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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas con resistencia a CEA soluble

Han pasado mas de tres décadas desde que Gold y Freedman describieron por primera vez el antigeno
carcinoembrionario asociado a tumor (CEA) en extractos tisulares de cancer de colon humanos (Gold y Freedman; J.
Exp. Med. 122 (1965); 467-481).

Entre tanto, se han descubierto otros 28 genes/pseudogenes relativos a la familia de genes CEA. En un intento de
simplificar la nomenclatura usada para los miembros de la familia de genes CEA, la familia se ha renombrado
recientemente “moléculas de adhesion celular relacionadas con CEA” (CEACAM) y la nomenclatura para sus
miembros se ha unificado (Beauchemin, Exp. Cell Res. 252 (1999), 243-249). Por ejemplo, de acuerdo con esta
nomenclatura, el CEA humano (CD66e) se llama CEACAMS.

La familia de genes CEA humanos se agrupa en el cromosoma 19913.2 (Olsen et al. Genomics 23 (1994); 659-668).
Sus 29 genes y pseudogenes se pueden dividir en tres subgrupos, es decir, el subgrupo CEA que contiene siete
genes expresados, el subgrupo de glucoproteinas especificas del embarazo (PSG) que contiene once genes
expresados y el tercer subgrupo que solo contiene pseudogenes (Hammarstrom, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81;
Beauchemin, Exp. Cell Res. 252 (1999), 243-249). El analisis de las secuencias de aminoacidos de CEA y los otros
miembros de la familia revelé que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (lg) (Williams y Barclay,
Annul. Rev. Immunol. 6 (1988), 381-405). Todos los miembros del subgrupo CEA se unen a la membrana de la
superficie celular: la glucoproteina biliar (CEACAM1; BGP1; TM-CEA; CD66a), el miembro de la familia de genes
CEA 1 (CEACAM3; CGM1; CD66d) y el miembro de la familia de genes CEA 7 (CEACAM4; CGM7) tienen dominios
transmembranarios hidréfobos, mientras que el antigeno carcinoembrionario (molécula de adhesion celular
relacionada con el antigeno carcinoembrionario 5; CEACAMS5; CEA; CD66e), el antigeno no especifico de reaccion
cruzada (CEACAMG; NCA; NCA-50/90; CD66c), el miembro de la familia de genes CEA 2 (CEACAM7; CGM2) y el
miembro de la familia de genes CEA 6 (CEACAMS8; CGM6; CD66b) se unen a la membrana plasmatica por restos
lipidicos de glucosilfosfatidilinositol (GPI). Las proteinas CEA estan altamente glucosiladas con un peso molecular de
hasta aproximadamente 300 kDa, dependiendo del nimero de dominios Ig.

En lo que respecta a la actividad bioldgica de las proteinas CEA, los estudios in vitro con lineas celulares tumorales
sugirieron que varias subfamilias CEA incluyendo glucoproteina biliar, CEA y antigeno no especifico de reaccion
cruzada pueden actuar como moléculas de adhesion celular heterotipicas y homofilicas cuando se expresan en la
superficie celular del tumor (Oikawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 186 (1992), 881-887; Zhou et al.,
Cancer Res. 53 (1993), 3817-3822). Mas recientemente, se ha analizado un posible papel de CEA y antigeno no
especifico de reaccion cruzada en la defensa inmunitaria innata que protege al colon del ataque microbiano
(Hammarstrom y Baranov, Trends Microbiol. 9 (2001), p. 119-125). En particular, se ha propuesto que estas
proteinas se unen y atrapan microorganismos evitando que alcancen e invadan las células epiteliales de
microvellosidades.

Se planteo la hipétesis de que el CEA es un antigeno oncofetal que se expresa durante el periodo fetal, ausente en
el adulto sano y reexpresado en cancer. Sin embargo, el CEA también se expresa en el tejido adulto normal. Por
ejemplo, la glucoproteina biliar, el CEA, el antigeno no especifico de reaccion cruzada y el miembro de la familia de
genes CEA 2 se expresan en el colon humano normal, en particular en las células epiteliales cilindricas maduras
frente a la luz intestinal y en las células altamente diferenciadas de las criptas orales (Frangsmyr et al., Cancer Res.
55 (1995), 2963-2967; Frangsmyr et al., Tumor Biol. 20 (1999), 277-292). Mas especificamente, estas proteinas
estan ubicadas en el glucocaliz del borde en cepillo de colonocitos maduros que recubren la superficie luminal libre.
La glucoproteina biliar, el CEA y el antigeno no especifico de reacciéon cruzada también se expresan en varios
tumores de origen epitelial (Hammarstrom, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81; Shively y Beatty CRC Crit. Rev.
Oncol. Hematol. 2 (1985), 355-399).

