.

El término "péptido" o "polipéptido” como se usa en el presente documento describe un grupo de moléculas que
comprenden el grupo de péptidos, asi como el grupo de polipéptidos. El grupo de péptidos consiste en moléculas con
hasta 30 aminoacidos, el grupo de polipéptidos consiste en moléculas con mas de 30 aminoacidos.

El término "fragmento de anticuerpo o derivado del mismo" se refiere particularmente a construcciones peptidicas o
polipeptidicas que comprenden al menos una CDR, preferentemente una CDR-H3.

Los fragmentos o derivados de las moléculas de anticuerpo citadas definen péptidos o polipéptidos que son partes de
las moléculas de anticuerpo anteriores y/o que estan modificadas por procedimientos quimicos/bioquimicos o de
bioldgica molecular. Los procedimientos correspondientes son conocidos en la técnica y se describen, entre otros, en
manuales de laboratorio (véase Sambrook et al., loc cit.; Gerhardt et al.; Methods for General and Molecular
Bacteriology; ASM Press, 1994; Lefkovits; Immunology Methods Manual: The Comprehensive Sourcebook of
Techniques; Academic Press, 1997; Golemis; Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning Manual; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2002).

Los procedimientos para la identificacién de motivos en la secuencia de aminoacidos de un polipéptido dado son
conocidos para el experto en la técnica y se describen en varios manuales de laboratorio (por ejemplo, en Sambrook et
al., loc cit.; Mulhardt; Der Experimentator: Molekularbiologie/Genomics; Spektrum Akademischer Verlag, 2001).
Ademas, dichos procedimientos se ejemplifican en los ejemplos adjuntos.

El término "administrado" como se usa en el presente documento quiere decir la administracién de una dosis
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monocatenario biespecifico mencionado anteriormente para un individuo. Por
"cantidad terapéuticamente eficaz" se quiere decir una dosis que produce los efectos para los que se administra. La
dosis exacta dependera del propésito del tratamiento, y sera determinable por un experto en la técnica usando
técnicas conocidas. Como se conoce en la técnica y como se describe anteriormente, pueden ser necesarios ajustes
para la administracion sistémica frente a localizada, edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, periodo de
administracion, interaccion con farmacos y la gravedad de la afeccion, y seran determinables con experimentacion
rutinaria por los expertos en la técnica.

El médico especialista y los factores clinicos determinaran el régimen de dosificacién. Como es bien conocido en la
técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores, incluyendo la talla del
paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a administrar, el sexo, el tempo y la
via de administracion, el estado de salud general y otros farmacos que se estén administrando simultaneamente.

Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos
factores, incluyendo la talla del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a
administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, el estado de salud general y otros farmacos que se estén
administrando simultaneamente. Una dosis tipica puede estar, por ejemplo, en los intervalos expuestos en los modos
de realizacion de la invencion y los ejemplos adjuntos; sin embargo, se prevén dosis por debajo o por encima de este
intervalo ejemplar, en especial al considerar los factores mencionados anteriormente.

Como se describe en el presente documento, los estudios previos han usado preferentemente infusiones intravenosas
rapidas para la administracién de anticuerpos terapéuticos. El término "infusién intravenosa rapida" como se usa en el
presente documento se refiere a una infusiéon que se interrumpe antes de 6 horas, mientras que el término "infusiéon
continua" se refiere a una infusiéon que se deja proseguir de forma permanente durante al menos 6 horas sin
interrupcion. "Infusién continua" se refiere a una infusiéon administrada de forma permanente. En consecuencia, en el
contexto de la invencion, los términos "permanente" y "continua” se usan como sinénimos. Dentro del significado de la
invencion de la invencion, el término "administracion durante al menos 6 h" indica una situacion en la que el anticuerpo
monocatenario biespecifico usado en los medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion se
administra de forma continua en el cuerpo de un paciente de forma sostenida, constante, a lo largo de toda la duracion
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requerida en los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion. Se evita una interrupcion de la introduccion
del anticuerpo monocatenario biespecifico, es decir, no se produce, o no se produce significativamente, una transicion
desde un estado en el que este anticuerpo se va a administrar al cuerpo del paciente hasta un estado en el que este
anticuerpo ya no se va a administrar al cuerpo del paciente, durante toda la duracion de la administracion requerida por
los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion por razones distintas a la reposicion de la administracion
del anticuerpo monocatenario biespecifico que se esta administrando o intervenciones médicas que se hacen
necesarias y similares. En la medida en que dicha reposicion necesaria da lugar a la interrupcién temporal de la
introduccion del anticuerpo administrado, dicha administracién aun se debe entender como que es "ininterrumpida” o
"permanente” en el sentido de los medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invenciéon. En la mayoria
de los casos, dicha reposicion, en general, sera de una duracion corta tal que el tiempo durante el que no se introduce
el anticuerpo en el cuerpo del paciente sera extremadamente pequefio en comparacion con el tiempo planeado para el
régimen de administracion global de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la
invencion. Son especialmente preferentes los escenarios en los que la administracién del anticuerpo monocatenario
biespecifico se produce de forma ininterrumpida o permanente durante al menos 1 semana; 02, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11 0 12 semanas o incluso mas tiempo. En un modo de realizacién mas preferente, el anticuerpo monocatenario
biespecifico se administra de forma continua durante 24 h durante de 4 a 8 semanas, es decir durante 4, 5,6, 7 0 8
semanas. Por ejemplo, puede ser que, después de la estadificacion del/de los paciente(s) tratado(s) después de una
administracion continua de 4 semanas, se pueda diagnosticar una respuesta minima o parcial (como se define a
continuacion) al anticuerpo monocatenario biespecifico tratamiento. En este caso, la administracion continua se puede
extender con el fin de lograr un resultado terapéutico aun mejor, por ejemplo, una respuesta completa. La
administracion ininterrumpida continua del anticuerpo monocatenario biespecifico en la manera de los medios y
procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion durante periodos de tiempo mas largos permite que la
activacion ventajosa de células T mencionada a continuacion ejerza su efecto el tiempo suficiente para eliminar
ventajosamente todas las células enfermas del cuerpo. Puesto que la tasa de anticuerpo monocatenario biespecifico
administrado de forma ininterrumpida se mantiene baja, se puede continuar mas tiempo con la aplicacién de agente
terapéutico sin riesgo de efectos secundarios perjudiciales para el paciente.

Se ha descubierto que los efectos beneficiosos e inesperados de los medios y procedimientos farmacéuticos de la
invencion se pueden obtener administrando el anticuerpo monocatenario biespecifico en una dosis diaria de 10 ug a 80
Mg por metro cuadrado de area de superficie corporal. La dosis diaria se puede mantener constante durante el periodo
de administracion. Sin embargo, también esta dentro del ambito de este modo de realizacion que para el/los dia(s)
inicial(es) del periodo de infusién, se administre una dosis menor de anticuerpo monocatenario biespecifico ("dosis
inicial") antes de los procedimientos farmacéuticos descritos en el presente documento, mientras que para el periodo
de infusion restante se aplique una dosis mayor ("dosis de mantenimiento"). Por ejemplo, se pueden administrar 5 ug
de anticuerpo monocatenario biespecifico por metro cuadrado de area de superficie corporal el primer dia del periodo
de infusion seguido de la administracion de 15 pg por metro cuadrado de superficie corporal como dosis diaria durante
el periodo restante. O, se pueden administrar 15 ug de anticuerpo monocatenario biespecifico por metro cuadrado de
area de superficie corporal el primer dia del periodo de infusiéon seguido de la administracion de 45 pg por metro
cuadrado de superficie corporal como dosis diaria durante el periodo restante. También se prevé que se puedan
administrar 5 pug de anticuerpo monocatenario biespecifico por metro cuadrado de area de superficie corporal el primer
dia del periodo de infusion, seguido de la administracion de 15 pg de anticuerpo monocatenario biespecifico por metro
cuadrado de area de superficie corporal el segundo dia del periodo de infusidn, seguido de la administracion de 45 ug
por metro cuadrado de superficie corporal como dosis diaria (mantenimiento) durante el periodo restante. Por tanto, el
primer dia o el primer y segundo dia de tratamiento, la construcciéon de anticuerpo monocatenario biespecifico como se
describe en el presente documento se puede administrar en una dosis inicial (diaria) de menos de 10 pg a 80 ug por
metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente con el fin de adaptar lentamente el organismo del paciente
al tratamiento. A continuacion, se puede administrar la dosis de mantenimiento real de 10 yg a 80 yg por metro
cuadrado de area de superficie corporal del paciente. El promedio del area de superficie corporal de un paciente se
calcula de este modo en el contexto del procedimiento, kit o0 uso de acuerdo con la invencién para que esté en un
intervalo de 1,7 a 2,2 m?. Los inventores han descubierto que manteniendo la tasa de anticuerpo monocatenario
biespecifico administrado de forma ininterrumpida (es decir, infundido de forma continua) en el minimo absoluto
requerido para lograr el efecto terapéutico deseado con el tiempo, se puede producir mejor el incremento en la
activacion de células T descrito anteriormente como tan beneficioso. Ademas de las ventajas enumeradas a
continuacién asociadas con la imitacién de la activacién de células T naturales, la aplicacién de tasas menores de
anticuerpo monocatenario biespecifico implica cantidades absolutas mas pequefas de anticuerpo monocatenario
biespecifico administrado. Esto da como resultado menos costes para el paciente individual, lo que hace que el
tratamiento de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion sea asequible para un
segmento mas amplio de pacientes que lo necesitan.

Dentro del significado de la invencion, el término "linfoma no Hodgkin de células B" o "linfoma no Hodgkin derivado de
células B" comprende el linfoma no Hodgkin de células B (B NHL) tanto indoloro como agresivo. El término "linfoma no
Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL)" como se usa en el presente documento representa enfermedades
tumorales derivadas de células B malignas. Los B NHL indoloros son linfomas malignos de grado bajo. Los B-NHL
agresivos son linfomas malignos de grado alto. El linfoma no Hodgkin de células B (B NHL) puede ser ventajosamente
un linfoma folicular, linfoma linfoplasmocitico, linfoma de células de la zona marginal, linfoma de células del manto
(MCL), linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), linfoma de Burkitt, linfoma linfocitico de células pequefias
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(SLL/CLL) y cualquier otro subtipo derivado de células B. El término "leucemia de células B" como se usa en el
presente documento puede ser ventajosamente cualquier leucemia de células B (por ejemplo, leucemia linfocitica
cronica o leucemia linfocitica aguda). Para referencia adicional, véase por ejemplo, http://www.cancer.org.
Preferentemente, el linfoma de células B no Hodgkin indoloro se puede tratar con un anticuerpo monocatenario
biespecifico dirigido contra tanto CD3 humano como CD19 humano como se demuestra en los siguientes ejemplos.

El término "prevencion" como se usa en el presente documento se debe entender como sigue: Después de una
remision completa de la(s) lesién/lesiones de linfoma en un paciente humano después de tratamiento quimioterapico o
radiolégico de la(s) lesion/lesiones de linfoma puede darse el caso de que no todas las células del linfoma se puedan
eliminar del cuerpo. Sin embargo, estas células tumorales restantes pueden dar lugar a linfomas recidivantes. Los
medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion se pueden usar para destruir estas células tumorales restantes
con el fin de prevenir la recidiva del linfoma (que se origina de las células de linfoma ocultas que permanecen en el
cuerpo después de un tratamiento primario). De esta forma, los medios y procedimientos farmacéuticos ayudan a
prevenir la recidiva de la enfermedad en pacientes con B NHL o leucemia de células B.

En estudios clinicos internos, se ha evaluado el perfil de seguridad de un anticuerpo monocatenario biespecifico
anti-CD19 x anti-CD3. Como resultado, se han descubierto efectos de la primera dosis no deseados después de
infusiones intravenosas rapidas repetidas de dosis iguales de anticuerpo monocatenario biespecifico en pacientes con
neoplasias malignas de células B resistentes al tratamiento. Como se muestra en el presente documento a
continuacion, la intensidad del CRS era la mayor después de la administracion de la primera dosis, con una
disminucioén en la respuesta a infusiones posteriores de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3.
Después de 6 infusiones, casi no se observé induccion de niveles de citocinas en comparacion con los niveles de
referencia. Ademas, cuando se han administrado dosis en aumento gradual de anticuerpo monocatenario biespecifico
a pacientes con leucemia linfocitica crénica de células B en recidiva o resistente al tratamiento, se pudo observar una
reduccion en la intensidad del CRS después de la administracion repetida de anticuerpo monocatenario biespecifico.
Sin comprometerse con ninguna teoria, el fenédmeno indicado se atribuye de forma mas probable a una adaptacién de
las células T a un estimulo repetido ("silenciacion de células T"). Ademas, cuando se monitorizan los nimeros de
células T en los pacientes tratados, se han descubierto fluctuaciones fuertes después de cada infusioén, lo que sugiere
una activacion de células T de tipo rafaga, a corto plazo. Se pudo demostrar la actividad biolodgica de un anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 en estos estudios, dando como resultado la activacion de células T,
liberacion de citocinas y la disminucion de los recuentos de células B, pero no se definié ninguna dosis biolégica éptima
(OBD). Ademas, se han observado efectos secundarios adversos asociados con CRS.

En contraste y como se descubrié sorprendentemente en el contexto de la presente invencion, se pueden lograr los
efectos bioldgicos deseables, es decir, la activacion y expansion prolongadas de células T y la actividad citotdxica
contra células tumorales por el anticuerpo monocatenario biespecifico descrito en el presente documento (reduciendo,
minimizando o eliminando completamente ademas los efectos secundarios no deseados asociados normalmente con
la aplicacion intravenosa rapida de un anticuerpo terapéutico) por ejemplo, por la administracion del anticuerpo
monocatenario biespecifico durante al menos 1 semana en una dosis diaria de 10 pg a 80 pg por metro cuadrado de
area de superficie corporal del paciente, en la que dicha dosis diaria se administra durante al menos 6 h. Como se
documenta en los ejemplos no limitantes adjuntos, son suficientes cantidades bajas de anticuerpo monocatenario
biespecifico, es decir 15 ug/m2 de anticuerpo monocatenario biespecifico administradas de forma continua durante 24
h durante al menos dos semanas a pacientes con linfoma linfocitico de células pequefias (SLL/CLL) o linfoma folicular,
para la activacion y proliferacion in vivo prolongadas de células T, dando como resultado una respuesta antitumoral
sustancial: Dos pacientes tuvieron una respuesta parcial (RP), es decir una reduccion de seis linfomas de referencia de
mas de un 50 %. Ademas, en uno de estos pacientes, se ha demostrado una eliminacion eficaz de células de linfoma
de médula dsea, lo que es dificil de lograr por enfoques convencionales tales como quimioterapia. De forma
importante, dichas dosis bajas de anticuerpo monocatenario biespecifico dan lugar a una respuesta de células T mas
fisiolégica en pacientes en comparacion con la administracion intravenosa rapida de anticuerpo monocatenario
biespecifico. Ademas, los procedimientos y usos proporcionados en el presente documento no provocan efectos
secundarios adversos significativos asociados normalmente con la activacion de células T, tales como CRS. Estas
dosis bajas aun pueden inducir una respuesta antitumoral beneficiosa en pacientes con linfoma no Hodgkin de células
B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B.

Con los esquemas de administraciéon previos que usan infusiones intravenosas rapidas, aun con la dosis de partida
mas baja administrada en ensayos clinicos de fase | internos, se ha observado una caida repentina en los recuentos
leucocitos de sangre periférica, incluyendo células T CD3+, CD4+, y CD8+ (véanse los ejemplos). Una explicacion
para esta caida es la repentina adhesion y migracion (al menos parcial) de células T activadas y otros leucocitos
activados en tejidos. Se cree que la disfuncidon y perturbacion endoteliales resultantes de los perfiles de citocinas
locales provocadas por esta activacion de células T de tipo rafaga del anticuerpo monocatenario biespecifico
administrado de forma intravenosa rapida, contribuyen significativamente a los efectos secundarios adversos
observados normalmente en CRS. Por el contrario, como se demuestra en los siguientes ejemplos, los medios y
procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion permiten una activacion (y desplazamiento) mas gradual de
poblaciones de células T lo que sugiere que la cantidad de citocinas liberadas se reduce drasticamente. La provision
de medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion evita, por tanto, fendmenos tales como una
perturbacioén repentina de redes de citocinas locales. Consecuentemente, no se ha informado de efectos secundarios
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adversos significativos de pacientes tratados de acuerdo con los procedimientos y usos de la presente invencion.
Ademas, la administracion de anticuerpo monocatenario biespecifico de acuerdo con los medios y procedimientos
farmacéuticos de la invencién no provoca ninguna fluctuacion drastica de células T como se observa, por ejemplo,
después de las infusiones intravenosas rapidas de anticuerpo monocatenario biespecifico.

Como se muestra en los ejemplos, aunque se pudo observar un ligero descenso en el numero de células T al comienzo
del periodo de infusion (que es lo mas probable debido al esteroide coadministrado), el tratamiento de acuerdo con la
invencion mas bien da lugar a un incremento en el nimero de células T activadas en la sangre. Especificamente, los
numeros de células T CD8+ citotdxicas se incrementan debido a la proliferacién. Esto es de particular relevancia para
enfermedades tumorales que muestran proporciones de células efectoras:diana (effector:target, E:T) no favorables,
tales como lesiones de linfomas de células B, alcanzando proporciones de E:T de 1:100 - 1:1000 in vivo. Dichas
proporciones de E:T no favorables pueden dar como resultado una destruccion de células B mucho mas lenta como se
sugiere por experimentos in vitro anteriores. Bajo dichas condiciones se debe suponer que las mismas células T tienen
el potencial para la destruccion repetida de células B dando lugar a una reduccién significativa de la masa tumoral.
Ademas, se puede plantear como hipotesis que se puede requerir una expansion del conjunto de células T localizado
en la neoplasia maligna de células B (por ejemplo, en el linfoma de células B) que mejore la proporcion de E:T, para
lograr un resultado terapéutico. Puesto que los medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion
proporcionan al menos un incremento constante o uniforme en los nimeros de células T activadas en el torrente
circulatorio, el potencial citotdxico frente a células tumorales, por ejemplo, células B tumorales en linfomas de células B
se mejora con el tiempo.

Ademas, los medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencidon dan lugar a una activacion
prolongada de células T CD8+ ejemplificada por el marcador de activacion de células T HLA-DR (marcador de
activacion prolongada) en comparacion con CD69 o CD25 (marcador de activacion a corto plazo). Como se ha
sefialado anteriormente, la cantidad baja de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 administrada
de forma continua es suficiente para incrementar el nimero de células T CD8+ activadas durante un largo periodo de
tiempo, como se demuestra, por ejemplo, en los ejemplos adjuntos y en las figuras 6 a 8. Esto esta en claro contraste
con la activacion de células T de tipo rafaga observada después de la administracion intravenosa rapida de anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3; véase, por ejemplo, la fig. 1. La presencia prolongada de
anticuerpo monocatenario biespecifico de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion que
permite la activacion y proliferacion prolongadas de células T gradual es, por tanto, particularmente adecuada para el
tratamiento de enfermedades tumorales caracterizadas por proporciones de E:T no favorables, tales como linfomas de
células B. Ademas, se ha observado que después de un reinicio de la infusion continua (por ejemplo, después de una
intervencion médica), se produce una activacion y expansion mucho mas rapidas y mas fuertes de células T CD8+
citotoxicas. Por tanto, es preferente que se lleven a cabo varias rondas de ciclos de infusion seguido por periodos sin
infusion. Por ejemplo, esta dentro del alcance de la presente invencion que un paciente pueda recibir una infusion
continua del anticuerpo monocatenario biespecifico definido en el presente documento durante cuatro semanas
seguido de un periodo sin infusidon de cuatro semanas. A continuacion, se puede repetir esta secuencia una vez, dos
veces, tres veces o incluso mas a menudo.

Ademas, aunque se puede observar una activacion prolongada de células T en pacientes tratados de acuerdo con los
medios y procedimientos farmacéuticos de la invencion, los efectos secundarios adversos asociados se reducen
significativamente o incluso se eliminan. Por tanto, los efectos secundarios relacionados con CRS se pueden
minimizar o prevenir por la aplicacion del anticuerpo monocatenario biespecifico de acuerdo con los medios y
procedimientos farmacéuticos de la invencion.

Finalmente, se debe recalcar que aunque se han aplicado cantidades bajas de anticuerpo monocatenario biespecifico
en los usos, procedimientos y kits descritos en el presente documento; el tratamiento con anticuerpo es muy eficaz en
la eliminacién de células B tumorales, provocando de este modo una respuesta antitumoral detectable in vivo. Esto se
ejemplifica por los recuentos de células B en las figuras 9 y 11 y por las reducciones de tamafio de linfoma mostradas
en las figuras 10 y 13. En particular, dos pacientes tratados de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos
de acuerdo con la invencion tuvieron una respuesta parcial, es decir una reduccién de seis lesiones de linfoma de
referencia de mas de un 50 %. Ademas, en uno de estos pacientes, se ha demostrado una eliminacion eficaz de
células de linfoma de la médula 6sea, véase la figura 12. Por lo tanto, cuando se aplican los medios y procedimientos
farmacéuticos de la invencion, los efectos secundarios adversos se reducen o se eliminan sin ninguna disminucion
concomitante de la actividad citotoxica.

Por el contrario, un modo de administracién intravenosa rapida de productos terapéuticos de anticuerpo da como
resultado una activacion a corto plazo, masiva, de células T y la posterior relocalizacién/desplazamiento de células T
activadas al endotelio y al tejido dejando s6lo pequefios numeros de células T eficaces en el torrente circulatorio.
Como es conocido en la técnica, el endotelio se puede romper gravemente por la activaciéon masiva de células T y la
posterior adhesion de células T a las células endoteliales y la migracion a los tejidos. Bajo condiciones patoldgicas, se
puede observar una activacion repentina de células T, por ejemplo, en septicemia masiva provocada por toxinas
bacterianas (véase, por ejemplo, Li (2004), Br. J. Pharmacol. 141(4): 709-16; Matzen (2004), Virus Res. 104(2):
145-55; Jacob HS. (1980) Arch. Pathol. Lab. Med. 104(12): 617-20; Salyer (1990), Am. J. Pathol. 136(4): 831-41;
Okajima (2004) Curr. Vase. Pharmacol. 2(2): 125-33; Ferrero (2004) Methods Mol. Med. 98: 127-36). Ademas, esta
activacion de células T de tipo rafaga esta asociada con efectos secundarios adversos provocados por citocinas. Con
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los estudios de dosificacion previos que usan infusiones intravenosas rapidas, aun con la dosis de partida mas baja
administrada en ensayos clinicos de fase | internos, también se ha observado una caida repentina en los recuentos
leucocitos de sangre periférica, incluyendo células T CD3+, CD4+, y CD8+. Una explicacién para esta caida es la
repentina adhesion y migracion (al menos parcial) de células T activadas y otros leucocitos activados en tejidos. Se
plantea la hipotesis de que dicha activacion y desplazamiento abruptos de enormes poblaciones de células T activadas
(aproximadamente un 70 % del conjunto de células T humanas reside en cualquier momento en la sangre periférica)
dan como resultado una perturbacién en la homeostasis de células T y perfiles de citocinas locales en tejidos.

Por tanto, una exposicion significativamente prolongada al anticuerpo monocatenario biespecifico y una disminucion
significativa en la dosis dada por unidad de tiempo en comparaciéon con los estudios de fase | previos incrementa
potencialmente la tolerabilidad y maximizan la actividad antitumoral del farmaco.

En estudios clinicos previos que investigan la seguridad y tolerabilidad de infusiones intravenosas rapidas repetidas de
anticuerpo monocatenario biespecifico anti CD19 x anti CD3, se han observado fluctuaciones no deseadas de
numeros de células T después de cada infusion, lo que sugiere una activacion de células T de tipo rafaga dependiente
de cada infusion. De forma notable, se ha descubierto este efecto para la administracion de las dosis tanto iguales
como en aumento del anticuerpo monocatenario biespecifico indicado.

La provision de medios y procedimientos farmacéuticos de acuerdo con la invencion manifiesta un patron
cualitativamente distinto de la activacion de células T en comparacion con el obtenido después de una infusion
intravenosa rapida de mayores cantidades de anticuerpo. Especificamente, se ha descubierto que la administracion de
anticuerpo monocatenario biespecifico de acuerdo con los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencién da
lugar a un incremento inicial lento seguido del mantenimiento de una respuesta inmunitaria celular constante o incluso
incrementada que imita in vivo a la observada en la evolucion de infecciones naturales, por ejemplo, infecciones
viricas. En una infeccion natural, las células T circulantes especificas para un antigeno patégeno se activan cuando se
encuentran con este antigeno al drenar tejidos linfaticos. Después de dicha activacién en una infecciéon natural, se
produce una proliferacion de subconjuntos de células T, que son especificos para el antigeno patégeno. Este
incremento se correlaciona, debido a la proliferacion de células T CD8", con un incremento en el potencial citotéxico
frente al patégeno invasor, o hacia células infectadas por este patdgeno. Los medios y procedimientos farmacéuticos
de la invencién simulan, por tanto, la respuesta inmunitaria para una infeccion natural, por ejemplo, una infeccion virica
ya que se produce un incremento lento y gradual en el nimero de células T activadas.

En resumen, la presente invencion proporciona principales ventajas:

- simulaciéon de una respuesta de células T mas fisiologica, sin fluctuaciones drasticas de células T, nimero
constante o incluso incrementado de células T efectoras (citotoxicas) en el torrente circulatorio

- reduccion en la liberacion de citocinas/sin efectos de la primera dosis debido a bajas cantidades de anticuerpo
monocatenario biespecifico, con actividad antitumoral eficaz (CTL) (dos pacientes con respuesta parcial, de los
que uno presenta eliminacion eficaz de células de linfoma de la médula ésea)

- reduccién en los efectos secundarios adversos

- minimizacioén de la activacion de células T anémala provocada por ciclos repetidos de activacion y desactivacion de
células T

- activacion y expansion prolongadas de células T citotoxicas

- presencia prolongada del farmaco que ayuda a superar la proporciones no favorables de E:T presentes con
frecuencia en lesiones de linfoma que dan lugar a una destruccion de las células B mucho mas lenta de lo que se
esperaba originalmente

- presencia prolongada del farmaco que permite que tenga lugar la destruccion repetida de células B, realizada por
una y la misma célula T, y por tanto, garantiza la reduccion de masas tumorales significativas

- una expansion de un conjunto de células T localizado mejora la proporcién de E:T y el resultado terapéutico

- hay una notable variacion en la actividad in vitro (reflejada en la variacion del valor de CEsgp) entre donantes
diferentes de células mononucleares de sangre periférica (PBMC). El tiempo de exposicion extendida al farmaco
mejora la actividad citotoxica dirigida a anti-CD19 en una proporcion significativa de pacientes.

Por tanto, una exposicion significativamente prolongada al farmaco y una disminucion significativa en la dosis dada por
unidad de tiempo en comparacion con los estudios de fase | previos incrementan potencialmente la tolerabilidad y
maximizan la actividad antitumoral del farmaco dando como resultado un mejor perfil de seguridad.

La administracion de acuerdo con el régimen de la invencion puede ser durante 6 h,7 h,8 h,9h, 10 h, 11 h, 12 h, 13 h,
14 h por dia, o incluso durante 24 h. Preferentemente, la administracion de acuerdo con el régimen de la invencion es
durante 10 h, mas preferentemente durante 12 h, o alin mas preferente durante 24 h.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 253212413

En un modo de realizacién preferente de la construcciéon de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de la invencion, la dosis diaria de dicha construccién de anticuerpo monocatenario
biespecifico se administra durante al menos 8 h, mas preferentemente al menos 10 h.

En un modo de realizaciéon aun mas preferente de la construcciéon de anticuerpo monocatenario biespecifico para su
uso en un procedimiento, uso o kit de la invencién, la dosis diaria se administra durante al menos 12 h, 14 h, 16 h, 18 h,
20 h 0 22 h. Lo mas preferentemente, la dosis diaria se administra durante todo el dia, es decir durante 24 h.

En otro modo de realizacién preferente de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de la invencién, dichas regiones Vyy V| de dicho dominio especifico de CD3 se derivan de un
anticuerpo especifico de CD3 seleccionado del grupo que consiste en: OKT-3, X35-3, VIT3, BMA030 (BW264/56),
CLB-T3/3, CRIS7, YTH12.5, F111-409, CLB-T3.4.2, TR-66, WT31, WT32, SPv-T3b, 11D8, XllI-141, XllI-46, XIII-87,
12F6, T3/RW2-8C8, T3/RW2-4B6, OKT3D, M-T301, SMC2 y F101.01. Cada uno de estos anticuerpos esta bien
descrito en la técnica.

Mas en particular, dicha region Vy de dicho dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR3 que
comprende o que es la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 11, dicha region Vy de dicho dominio
especifico de CD3 comprende al menos una region CDR2 que comprende o que es la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO. 10 y/o dicha region Vy de dicho dominio especifico de CD3 comprende preferentemente al
menos una region CDR1 que comprende o que es la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO. 9.

La construccion de la invencion también puede comprender regiones V.. Dicha region Vi de dicho dominio especifico
de CD3 puede comprender al menos una region CDR3 que comprende o que es la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO. 14, dicha regiéon V. de dicho dominio especifico de CD3 comprende al menos una region CDR2 que comprende
0 que es la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 13 y/o dicha region V. de dicho dominio especifico de CD3
comprende al menos una region CDR1 que comprende o que es la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 12.

Se entiende que en un modo de realizacion mas preferente, las CDR definidas anteriormente (CDR1, CDR2, CDR3)
estan comprendidas en una Unica construccion biespecifica que se va a administrar de acuerdo con la presente
invencion.

En otro modo de realizacién preferente de la construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de acuerdo con la invencion, la region Vy de dicho dominio especifico de CD3 comprende o es
SEQID NO 17, la region Vy de dicho dominio especifico de CD19 comprende o es SEQ ID NO 15, la region V. de dicho
dominio especifico de CD3 comprende o es SEQ ID NO 18 y/o la regiéon V. de dicho dominio especifico de CD19
comprende o es SEQ ID NO 16.

También se prevé que la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un procedimiento, uso
o kit de la invencion haga uso de una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO 2,4, 6 u §;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en SEQ ID NO
1,3,507;

(c) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al menos
un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 99 % con una secuencia de acido nucleico de (b), en la que dicha secuencia de
aminoacidos se puede unir (especificamente) a CD3 y CD19;y

(d) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que es redundante como resultado
del cédigo genético para una secuencia de acido nucleico de (b), en la que dicha secuencia de aminoacidos se
puede unir (especificamente) a CD3 y CD 19.

Si cualquier molécula de acido nucleico o polipéptido particular es idéntica al menos en un 70 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a una secuencia de nucledtidos o de aminoacidos definida en el presente documento
se puede determinar de forma convencional usando programas informaticos conocidos. Un procedimiento preferente
para determinar el mejor emparejamiento global entre una secuencia de consulta (una secuencia definida en el
presente documento) y una secuencia sujeto, también denominada alineacion de secuencias global, se puede
determinar usando el programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag et al. (Comp. App. Biosci.
6:237-245(1990)). En una alineacion de secuencias, las secuencias de consulta y sujeto son ambas secuencias de
ADN. Una secuencia de ARN se puede comparar convirtiendo U en T.

En un modo de realizacion preferente de la construcciéon de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de la invencion, dichos dominios variables estan conectados por secuencias enlazadoras y/o
espaciadoras adicionales como se define anteriormente y como se muestra, por ejemplo, en el documento WO
2004/106381.
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En un modo de realizacion preferente de la construcciéon de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de la invencion, la administracién diaria se contintia durante al menos 2 semanas, al menos 3
semanas, al menos 4 semanas o al menos 8 semanas. En consecuencia, también se prevé que se lleve a cabo la
administracion en una base permanente durante al menos 6 h por dia, preferentemente durante al menos 8 h por dia,
mas preferentemente al menos 10 h por dia, lo mas preferentemente 24 h por dia, durante al menos 1,2, 3,4, 5,6, 7 u
8 semanas o incluso mas tiempo. También se prevé que se lleven a cabo varias rondas de ciclos de infusion seguido
por periodos sin infusiéon. Por ejemplo, un paciente puede recibir una infusidon continua del anticuerpo monocatenario
biespecifico definido en el presente documento durante cuatro semanas seguido de un periodo sin infusién de cuatro
semanas. A continuacion, esta secuencia se puede repetir una vez, dos, tres veces o incluso mas a menudo, hasta que
las lesiones de linfoma estan bajo un nivel detectable por medios convencionales, por ejemplo, tomografia axial
computarizada. De forma ventajosa, la administracion se extiende hasta que se logra una respuesta completa, es decir
se destruyen todas o esencialmente todas las células de linfoma. Ademas, se ha observado que después de un reinicio
de la infusién continua (por ejemplo, después de un periodo sin infusién o después de una intervencion médica), se
produce una activacion y expansion mucho mas rapidas y mas fuertes de células T CD8+ citotdxicas. Por tanto, es
preferente que se lleven a cabo varias rondas de ciclos de infusion seguido por periodos sin infusion.

En otro modo de realizacién preferente de la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un
procedimiento, uso o kit de acuerdo con la invencioén, la composicion farmacéutica se administra en combinacién con
uno o mas de otros agentes farmacéuticos.

La presente invencién también es util en conductas coterapéuticas y en régimen/regimenes de coterapias. En
determinados modos de realizacion, los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se definen en el presente
documento se van a administrar en combinacidon con uno o mas de otros tratamientos. En determinados modos de
realizacién, los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se definen en el presente documento se van a
administrar a un paciente simultaneamente con uno o mas de otros tratamientos. Preferentemente, dichos
tratamientos son Utiles para el tratamiento de B NHL o leucemia de células B como se define en el presente
documento. El término "simultdneamente” no se limita a la administracion de agentes farmacéuticos o terapéuticos
exactamente al mismo tiempo, sino mas bien quiere decir que los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se
definen en el presente documento y el otro agente se van a administrar a un sujeto en una secuencia y dentro de un
intervalo de tiempo tal que los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se definen en el presente documento
pueden actuar juntos con el otro agente para proporcionar un incremento en el beneficio mayor que si se administraran
de otro modo. Por ejemplo, cada agente farmacéutico o terapéutico se puede administrar al mismo tiempo o
secuencialmente en cualquier orden a diferentes puntos temporales; sin embargo, si no se administran al mismo
tiempo, se deben administrar lo suficientemente préximos en el tiempo como para proporcionar el efecto terapéutico o
farmacéutico deseado.

Cada agente (co)terapéutico se puede administrar por separado, es una forma apropiada y por cualquier via
adecuada. En otros modos de realizacion, los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se definen en el
presente documento se van a administrar antes, simultineamente o después de intervencion quirldrgica.
Preferentemente, la intervencion quirdrgica retira completamente los linfomas localizados o reduce el tamafio de
tumores grandes. También se puede realizar una intervencion quirirgica como medida preventiva o para aliviar el
dolor.

Las cantidades de dosificacion y las frecuencias de administracion proporcionadas en el presente documento se
engloban por los términos terapéuticamente eficaces. Tipicamente, la dosificacion y la frecuencia variaran
adicionalmente de acuerdo con factores especificos para cada paciente dependiendo de los agentes terapéuticos o
farmacéuticos especificos administrados, la gravedad y el tipo de B NHL o leucemia de células B, la via de
administracion, asi como la edad, peso corporal, respuesta, y los antecedentes personales del paciente. Se pueden
seleccionar regimenes adecuados por un experto en la técnica considerando dichos factores y siguiendo, por ejemplo,
dosificaciones informadas en la literatura y recomendadas en el Physicians' Desk Reference (592 ed., 2005).

En algunos modos de realizacion, el tratamiento por administracion de los anticuerpos monocatenarios biespecificos
se define en el presente documento se puede combinar con la administracion de uno o mas tratamientos tales como
quimioterapias, radioterapias, hormonoterapia y/o tratamientos biolégicos/inmunoterapias. Los agentes farmacéuticos
o terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, moléculas proteinaceas, incluyendo, pero sin limitarse a, péptidos,
polipéptidos, proteinas, incluyendo proteinas modificadas postraduccionalmente, anticuerpos etc.; o moléculas
pequenias (menos de 1000 daltons), compuestos organicos o inorganicos; o moléculas de acido nucleico incluyendo,
pero sin limitarse a, ADN monocatenario o bicatenario, o ARN monocatenario o bicatenario; asi como moléculas de
acido nucleico de triple hélice. Los agentes farmacéuticos o terapéuticos se pueden derivar de cualquier organismo
conocido (incluyendo, pero sin limitarse a, animales, plantes, bacterias, hongos y protistas o virus) o de una coleccion
de moléculas sintéticas.