Ya a finales de los afios 70 y principios de los 80, el CEA se convirtid6 en un antigeno diana favorecido para la
radioinmunolocalizaciéon de tumores colorrectales y otros tumores epiteliales. Esto es debido al hecho de que el CEA
se sobreexpresa en un 95 % de los canceres gastrointestinales y pancreaticos, asi como en la mayoria de los
carcinomas pulmonares microciticos y no microciticos. También se expresa en el carcinoma de mama y en el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Primus et al., Cancer 42 (1978), 1540-1545). De hecho, el CEA
es uno de los marcadores tumorales clinicos usados de forma mas extensa. Se usa como marcador tumoral sérico
para canceres colorrectales y algunos otros canceres debido a su estabilidad, su expresion bastante restringida en el
tejido adulto normal y su expresion alta en tumores de origen epitelial. La mayor parte del CEA en un individuo sano
se produce en el colon. Ahi se libera desde la superficie apical de las células cilindricas maduras a la luz intestinal y
desaparece con las heces. Por tanto, normalmente solo se observan niveles muy bajos en la sangre de individuos
sanos. Por ejemplo, los niveles de CEA en la sangre de individuos sanos son de menos de 2 ug/l. Por el contrario,
los niveles de CEA en el suero de pacientes con carcinomas colorrectales y otros carcinomas estan incrementados,
variando hasta mas de 2000 pg/I (Thomson et al., PNAS 64 (1969), 161-167). En particular, los tumores epiteliales
progresivos, malignos o en estadio tardio estan acompafiados con frecuencia por concentraciones séricas altas de
CEA soluble (Fletcher; Ann. Intern. Med. 104 (1986), 66-73). Se sabe que los componentes de la membrana
plasmatica, incluyendo el CEA, se exfolian continuamente de la superficie como vesiculas derivadas de la membrana
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plasmatica (Taylor y Black, J. Natl. Cancer Inst. 74 (1985), 859-866; Sack et al., J Clin Invest. 82 (1988), 586-93)
que, a través del drenaje linfatico y de los vasos sanguineos pueden terminar en la sangre. A medida que el tamafio
del tumor incrementa, mas CEA se acumulara en la sangre. El uso principal de las determinaciones de CEA sérico
como marcador tumoral esta en la vigilancia posquirdrgica del cancer de colon. El incremento en los niveles de CEA
fue el primer indicador de enfermedad recidivante en un 81 % (Minton et al., Cancer 55 (1985), 1284-1290) y 89 %
(Wanebo et al., Surg. Gynecol. Obstet. 169 (1989), 479-487) de los pacientes, respectivamente. Los niveles de CEA
séricos también se pueden usar como indicador de pronodstico (Mulcahy y Benson, Curr. Oncol. Rep. 1 (1999), 168-
172).

Debido a su sobreexpresion en muchos canceres epiteliales, el CEA no solo se usa como marcador tumoral sino
también como diana para tratamiento antitumoral. Por ejemplo, los canceres gastrointestinales representan una gran
proporcion de los tumores epiteliales humanos, con una estimacion de 21.700 nuevos casos de cancer gastrico y
135.400 nuevos casos de cancer colorrectal en los Estados Unidos en el afio 2001 (Greenlee; CA Cancer J Clin 51
(2001), 15-36). El cancer colorrectal es la tercera neoplasia maligna mas comun vy la tercera causa principal de
muerte por cancer tanto en hombres como en mujeres (Ries; Cancer 88 (2000), 2398-2424). En un intento por
encontrar nuevas opciones terapéuticas contra estos tumores, se han explorado los anticuerpos monoclonales anti-
CEA como posibles opciones terapéuticas para los canceres positivos para CEA (Murakami et al., Immunol. Invest.
25 (1996), 23-35).

Un ejemplo para un enfoque en el que los pacientes con carga tumoral baja (correspondiente a niveles de CEA
séricos bajos) se han tratado con éxito es un estudio realizado por Behr et al. En este enfoque, una variante
marcada con "'l de labetuzumab (labetuzumab es una forma humanizada del anticuerpo monoclonal anti-CEA MN-
14; Behr et al., Cancer, 94: 1373-1381, (2002), 1559-64) se ha analizado en un ensayo en fase Il en el que se han
incluido 30 pacientes con CCR con enfermedad metastasica de volumen pequefio quimiorrefractaria a 5-fluorouracilo
y acido folinico o con tratamiento adyuvante después de metastasis hepatica. Se suministré una Unica inyeccion de
labetuzumab marcado con *'l. De 19 pacientes evaluables, 3 tuvieron una remision parcial y ocho mostraron
respuestas secundarias durante hasta 15 meses. Con tratamiento adyuvante, 7 de 9 pacientes estuvieron sin cancer
durante hasta 3 afios, mientras que la tasa de recaida en el grupo de control fue de un 67 % en el mismo periodo de
tiempo. Los niveles de CEA séricos de los pacientes variaron de 3,9 - 45 ng/ml (Behr et al., Cancer, 94: 1373-1381,
2002). En otro estudio caracterizado por Pacientes con niveles séricos de CEA bajos (<5 ng/ml), se ha demostrado
que la radioinmunoterapia de CEA con "~ 'I-labetuzumab (loc. cit.) mejora la supervivencia posextirpacion de rescate
de metastasis de cancer colorrectal en el higado. 23 pacientes recibieron una dosis de 40-60 mCi/m? de ™'