Dicho cotratamiento comprende la coadministraciéon de uno o mas agentes terapéuticos o farmacéuticos antes,
durante y/o después de la administracion ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico. Dichos agentes
terapéuticos o farmacéuticos que se van a coadministrar con el anticuerpo biespecifico son preferentemente productos
quimioterapicos usados en tratamiento de linfoma no Hodgkin (NHL) estandar, tales como derivados de platino,
antraciclinas, agentes alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de la topoisomerasa, antibioticos, inhibidores de la
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mitosis, antitubulinas y similares. Sin embargo, el cotratamiento también puede estar destinado a reducir la
inflamacién. Aqui, es especialmente preferente coadministrar, de cualquiera de las maneras establecidas
anteriormente, un agente antiinflamatorio, por ejemplo, un glucocorticoesteroide. Como se describe en los ejemplos
adjuntos, antes de la administracion continua del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, se han
administrado 100 mg de esteroide a los pacientes con el fin de suprimir la produccién de citocinas en la fase inicial de
la administracién continua. De forma alternativa, también se puede administrar esteroide en la fase inicial del dia 1 al
dia 4 de la administracion continua de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. La dosificacion de
esteroide administrado por ejemplo, 1 h antes de la infusion continua el dia 1 puede ser de 500 mg, el dia 2 (después
de 24 h de infusién continua) 250 mg, el dia 3 (después de 48 h de infusion continua) 125 mg y el dia 4 (después de
72 h de infusion continua) 125 mg. Sin embargo, también se prevé que no se administre ningun esteroide antes,
durante o después de la administracion continua de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Por
supuesto, también se pueden administrar en combinacién productos quimioterapéuticos y agentes antiinflamatorios.
En el caso en el que se produce la coadministracién durante la administraciéon ininterrumpida del anticuerpo
monocatenario biespecifico, se puede producir dicha coadministracion durante toda la duracién de la administracion
de dicho anticuerpo, o durante solo una o mas partes del mismo. Por ejemplo, esta dentro de del ambito de este modo
de realizaciéon de la invencion que dicha coadministracion se pueda iniciar antes de la administracion del anticuerpo
monocatenario biespecifico, y pueda terminar después de que haya comenzado la administracion ininterrumpida del
anticuerpo monocatenario biespecifico. En un caso de este tipo, puede ser ventajoso omitir cualquier coadministracion
adicional en todo el resto de la administracion ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico, o de forma
alternativa puede ser ventajoso reanudar la coadministracion de un agente farmacéutico en un punto mas tarde,
durante y/o después de la administracion ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico. También puede
ser ventajoso estructurar el régimen de cotratamiento de modo que cualquier coadministracion se produzca solo antes
y/o después de la administracion ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico, pero no durante la
administracion ininterrumpida. Como tal, "un régimen de cotratamiento" dentro del significado de este modo de
realizaciéon de la invencion se debe entender como que comprende, en un sentido cronolégico, la administracion
ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico. Esto quiere decir que el régimen de cotratamiento se puede
realizar, en algunos casos, durante un periodo de tiempo mas largo que la administracion ininterrumpida del anticuerpo
monocatenario biespecifico, puesto que es posible coadministrar un agente farmacéutico como parte del cotratamiento
antes de y/o después de la administracion ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico. A la inversa, el
régimen de cotratamiento se puede realizar durante un periodo de tiempo mas corto que la administracion
ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico, puesto que la coadministracion del régimen de
cotratamiento puede tener lugar durante sélo una fraccion de tiempo durante la administracion ininterrumpida del
anticuerpo monocatenario biespecifico. Preferentemente, dicho esteroide se administra de acuerdo con el esquema y
en la dosificacién mostrada en los ejemplos o como se indica anteriormente.

Si se da la coadministraciéon como infusion continua a lo largo de todo el periodo de tiempo de la administracion
ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico de acuerdo con la invencion, ambos agentes (el/los usado(s)
para el cotratamiento y el anticuerpo monocatenario biespecifico) se podian combinar en una solucion. El agente
usado para el cotratamiento se podia afiadir directamente a la solucién/formulacién en la que el anticuerpo
monocatenario biespecifico se aplica al paciente. Ademas, el agente usado para el cotratamiento y el anticuerpo
monocatenario biespecifico también se pudo aplicar en paralelo como soluciones separadas durante el mismo tiempo.

En algunos casos, el cotratamiento puede ser ventajoso o necesario, dependiendo de las condiciones existentes,
presuntas o esperadas en el paciente que se somete al tratamiento de acuerdo con los medios y procedimientos
farmacéuticos de la invencién. Dicha coadministracion se puede producir como una o mas aplicaciones intravenosas
rapidas antes, durante o/y después de la administracion ininterrumpida de acuerdo con los medios y procedimientos
farmacéuticos de la invencion. De forma alternativa, dicha coadministracién también puede ser de una naturaleza
ininterrumpida, y, en este caso, puede tener lugar al mismo tiempo, e incluso en el mismo vehiculo de administracion
que la administracién ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico como se expone en el procedimiento,
kit o uso de acuerdo con la invencion.

El anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento y el/los otro(s) agente(s)
terapéutico(s) pueden actuar de forma sinérgica. Como se usa en el presente documento, el término "sinérgico" se
refiere a una combinacién de tratamientos (por ejemplo, una combinacion de un anticuerpo monocatenario
biespecifico como se define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) farmacéutico(s) o terapéutico(s) como
se expone en el presente documento) que es mas eficaz que los efectos aditivos de cualquiera de dos o mas
tratamientos individuales (por ejemplo, uno o mas agentes farmacéuticos o terapéuticos). Un efecto sinérgico de una
combinacién de tratamientos (por ejemplo, una combinacidon de un anticuerpo monocatenario biespecifico como se
define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) farmacéutico(s) o terapéutico(s) como se expone en el
presente documento) permite el uso de menores dosificaciones de uno o mas de los tratamientos (por ejemplo, uno o
mas agentes farmacéuticos o terapéuticos) y/o la administracion menos frecuente de dichos tratamientos a un
paciente con una enfermedad, por ejemplo, B NHL o leucemia de células B como se define en el presente documento.
La capacidad de utilizar menores dosificaciones de tratamientos (por ejemplo, agentes farmacéuticos o terapéuticos)
y/o de administrar dichos tratamientos con menos frecuencia reduce la toxicidad asociada con la administracion de
dichos tratamientos a un sujeto sin reducir la eficacia de dichos tratamientos en la prevencion o tratamiento de una
enfermedad, por ejemplo, B NHL o leucemia de células B como se define en el presente documento. Ademas, un
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efecto sinérgico puede dar como resultado una mejora en la eficacia de los tratamientos (por ejemplo, agentes
farmacéuticos o terapéuticos) en la prevencion, abordaje, tratamiento y/o mejora de B NHL o leucemia de células B
como se define en el presente documento. Finalmente, el efecto sinérgico de una combinacion de tratamientos (por
ejemplo, agentes farmacéuticos o terapéuticos) puede evitar o reducir efectos secundarios adversos o no deseados
asociados con el uso de cualquier tratamiento individual.

En otro modo de realizacion, el cotratamiento puede estar destinado a reducir la inflamacién. Aqui, es especialmente
preferente coadministrar, en cualquiera de las maneras establecidas anteriormente, un agente antiinflamatorio, por
ejemplo, un glucocorticoesteroide.

El régimen de cotratamiento de este modo de realizacion de la invencién también puede proporcionar ventajosamente
una sefal de activacion para las células efectoras inmunitarias, para la proliferacion celular o para la estimulaciéon
celular.

La administraciéon ininterrumpida del anticuerpo monocatenario biespecifico puede ser intravenosa, parenteral,
subcutanea, transdérmica, intraperitoneal, intramuscular o pulmonar. El modo de administracién intravenoso, en la
mayoria de los casos, sera el modo de eleccién para administrar de forma ininterrumpida el anticuerpo monocatenario
biespecifico y, segun sea el caso, para la coadministracién de un agente farmacéutico como parte de un régimen de
cotratamiento. Como tal, la administracion intravenosa es especialmente preferente. En este caso, se puede elegir de
forma ventajosa un dispositivo de dosificacion adecuado tal como una bomba de infusién multitratamiento modelo
6060 fabricado por Baxter. Sea cual sea el dispositivo de dosificacion elegido, debe ser de un disefio y construccion
tales como para minimizar o, mejor, impedir una interrupcién de la administracion del agente terapéutico en el caso de
intercambio de cartucho y/o reemplazo o recarga de la pila eléctrica. Esto se puede llevar a cabo, por ejemplo,
eligiendo un dispositivo con un depdsito secundario de solucion de anticuerpo monocatenario biespecifico aparte del
cartucho que se va a intercambiar de modo que la infusion continua de este segundo depdsito en el paciente puede
continuar aun cuando el cartucho vacio o casi vacio se retira y se reemplaza con uno nuevo.

Un modo de administracion intravenosa y, segin sea el caso, de coadministracion como parte de un régimen de
cotratamiento implica la implantacion de una bomba en el cuerpo del paciente para dosificar dicha administracién. Un
experto en la técnica tiene conocimiento de dichas bombas de dosificacion, por ejemplo, el modelo 6060 fabricado por
Baxter como se expone anteriormente.

Como ejemplo no limitante, puede ser que la administracion ininterrumpida, es decir continua, se va a realizar por un
sistema de bomba pequefio llevado por o implantado en el paciente para dosificar la entrada de agente terapéutico en
el cuerpo del paciente. Dichos sistemas de bomba, en general, son conocidos en la técnica, y cominmente se basan
en el intercambio periédico de cartuchos que contienen el agente terapéutico que se va a infundir. Cuando se
intercambia el cartucho en un sistema de bomba de este tipo; puede darse una interrupcion temporal del flujo
ininterrumpido de otro modo de agente terapéutico en el cuerpo del paciente. En este caso, la fase de administracion
anterior al reemplazo del cartucho y la fase de administracion después del reemplazo del cartucho aun se consideraria
dentro del significado de los medios y procedimientos farmacéuticos de la invencién para formar conjuntamente una
"administracion ininterrumpida" de dicho agente terapéutico. Se aplicaria lo mismo para administraciones muy largas
en las que el cartucho requeriria el reemplazo mas de una vez, o en el que las pilas eléctricas que accionan la bomba
requeririan un reemplazo, dando lugar a una compensacion temporal del flujo de solucién terapéutica en el cuerpo del
paciente.

También se deben tomar medidas apropiadas para minimizar el dafio de infeccién en el sitio de administracién de
puncion en el cuerpo del paciente, ya que dichas heridas prolongadas son especialmente propensas a dicha infeccion.
Lo anterior también se aplica para la administracion intramuscular por medio de un sistema de administracion similar.

La administracion continua puede ser transdérmica por medio de un parche puesto sobre la piel y reemplazado a
intervalos. Un experto en la técnica tiene conocimiento de sistemas de parches para una administracion de farmaco
adecuada para este propésito. Cabe sefialar que la administracion transdérmica es especialmente adecuada para una
administracion ininterrumpida, ya que el intercambio de un primer parche agotado se puede lograr de forma ventajosa
simultaneamente con la colocacion de un nuevo segundo parche, por ejemplo sobre la superficie de la piel
inmediatamente adyacente al primer parche agotado e inmediatamente antes de la retirada del primer parche agotado.
No surgen problemas de interrupcion de flujo ni de fallos en la pila eléctrica.

En otro modo de realizacion preferente, la administracion continua se logra por medio de una via pulmonar, por
ejemplo, por medio de un tubo puesto en una o ambas narinas de la nariz, estando conectado el tubo a un deposito
presurizado, del que el contenido esta dosificado de forma precisa.

Sin embargo, como se ilustra en el presente documento y en los ejemplos adjuntos, el modo de administracion mas
preferente es una administracion intravenosa durante el tiempo/periodo de tiempo dado.

El anticuerpo monocatenario biespecifico como se usa en el presente documento esta ventajosamente en forma de
una composicion farmacéutica para su administracién a un paciente humano. Aunque el anticuerpo monocatenario
biespecifico como se usa en el presente documento se puede administrar solo, es preferente la administracion en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la
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técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, liposomas, varios tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos se pueden formular por
procedimientos convencionales bien conocidos. Estas composiciones farmacéuticas se pueden administrar al sujeto
en una dosis adecuada. El régimen de dosificacion se determinara por el médico especialista y por factores clinicos.
Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos
factores, incluyendo la talla del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto particular que se va a
administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, la salud general y otros farmacos que se estén administrando
simultaneamente. Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen suspensiones o soluciones acuosas o
no acuosas estériles. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, suspensiones o soluciones acuosas,
incluyendo medios tamponados y solucién salina. Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio o Ringer con lactato. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores
de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en la dextrosa de Ringer) y similares.
También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antibidticos, antioxidantes,
agentes quelantes, y gases inertes y similares. Ademas, la composicién puede comprender vehiculos proteinaceos,
como, por ejemplo, seroalbimina o inmunoglobulina, preferentemente de origen humano. Se prevé que la
composicion pueda comprender, ademas del anticuerpo monocatenario biespecifico proteinaceo, otros agentes
biolégicamente activos, dependiendo del uso destinado de la composicion farmacéutica. Dichos agentes pueden ser
agentes que actlan como agentes citostaticos, agentes que previenen la hiperuricemia, agentes que inhiben
reacciones inmunitarias (por ejemplo, corticoesteroides, FK506), farmacos que actian sobre el sistema circulatorio y/o
agentes tales como moléculas coestimuladores de células T o citocinas conocidas en la técnica.

Preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento se formula en un
tampon, un estabilizante y un tensioactivo. El tampoén puede ser un tampoén fosfato, citrato, succinato o acetato. El
estabilizante puede ser (un) aminoacido(s) y/o un azucar. Los tensioactivos pueden ser detergentes, PEG, o similares.
Mas preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento se formula
en citrato, lisina, trehalosa y Tween 80. Como diluyente para la composicion farmacéutica de la invencion, es
preferente solucion salina isoténica y Tween 80.

Preferentemente, en los usos, la construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en
procedimientos o kits de la invencién, la composicién farmacéutica se va a administrar a un paciente humano.

El éxito del tratamiento con anticuerpo monocatenario biespecifico se puede monitorizar por procedimientos estandar
establecidos por las respectivas entidades de enfermedad: Para el tratamiento de leucemia de células B se pueden
usar por ejemplo, recuentos de leucocitos, férmulas leucocitarias, clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS), aspiracion de médula 6sea y varios parametros quimicos clinicos especificos de leucemia y otros
procedimientos estandar establecidos. Para el tratamiento de linfoma de células B se pueden usar por ejemplo,
tomografia computarizada, rayos X, tomografia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, para la evaluacién de
la respuesta basada en los criterios del National Cancer Institute (Cheson (1999), J. Clin. Oncol.; 17(4):1244),
deteccion por tomografia de emisidon de positrones, recuentos de leucocitos, formulas leucocitarias, clasificacion de
células activadas por fluorescencia, aspiracion de médula dsea, biopsias/histologias de ganglios linfaticos, y varios
parametros quimicos clinicos especificos de linfoma (por ejemplo, lactato deshidrogenasa) y otros procedimientos
estandar establecidos.

La citotoxicidad se puede detectar por procedimientos conocidos en la técnica y procedimientos que se ilustran en el
presente documento a continuacion y en los ejemplos adjuntos.

Figura 1: Estudio de aumento escalado de la dosis del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3
intravenoso (bscCD19xCD3) administrado a un paciente con linfoma no Hodgkin de células B en recidiva (B NHL) -
efecto en los recuentos de linfocitos CD3+, CD4+ y CD8+ periféricos. El paciente 0202 diagnosticado con NHL de
células B en recidiva recibié seis administraciones intravenosas de bscCD19xCD3, durante 4 horas en una pauta de
tratamiento de dos veces por semana. La dosis de bscCD19xCD3 se aumenté de forma escalada en las siguientes
dosis: 1, 2,4,7,10y 13 ug/m2 de area de superficie corporal. El numero de linfocitos T CD3+ (diamantes grises),
linfocitos T CD4+ (cuadrados negros) y linfocitos T CD8+ (triangulos negros), indicado como el porcentaje de nimero
total de linfocitos, se determiné por citometria de flujo antes y al final de 4 h de infusion los dias 0, 2,7, 9, 14 y 16,
respectivamente. Los periodos de infusion de 4 h se indican por flechas y barras grises.

Figura 2: Estudio de aumento escalado de la dosis de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3
intravenoso (bscCD19xCD3) administrado a un paciente con una neoplasia maligna de células B resistentes al
tratamiento - efecto sobre las concentraciones séricas de TNF alfa. El paciente 1003 diagnosticado con un linfoma de
células del manto (MCL) recibi6 seis infusiones de 1,5 (dosis inicial el dia 0) y 3 ug (dosis de mantenimiento los
siguientes dias del estudio) bscCD19xCD3, durante cuatro horas, los dias del estudio 0, 2, 4, 14, 16 y 18. Las
concentraciones séricas de TNF alfa se determinaron antes y después del periodo de infusion de 4 h. Los periodos de
infusion de 4 h se indican por flechas y barras grises.

Figura 3: Estudio de aumento escalado de la dosis de bscCD19xCD3 intravenoso administrado al paciente 1003 como
se indica en la leyenda para la figura 2 - efecto sobre las concentraciones séricas de IFN gamma.
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Figura 4: Estudio de aumento escalado de la dosis de bscCD19xCD3 intravenoso administrado al paciente 1003 como
se indica en la leyenda para la figura 2 - efecto sobre concentraciones séricas de IL6.

Figura 5: Estudio de aumento escalado de la dosis de bscCD19xCD3 intravenoso administrado al paciente 1003 como
se indica en la leyenda para la figura 2 - efecto sobre concentraciones séricas de IL10.