labetuzumab. La supervivencia en cinco afos fue de un 51,3 % para grupos tratados y de un 7,4 % para grupos de
control, respectivamente (Liersch et al., JCO, 2005, ASCO Proc, Vol 23, n.° 16S: 3627).

Auln, los enfoques terapéuticos que tratan las concentraciones de CEA séricas altas con frecuencia dan como
resultado respuestas antitumorales bajas o nulas. Por ejemplo, en un estudio clinico realizado para evaluar un
anticuerpo monoclonal anti-CEA humanizado en clinica, una version injertada con CDR de MN-14 (hMN-14;
Sharkey, Cancer Res. 55 (23 Supl.) (1995) 5935s-5945s) se ha marcado con "'I. 19 pacientes con tumores
productores de CEA avanzados recibieron hMN-14 marcado con . La biodlstrlbUC|on seleccion tumoral y
comportamiento farmacocinético del hMN-14 fue similar al observado con el MN-14 murino. Sin embargo, los
pacientes con CEA elevado (> 200 ng/ml) en plasma tuvieron mas de un 30 % del anticuerpo marcado complejado
en 1 h después de la inyeccion. En algunos de estos pacientes, el incremento en la complicacion dio como resultado
una potenciacion del metabolismo del anticuerpo con un aclaramiento mas rapido de la sangre que el observado en
pacientes con menor CEA en plasma (Sharkey, loc. cit.). En otro ensayo en fase | llevado a cabo por Yu et al., un
anticuerpo monoclonal murino de alta afinidad marcado con "'l (mAb) frente a CEA, COL-1 (Muraro, Cancer Res. 45
(1985), 5769-80), se ha investigado en pacientes con neoplasias malignas gastrointestinales. En particular, se ha
analizado la influencia del CEA sérico y de la masa tumoral sobre la farmacocinética. Para este fin, 18 pacientes con
neopIaS|as malignas gastromtestlnales avanzadas recibieron 20 mg de COL-1 marcado con 131I, con dosis de
10 mCi/m? a 75 mCi/m?. El nivel de CEA sérico varié de 6 a 2739 ng/ml (media +/- DE, 500 +/- 639). Un 82 % de
todos los 6rganos con afectacion tumoral fueron positivos y un 58 % de todas las lesiones. Sin embargo, de nuevo
se ha observado que un elevado CEA sérico (> 500 ng/ml) y masa tumoral se correlacionaban directamente con el
aclaramiento de la radioactividad sérica. Los autores concluyeron que los pacientes con niveles de CEA en
circulaciéon altamente elevados y/o un incremento en la masa tumoral aclararon el COL-1 marcado con 3 mas
rapidamente de la circulacion (Yu et al., J. Cli. Oncol. 14 (1996), 1798-1809). Se han obtenido resultados similares
en un estudio por Hajjar et al. con anticuerpo monoclonal anti-CEA MN-14 marcado con yodo-131 en pacientes con
cancer colorrectal y gastrointestinal metastasico. En este ensayo en fase |, 21 pacientes después de radioterapia
externa previa o bien después de quimioterapia estandar se han tratado con anticuerpo. 7 de 21 pacientes tuvieron
anticuerpos humanos anti-humanos (HAHA), pero sin efectos secundarios. No se observd ninguna respuesta
antitumoral. De nuevo, se ha descubierto que los niveles de CEA en plasma elevados incrementan el aclaramiento
del anticuerpo de la sangre y todo el cuerpo (Hajjar et al., Clin Colorectal Cancer, 2 (2002), 31-42), lo que, al menos
en parte, puede proporcionar una explicacion de la falta de respuesta antitumoral observada en este estudio. El
fendbmeno de aclaramiento rapido del anticuerpo terapéutico de la sangre y del cuerpo se puede explicar por el
incremento en la formacién de complejos inmunitarios que han de eliminarse rapidamente del cuerpo para prevenir
dafo organico. No se pudo observar ningun efecto terapéutico en los pacientes con tumores incluidos en estos
estudios, debido lo mas probablemente al aclaramiento rapido de los anticuerpos monoclonales. Kontermann (2005),
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Acta Pharmacologica Sinica Vol. 26, n°. 1, 1-9 describe varios anticuerpos CD3xCEA biespecificos. El documento
EP 491031 proporciona anticuerpos CEA injertados con CDR.

Para superar los problemas provocados por la formacion de complejos inmunitarios y el aclaramiento rapido de
anticuerpos monoclonales terapéuticos que estan mediados lo mas probablemente por la parte Fc de los anticuerpos
reconocidos por los receptores de Fc de células inmunitarias, derivados de anticuerpos (por ejemplo, construcciones
de scFv) o fragmentos (por ejemplo, fragmentos Fab y Faby) sin parte Fc se han producido y analizado en la clinica.
La mayoria de estos estudios estan dirigidos al diagndstico por imagen y deteccion/localizacion de tumores (véase,
por ejemplo, Chester et al., Cancer Chemother Pharmacol, 46 (2000) Supl: S8-12; Mayer et al., Clin Cancer Res, 6:
(2000) 1711-1719; Begent ef al., Nat Med, 2 (1996): 979-984). Solo unos pocos estudios investigaron la eficacia
terapéutica de dichos derivados/fragmentos de anticuerpos en la clinica. Por ejemplo, en un enfoque clinico por
Francis et al. (Francis, Br. J. Cancer 87(6) (2002), 600-607) se ha investigado la actividad anti-tumoral de una
construccion de scFv-carboxipeptidasa. En este ensayo en fase |, se ha usado el tratamiento enzimatico con
profarmaco dirigido por anticuerpos (ADEPT) en pacientes con carcinoma colorrectal avanzado u otros tumores
productores de CEA. Para este fin, se ha utilizado A5CP, que consiste en un fragmento F(ab), de un anticuerpo
monoclonal de ratén para CEA (A5B7) unido a la enzima bacteriana carboxipeptidasa (CPG2) como agente de
seleccion de anticuerpo-enzima y ZD2767P, un profarmaco de bis-yodofenol-mostaza. Como resultado, no se han
observado respuestas clinicas ni radioldgicas en el estudio. Los niveles de CEA séricos de pretratamiento variaron
hasta 1000 ng/ml. Estas concentraciones de CEA altas en suero de los pacientes con tumores tratados pueden ser,
al menos en parte, responsables de la falta de respuesta antitumoral observada en este estudio.

En vista de los problemas expuestos anteriormente, la provision de medios y procedimientos para una opcion
terapéutica eficaz para tumores epiteliales progresivos, malignos o en estadio tardio es altamente deseable.

En consecuencia, un aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica, comprendiendo dicha
composicion farmacéutica un anticuerpo monocatenario biespecifico que tiene

(a) un primer dominio de union que se une especificamente a CD3 humano, y
(b) un segundo dominio de unién que se une especificamente a CEA humano,
en el que dicho segundo dominio de unién especifico para CEA humano comprende

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67), una CDR-L1 que tiene la secuencia
de aminoéacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoacidos
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos “MIWHSGASAV”
(SEQ ID NO. 71);

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), una CDR-L1 que tiene la
secuencia de aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de
aminoacidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71); 0

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70), una CDR-H2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 69), una CDR-L1 que tiene la secuencia de
aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoacidos
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos “MIWHSGASAV”
(SEQID NO.71);y

en el que dicho segundo dominio de uniéon comprende al menos la secuencia de aminoacidos “DX1X2X3X4sFYFDY”
(SEQ ID NO. 65), en la que “Xy”, “X2", “X3” o “X4” representa cualquier residuo aminoacidico, y el residuo
aminoacidico “D” corresponde a la posicion de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y los
residuos aminoacidicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102,
respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. En un modo de realizacién, “X4” representa
“R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); “X2” representa “G” (glicina),
“Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M”
(metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D”
(acido aspartico), o “S” (serina).

En un modo de realizacion de la composicion farmacéutica de la invencién, dicho segundo dominio de union
especifico para CEA humano del anticuerpo monocatenario biespecifico definido en el presente documento
comprende al menos la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las
posiciones de Kabat 95 — 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

La presente invencion proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados para el tratamiento de
pacientes con tumores epiteliales con concentraciones de CEA soluble altas en su plasma. Dichas concentraciones
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de CEA soluble altas se encuentran en el suero/plasma de pacientes con tumores epiteliales con tumores
progresivos, tumores recidivantes, metastasicos, en estadio tardio y para pacientes con una carga/masa tumoral
alta. Se ha descubierto que los anticuerpos monocatenarios biespecificos con un dominio de unién a CEA que
comprende la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) no solo se unen a células diana
positivas para CEA, sino también a CEA soluble; véase el ejemplo 3 y la figura 2 de la presente invencion; y el
documento EP B1 491031. La secuencia de aminoacidos indicada “DRGLRFYFDY” corresponde a las posiciones de
Kabat 95 — 102 (SEQ ID NO. 66) de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 (Harwood, Br J Cancer. 54
(1986), 75-82). Sorprendentemente, aunque se unen a CEA soluble, dichos anticuerpos monocatenarios
biespecificos destruyen las células tumorales que llevan CEA, incluso en presencia de concentraciones altas de
CEA soluble (se ha sometido a prueba hasta 1 uyg/ml de CEA soluble). Dicho de otro modo, dichas construcciones
biespecificas no se inhiben por CEA soluble en su actividad citotéxica contra células tumorales positivas para CEA.