Figura 6: Andlisis de recuentos de células T CD3*/ CD8" y CD3"/ CD4". Las células T CD8" y CD4" desaparecieron en
gran parte de la sangre periférica después del inicio de la infusién del bscCD19xCD3, lo que se explica como un
fenémeno distribucional desencadenado por la activacion de células T a través de la reticulacién por el bscCD19xCD3
de células T y B de sangre periférica. Sin embargo, después de media semana de tratamiento, las células T CD8" y
CD4" reaparecieron en la sangre y se incrementaron adicionalmente en nimero hasta el dia 7 y 21, respectivamente.
En comparacién con sus valores de partida, las células T CD8" y CD4" mostraron una expansion de 3,5 a 4 veces en
las sangre. Los recuentos de células T CD8" y CD4" permanecieron altos durante las semanas de tratamiento 2 y 3,
antes de que los niumeros de células T comenzaran a disminuir durante la cuarta semana de tratamiento. Los
recuentos de células T CD8" y CD4" todavia estuvieron por encima de los correspondientes valores de pretratamiento
después de 4 semanas de infusion del bscCD19xCD3, cuando se diagnosticod la reduccion tumoral sustancial
cumpliendo los criterios de una respuesta parcial.

Figura 7: Analisis de subpoblaciones de células T CD8". El subconjunto de memoria efector TEM fue responsable casi
exclusivamente de la expansion de células T CD8" inducida por el bscCD19xCD3. Las células T CD8" representan la
mayoria de la actividad citotdxica entre todas las células T y las células TEM junto con el subconjunto TEMRA
representan la mayoria de la actividad citotoxica entre las células T CD8". Excepto por el subconjunto TEM, no se
pudieron observar cambios significativos en recuentos celulares entre las otras subpoblaciones de células T CD8"
como las células T indiferenciadas que no pueden proliferar después de una Unica sefial de activacion proporcionada
por el bscCD19xCD3 o el subconjunto TEMRA que no puede proliferar en absoluto. Por tanto, la expansién selectiva
de las células TEM CD8" competentes para proliferacién se puede atribuir claramente a la division celular y la
proliferacién en respuesta al contacto de las células TEM CD8+ con las células de linfoma B decoradas por el
bscCD19xCD3 dentro del tumor. Se puede excluir una contribucion significativa a la expansion de células T de las
células de linfoma B decoradas por el bscCD19xCD3 circulante en la sangre, debido a que las células de linfoma B
circulantes ya se han eliminado de la sangre periférica el dia 3, es decir, antes de la expansion de células T observada.

Figura 8: Analisis de marcadores de activacion de células T CD8". La expansion de células T CD8" esta precedida por
la fuerte activacién de células T CD8" como se indica por una regulacién por incremento sostenida del marcador de
activacion HLA-DR. Otros marcadores de activacion como CD69 y CD25 sélo mostraron una corta regulacion por
incremento transitoria después del inicio de la infusion del bscCD19xCD3, lo que se explica por la activacion a través
de la célula de linfoma B decorada con el bscCD19xCD3 circulante en la sangre siempre y cuando las células de
linfoma B circulantes se eliminaran durante los primeros 3 dias de tratamiento. Por el contrario, la regulacion por
incremento sostenida de HLA-DR durante 3 semanas refleja la activacion de células T CD8" dentro del tumor a través
del contacto con células de linfoma B residentes en el tumor decoradas por el bscCD19xCD3. La activacion
intratumoral de las células T da como resultado una respuesta de células T proliferativa dentro del tumor lo que da
lugar a la expansion de las células T, que, de forma secundaria, también aparece en la sangre circulante. Esas células
T activadas en el tumor y a continuacién migradas a la sangre todavia muestran el marcador de activacion prolongado
HLA-DR pero ya han regulado por disminucién los marcadores de activacion a corto plazo CD69 y CD25.

Figura 9: Recuentos de células B del paciente #105003. El paciente comenzé con aproximadamente 140 células (de
linfoma) B por ml de sangre antes del tratamiento. Después del comienzo de la infusion del, las células (de linfoma) B
circulantes descendieron rapidamente dentro de los 3 primeros dias de tratamiento y finalmente desaparecieron por
completo de la sangre periférica al final de la primera semana de tratamiento. Por tanto, el bscCD19xCD3 puede
eliminar totalmente las células (de linfoma) B circulantes debido a su actividad citotoxica frente a dichas células.

Figura 10: (A) Medida del tamafio de la lesién de linfoma #2 (como se expone en la tabla en la figura 10(B)) antes
(panel izquierdo; 26,09,05) y después (panel derecho; 31,10,05) de 4 semanas de tratamiento con el bscCD19xCD3
por tomografia axial computarizada (TAC). (B) La reduccion de tamafrio del linfoma mostrado en (A) se cuantificé como
se representa en la tabla mostrada en (B) junto con otras cinco lesiones de linfoma seleccionadas para la evaluacion
de la eficacia. La reduccion de tamafio de linfoma total se expresa como porcentaje de disminucion de la suma de los
productos de los diametros transversales mas largos (es decir, Suma de diametros de productos (Sum Product
Diameters) o SPD) de las seis lesiones de linfoma seleccionadas. En consecuencia, se pudo diagnosticar una
reduccion del linfoma de un 58,0 % cumpliendo los criterios de una respuesta parcial (RP).

Figura 11: Recuentos de células B del paciente #102003. El paciente comenzé con 920 células (de linfoma) B por ml
de sangre antes del tratamiento. Después del inicio de la infusion del bscCD19xCD3, las células (de linfoma) B
circulantes mostraron una rapida disminucion seguido de una fase transitoria de recuperacion limitada de 600 células
por ml dentro de los 3 primeros dias consistente con la redistribucion de células. En el curso adicional de tratamiento,
las células (de linfoma) B se eliminaron totalmente de la circulacion hasta que se diagnosticé la respuesta parcial (RP)
después de 2 semanas de tratamiento. Estos datos confirman que el bscCD19xCD3 puede eliminar completamente
las células (de linfoma) B circulantes como parte de su eficacia clinica.
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Figura 12: Histopatologia de médula 6sea del paciente #102003 antes y después de 2 semanas de tratamiento con el
bscCD19xCD3.

Panel izquierdo antes del tratamiento con el bscCD19xCD3: La médula 6sea muestra una infiltracion de médula 6sea
de un 40-50 % por células de linfoma linfocitico de células pequefas. Panel derecho después de dos semanas de
tratamiento con el bscCD19xCD3: Ya no se pudieron encontrar pruebas de infiltracién con células de linfoma linfocitico
de células pequenias, mientras que se pudo observar un incremento significativo de células T.

Figura 13: (A) Medida del tamafio de 4 lesiones de linfoma mediastinico del paciente #102003 (como se expone en la
tabla en la figura 13(B)) antes (panel izquierdo; 02,05,05) y después (panel derecho; 31,05,05) de 2 semanas después
del tratamiento con el bscCD19xCD3 por tomografia axial computarizada (TAC). (B) La reduccion de tamafo del
linfoma mostrado en (A) se cuantificé como se representa en la tabla mostrada en (B) junto con otras dos lesiones de
linfoma (retroperitoneal y mesenterial) seleccionadas para la evaluacion de la eficacia. La reduccion de tamario de
linfoma total se expresa como porcentaje de disminucion de la suma de los productos de los diametros transversales
mas largos (es decir, Suma de diametros de productos (Sum Product Diameters) o SPD) de las seis lesiones de
linfoma seleccionadas. En consecuencia, se pudo diagnosticar una reduccion del linfoma de un 57,2 % cumpliendo los
criterios de una respuesta parcial (RP).

Figura 14: La expansion de células T CD8+ se correlaciona con las diferentes respuestas clinicas. Se muestran los
cursos celulares de los subconjuntos de TEM CD8+ para 2 pacientes, es decir, los pacientes # 109002 (respuesta
completa) y # 105003 (respuesta parcial) que alcanzaron diferentes respuestas clinicas. También se representa la
contribucion de las 4 primeras y segundas semanas de tratamiento, respectivamente a la respuesta clinica global asi
como el area bajo la curva del subconjunto TEM (ABC) para las 4 primeras semanas. La contribucién maxima a la
respuesta clinica de los pacientes se produce dentro de las 4 primeras semanas de tratamiento y se correlaciona bien
con la expansion del subconjunto TEM CD8". La proliferacion de estas células T altamente citotoxicas parece ser un
prerrequisito para un beneficio clinico como se destaca por las observaciones de que tanto el nUmero absoluto de
células alcanzado como el incremento relativo en comparacion con los niveles de pre-tratamiento contribuyen a una
respuesta clinica 6ptima.

Figura 15: linfoma iliaco detectado por TAC (marcado por circulo) en el paciente # 109002: Tamafo antes del
tratamiento con anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 3,2 x 2,2 cm?. La misma lesion de
linfoma ha disminuido de tamafo a 1,7 x 1,2 cm? después de 4 semanas de infusién continua de anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Después de 8 semanas de infusién continua de anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, el linfoma habia desaparecido, es decir, el tamafio se habia
normalizado al de un ganglio linfatico normal (0,8 x 0,8 cm?).

Figura 16: La infusion continua de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 al paciente # 109002
normalizé el tamafio del bazo, que se agrandd de forma masiva antes del tratamiento.

La invencién se describira ahora por referencia a los siguientes ejemplos que son meramente ilustrativos y no se
deben interpretar como una limitacién del alcance de la invencion.

Ejemplo 1:

1. Construccion de anticuerpos monocatenarios biespecificos CD19xCD3 y CD3xCD19 que comprenden varios
reordenamientos de dominios.

En general, se disefiaron moléculas de anticuerpo monocatenario biespecifico, comprendiendo cada una un dominio
con especificidad de unién por el antigeno de CD3 humana, asi como un dominio con especificidad de unién por el
antigeno de CD19 humana, como se expone en la siguiente tabla 1:

Tabla 1: Formatos de moléculas de anticuerpo monocatenario biespecifico que comprenden especificidades anti-CD3
y anti-CD 19

Numero de SEQ ID NO Formatos de construcciones de proteina
construccion (nucl/prot) (N—C)

1 1/2 VL(CD19)-VH(CD19)-VH(CD3)-VL(CD3)
2 3/4 VH(CD19)-VL(CD19)-VH(CD3)-VL(CD3)
3 5/6 VH(CD3)-VL(CD3)-VH(CD19)-VL(CD19)
4 7/8 VH(CD3)-VL(CD3)-VL(CD19)-VH(CD19)

Los dominios variable de cadena ligera (VL) y variable de cadena pesada (VH) del hibridoma HD37 (Pezzutto, J.
Immunol. 138 (1997), 2793-9) se clonaron de acuerdo con procedimientos PCR estandar (Orlandi, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86 (1989), 3833-7). La sintesis de ADNCc se llevé a cabo con cebadores oligo dT y Taq polimerasa. Para la
amplificacion de los dominios anti-CD19 V por medio de PCR, se usaron los cebadores 5' L1 (SEQ ID NO: 19) y 3'K
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(SEQ ID NO: 20), que flanquean el dominio VL, y 5H1 (SEQ ID NO: 21), y 3'G (SEQ ID NO: 22) para la cadena pesada,
en base a los cebadores descritos por Dubel, J. Immunol. Methods 175 (1994), 89-95. EI ADNc del fragmento scFv
anti-CD3 se proporciond amablemente por Traunecker (Traunecker, EMBO J. 10 (1991)3655-9).

La construccion 1 como se expone en la tabla 1 se generé como sigue. Para obtener un fragmento scFv anti-CD19, se
clonaron las correspondientes regiones VL y VH en vectores plasmidicos separados, sirvieron como moldes para una
PCR especifica de VL y VH usando los pares de cebadores oligonucleotidicos 5'VLB5RRV (SEQ ID NO: 23) /
3'VLGS15 (SEQ ID NO: 24) y 5'VHGS15 (SEQ ID NO: 25) / 3'VHBspE1 (SEQ ID NO: 26), respectivamente.

Se introdujeron secuencias complementarias superpuestas en los productos de PCR que se combinaron para formar
la secuencia codificante de enlazador (GlysSer+)s de 15 aminoacidos durante la posterior PCR de fusion. Se realizé la
etapa de amplificacion con el par de cebadores 5VLB5RRV (SEQ ID NO: 23) / 3'VHBspE1 (SEQ ID NO: 26) y el
producto de fusién resultante (o mas bien fragmento scFv anti-CD 19) se escindi6é con las enzimas de restriccion
EcoRV y BspE1 y asi se clond en el vector Bluescript KS (Statagene), que contenia la secuencia codificante
(EcoR1/Sal1 clonado) del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-17-1A/anti-CD3 (en realidad la versién sin la
marca Flag) (Kufer, Cancer Immunol. Immunother. 45 (1997) 193). De este modo, se reemplazo la especificidad
anti-17-1A por el fragmento scFV anti-CD 19, preservando el enlazador GlysSer de 5-aminoacidos que conecta con el
fragmento scFv anti-CD3 C terminal. Posteriormente, el fragmento de ADN que codifica el anticuerpo monocatenario
biespecifico anti-CD 19/anti-CD3 con el ordenamiento de dominio VLcp1e-VHcp1e-VHeps-V0cps se subclond en los
sitios EcoR1/Sal1 del vector de expresion descrito pEF-DHFR (Mack, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995), 7021-5).
Se transfecté el ADN plasmidico resultante en células CHO deficientes en DHFR por electroporacién. La seleccién,
amplificacion de genes y produccion de proteinas se realizaron como se describe previamente (Mack, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92 (1995), 7021-5). La secuencia de ADN correspondiente a la construccion 1 como se expone en la
tabla 1 es como se representa en SEQ ID NO: 1. La traduccién de proteina de esta secuencia de ADN (con lider) es
como se representa en SEQ ID NO: 2.

Las construcciones restantes como se exponen en la tabla 1 se construyeron como sigue. Se us6 la secuencia de ADN
correspondiente a SEQ ID NO: 1 (construccién 1), de la que su traduccion de proteina se representa por SEQ ID NO:
2, como molde de PCR en el disefio de varios anticuerpos monocatenarios biespecificos anti-CD3 / anti-CD19
expuestos en la tabla 1.

Para generar un ordenamiento VH-VL de CD 19 en la posicion A1 y A2 (como se define en las figuras 1A y 1B del
documento W02004/106381), se uso la PCR con la respectiva combinacién de cebadores 5'VHCD19BsrGl (SEQ ID
NO: 36) y 3'VHCD19GS15 (SEQ ID NO: 37) 0 5'VLCD19GS15 (SEQ ID NO: 38) y 3'VLCD19BspEI (SEQ ID NO: 39).
Durante esos ciclos de PCR se introdujeron secuencias complementarias superpuestas en los productos de PCR
formando la secuencia codificante de un enlazador de 15 aminoacidos durante la posterior PCR de fusién. Se
fusionaron los dominios VL y VH amplificados en una segunda reaccién de PCR (PCR de fusién) en la que solo se
requirieron los cebadores externos, a saber 5'VHCD19BsrGl (SEQ ID NO: 36) y 3'VLCD19BspEI (SEQ ID NO: 39), y
ambos amplicones.

Se us6 un procedimiento similar que empleaba otras combinaciones de cebadores para la construccién de otros
ordenamientos de dominio. Se disefid un conjunto de cebadores apropiados para realizar multiples etapas de
clonacién a base de PCR, dando como resultado finalmente los diversos ordenamientos de dominios VL-VH. Las
combinaciones de cebadores usadas se enumeran en la siguiente tabla:

Tabla 2: Resumen de las etapas de clonacion a base de PCR usadas para la construccion de las posiciones A1y A2 de
las construcciones 1 a 4 como se muestra en la tabla 1

Etapa Cebadores usados Etapa PCR | Cebadores usados Orderj de dominio N
PCR terminal resultante
PCR | 5'VHCD19BsrGI | 3'VHCD19GS15 5'VHCD19BsrGl

A1 (SEQID NO: 36) | (SEQIDNO:37) | pcRfusion | (SEQ ID NO: 36) CD 19

PCR | 5'VLCD19GS15 | 3'VLCD19BspEl A1+A2 3'VLCD19BspEl VH-VL

A2 | (SEQIDNO:38) | (SEQ ID NO: 39) (SEQ ID NO: 39)

PCR 5'VHBsrGI 3'VHL2KGS15 5'VHL2KBsrGl

PCR 5'VLL2KGS15 3'VLL2KBspEI A1 +A2 3'VLL2KBspEI VH-VL

A2 | (SEQIDNO:34) | (SEQ ID NO: 35) (SEQ ID NO: 35)

PCR | 5VLL2KBsIGI 3'VLL2KGS15 5'VLL2KBsrGI

A1 (SEQ ID NO: 40) (SEQ ID NO: 41) PCR fusidn (SEQ ID NO: 40) Anti-CD3
PCR | 5VHL2KGS15 3'VHL2KBspEI A1+A2 3'VHL2KBspEI VL-VH

A2 | (SEQIDNO:42) | (SEQID NO: 43) (SEQ ID NO: 43)
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Con el fin de cambiar el ordenamiento de dominio VH-VL en la posiciéon C terminal, a saber las posiciones B1 y B2
como se define en las figuras 1A y 1B del documento W02004/106381, se disefiaron los siguientes cebadores que
comprenden los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion para realizar las etapas de clonacion a base de
PCR.

Tabla 3: Resumen de las etapas de clonacion a base de PCR usadas para la construccion de las posiciones B1'y B2 de
las construcciones 1 a 4 como se muestra en la tabla 1

Etapa PCR Cebadores usados Orden de dominio C terminal resultante
5'VLCD19BspEIGS 3'VHCD19BspEl
PCRB1+B2 (SEQ ID NO: 31) (SEQ ID NO: 44) CD19VL-VH
5'VHCD19BspEIGS 3'VLCD19BspEl
(SEQ ID NO: 29) (SEQ ID NO: 30) CD19 VH-VL
5' VLL2KBspEIGS 3'VHL2KBspElI . K
(SEQ ID NO: 27) (SEQ ID NO: 28) Anti-CD3 VL-VH

Se clonod el correspondiente producto de PCR, que se flanqued por dos sitios BspEl, en un plasmido designado
BS-CTI, que se digirié con las enzimas de restriccion BspEl y Xmal. Se inserté antes un polienlazador designado CTI
(SEQ ID NO: 45) en el vector Bluescript KS (nimero de acceso de GenBank X52327) usando los sitios de escision de
enzimas de restriccion Xbal y Sall con el fin de proporcionar sitios de escision adicionales asi como la secuencia que
codifica un enlazador G48S, seis residuos de histidina consecutivos y un codén de terminacion. Durante la etapa de
clonacién, se fusiond el sitio BspEl del dominio VH con el sitio Xmal del plasmido destruyendo de este modo ambos
sitios. La orientacion correcta del dominio variable se verificd por secuenciacion de acuerdo con protocolos estandar.

Todos los procedimientos biolégicos moleculares indicados anteriormente se llevaron a cabo de acuerdo con
protocolos estandar descritos en Sambrook, Molecular Cloning (A Laboratory Manual, 32 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (2001).