Como se muestra en los siguientes ejemplos 5 y 8 (en combinacion con las figuras 5, 6, 8, 10, 19, 20, 22 y 27), los
anticuerpos monocatenarios biespecificos con un dominio de unién a CEA que comprenden la secuencia de
aminoacidos “DRGLRFYFDY” mediaron en la citotoxicidad para células tumorales positivas para CEA, incluso en
presencia de concentraciones altas de CEA soluble. Por ejemplo, la figura 10 muestra un ensayo de citotoxicidad de
construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA redirigidas a células Kato Il (linea celular de
carcinoma gastrico humano positivas para CEA) en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA
soluble. Los linfocitos T citotoxicos positivos para CD8 humanos estimulados (CTL) se usaron como células
efectoras. La citotoxicidad mediada por CEAlI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble. Por el
contrario, la actividad citotéxica mediada por CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las
cantidades de CEA soluble. CEAI es una region variable derivada del mAb murino A5B7, mientras que CEAIl VHVL
se deriva del mAb T84.66.

De forma importante, se ha descubierto que la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” es suficiente para mediar
la resistencia a CEA soluble cuando se usa en un dominio de unién a CEA humano (es decir, un dominio de unién
humano que se une especificamente a CEA humano) de anticuerpos monocatenarios biespecificos anti-CEAxanti-
CD3; véanse, por ejemplo, las figuras 19, 20, 22 y 27.

A continuacién, anticuerpos monocatenarios biespecificos como se define en el presente documento se refieren por
tanto a que son resistentes al antigeno CEA soluble. El término “resistencia al antigeno CEA soluble”, “resistente a
CEA soluble” o términos relacionados como se usa en el presente documento se refiere al hecho de que la
citotoxicidad frente a células tumorales o células diana positivas para CEA mediadas por dichos anticuerpos
monocatenarios biespecificos no se ve afectada por el incremento en las concentraciones de CEA soluble. En
particular, la actividad citotoxica no se inhibe incluso por concentraciones altas de CEA soluble (se ha sometido a
prueba hasta 1 pg/ml). Como se ha expuesto anteriormente, los niveles de CEA en la sangre de individuos sanos
son de menos de 2 ng/ml. Las concentraciones de CEA soluble altas en el suero/plasma de pacientes con tumores
son caracteristicas para tumores progresivos, recidivantes, metastasicos o en estadio tardio y para pacientes con
carga tumoral alta. Por tanto, la presente invencion proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados
para el tratamiento de pacientes con tumores epiteliales con dichas concentraciones de CEA soluble altas en su
plasma. El término “concentraciones de CEA soluble altas” como se usa en el presente documento indica una
concentracion de CEA en suero/plasma soluble mayor de 10, 20, 50, 70, 80, 90 o 100 ng/ml. Esta concentracion de
CEA en suero/plasma se puede determinar, inter alia, por ELISA. Preferentemente, dicha concentraciéon de CEA en
suero/plasma es mayor de 100 ng/ml, como se determina, por ejemplo, por ELISA.

La generacién de dichos anticuerpos monocatenarios biespecificos con resistencia a antigeno CEA soluble no fue
una tarea ftrivial, como resulta evidente a partir de los siguientes ejemplos. Por ejemplo, los anticuerpos
monocatenarios biespecificos con un dominio de union a CEA derivado de un anticuerpo monoclonal (mAb)
conocido por unirse a CEA unido a membrana pero no a CEA soluble, es decir, mAb PR1A3 (Durbin, Proc Natl Acad
Sci U S A. 91 (1994), 4313-7), no se pudieron producir: cuando se usé en el formato de anticuerpo monocatenario
biespecifico, no se pudo lograr ninguna expresion/secrecion de la construccidn monocatenaria biespecifica anti-
CD3xanti-CEA. Cuando se ha utilizado una versiéon humanizada de PR1A3 (Durbin, loc. cit.) para la generacion, la
construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico se expreso y se secretoé de la célula huésped. Sin embargo,
no se pudo obtener ninguna unién de dominio de union anti-CEA a CEA unido a membrana.

Cuando se han generado anticuerpos monocatenarios biespecificos derivados de los anticuerpos monoclonales bien
descritos T84.66 (Neumaier, M. et al., Cancer Res 50 (1990), 2128-34) o MFE-23 (Boehm, M. K. Biochem J 2 (2000),
519-28), estos anticuerpos biespecificos fueron altamente sensibles al antigeno CEA soluble, es decir, su actividad
citotdxica frente a células tumorales o células diana positivas para CEA se han bloqueado en presencia de antigeno
CEA soluble. Puesto que se ha descubierto que dichas construcciones se unen a CEA soluble, se concluyé que el
antigeno CEA soluble evita que el anticuerpo se una a CEA unido a membrana, bloqueando de este modo la
actividad citotoxica mediada por anticuerpo. Por ejemplo, la figura 7 muestra un ensayo de citotoxicidad de una
construccién monocatenaria biespecifica reactiva para CEA redirigida a células CHO transfectadas con CEA en
presencia de CEA humano soluble. Los linfocitos T citotdxicos positivos para CD8 humanos estimulados (CTL) se
usaron como células efectoras. La actividad citotoxica de CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe claramente
incrementando las cantidades de CEA soluble. CEAIl VHVL se deriva de mAb T84.66; la SEQ ID NO.77 es un
dominio anti-CD3 VH-VL.
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La resistencia a antigeno CEA soluble solo se puedo encontrar para anticuerpos monocatenarios biespecificos, cuyo
dominio de uniéon a CEA comprendia la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” de la CDR-H3 del anticuerpo
monoclonal murino A5B7 (Harwood, Br J Cancer. 54 (1986), 75-82). Al igual que para construcciones
monocatenarias biespecificas derivadas de MFE-23 y T84.66, los anticuerpos monocatenarios biespecificos
derivados de A5B7 se unen a CEA soluble. En vista de los resultados obtenidos para las construcciones
monocatenarias biespecificas derivadas de MFE-23 y T84.66, no se podia esperar que el CEA soluble no influencie
la actividad citotéxica en construcciones de anticuerpos biespecificos monocatenarios derivados de A5B7.

Como se ha expuesto anteriormente, muchos enfoques terapéuticos dirigidos frente a tumores epiteliales que llevan
CEA en seres humanos estan impedidos seriamente por la presencia de niveles altos de antigeno CEA soluble en el
plasma de pacientes con cancer. Por ejemplo, un incremento en la formacién de complejos inmunitarios y el
aclaramiento de anticuerpos monoclonales anti-CEA terapéuticos en presencia de concentraciones de CEA altas en
plasma se ha observado en varios estudios clinicos. Ademas, el antigeno CEA soluble (con frecuencia presente en
concentraciones altas en el suero de pacientes con cancer con tumores progresivos, cancer recidivante, tumores
metastasicos, carga/masa tumoral alta o tumores en estadio tardio) bloquea la opcién terapéutica dirigida contra
células tumorales positivas para CEA, evitando por tanto el reconocimiento y la destruccién de células tumorales.
Por lo tanto, la cantidad real de la opcién terapéutica que alcanza el tumor se reduce, dando como resultado una
actividad antitumoral disminuida, baja o incluso nula. Esta limitacién restringe hasta ahora, por ejemplo, los enfoques
basados en anticuerpos a los pacientes con cantidades muy bajas de antigeno CEA soluble con pocas
probabilidades de prevenir una interaccion de las células tumorales con opcién terapéutica.

En la presente invencion, se ha descubierto que es posible generar una opcién terapéutica con anticuerpos
monocatenarios biespecificos con especificidad por CD3 humano y CEA humano, en la que la actividad citotoxica
dirigida contra células tumorales es resistente incluso a concentraciones altas de antigeno CEA soluble (se ha
sometido a prueba hasta 1ug/ml de CEA soluble). Este hallazgo es totalmente inesperado en vista del hecho de que
los anticuerpos monocatenarios biespecificos de la invencion se unen al antigeno CEA soluble (véanse el ejemplo 3
y la figura 2 de la presente invencion; véase también el documento EP B1 491031). No obstante, los anticuerpos
monocatenarios biespecificos como se definen en el presente documento son totalmente resistentes a la presencia
incluso de niveles altos de CEA soluble en su actividad citotdxica hacia células tumorales. Por tanto, la presente
invencion proporciona medios y procedimientos particularmente adecuados para el tratamiento de pacientes con
tumores con concentraciones de CEA soluble altas en su plasma, como se observa, por ejemplo, durante la
progresion tumoral, para cancer recidivante, para metastasis, para pacientes con carga/masa tumoral alta, o tumores
en estadio tardio.