Los ADN que codifican los anticuerpos monocatenarios biespecificos en la tabla 1 (SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7) se
transfectaron en células CHO deficientes en DHFR para la expresion de proteinas eucariotas en células CHO
deficientes en DHFR como se describe en Mack et al. (Mack, Proc Natl Acad Sci USA 92 (1995), 7021-25). La
amplificacion de genes de la construccion se indujo incrementando las concentraciones de metotrexato (MTX) hasta
una concentracion final de MTX 20 nM. A continuacion, se expandieron las células transfectadas y se produjo 1 litro de
sobrenadante.

2. Expresion y purificacion de los anticuerpos monocatenarios biespecificos dirigidos frente a CD3 y CD19

Los anticuerpos monocatenarios biespecificos se expresaron en células de ovario de hamster chino (CHO). Se realizd
la transfeccion del vector de expresion siguiendo un tratamiento con fosfato de calcio de las células ("Molecular
Cloning", Sambrook et. al. 1989). Se hicieron crecer las células en frascos rotatorios con medio DMEM modificado para
CHO (HiQ®, HiClone) durante 7 dias antes de la recogida. Se retiraron las células por centrifugacion y el sobrenadante
que contenia la proteina expresada se almacené -20 °C.

Para la cromatografia se usaron el sistema Akta® FPLC (Pharmacia) y el programa informatico Unicorn®. Todos los
productos quimicos eran de calidad de investigacion y se compraron de Sigma (Deisenhofen) o Merck (Darmstadt). Se
realizé una cromatografia de afinidad de metales inmovilizados ("IMAC") usando una columna Fractogel® (Merck) que
se cargo con ZnCl, de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se equilibré la columna con tampén
A2 (tampon de fosfato de sodio 20 mM a pH 7,5, NaCl 0,4 M) y se aplicé el sobrenadante de cultivo celular (500 ml) a
la columna (10 ml) a un caudal de 3 ml/min. Se lavo la columna con tampdn A2 para retirar la muestra no unida. Se
eluyo la proteina unida se eluy6 usando un gradiente en 2 etapas de tampdn B2 (tampon de fosfato de sodio 20 mM a
pH 7,5, NaCl 0,4 M, imidazol 0,5 M) de acuerdo con lo siguiente:

Etapa 1: tampén B2 al 20 % en 6 volumenes de columna;
Etapa 2: tampén B2 al 100 % en 6 volumenes de columna.
Las fracciones de proteina eluida a partir de la etapa 2 se agruparon para su purificacion adicional.

Se realizd una cromatografia de filtracién en gel en una columna Sephadex S200 HiPrep (Pharmacia) equilibrada con
PBS (Gibco). Las muestras de proteina eluidas (caudal 1 ml/min) se sometieron a SDS-PAGE estandar y analisis de
bandas western para su deteccion. Antes de la purificacion, se calibré la columna para la determinacién del peso
molecular (kit de marcadores de peso molecular, Sigma MW GF-200). Se determinaron las concentraciones de
proteina usando un colorante de ensayo de proteinas (MicroBCA, Pierce) e IgG (Biorad) como proteina estandar.

Se aislaron los anticuerpos monocatenarios biespecificos en un procedimiento de purificacién de dos etapas de IMAC
y filtracién en gel. El producto principal tenia un peso molecular de aproximadamente 52 kDa en condiciones naturales,
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como se determina por filtracion en gel en PBS. Este peso molecular corresponde al anticuerpo monocatenario
biespecifico. Todas las construcciones se purificaron de acuerdo con este procedimiento.

La proteina de anticuerpo monocatenario biespecifico purificada se analiz6 en SDS PAGE en condiciones reductoras
realizada con geles bis-tris preformados al 4-12 % (Invitrogen). La preparacion y la aplicacion de las muestras se
realizaron de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se determiné el peso molecular con patrén
proteinico MultiMark (Invitrogen). El gel se tifio con Coomassie coloidal (protocolo de Invitrogen). La pureza de la
proteina aislada fue de un > 95 %, como se determiné por SDS-PAGE.

El analisis de bandas western se realizé6 usando una membrana Optitran® BA-S83 y el modulo de bandas de
Invitrogen de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Los anticuerpos usados se dirigieron contra la
marca His (Penta His, Qiagen) e Ig de cabra anti-ratén marcada con fosfatasa alcalina (AP) (Sigma) y BCIP/NBT
(Sigma) como sustrato. El anticuerpo monocatenario biespecifico se pudo detectar especificamente por Western Blot.
Se detecté una Unica banda a 52 kD correspondiente a la molécula biespecifica purificada.

3. Analisis de unidn por citometria de flujo de polipéptidos especificos de CD19xCD3

Con el fin de probar la funcionalidad de las construcciones con respecto a la capacidad de union a CD19 y CD3, se
realizé el analisis FACS. Para este propdsito, se usaron células NALM-6 positivas para CD19 (leucemia precursora de
células B humanas) y células Jurkat positivas para CD3 (leucemia de células T humanas). Se incubaron
respectivamente 200.000 células NALM-6 y 200.000 células Jurkat durante 30 min en hielo con 50 pl del sobrenadante
celular puro de cultivos de células CHO expresando cada uno anticuerpos biespecificos con diferentes ordenamientos
de dominios VH y VL de CD19 y CD3 (como se describe en la seccion 2, supra). Se lavaron dos veces las células en
PBS y se detecto la union de la construccion como sigue. Las células tratadas como se describe anteriormente se
pusieron en contacto con un anticuerpo penta His murino no unido (diluido 1:20 en 50 yl de PBS con FCS al 2 %;
Qiagen; N.° orden 34660), que se une especificamente a la construcciéon unida a células por medio de la marca
histidina C terminal de las construcciones. Siguié una etapa de lavado para retirar el anticuerpo Penta His murino no
unido. Se detectaron los anticuerpos anti-His unidos con un anticuerpo especifico frente a Fc gamma (Dianova)
conjugado con ficoeritrina, diluido 1:100 en 50 pl de PBS con FCS al 2 %. Como control negativo, se us6 medio de
cultivo recién preparado en lugar de sobrenadante de cultivo.

Se analizaron las células por citometria de flujo en un aparato FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg). La tincion
de FACS y la medida de la intensidad de fluorescencia se realizaron como se describe en Current Protocols in
Immunology (Coligan, Kruisbeek, Margulies, Shevach y Strober, Wiley-Interscience, 2002). La capacidad de unién de
varios ordenamientos de dominio fueron claramente detectables como se muestra en el documento W02004/106381.
En el analisis FACS, todas las construcciones con ordenamiento diferente de los dominios VH y VL especificos para
CD 19 y CD3 mostraron una unién a CD3 en comparacion con el control negativo usando medio de cultivo y anticuerpo
de deteccion 1. y 2. Se observé una fuerte actividad de unidn resultante en un desplazamiento en la intensidad de
fluorescencia >5x10" para las construcciones a las que se hace referencia en la tabla 1.

4. Bioactividad de los anticuerpos monocatenarios biespecificos especificos para CD19 y CD3

Se determind la actividad citotdxica de los anticuerpos biespecificos con los dominios VH y VL reordenados en un
ensayo de citotoxicidad basado en la liberacion de fluorocromos. Se usaron células NALM-6 positivas para CD19 como
células diana (1 ,5x107) marcadas con calceina AM 10 uM (Molecular Probes, Leiden, Netherland, n°. C-1430) durante
30 min a 37 °C en medio de cultivo celular. Después de dos lavados en el medio de cultivo celular, se contaron las
células y se mezclaron con las células CB15 de clones de células T positivas para CD4 (amablemente proporcionadas
por el Dr. Fickenscher, Universidad de Erlangen/Nuernberg, Alemania). Se mezclaron 2 x 10° células CB15y 2 x 10°
células NALM-6 por ml (proporcion E:T de 1:10) y se usaron 50 pl de esta suspension por pocillo en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos. Se diluyeron los anticuerpos en RPMI/FCS al 10 % hasta la concentracion requerida y se
afnadieron 50 pl de esta solucion a la suspension celular. Se incubé una reaccion estandar a 37 °C/CO; al 5 % durante
2 horas. Después de la reaccion citotdxica, el colorante liberado en el medio de incubacion se puede cuantificar en un
lector de fluorescencia (Tecan, Crailsheim, Alemania) y comparar con la sefal de fluorescencia de una reaccion de
control (sin anticuerpo biespecifico), y la sefial de fluorescencia obtenida para las células totalmente lisadas (durante
10 min en saponina al 1 %). En base a estas lecturas, se calculd la citotoxicidad especifica de acuerdo con la siguiente
férmula: [Fluorescencia (Muestra) - Fluorescencia (Control)] : [Fluorescencia (Lisis total) - Fluorescencia (Control)] x
100.

Tipicamente, las curvas de respuesta a la dosis sigmoidales tuvieron valores de R? >0,97 como se determind por Prism
Software (GraphPad Software Inc., San Diego, EE. UU.). Los valores de CEs, calculados por el programa de analisis
se usaron para la comparacioén de la bioactividad.

Como se muestra en el documento W02004/106381, todas las construcciones revelaron actividad citotdxica frente a
células NALM-6 que expresan CD19. La bioactividad mas fuerte con valores de CEsp < 500 pg/ml se detecto para las
construcciones mostradas en la tabla 1, supra.
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Ejemplo 2:
Uso clinico de bscCD19xCD3 en un paciente con linfoma de células B

En un uso compasivo, una paciente (mujer, nacida en 1937) que padece de leucemia linfocitica cronica derivada de
células B (B-CLL) se ha tratado con el anticuerpo monocatenario biespecifico bscCD19xCD3 (SEQ ID NO.2) como se
describe en detalle en el documento WO 99/54440. El analisis FACS revel6 que un 95 % de las células de sangre
periférica de la paciente eran células positivas para CD19 mientras que un 77 % de las células expresaban el antigeno
CD20. La incubacion de las células de sangre periférica de la paciente con el bscCD19xCD3 mostré una eliminacion
pronunciada de células B positivas para CD19. Para prevenir cualquier reaccion aguda de citocinas y complicaciones
de lisis tumoral, la paciente tomo dosis profilacticas IV de 2 mg de clemastina (Tavegil®) y 200 mg de cimetidina
(Tagamet®) asi como 300 mg de alopurinol y 20 mg de omeprazol (Antra®).

La paciente recibié una primera dosis de 3 pg de bscCD19xCD3 como infusion de 20 min en tampodn fosfato isoténico
que contenia seroalbumina humana al 5 % (HSA). Durante la infusion, la paciente no tuvo ningun efecto adverso.
Aproximadamente 1 hora después de la infusién, la paciente tuvo escalofrios durante aproximadamente 5 minutos
seguido de sudoracion, una disminucion moderada de la presién sanguinea en aproximadamente 10 mm Hg y un
incremento moderado de la temperatura corporal (+ 0,5 °C) durante unas pocas horas. Ademas, su cefalea empeoro
ligeramente. La paciente se tratdé con otros 2 mg de Tavegil® y 200 mg de Tagamet®, 250 mg de prednisolona
(Solu-Decortin®) y 50 mg de petidina (Dolantin®). Todos los sintomas se liberaron sin secuelas el mismo dia.

Se administré una segunda dosis de 10 pg de bscCD19xCD3 un dia después bajo las mismas condiciones referidas
anteriormente. Aproximadamente 1 hora después de la infusion, la paciente tuvo escalofrios notables, fiebre (39,2 °C),
ligera hiperventilaciéon y una reaccion hipotensiva. La paciente se traté con 2 mg de Tavegil, 200 mg de Tagamet y 300
mg de Solu-Decortin y 15 mg de piritramida (Dipidolor®). Para la estabilizacién de su funcién cardiovascular, la
paciente recibié una infusiéon de dopamina y reposicién de la volemia. Después de este tratamiento, los sintomas
disminuyeron notablemente.

Durante los 3 dias siguientes, la paciente continué teniendo una temperatura subfebril (aproximadamente 37,2 °C) y
desarrollo derrame pleural menor un dia después de la segunda dosis y edema leve de las extremidades inferiores.

Se realiz6 una ecografia del bazo y de cinco ganglios linfaticos abdominales y axilares un dia y 4 dias después de la
administracion de la segunda dosis de bscCD19xCD3. Ya un dia después de la dosis de 10 ug, los ganglios linfaticos
asi como el bazo mostraron una reduccién de aproximadamente un 20 % en comparacion con el tamafio de los
ganglios linfaticos y el bazo antes del tratamiento. Esta observacion se confirmé en una segunda evaluacion con
ecografia. El peso del bazo disminuyé en 350 g (de 1630 g antes del tratamiento a 1280 g después del tratamiento).

El numero de leucocitos, que incluyen mayormente células B malignas, disminuy6 durante el curso del tratamiento y
los dias de seguimiento. La proteina C reactiva (CRP) es una proteina de reaccion de fase aguda que refleja la
activacion de células T y el efecto de citocinas proinflamatorias. Se incrementd notablemente después de la
administracion de 10 yg de bscCD19xCD3, seguido de una disminucién continua durante los 3 dias de observacion
siguientes.

El nivel de citocinas séricas que refleja la respuesta inmunolégica aguda a la administracion del compuesto, se midié
antes y en varios intervalos después de la administracién del compuesto. Los niveles séricos de citocinas se midieron
por un ensayo ELISA cuantitativo de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El factor de necrosis tumoral TNF-a
se incrementd significativamente de manera dependiente de la dosis dentro de la primera hora después de la
administracion de bscCD19xCD3. La interleucina 6 (IL-6) y la interleucina 8 (IL-8) también mostraron un incremento
significativo y dependiente de la dosis. Sus niveles maximos se observaron de 2 a 4 horas después de la
administracion del bscCD19xCD3.

Como conclusion, se administré bscCD19-CD3 de forma segura a una paciente que padece de B-CLL resistente al
tratamiento. Aunque se han observado efectos secundarios adversos debidos lo mas probablemente a la liberacién de
citocinas, la tolerabilidad del bscCD19xCD3 a las dosis de 3 ug y 10 pg era aceptable y se pudo controlar bien por
medio de medidas profilacticas y tratamiento sintomatico. De forma importante, el bscCD19xCD3 provocd una
reduccion de los ganglios linfaticos y del bazo previamente agrandados de la paciente, como se muestra en la
ecografia. Puesto que el agrandamiento del bazo y los ganglios linfaticos esta provocado por infiltraciones con células
B malignas, la reduccion refleja la destruccion de las células B malignas como resultado de la administracion de
bscCD19xCD3.

Ejemplo 3:
Estudio en fase | del aumento escalado de la dosis - paciente 0202

El proposito de este estudio en fase | de aumento escalado de la dosis era el de investigar la dependencia de la dosis
de cambios en la actividad inmunolégica en tejido diana tumoral de pacientes con linfoma no Hodgkin de células B en
recidiva (NHL). Para este fin, se programd que cada paciente recibiera seis administraciones intravenosas de un
anticuerpo biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (SEQ ID NO.2; véase también el documento WO 99/54440), durante 4
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horas en una pauta de tratamiento de una o dos veces por semana los dias 0, 2, 7, 9, 14 y 16. La dosis de anti-CD19 x
anti-CD3 se aumento de forma escalada intra-individualmente en las siguientes dosis: 1,2,4,7, 10y 13 ug/m2 de area
de superficie corporal.

Para evaluar la influencia de las dosis de bscCD19xCD3 aumentadas de forma escalada sobre el nimero y la
distribucion de subconjuntos de linfocitos circulantes, se recogieron muestras de sangre completa antes y durante la
administracion. El numero total de linfocitos se determin6é por analisis de formula leucocitaria y el ndmero de
subpoblaciones de linfocitos determinado por analisis de FACS y expresado como el porcentaje de linfocitos totales,
como se describe en el ejemplo 2. En particular, los numeros de células T CD3+, CD4+ y CD8+ en células
mononucleares de sangre periférica se ha determinado por clasificacién de células activadas por fluorescencia
(FACS).

Como se ejemplifica en la figura 1 para un paciente (es decir, paciente 0202) que completo la fase de tratamiento con
el farmaco, incluso con la dosis de partida mas baja de anticuerpo biespecifico, se ha observado un descenso
repentino en los ndmeros de células T CD3+-, CD4+' y CD8+ (mostrado como un porcentaje del numero total de
linfocitos) dentro del periodo de infusion de 4 h. Los numeros de células T se restablecieron a los valores
aproximadamente de predosis en 24 a 48 h. Se ha observado una progresion de curva similar de recuentos de células
T en otros pacientes incluidos en este estudio. Una explicacion para esta caida es la repentina adhesion y migracion (al
menos parcial) de células T y otros leucocitos activados en tejidos. Se plantea la hipotesis de que dicha activacion y
desplazamiento repentinos de enormes poblaciones de células T activadas (aproximadamente un 80 % del conjunto
de células T humanas reside en cualquier momento en la sangre periférica) dan como resultado una perturbacion en la
homeostasis de células T asi como una alteracion en los perfiles de citocinas locales en tejidos. De hecho, la
administracion de farmaco a los pacientes de acuerdo con el modo mostrado en la figura 1 dio lugar a efectos
secundarios adversos. Este resultado sugirié que una activacion y desplazamiento mas graduales de las poblaciones
de células T pueden estar mas proximas a una respuesta inmunitaria fisioldgica y pueden evitar fendmenos tales como
la perturbacion repentina de redes de citocinas locales y efectos secundarios adversos que resultan de los mismos.

Ejemplo 4:
Fase | del ensayo clinico - paciente 1003

En ofro ensayo clinico, el perfil de seguridad de infusion intravenosa repetida del anticuerpo monocatenario
biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (SEQ ID NO: 2; véase también el documento WO 99/54440), la dosis tolerada
maxima y la dosis biolégica 6ptima se sometid a prueba en pacientes con linfoma no Hodgkin de células B indoloro o
agresivo resistente al tratamiento (B NHL) o leucemia de células B. Cada paciente recibio seis infusiones de anti-CD19
x anti-CD3, durante dos o cuatro horas, los dias del estudio 0, 2, 4, 14, 16 y 18. Se trat6 a un total de 15 pacientes con
dosis de hasta 3,0 ug/mz.

Se tomaron muestras de sangre a diferentes puntos temporales antes y durante la administracion del farmaco para
seguir los parametros bioquimicos, hematolégicos e inmunoldégicos. Los numeros de células T se han determinado
como se describe. Ademas, usando el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y matriz citométrica de
microesferas (CBA), se han determinado los niveles séricos de citocinas de los pacientes.