De acuerdo con la presente invencion, el término “composicion farmacéutica” se refiere a una composicion para su
administracién a un paciente humano. Preferentemente, la composiciéon farmacéutica comprende formulaciones
adecuadas de vehiculos, estabilizantes y/o excipientes. En un modo de realizacion preferente, la composicion
farmacéutica comprende una composicién para su administraciéon parenteral, transdérmica, intraluminal, intraarterial,
intratecal y/o intranasal o por inyeccion directa en el tejido. Se prevé en particular que dicha composicion se
administre a un paciente por medio de infusién o inyeccion. La administracion de las composiciones adecuadas se
puede efectuar por diferentes maneras, por ejemplo, por administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, topica o intradérmica. La composicién de la presente invencién puede comprender ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en
la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, varios tipos de agentes humectantes,
soluciones estériles, liposomas, etc. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos se pueden formular por
procedimientos convencionales bien conocidos. Estas composiciones se pueden administrar al sujeto en una dosis
adecuada que se puede determinar, por ejemplo, por estudios de aumento gradual de la dosis por administracion de
dosis crecientes del anticuerpo monocatenario biespecifico que presenta resistencia a antigeno CEA soluble sérico
descrito en el presente documento. Como se ha expuesto anteriormente, el anticuerpo monocatenario biespecifico
descrito en el presente documento con resistencia a antigeno CEA soluble sérico se puede usar ventajosamente en
el tratamiento de pacientes con cancer con concentraciones séricas de CEA altas, tales como tumores progresivos,
cancer recidivante, tumores metastasicos, carga/masa tumoral alta, o tumores en estadio tardio. Estas
composiciones también se pueden administrar en combinacién con otros farmacos proteinaceos y no proteinaceos,
por ejemplo, en forma de un cotratamiento. Estos farmacos se pueden administrar simultaneamente con la
composicion que comprende el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento o
por separado antes o después de la administracion de dicho anticuerpo biespecifico en intervalos y dosis
oportunamente definidos. 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 soluciones acuosas o
no acuosas estériles, y suspensiones. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua,
suspensiones 0 soluciones acuosas, incluyendo medios tamponados y solucion 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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2595091 T3

basados en la dextrosa de Ringer), y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales
como, por ejemplo, antibiodticos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes y similares. Ademas, la composicion
de la presente invencion puede comprender vehiculos proteinaceos, como, por ejemplo, seroalbumina o
inmunoglobulina, preferentemente de origen humano. Se prevé que el cotratamiento comprenda, ademas del
anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento, otros agentes biolégicamente
activos, dependiendo del uso destinado de la composicion. Dichos agentes pueden ser farmacos que actuan sobre
el aparato digestivo, farmacos que actian como agentes antineoplasicos, agentes quimioterapicos, agentes
citostaticos, farmacos que previenen la hiperuricemia, farmacos que inhiben inmunorreacciones (por ejemplo,
corticoesteroides), farmacos que modulan la respuesta inflamatoria, farmacos que actuan sobre el aparato
circulatorio y/o agentes tales como citocinas, conocidos 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 tampdn puede ser un tampén 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.