Cuando se monitorizan los nimeros de células T en los pacientes tratados, se han descubierto fluctuaciones fuertes
después de cada infusion, lo que sugiere una activacion de células T de tipo rafaga, a corto plazo, como también se
observa en estudios previos; véase el ejemplo 3. Ademas, como se muestra en las figuras 2 a 5 para un paciente (es
decir, paciente 1003) diagnosticado con un linfoma de células del manto (MCL), tras la infusion del anticuerpo
biespecifico, se ha descubierto una fuerte liberacion de citocinas de TNF alfa, interferon gamma, interleucina-6 e
interleucina-10 en los pacientes tratados. La intensidad de liberacién de citocinas era la mayor tras la administracion de
la primera dosis, con una disminucién de la respuesta a posteriores infusiones del anticuerpo biespecifico anti-CD 19x
anti-CD3 (efecto de la primera dosis). Después de 6 infusiones, casi no se observé induccion de niveles de citocinas.
Como en el estudio mostrado en el ejemplo 3, la activacion repentina de células Ty la liberacién de citocinas dio lugar
a efectos secundarios adversos en los pacientes. La mayoria de estos acontecimientos fueron de gravedad leve a
moderada y todos transitorios. Las anomalias de laboratorio mas frecuentes se observaron en varios parametros
hematoldgicos y de coagulacion, siendo también transitorios, y mayormente de leves a moderados en naturaleza y
significacion clinica. Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que puede ser necesaria una activacion de
células T mas gradual para evitar fendmenos tales como la perturbacion repentina de redes de citocinas locales
observadas en el ensayo clinico descrito anteriormente.

Ejemplo 5:

1. Estudio para el tratamiento de infusion continua de pacientes con linfoma no Hodgkin (B NHL) con anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (SEQ ID NO. 2)

Con el fin de evaluar la seguridad y la tolerabilidad del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3
(bscCD19xCD3; secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO.2), se ha administrado el compuesto por infusion
continua prolongada. Dos pacientes con linfoma no Hodgkin de células B (B NHL) en recidiva se muestran en las
siguientes secciones 2 y 3 (paciente #105003 y paciente #102003). En el primer dia de tratamiento, los dos pacientes

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 253212413

recibieron una "dosis de exposicion inicial" de 5 ug/m2/24 h de anticuerpo biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 como
infusion intravenosa continua (i.v.). A continuacion, se incremento la dosificacion hasta una "dosis de mantenimiento"
de 15 ug/m2/24 h que se administré como infusién intravenosa continua durante el periodo de infusién restante de 2
(para el paciente #102003) o 4 semanas (para el paciente #105003). La dosis diaria del farmaco investigado se
administré en 500 ml de solucion de NaCl isotonica que contenia HSA al 5 %. Cada uno de los pacientes recibieron
cotratamiento con un glucocorticoesteroide (metilprednisolona) a una concentracion de 1 x 100 mg (i.v.) 1 h antes del
inicio de la infusiéon de anticuerpo biespecifico con el fin de suprimir la liberaciéon de citocinas en la fase inicial del
periodo de infusion.

La seccion 4 de este ejemplo 5 proporciona datos de resumen adicionales de pacientes tratados con una "dosis de
exposicion inicial” (entre 0,5 y 5 ug/m?/24 h) y "dosis de mantenimiento" de 15 pg/m?/24 h).

2. Paciente #105003 diagnosticado con linfoma folicular (linfoma no Hodgkin de células B)

A este paciente vardn de 44 arios se le diagnosticé un linfoma folicular en el afio 2000. El habia recibido previamente
multiples quimioterapias (CHOP; Bendamustina) e inmunoterapias (Rituximab; anticuerpo monoclonal anti-CD20).
Después de la participacion durante 2 afios en un ensayo de vacunacion, la enfermedad evolucion6 una vez mas. En el
otofio de 2005, el paciente experimentd un incremento en la infiltracion en la médula ésea, dando como resultado
anemia, y la infiltracion del pulmon con insuficiencia en la funcién respiratoria. Ademas, la calidad de vida de este
paciente se redujo claramente debido a un empeoramiento del B-sintomatico (esplenomegalia, incremento en la
sudoracion nocturna y una pérdida de peso de 3 kg durante 3 semanas). Este estado clinico hizo necesario un nuevo
tratamiento.

A continuacion, el paciente recibid el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (SEQ ID NO.2) a un
nivel de dosis de 15 pg/m%24 h como infusién continua durante 4 semanas como se detalla anteriormente. El
tratamiento se inicié el 03,10,2005 y se tolerd bien, es decir, no se pudieron observar efectos secundarios adversos
significativos.

2.1. Activacion y proliferacion de células T por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3

Las células mononucleares de muestras de sangre periférica obtenidas del paciente #105003 en diferentes puntos
temporales de acuerdo con el protocolo de estudio se analizaron por citometria de flujo de 4 colores después de tincion
con las siguientes combinaciones de 4 diferentes anticuerpos o marcadores de superficie:

Panel 1: CD2 x CD3 x CD4 x CD8 (células T)

Panel 2: CD3 x CD16 x CD19 x CD56 (recuentos de linfocitos: células B, T y NK)
Panel 3: CD8 x CD25 x CD69 x HLA-DR (activacién de células T CD8")

Panel 4: CD8 x CD28 x CD45RA x CCR7 (subconjuntos de células T CD8")

Los recuentos celulares absolutos de subconjuntos de linfocitos, es decir, células B, T y NK definidas como células
CcD19*/CD3’, CD3" y CD37/CD56", respectivamente, se calcularon a partir del panel 2 como %(células B, T o NK) /
(%células B + %T + %NK) multiplicado por los recuentos totales de linfocitos de la respectiva muestra de sangre de
como se determina por un laboratorio rutinario. Los recuentos absolutos de células T CD4" y CD8" se calcularon a
partir del panel 1 como %células CD3"CD4°CD8" / %células CD3" o %células CD3"'CD4 CD8" / %células CD3",
respectivamente, multiplicado por los recuentos absolutos de células T como se calcula del panel 2. Los recuentos
celulares absolutos de subconjuntos de células T CD8" se calcularon a partir de las siguientes proporciones de
porcentajes obtenidos del panel 4 multiplicadas cada una por los recuentos absolutos de células T CD8" como se
calcula del panel 2:

%células CD8"CD45RA'CD28" / %células CD8" (correspondiente a células T CD8" naive),
%células CD8"CD45RA'CCR7" / %células CD8" (correspondiente a células T CD8" de memoria centrales = Tcw),
%células CD8"CD45RA'CCR7" / %células CD8" (correspondiente células T CD8" de memoria efectoras = Tew), y

%células CD8'CD45RA'CD28" / %células CD8" (correspondiente CTL (células T citotdxicas) terminalmente
diferenciadas = células T CD8" de memoria efectoras positivas para CD45RA = Tewra).

La activacién de células T en este paciente se determiné como % células T CD8" que expresan los marcadores de
activacion de superficie celular CD25, CD69 o HLA-DR (panel de citometria de flujo 3) de todas las células T CD8".

En primer lugar, se han analizado los recuentos de células T CD4" y CD8". Como se muestra en la figura 6, las células
T CD8"y CD4" desaparecieron en gran parte de la sangre periférica después del inicio de la infusion del anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3, lo que se explica como un fenédmeno distribucional desencadenado
por la activacién de células T a través de la reticulacion de células T y B de sangre periférica mediada por el anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Sin embargo, después de media semana de tratamiento, las células
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T CD8" y CD4" reaparecieron en la sangre y se incrementaron adicionalmente en nimero hasta el dia 7 y 21,
respectivamente. En comparacién con sus valores de partida, las células T CD8" y CD4" mostraron una expansion de
3,5 a 4 veces en las sangre. Los recuentos de células T CD8" y CD4" permanecieron altos durante las semanas de
tratamiento 2 y 3, antes de que los nimeros de células T comenzaran a disminuir durante la cuarta semana de
tratamiento. Los recuentos de células T CD8" y CD4" todavia estuvieron por encima de los correspondientes valores
de pretratamiento después de 4 semanas de infusiéon del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x
anti-CD3, cuando se diagnosticé la reduccion tumoral sustancial cumpliendo los criterios de una respuesta parcial,
como se expone a continuacion.

A continuacién, se han analizado con mas detalle las subpoblaciones de células T CD8". Como se muestra en la figura
7, el andlisis de las subpoblaciones de células T CD8" revelé que el subconjunto TEM de memoria efectoras era
responsable casi exclusivamente de la expansion de las células T CD8" inducidas por el anticuerpo monocatenario
biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Las células T CD8" representan la mayoria de la actividad citotoxica entre todas las
células T y las células TEM junto con el subconjunto TEMRA representan la mayoria de la actividad citotoxica entre las
células T CD8". Excepto por el subconjunto TEM, no se pudieron observar cambios significativos en recuentos
celulares entre las otras subpoblaciones de células T CD8" como las células T indiferenciadas que no pueden proliferar
después de una Unica sefal de activacion proporcionada por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x
anti-CD3 o el subconjunto TEMRA que no puede proliferar en absoluto. Por tanto, la expansion selectiva de las células
TEM CD8" competentes para proliferacion se puede atribuir claramente a la divisién celular y la proliferacion en
respuesta al contacto de las células TEM CD8+ con las células de linfoma B decoradas por el anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 dentro del tumor, véase también la figura 14. Se puede excluir una
contribucion significativa a la expansion de células T de las células de linfoma B decoradas por el anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 circulante en la sangre, debido a que las células de linfoma B
circulantes ya se han eliminado de la sangre periférica el dia 3, es decir, antes de la expansion de células T observada.

Finalmente, se ha analizado la activacién de células T CD8" ya que se han seguido los marcadores de activacion de
células T como se muestra en la figura 8. La expansion de células T CD8" esta precedida por la fuerte activacion de
células T CD8" como se indica por una regulacion por incremento sostenida del marcador de activacién HLA-DR. Otros
marcadores de activacion como CD69 y CD25 sélo mostraron una corta regulacion por incremento transitoria después
del inicio de la infusién de la construccién de la invencion, lo que se explica por la activacion a través de la célula de
linfoma B decorada con el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 circulante en la sangre
siempre y cuando las células de linfoma B circulantes se eliminaran durante los primeros 3 dias de tratamiento. Por el
contrario, la regulacion por incremento sostenida de HLA-DR durante 3 semanas refleja la activacion de células T
CD8" dentro del tumor a través del contacto con células de linfoma B residentes en el tumor decoradas por el
anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. La activaciéon intratumoral de las células T da como
resultado una respuesta de células T proliferativa dentro del tumor lo que da lugar a la expansion de las células T, que,
de forma secundaria, también aparece en la sangre circulante. Esas células T activadas en el tumor y a continuacion
migradas a la sangre todavia muestran el marcador de activacion prolongado HLA-DR pero ya han regulado por
disminucion los marcadores de activacion a corto plazo CD69 y CD25.

Como conclusioén, el tratamiento con el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 provocé la
activacion y expansion prolongadas de células T. Las células T con un fenotipo citotoxico representan
predominantemente la expansion de células T CD8". La activacion y proliferacién de células T estan inducidas dentro
del tumor por células B del linfoma decoradas con el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. La
disminucion en la activacion de células T durante la tercera semana y la disminucién en los recuentos de células T
durante la cuarta semana de infusion se pueden explicar por la eficacia del anticuerpo monocatenario biespecifico
anti-CD19 x anti-CD3 en este paciente, lo que dio lugar a una reduccion del tumor de un 58,0 % como se diagnostico
después de 4 semanas de tratamiento con el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 (véase a
continuacion) reduciendo de este modo el numero global de células de linfoma B, lo que puede inducir la activacion de
células Ty la proliferacion mediada por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3.

2.2. Eliminacién de células (de linfoma) B de sangre periférica por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19
x anti-CD3

Las células mononucleares de muestras de sangre periférica obtenidas del paciente de estudio #105003 en diferentes
puntos temporales hasta la mejor respuesta clinica, se analizaron por citometria de flujo de 4 colores de acuerdo con
procedimientos estandar después de la tincién con una combinacién de anticuerpos frente a los 4 marcadores de
superficie celular siguientes: CD3 (marcador de células T) x CD16 (marcador de células NK/macréfagos) x CD19
(marcador de células B) x CD56 (marcador de células NK). Los recuentos celulares absolutos de subconjuntos de
linfocitos, es decir, células B, T y NK definidas como células CD19'/CD3", CD3" y CD37/CD56", respectivamente, se
calcularon como %(células B, T o NK) / (%células B + %T + %NK) multiplicado por los recuentos totales de linfocitos de
la respectiva muestra de sangre de como se determina por un laboratorio rutinario. Por tanto, los nimeros absolutos de
células (de linfoma) B se calcularon como niimeros totales de células CD19%/CD3".

Como se muestra en la figura 9, el paciente comenzd con aproximadamente 140 células (de linfoma) B por ml de
sangre antes del tratamiento. Después del comienzo de la infusion del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD
19 x anti-CD3, las células (de linfoma) B circulantes descendieron rapidamente dentro de los 3 primeros dias de
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tratamiento y finalmente desaparecieron por completo de la sangre periférica al final de la primera semana de
tratamiento. Ademas, las células (de linfoma) B se mantuvieron ausentes de la sangre periférica hasta que se
diagnostico la respuesta parcial después de 4 semanas de tratamiento; véase a continuacion. Estos datos muestran
que el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 puede eliminar totalmente las células (de linfoma)
B circulantes debido a su actividad citotoxica frente a dichas células.

2.3. Reduccién de tamafos de linfoma por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3

Para la evaluacion de la eficacia del tratamiento por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, se
han usado criterios de respuesta estandarizados para la evaluacién de la respuesta para linfoma no Hodgkin (NHL).
De acuerdo con estos criterios, han de seleccionarse 6 lesiones de linfoma representativas. La suma del producto de
los mayores diametros transversales de las lesiones de linfoma se define como la SPD de referencia (Suma de
productos de diametros). A continuacion, se evallda el cambio de esta SPD a una base regular durante todo el periodo
de tratamiento y de seguimiento del estudio. Por ejemplo, una respuesta parcial se define como una disminucién de un
=50 % en SPD.

Como se demuestra en la figura 10, en una restadificacion después de 4 semanas de tratamiento, se descubrié una
clara reduccion de las masas tumorales de linfoma de acuerdo con la evaluacién de la respuesta para NHL expuesta
anteriormente: Se diagnosticé una reduccion en la SPD de 6 lesiones de linfoma de referencia de un 58,0 %,
correspondiente a una respuesta parcial (RP) en la evaluacion de la respuesta tumoral por tomografia axial
computarizada (CT). 8 semanas después del tratamiento con el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x
anti-CD3, se confirmd la respuesta parcial por tomografia computarizada mostrando una reduccion tumoral de un 66 %
(SPD).

3. Paciente #102003 diagnosticado con linfoma linfocitico de células pequefas (B-CLL)

A este paciente varén de 60 afios se le diagnostico un linfoma linfocitico de células pequefias en abril de 1999. Los
hallazgos relevantes en los antecedentes del paciente fueron sindrome de apnea del suefio, insuficiencia renal aguda,
herpes zoéster, bronquitis intermitente y hepatopatia intermitente. El paciente tenia antecedentes de multiples
quimioterapias (Clorambucilo; Fludarabina; Knospe; Endoxan), inmunoterapias (Rituximab; anticuerpo monoclonal
anti-CD20), y tratamiento radiolégico de la region abdominal.

En los 7 afios de antecedentes de la enfermedad, el paciente recibié 7 regimenes diferentes de quimioterapia asi como
Rituximab como monoterapia o tratamiento de combinacion y radioterapia sin demonstrar ninguna respuesta principal.

La administracion del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3 fue el 13° régimen de tratamiento
para este paciente. El paciente recibi6 el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 (SEQ ID NO.2)
a un nivel de dosis de 15 pg/m?/24 h durante 2 semanas como infusidn continua como se detalla anteriormente. El
tratamiento se inicid el 09,05,2005. Después de dos semanas de tratamiento, tuvo lugar una restadificacion completa,
de la que los resultados se presentan a continuacion.

3.1. Eliminacién de células (de linfoma) B de sangre periférica por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19
x anti-CD3

Se han determinado recuentos de células B como se expone en la seccion 2.2, supra. Como se muestra en la figura
11, el paciente comenzd con 920 células (de linfoma) B por ml de sangre antes del tratamiento. Después del inicio de
la infusién del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, las células (de linfoma) B circulantes
mostraron una rapida disminucion seguido de una fase transitoria de recuperacion limitada de 600 células por ml
dentro de los 3 primeros dias consistente con la redistribucién de células. En el curso adicional de tratamiento, las
células (de linfoma) B se eliminaron totalmente de la circulacion hasta que se diagnostico la respuesta parcial después
de 2 semanas de tratamiento. Estos datos confirman que el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x
anti-CD3 puede eliminar completamente las células (de linfoma) B circulantes como parte de su eficacia clinica.

3.2. Eliminacién del infiltrado de linfoma de la médula ésea por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x
anti-CD3

Ademas, se realiz6 la histopatologia de médula 6sea antes y después del tratamiento con el anticuerpo monocatenario
biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Como se muestra en la figura 12, panel izquierdo, antes del tratamiento, se pudo
observar una infiltracién de médula 6sea de un 40-50 % por células de linfoma linfocitico de células pequefias. Se
confirmo el diagndstico de linfoma linfocitico de células pequefias / CLL.

Como se representa en la figura 12, panel derecho, después del tratamiento con el anticuerpo monocatenario
biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, ya no se pudieron encontrar pruebas de infiltracion por células de linfoma linfocitico
de células pequeiias, mientras que se pudo observar un incremento significativo de células T. Estos datos demuestran
la eliminacion de células de linfoma de la médula 6sea por debajo del limite de deteccidon por el anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3. Este hallazgo es consistente con una respuesta de médula 6sea
completa que es dificil de lograr, por ejemplo, por quimioterapia convencional.
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3.3. Reduccién de tamarios de linfoma por el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3

Ademas, en una restadificacion después de 2 semanas de tratamiento, se observé una clara reduccion de las masas
tumorales de linfoma: Como se muestra en la figura 13, se diagnosticé una disminucion de un 57,2 % en el tamafio de
las seis lesiones de linfoma de referencia por tomografia axial computarizada (TAC), correspondientes a una
respuesta parcial (RP) en la evaluacion de la respuesta tumoral.

En los 7 afios de evolucion de la enfermedad, durante los que el paciente recibié 7 pautas de quimioterapia diferentes
asi como inmunoterapia y radioterapia, sin demostrar ninguna respuesta principal, el tratamiento de este paciente con
el anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, proporciona por primera vez un tratamiento exitoso ya
que se pudo lograr una reduccion de mas de un 50 % de las lesiones de linfoma de referencia.

4. Sumario de datos clinicos

Los pacientes con NHL indoloro en recidiva se incluyeron de acuerdo con un disefio clasico de aumento escalado de la
dosis 3+3 con dosis iniciales de 0,5 ug/m2/24 h. Se dio una cobertura de esteroides inicial para mitigar los sintomas de
liberacién de citocinas supuestos. Se evaluaron la seguridad y la tolerabilidad por CTC-AE (criterios de terminologia
comun para acontecimientos adversos). NCI (National Cancer Institute) Common Terminology Criteria for Adverse
Events es una terminologia descriptiva que se puede utilizar para el informe de acontecimientos adversos (AE). Se
proporciona una escala de graduacion (gravedad) para cada criterio de duracion de AE y el aumento escalado de la
dosis sélo se permitio, después de que el comité de revision de los datos concluyera la seguridad de la dosis previa con
un periodo de DLT (toxicidad limitante de la dosis) de 14 dias. La actividad biolégica se monitoriz6 investigando los
niveles de citocinas sistémicas usando ELISA especificos y por cuantificacion y caracterizacion de los subconjuntos de
células inmunitarias periféricas por medio de analisis de FACS. Después de 4 semanas de tratamiento con anticuerpo
monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3, se realizé6 un TAC (tomografia computarizada) de control. Si los
pacientes fueron al menos estables de acuerdo con los criterios estandarizados de Cheson (revisados por radiologia
central), se ofrecié un ciclo adicional de 4 semanas de anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD 19 x anti-CD3 a
los pacientes. Los criterios de Cheson se desarrollaron por el National Cancer Institute y la industria farmacéutica
internacional para proporcionar una directriz para evaluar la respuesta clinica en NHL. De acuerdo con los criterios, se
obtiene una respuesta completa cuando existe una desaparicion completa de todas las pruebas clinicas y
radiograficas detectables de enfermedad y de sintomas relacionados con la enfermedad, todos los ganglios linfaticos
has vuelto a su tamafo normal, el bazo ha vuelto a su tamafo y la médula dsea esta limpia de linfoma. Para una
respuesta parcial, debe existir una disminucion de un 50 % del tamafio de los seis ganglios linfaticos dominantes mas
grandes, ningun incremento en el tamafio de los otros ganglios, higado o bazo, los ndédulos esplénicos, hepaticos han
de remitir al menos en un 50 % y no debe haber nuevos sitios de enfermedad.

Hasta el momento, se han incluido 19 pacientes con una mediana en nimero de 4 quimio/inmunoterapias previas.
Durante el aumento escalado de la dosis de DL1 (0,5 ug/m%24 h) (DL = nivel de dosis) hasta DL3 (5 pug/m?/24 h) no se
observo toxicidad limitante de la dosis y en general los AE (acontecimientos adversos) fueron moderados. En el DL4 (5
ug/m2/24 h en el primer dia, 15 ug/m2/24 h como dosis de mantenimiento), se trataron 7 pacientes, recibiendo 2
pacientes menos de 14 dias de tratamiento (1 DLT, 1 interrupcion por decision del investigador).

Se observé una eliminacion completa de células (de linfoma) B circulantes al final de la infusién de anticuerpo
monocatenario biespecifico CD 19 x CD3 en 9 de los 14 pacientes evaluables (tratamiento > 2 semanas y células B
detectables en sangre periférica antes de la infusion del anticuerpo monocatenario biespecifico anti-CD19 x anti-CD3).
Un incremento dependiente de la dosis en la frecuencia alcanzé el 100 % en el DL4. En el DL4, 3 de 7 tuvieron
infiltracion de médula ésea (BM) relevante (> 10 %) mostrando 1 paciente una mejora y mostrando 2 pacientes la
completa desaparicion de células de linfoma en la BM. La mejor respuesta tumoral global en los 14 pacientes
evaluados (tratamiento > 2 semanas y deteccion de todas las areas implicadas) fue 1 CR (respuesta completa en el
paciente # 109002, un hombre de 61 afios diagnosticado con linfoma folicular, grado 1, estadio llla), 2 RP (respuesta
parcial), 1 MR (respuesta menor), 7 SD (enfermedad estable) y 3 PD (enfermedad progresiva). En particular, el
paciente #109002 mostré impresionantes resultados adicionales, a saber una remision completa (CR); véanse las
figuras 14 a 16. Esta remision completa se logré en dicho paciente por una dosis inicial de 5 ug/m2/24 h el primer dia de
tratamiento y una posterior dosis de 15 ug/m2/24 h durante 4 semanas. Después de estas 4 semanas, el paciente #
109002 mostré respuestas parciales y el paciente recibié de inmediato una dosis adicional de 15 ug/m2/24 h durante
otras 4 semanas, dando lugar a la respuesta completa.

Sin estar limitado por lo siguiente, la técnica define "respuesta completa”, "respuesta parcia
enfermedad" y "respuesta menor" como sigue:

progresion de la

A menudo se declara una respuesta completa si las lesiones no se detectan por formacién de imagenes de TAC y otras
pruebas. Si la formacion de imagenes de TAC y una prueba de médula 6sea no muestran pruebas de enfermedad, es
una respuesta completa definida mas rigurosamente.

La respuesta parcial describe una respuesta al tratamiento en la que se mide una reduccién de al menos un 50 % en la
masa tumoral medible.
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Se considera que un paciente presenta una progresion de la enfermedad cuando experimenta sintomas (fiebre,
sudores nocturnos, etc.) y cuando los ganglios linfaticos se incrementan de tamafo o se observan nuevos ganglios
linfaticos agrandados.

Se considera que un paciente presenta una enfermedad estable o en retroceso cuando no experimenta sintomas y
cuando los ganglios linfaticos no crecen, o se observa que retroceden en tamarfio. A veces esta condicion o inactividad
de la enfermedad observada clinicamente se describe como remision.

"Respuesta menor" aproximadamente quiere decir una pequefa cantidad de reduccién. Una respuesta menor no es
realmente un término estandar pero se usa cada vez mas. A grandes rasgos, una respuesta menor es mas de un 25 %
del volumen tumoral total pero menos de un 50 % del que haria una respuesta parcial (RP).
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Gly

Thx

Ile

160

Leu

Tyr

Ser

val

Thr

240

Ser

Ala

Tyr



Thr

Gly
305

Lys

Met

Ala

Gly
385

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu
455

Gln

Glu

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

<220>
<223>

Met
290

Tyr

Asp

Gln

Thr

370

Ser

Ala

Ala

Thr

Val

450

Thr

Gln

5

His

Ile

Lys

Leu

Tyr

as5

Leu

Gly

Ile

Ser

Ser

435

Pro

Ile

Trp

Lys

1531
ADN
Artificial

Trp

Asn

Ala

Ser

340

Thr

Gly

Met

Ser

420

Prec

Tyr

Ser

Ser

His
500

YVal
Pro
Thr
325
Ser
AsSp
val
Ser
Ser
405
Ser
Lys
Arg
Ser
Ser

485

His

Lys

Ser
310

Leu

Leu

Ser

Gly

390

Ala

Vval

Arg

Phe

Met

470

Asn

His

Gln
295

Arg

Thr

Thr

His

Ser

375

Gly

Ser

Ser

TYD

Ser

455

Glu

Pro

His

ES 253212413

Axrg

Gly

Thr

Ser

Tyr

360

Val

val

Pro

Tyr

Ile

440

Gly

Ala

Leu

His

Pro

Tyr

AsD

Glu

345

Cys

Glu

Asp

Gly

Met
425

Tyr

Ser

Glu

Thr

His
505

Gly

Thr

Lys

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

410

Asn

AsSp

Gly

ASp

Phe
490

CD3 VH/VL x CD19 VH/VL (BsrG | a Sal I)

Gln

Asn

31s

Ser

Ser

Asp

Gly

Ile

395

Lys

Trp

Thr

Ser

Ala
475

Gly

35

Gly
300

TYyr

Ser

Ala

Tyr

Ser

380

Gln

val

Tyr

Ser

Gly

460

Ala

Ala

Leu

Asn

Ser

Val

Trp

365

Gly

Leu

Thr

Gln

Lys

445

Thr

Thr

Gly

Glu

Gln

Thr

Tyr
350
Gly
Gly
Thr
Met
Gln
430
val
Ser
Tyr

Thr

Trp

Lys

Ala
335

Tyr

Gln

Ser

Gln

Thr

415

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Lys
49%

Ile

Fhe

320

Tyr

Cys

Gly

Gly

ser

400

Ccys

Ser

Ser

Ser

Cys

48¢

Leu



408> S
tgtacactece

agtgﬁagatg
aaaacagagg
tactaattac
cacagectac
aagatattat
ctectcaggt
getgacecag
cagagccagt
caaaagabgg
cégtgggtct
cactktattag
ggagctgaaa

ggtgaggcct

ctactggaty

ttggcctgga
tgcagacgaa
tgcggtctat
ggactactgg
cggeggetee
tgtgtetcta
tggtgatagt
ctatgatgca
gacagactte
tcagcaaagt

cgggcatcat

gatatcaaac
tecctgeaaga
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactga
gatgatcatt
ggtggtagtt
tctecageaa
tcaagtgtaa
atttatgaca
gggacctcat
tgccaacagt
tccggaggeg
gggtcctcag
aackgggtga
gatggtgata
tccﬁccagca
ttctgkgeaa
ggccaagggda
ggtggtggty
gggcagaggg
tatttgaact
tccaatctag
accctcaaca
actgaggate

caccatcatc

ES 253212413

tgcagcagtc
ckttetggeta
gtctggaatg
tcaaggacaa
gcagectgac
actgcettga
ctggcggegy
tcatgtetge
gttacatgaa
catccaaagc
actcteteac
ggagtagtaa
gtggatccca
tgaagattte
agcagaggee
ctaactacaa
cagcctacat
gacgggagac
ccacggteac
gttectgatat
ccaccatcte
ggtaccaaca
tttctgggat
tccatecctgt
catggacgtt

attgagtcga

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
ggccacattyg
atctgaggac
ctactggaagc
cggektecggt
atctccaggy
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcageagce
ccecgeteacy
ggtgcagety
ctgcaagget
tggacagggr
tggaaagtte
geaactcage
tacgacggta
cgtctbectee
ccagetgace
ctgcaaggec
gattccagga
cceacccagy
ggagaaggtg
cggtggaggy

c

36

ctggeaagac
aggtacacga
attaatcecta
actacagaca
tetgecagtet
caaggcacca
ggtggtggtt
gagaaggtcea
cagaagtcag
gtcecttate
atggaggctg
tteggtgetg
cagcagtctyg
tctggctatg
cttgagtgga
aagggtaaag
agcctageat
ggcegttatt
ggtggtagtyg
cagtctocag
agccaaagtg
cageeaccca
tttagtggca
gatgctgcaa

accaagctcg

ctggggecte
tgcactgggt

gecgtggota

aatcctccag .

attactgtge
ctetcacagt
ctgacattca

ccatgacctg

gcaccteece

gctecagtgy
aagatgctge
ggaccaaget
gggctgaget
cattcagtag
ttggacagat
ccactetgac
ctgaggactc
actatgctat
gttetggcag
cttctttgge
ttgattatga
aactqctcat
gtgggtctgg
cctatcaceqg

agatcaaatc

&0
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
$00
960
1020
1080
1140
1200
}260
13120
1380
1440
1500
1531



10

<210> 6

<211> 504
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 6
Asp Ile

Ser Val

Thr Met

Gly Tyr

50

Lys Asp

65

Met Gln

Ala Arg

Thr Thr

Ser Gly
130

Met Ser

145

Ser.Ser

Pre Lys

Lys

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Leu
115

Gly

Ala

Val

Arg

Phe
195

Artificial

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Trp

180

Ser

Gln

Ser

Val

Pro

Ser

85

Asp

val

Gly

Pro

Tyr
165

Ile

Gly

Gln

Cys

Lys

Sexr

Leu

70

Lew

Asp

Ser

Ser

Gly

150

Met

Tyr

Ser

CD3 VH/VL x CD19 VH/VL

Ser

Lys

Gln

Ary

55

Thr

Thr

His

Ser

Asp

135

Glu

Asn

Asp

Gly

ES 253212413

Gly

Thr

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser
200

Ala

Ser
25

Pro

Tyr

ASD

Glu

Cys

105

Gly

Gln

val

Tyr

Ser

185

Gly

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Gly

Leu

Thr

Gln

170

Lys

Thr

Leu Ala

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr

60

Ser Ser

Ser Ala

Asp Tyr

Gly Ser

Thr Gln

140

Met Thr

155

Gln Lys

val Ala

Sar Tyr

37

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Gly

125

Serx

Ser

Ser

Ser
208

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Pro

Arg

Gly

Gly

130

Leu

Gly

15

ATg

Tzp

Lys

Ala

Gln

Gly

Ala

Ala

Thr

175

val

Thr

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ile

Ser

léa

Ser

Fro

lle



Ser

Ser

225

Ser

Leu

Gln

Asn

305

Ser

Ser

Ser

Ser

385

Gly

Asp

Pro

Ser

210

Serx

Gly

Val

Ala

Gly
290

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Ser

370

Asp

Gln

Gly

Lys

Met
Asn
Gly
Arg
fhe
275
Leu
Asn
Ser
val
358
Gly
Ile
Arg

Asp

Leu
435

Glu

Pro

Gly

Pra

260

Ser

Glu

Cly

Thr

Tyr

340

Ala

Gly

Gln

Ala

Ser

420

Leu

Ala

Leu

Gly

245

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

3125

Phe

Met

Gly

Leu

Thr
405

Tyr

Ile

Glu

Thr

230

Ser

Ser

Tyr

Ile

Phe
310

TYY

Cys

Asp

Gly

The

390

ile

Leu

Asp
215

Phe

Gln

Ser

Trp

Gly
295

Met

Ala

Ser

375

Gln

Ser

Asn

AsSp

ES 253212413

Ala

Gly

val

val

Met

280

Gln

Gly

Gln

ATy

Trp

360

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala
440

Ala
Ala
Gln
Lys
265
Asn
Ile
Lys
Leu
hrg
345

Gly

Cly

Lys

TYr
425

Ser

Thx

Gly

Leu

250

1le

Trp

Trp

Ala

Ser

330

Glu

Gln

Gly

Ala

Ala

410

Gln

Asn

Tyr

Thr

235

Gln

Serx

val

Pro

Thr

3i1s

Ser

Thr

Gly

Gly

Ser

395

Ser

Gln

Leu

38

Tyr Cys
220

Lys Leu

Gln Ser

Cys Lys

Lys Gln

285

Gly Asp
300

Leu Thr

Leu Ala

Thr Thr

Thr Thr

365

Ser Gly

380

Leu Ala

Gln Ser

Ile Pro

val Ser
445

Gln

Glu

Gly

Ala

270

Arg

Gly

Ala

Ser

val

aso

Val

Gly

val

Val

Gly

430

Gly

Gln

Leu

Ala

255

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

i3s

Gly

Thr

Gly

Ser

Asp

415

Gln

ile

Trp
Lys
240
Glu
Gly
Gly
Thr
Glu
320
AsSp
Arg
val

Gly

Leu
400

Tyr

Pro

Pro



10

Pro Arg Phe Ser

450

His Pro val Glu

465

ES 253212413

455

470

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr

475

Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr

Ser Gly His His

<210> 7

<211> 1528
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 7
tgtacactee

agtgaagatg
aaaacagagyg
tactaattac
cacagectac
aagatattat
ctectcaggh
gctgacccag
cagagecagt
caaaagatgg
cagtgggtet
cacttattac
ggagctgaaa
ggetgtgtet
tgatggtgat
catctatgat

tgagacagac

485

500

Artificial

gataccaaéc
tcectgeaaga
coltggacagy
aatcagaagt
atgcaactga
gatgatcatt
ggtggtggtl
tctecageaa
tcaagtgtaa
atttatgaca
gggacctcat
tgccaacagt
tecggaggty
ctagggcaga
agttattiga
gcatccaatc

ttcaccctca

His His His His

&gcagcagtc
cttctggeta
gtctggaatyg
tcaaggacaa
gecagceetgac
actgecttga
ctggcggeag
tcatgtetge
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac
ggagtagtaa
gtggatccga
gggecaceat
actggtacca
tagtttctbgg

acatccatcce

490

CD3 VH/VL x CD19 VL/VH (BsrG | a Sal I)

aggggckgaa
caccttitact
gattggatac
ggccacatcg
atctgaggac
ctactaggge
cggctecggt
atctecaggy
ctggtaccag
ggcctctgga
aatcagcagc
ccegetcacg
tatecagetg
ctcctgcaag
acagattcca
gatcccacee

tgtggagaag

39

Phe Thr Lzu Asn Ile

468

His Cys Gin Gln Ser

480

Lys Leu Glu Ile Lys

ctggcaagac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
tctgcagret
caaggcécca
ggtggtggte
gagaaggtea
cagaagtcag
gtceccttate
atggaggetyg
ttcoggtgetg
acccagteote
goccagocaaa
ggacagccac
aggtttagty

gtggatgctg

495

ctggggecte
tgcactgggt
gecegkggtta
aatcctccag
attactgtgc
ctctcacagt
ctgacattca
ccatgacctg
gecacctcoece
gotteagtygy
aagatg;tgc
ggaccaagcet
cagectkEcttt
gtgttgatta
ccaaactcct
gcagtgggte

caacctatca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

i020¢



10

ctgtcagcaa
aggtggtggt
gcagtctyggg
tggctatgcea
tgagtggatt
gggtaaagee
cctagecatet
ccgttattac
gcatcatcac
<210> 8
<211> 503
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 8

Asp Ile Lys

1

Sar val Lys

Thr His

35

Met

Gly Tyr Ile

50

Lys
65

asp Lys

Met Gln Leu

Ala arg

Thr Thr Leu

115

agtactgagg'
ggttctggeg
getgagetgy
ttcagtaget
ggacagattt
actctgactyg
gaggactetg
tatgctatgy

gcatcaccatt

Artificial

Leu Gln
5

Met Ser

Val

Asn Pro

Ala Thr

70

Serxr
BS

Ser

Tyr AsSp

100

val

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

Leu

ASp

Sexy

ES 253212413

atccgtggac
geggeggete
tgaggcctgg
actggatgaa
ggectggaga
cagacgaate
cggtcotatet
actactgggg

gagtcgac

Lys Thr

Ser Gly Ala Glu

Ser

gttcggtgga
cggtggtggt
gtcctcagtyg
ctgggtgaag
tggtgatact
cteocageaca
ctgtgcaaga

ccaagggace

Leu
10

Gly Tyr

25

Gln Arg
40

Arg Gly

55

Thr Thr

Thr Ser

His Tyr

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

Gly Gln

Thr Asn
Lys Ser
Ser

Asp

Leu Asp

105

Ser Gly
120

Gly

Gly Gly

40

gggaccaage
ggttctcagg
aagatttect
cagaggcety
aactacaatg
gectacatge
cgggagacta

acggtcaccy

CD3 VH/VL x CD19 VL/VH (proteina madura w/o Lider)

Ala Arg Pro

Thr Phe Thr

Leu Glu

45

Gly

aAsn Gln

TyT
&0

Ser Ser Thr

Ala ¥al Tyr

Trp Gly

1140

Tyr

Gly
125

Ser Gly

tcgagatcaa
tgcagetgca
gcaaggcttc
gacagggtct
gaaagttcaa
aactcagcag
cgacggtagg

tetectocgy

Gly Ala

Arg Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

B0

Tyr Cys

a5

Gln Gly

Gly Gly

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1528



ES 253212413

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile
130 135 140

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser
145 150 155 160

Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser
165 170 : 175

Pro Lys Arg Trp Ile Tyr asp Thr Ser Lys Val Ala Ser Gly Vval Pro
180 185 120

Tvyr Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
195 200 205

Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
210 215 220

Ser Ser Asn Prv Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
225 230 ) 235 240

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser
245 . 250 255

Leu Ala val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Lys Ala Ser
260 265 270

Gln Ser val Asp Tyr asp Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
275 280 285

Ile Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Asn Leu
290 295 300

Val Ser Gly Ile Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
3058 alp 318 320

Phe Thr Leu Asn Ile His Pro val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr
3258 330 335

His Cys Gln @ln Ser Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr
340 345 350

Lys Leu Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
355 360 365

41



10

15

20

Gly

Arg
i8S

Phe

Leu

Asn

Ser

val
465

Gly

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

<220>
<223>

<400>
Gly

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

<220>
<223>

Gly

370

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

4354

Tyr

Ala

His

9
10

Gly Ser

Gly Ser

Ser Tyr

Trp Ile

420

Lys Phe
435

Ala Tyr

Phe Cys

Met Asp

His His
500

PRT
Artificial

Gln

Ser

Trp
405
Gly
Lys

Met

Ala

™I
485

His

CD3 CDR-H1

9

Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His

10
17

PRT
Artificial

CD3 CDR-H2

val

val

380

Met

Gln

Gly

Gln

Arg

470

Trp

His

Gln
375

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

455

Arg

Gly

His

ES 253212413

Lieu

Ile

Trp

Trp

Ala

440

Ser

Glu

Gln

Gln

val

Pro

425

Thr

Ser

Thr

Gly

Gln

Cys

Lys

410

Gly

Leu

Leu

Thr

Thr
490

10

Ser Gly
380

Lys Ala
395

Gln Arg

asp Gly

Thr Ala

Ala Ser

460

Thr Val
475

Thr val

42

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

445

Glu

Gly

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

420

Glu

Arg

val

Leu

TYYr

Gln

415

Asn

Ser

Ser

Tyr

Ser
495

Val

Ala

400

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

480

Ser



ES 253212413

10

15

20

25

30

35

40

45

<40G0> 10
Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15
Asp

<210> 11

<211> 10.

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> CD3 CDR-H3

<400> 11

1

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

<220>
<223>

<400>

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn

1

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

<220>
<223>

<400>

Asp Thr Ser Lys Val aAla Ser
5

12

10
PRT
Artificial

CD3 CDR-L1

12

5

13

7

PRT
Artificial

CD3 CDR-L2

13

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr
5

10

10

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

1
<210> 14
<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> CD3 CDR-L3
<400> 14
1 5
<210> 15
<211> 124
<212> PRT
<213> Artificial

43



5

10

15

<220>
<223>

<400>
Gln

Ser

Trp

Gly

Lys
65

Met

Ala

Tyr

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

<220>
<223>

<400>

anti-CD19 VH

15
Val Gln Leau

Val

Met

Gln

S0

Gly

Gln

Arg

Trp

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Arg

Gly
115

16
111
PRT
Artificial

Ile
20

Trp

Trp

Ala

Ser

Glu

100

Gln

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

a5

Thr

Gly

anti-CD19 VL

16

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

Thy

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Ala

Thr

Thr

ES 253212413

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Serx

val

val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Arg

Val

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

YL

Ser

Val

Ala

Gly

Tvr

60

Sex

ala

YT

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Pro

Ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Ala
1140

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Met

Ser

TYL

Ile

Fhe

Tyr
80

Cys

Asp

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

3

10

44

15



10

Gln

Gly

Lys

Arg
65

Pro

Glu

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

<220>
<223>

<400>
Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

<210>
<211>

aArg Ala Thr Tle
20

Asp Ser Tyr Leu
a5

Leu Leu Ile Tyr
50

Phie Ser Gly Ser

val Glu Lys val
85

Asp Pro Trp Thr
i00

17

119
PRT
Artificial

anti-CD3 VH

17

Ile Lys Leu Gln
5

Val Lys Met Ser
20

Met His Trp Val
35

Tyr Ile Asn Pro
S50

Asp Lys Ala Thr

Gln Leu Ser Ser
8s

Arg Tyr Tyr Asp
100

Thr Leu Thr Val
115

18
106

Ser

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Cys
Trp
Ala
55

Ser

Ala

Gly

Ser
Lys
Gln
Arg
55

Thr

Thr

His

Ser

ES 253212413

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ala

Cln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys
105

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Gln

Ile

Val

Fhe

75

His

Lys

Leu

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

45

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Leu

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Asp Tyr

30

Gln Pro

Ile Pro

Asn Ile

Gln Ser

95

Ile Ly=
110

Pro Gly

Thr Arg

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

Gly Gln
110

Asp

Pro

Pro

His

80

Thr

Ala

Tyr

1le

Phe

Ty
80

Cys

Gly
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PRT
Artificial

anti-CD3 VL

18

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser

1

5 10

Glu Lys Val thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser

20 25

Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys

s 40

Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser Gly Val Pro Tyr Arg

50 53 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser

&5

70 _ 75

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trip Ser Ser

85 90

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

100 105

<210> 19
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Cebador 5'L1

<400> 19

gaagcacgcg tagatatckt gmtsacccaa wctcca

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

<220>
<223>

20

30
ADN
Artificial

Cebador 3'K

<400> 20
gaagatggat ccagcggccg cagcatcagce

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

<220>
<223>

21

33
ADN
Artificial

Cebador 5'H1

46

Ala

Vval

Arg

45

Phe

Met

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

80

Leu Thr
95

36

30
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<400> 21
cagceggceca tggecgcaggt scagctgcag sag

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

<220>
<223>

22

39
ADN
Artificial

Cebador 3'G

<400> 22
accaggggcc agtggataga caagcttggg tgtcgtttt

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

<220>
<223>

<400>

23

38
ADN
Artificial

Cebador 5'VLB5RRV

23

aggtgtacac tcctgatate cagctgacce agtctcca

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

<220>
<223>

<400>

ggagccgecg ccgccagaac caccaccttt gatctcgage ttggtece

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

24

48
ADN
Artificial

Cebador 3'VLGS15

24

25

53
ADN
Artificial

Cebador 5'VHGS15

<400> 25

ggcggcggeg getceggtgg tggtggttcet caggtsmarc tgcagsagtc wgg

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

<220>
<223>

<400>
aatcc

<210>

26

39

ADN

Artificial

Cebador 3'VHBspEI

26
ggagyg agacggtgac cgtggtccct tggcecceceag

27

47

33

39

38

48

53

39
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<211> 38
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 5'VLL2KBspEIGS

<400> 27
cttcecggagg tggtggatec gacattcage tgacccag

<210> 28
<211> 25
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador 3'VHL2KBspEI (C-terminal)

<400> 28
ccteccggagg agactgtgag agtgg

<210> 29
<211> 38
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador 5'VHCD19BspEIGS

<400> 29
cttccggagg tggtggatcc caggtgcagce tgcagcag

<210> 30
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3'VLCD19BspEl (C-terminal)

<400> 30
cctceggatt tgatctcgag cttgg

<210> 31
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5'VLCD19BspEIGS

<400> 31 :
cttceggagg tggtggatce gatatccage tgace

<210> 32
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5'VHL2KBsrGl

48

38

25

38

25

35
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<400> 32
aggtgtacac tccgatatca aactgcagca ¢

<210> 33
<211> 50
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador 3'VHL2KGS15

<400> 33
ggagcecgecg ccgecagaac caccaccace tgaggagact gtgagagtgag

<210> 34
<211> 53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5'VLL2KGS15

<400> 34
ggcggeggcg getccggtgg tggtggttct gacattcage tgacccagtc tce

<210> 35

<211> 25

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador 3'VLL2KBspEI

<400> 35
aatccggatt tcagcteccag cttgg

<210> 36
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 5'VHCDI9BsrGI

<400> 36
aggtgtacac tcccaggtge agcectgcagea g

<210> 37
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador 3'VHCD19GS15

<400> 37
ggagccgeccg ccgccagaac caccaccacc ggaggagacd g_tgaccgtgg

<210> 38
<211> 53

49

31

50

53

25

31

50
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
ggcggcggeg getccggtgg tggtggttct gatatccage tgacccagtc tcc

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

<220>
<223>

<400>

ES 253212413

ADN
Artificial

Cebador 5'VLCD19GS15

38

39

25
ADN
Artificial

Cebador 3'VLCD19BspE

39

aatccggatt tgatctcgag cttgg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

40

35
ADN
Artificial

Cebador 5'VLIi2KBsrGl

<400> 40
aggtgtacac tccgacattc agctgaccca gtctc

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

<220>
<223>

<400>
ggagccgecg ccgccagaac caccaccacc tttcagctcee agcttggtcc

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

<220>
<223>

<400>
ggcggeggeg getccggtgg tggtggttct gatatcaaac tgcagcagtc agg

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

<220>
<223>

41

50
ADN
Artificial

Cebador 3'VLL2KGS15

41

42

53
ADN
Artificial

Cebador 5'VHL2KGS15

42

43

30
ADN
Artificial

Cebador 3'VHL2KBspEI

53

25

35

50

53
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<400> 43
aatccggatg aggagactgt gagagtggtg 30

<210> 44
<211> 25

5 <212> ADN
<213> Atificial

<220>
<223> Cebador 3"VHCD19BspEI (C-terminal)
10

<400> 44
cctecggagg agacggtgac cgtgg 25

<210> 45
<211> 73

15 <212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador polienlazador CTI
20

<400> 45
tctagaatte ttcgaatccg gaggtggtgg atccgatatc cccgggcatc atcaccatca 60

tcattgagtc gac ‘ 73

51
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REIVINDICACIONES

Una construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico para su uso en un procedimiento para la prevencion,
tratamiento o mejora de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B NHL) o leucemia de células B,
comprendiendo el procedimiento la administraciéon de dicha construccién de anticuerpo monocatenario
biespecifico a un sujeto que lo necesita, comprendiendo dicha construccién de anticuerpo monocatenario
biespecifico dominios de unién especificos para CD3 humano y CD 19 humano, en la que las correspondientes
regiones variables de cadena pesada (Vh) y las correspondientes regiones variables de cadena ligera (V) estan
dispuestas, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3),
VH(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3),
VH(CD3)-V(CD3)-Vi(CD19)-V(CD19) 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-V4(CD19),

en el que la construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1
semana en una dosis diaria de 10 pg a 80 pg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y en
el que la dosis diaria se va a administrar durante al menos 6 h.

Uso de una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico para la preparacion de una composiciéon
farmacéutica para la prevencion, tratamiento o mejora de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo (B
NHL) o leucemia de células B, comprendiendo dicha construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico unir
dominios especificos para CD3 humano y CD19 humano, en el que las correspondientes regiones variables de
cadena pesada (Vn) y las correspondientes regiones variables de cadena ligera (V) estan dispuestas, desde el
extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-Vi(CD19)-VH(CD3)-V,(CD3),
Vh(CD19)-V (CD19)-VH(CD3)-V,(CD3),
VH(CD3)-V(CD3)-V(CD19)-V(CD19) 0
VH(CD3)-V(CD3)-V,(CD19)-Vx(CD19))

y en el que dicha construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1
semana en una dosis diaria de 10 pyg a 80 yg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y
donde dicha dosis diaria se va a administrar durante al menos 6 h.

Un kit para su uso en la prevencion, tratamiento o mejora de linfoma no Hodgkin de células B indoloro o agresivo
(B NHL) o leucemia de células B en humanos, de acuerdo con un régimen de al menos una semana que
comprende la administraciéon de una construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico que comprende
dominios de union especificos para CD3 humano y CD19 humano, en el que las correspondientes regiones
variables de cadena pesada (Vu) y las correspondientes regiones variables de cadena ligera (V) estan
dispuestas, desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal, en el orden,

VL(CD19)-V(CD19)-VK(CD3)-V,(CD3),
Vh(CD19)-V (CD19)-VH(CD3)-VL(CD3),
VH(CD3)-V(CD3)-V(CD19)-V(CD19) 0
VH(CD3)-V,(CD3)-VL(CD19)-VH(CD19)

en el que dicha construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar durante al menos 1
semana en una dosis diaria de 10 pg a 80 pg por metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente y en
el que dicha dosis diaria se va a administrar durante al menos 6 h, y en el que dicho kit contiene los siguientes
componentes:

(a) al menos 7 dosis diarias individuales de desde 140 uyg a 320 pg de dicha construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico farmacéutica activa; y

(b) un medio para tener dispuestos los componentes de forma que se facilite el cumplimiento con el régimen.

La construccién de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, el uso de acuerdo con
la reivindicacién 2 o el kit para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la dosis diaria se administra
durante al menos 10 h.
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La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 4, el uso de acuerdo
con la reivindicacion 2 o 4 o el kit para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, en donde la dosis diaria se
administra durante al menos 12 h.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 4 o 5, el uso de
acuerdo con la reivindicacién 2, 4 o0 5, o el kit para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 3-5, en donde la
dosis diaria se administra durante 24 h.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-6, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, o el kit
para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en donde dicha regiéon VH de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 11.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-7, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, o el kit
para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en donde dicha regiéon VH de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 10.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-8, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-8, o el kit
para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en donde dicha region VH de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 9.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-9, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-9, o el kit
para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en donde dicha regién VL de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una region CDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 14.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-10, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-10, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-10, en donde dicha region VL de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 13.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-11, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-11, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-11, en donde dicha region VL de dicho
dominio especifico de CD3 comprende al menos una regiéon CDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO. 12.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-12, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-12, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-12, en donde dicha regiéon VH de dicho
dominio especifico de CD3 comprende SEQ ID NO. 17, dicha region VH de dicho dominio especifico de CD19
comprende SEQ ID NO. 15, dicha region VL de dicho dominio especifico de CD3 comprende SEQ ID NO. 18 y/o
dicha region VL de dicho dominio especifico de CD19 comprende SEQ ID NO. 16.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-13, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-13, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-13, en donde dicha construccion de
anticuerpo monocatenario biespecifico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en

(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en SEQ ID NO 2,4, 6 u §;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en SEQ ID
NO1,3,507;

(c) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que tiene una identidad de al

menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 99 % con una secuencia de acido nucleico de (b), en la que dicha
secuencia de aminoacidos se puede unir especificamente a CD3 y CD19; y
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(d) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que es redundante como
resultado del cddigo genético para una secuencia de acido nucleico de (b), en la que dicha secuencia de
aminoacidos se puede unir especificamente a CD3 y CD19.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-14, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-14, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-14, en donde dichos dominios variables
estan conectados por secuencias enlazadoras adicionales.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-15, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-15, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-15, en donde la administracion diaria se
contindia durante al menos 2 semanas, al menos 3 semanas o al menos 4 semanas.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-16, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-16, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-16, en donde la composicién
farmacéutica se administra en combinaciéon con uno o mas de otros agentes farmacéuticos.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-17, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-17, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-17, en donde la composicién
farmacéutica se administra a un paciente humano.

La construccion de anticuerpo biespecifico para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o una cualquiera de las
reivindicaciones 4-18, el uso de acuerdo con la reivindicacién 2 o una cualquiera de las reivindicaciones 4-18, o el
kit para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-18, en donde la construccion de
anticuerpo monocatenario biespecifico se va a administrar en una dosis inicial de menos de 10 ug a 80 ug por
metro cuadrado de area de superficie corporal del paciente el primer dia.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

Paciente 1003/IL-6
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Figura 5

Paciente 1003/IL-10
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Figura 6
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Figura 7
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Células [1000/ul]
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10

A

antes del tratamiento después de 4 semanas de tratamiento
..‘ Owiix_fiy_fdn Fomn 20Viewst 30 Viewsr €01 éuglm_'lyn!ﬂo!'"mlp — C e e - ] ' 9w @ -

30
Abfoutng 30 B0

Zoorm: 1407 Angle O
Trkkness 30 mmiocation +1230.5
% 19600 mm ¥ 10200 mm 2 -1539 58 rrrm—p————)

B
Fecha 26,09. Fecha 31,10.
Lesion Localizacion a b Producto a b Producto
1 mediastino 2,8 1,4 3,92 2,1 1,1 2,31
2 hiliar r 2,8 2,5 7,00 2,1 1,9 3,99
3 pulmonarr 3,4 1,5 5,10 1,8 1,0 1,80
4 retroperitoneal 2,1 1,6 3,36 1,2 1,0 1,20
5 iliaca | 3,6 2,4 8,64 2,1 1,2 2,52
6 nucal | 1,3 1,0 1,30 0,8 0,6 0,48
Suma 29,32 Suma 12,30
SCR Dia 29 -58,0 %
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Figura 11
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Figura 12

Después de 2 semanas de tratamiento

Antes del tratamiento
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Figura 13
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Fecha

a
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Dia 21

31.05.

b
2,8
2,2
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1.3
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Producto
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Figura 15

antes del tratamiento después de 4 semanas y después de 8 semanas de
tratamiento
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