Como se usa en el presente documento, un “anticuerpo monocatenario biespecifico” indica una Unica cadena
polipeptidica que comprende dos dominios de unién. Cada “dominio de unidon” como se usa en el presente
documento comprende una region variable de una cadena pesada de anticuerpo (“region VH”), en la que la region
VH del primer dominio de unién se une especificamente a dicha primera molécula, es decir, la molécula de CD3
humano, y la regién VH del segundo dominio de unién se une especificamente al CEA humano, como se define con
mas detalle a continuacién. Los dos dominios de unién se unen opcionalmente entre si por un espaciador
polipeptidico corto que comprende, en general, del orden de 5 aminoacidos. Cada dominio de union puede
comprender adicionalmente una region variable de una cadena ligera de anticuerpo (“region VL"), uniéndose la
region VH y la region VL dentro de cada uno de los dominios de union primero y segundo entre si por medio de un
enlazador polipeptidico, por ejemplo del tipo divulgado y reivindicado en el documento EP B1 623679, pero en
cualquier caso, lo suficientemente largo para permitir que la region VH y la regién VL del primer dominio de unioén y
la region VH y la regién VL del segundo dominio de unién se emparejen entre si de modo que, juntas, puedan unirse
especificamente a las respectivas moléculas primera y segunda. La disposicion de las regiones V del dominio de
union primero y segundo puede ser VH-VL o VL-VH. Preferentemente, la disposicion del primer dominio de union
que se une especificamente a CD3 humano es VH-VL, como se muestra en los siguientes ejemplos. Se prevé que el
primer dominio de union pueda estar situado de forma N-terminal o de forma C-terminal en el segundo dominio de
union. Por tanto, la disposicién de los dominios de unién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos
en el presente documento puede ser VHcea-V0cea-VHceps-V0icps, VLcea-VHcea-VHceps-V0ieps, VHeps-V0cps-VHcea-
VLcea 0 VHcps-VL0icps-V0cea-VHcea. Preferentemente, dicho primer dominio de unién especifico para CD3 esta
situado de forma C-terminal en el segundo dominio de unién. Mas preferentemente, los dominios de unién de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento estan dispuestos en el orden VHcea-
VLcea-VHcps-V0icps 0 V0Lcea-VHcea-VHeps-V0ieps- Incluso mas preferente, la disposicic’m es VLcea-VHcea-VHcps-
VLcps. Lo mas preferente es la construccién de anticuerpo monocatenario biespecifico A240 VL-B9 VHXSEQ ID 25
NO. 77 VHVL como se define en SEQ ID NO. 34. Se prevé que dichos dominios de union primero y/o segundo de
los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento puedan ser de origen no humano
(es decir, derivados de secuencias no humanas). Por ejemplo, dichos dominios de unién primero y/o segundo se
pueden derivar de anticuerpos monoclonales murinos. Sin embargo, los anticuerpos monocatenarios biespecificos
derivados de anticuerpos murinos se pueden reconocer como exdgenos, cuando se administran a pacientes
humanos. Por tanto, dichos dominios de unién primero y/o segundo de los anticuerpos monocatenarios biespecificos
definidos en el presente documento son preferentemente de origen humano (es decir, derivados de secuencias
humanas). Dichos dominios de unién humanos que se unen especificamente a CEA o CD3 se pueden identificar,
por ejemplo, por técnicas basadas en presentacion en fagos. También se prevé que, por ejemplo, la region VH del
primer (o segundo) dominio de unién sea una region VH humana, mientras que la correspondiente region VL del
primer (o segundo) dominio de unién pueda ser de origen no humano. Dichos dominios de unién también se pueden
denominar dominios de unién quiméricos. O uno de dichos dominios de unidn es de origen no humano, mientras que
el otro es de origen humano, dando como resultado un anticuerpo monocatenario biespecifico quimérico. Dichos
dominios de unién primero y/o segundo se pueden modificar adicionalmente para reducir la inmunogenicidad del
anticuerpo monocatenario biespecifico descrito en el presente documento, cuando se administra a pacientes
humanos. Por ejemplo, al menos uno de dichos dominios de unién primero o segundo de los anticuerpos
monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento puede ser humanizado, injertado con CDR,
quimérico y/o desinmunizado o humano, como se expone con mas detalle a continuacién. También se prevé que el
enlazador polipeptidico que une la regién VH y VL dentro del dominio de uniéon primero y/o segundo sea
desinmunizado. Preferentemente, el enlazador polipeptidico que une la regién VH y VL dentro del primer dominio de
union desinmunizado (especifico para CD3) es un enlazador polipeptidico desinmunizado que tiene la secuencia
“GEGTSTGS(G2S)2GGAD” (SEQ ID NO. 141). Ademas, se prevé que uno o ambos de dichos dominios de union de
los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento lleven las denominadas “marcas”
que se pueden usar, por ejemplo, para expresion, purificacion, deteccion o enriquecimiento de proteinas, tales como
marcas Flag, marcas c-myc, marcas GST o marcas His. Por ejemplo, para la marca Flag, el octapéptido hidrofilo
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usando mas ampliamente ahora es DYKDDDDK (Chubet y Brizzard, Biotechniques 20 (1996): 136-141) aunque
estudios recientes sugieren que un péptido mas corto, DYKD, se puede reconocer casi con la misma afinidad por el
anticuerpo monoclonal M1 (Knappik A, Pluckthun A; Biotechniques 17 (1994):754-761). Las marcas Flag, marcas c-
myc, marcas GST, marcas His o similares pueden estar dispuestas en el extremo N-terminal o bien en el extremo C-
terminal de los anticuerpos monocatenarios biespecificos tales como, por ejemplo, marca-VHcea-VLcea-VHcps-VLicos
0 VLcea-VHcea-VHceps-VL0cps-marca. Las fuentes para y las propiedades de dichas marcas con propdsitos de
expresion, deteccion o purificacion estan bien descritas en la técnica; véase, por ejemplo, Lichty, Protein Expr Purif.
41 (2005), 98-105.

Como se usa en el presente documento, el término “Fv monocatenario” o “scFv” se refiere a fragmentos de
anticuerpo que comprenden los dominios VH y VL de un anticuerpo, en el que estos dominios estan presentes en
una Unica cadena polipeptidica. Los dominios variables pueden estar dispuestos en el orden VH-VL o VL-VH. En
general, el polipéptido Fv comprende ademas un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite
que el scFv forme la estructura deseada para la unién a antigeno. Para una revision de scFv, véase Pluckthun en
The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-
315 (1994). En un modo de realizacion especifico, la invencion se refiere a scFv anti-CEA derivados de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento.

De acuerdo con la presente invencion, el término "dominio de unién" o "region 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. Se prevé por la
invencion, que el segundo dominio de unidon que se une especificamente a CEA humano del anticuerpo
monocatenario biespecifico definido en el presente documento comprenda al menos una CDR, preferentemente una
CDR-H3, mas preferentemente una parte de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 con la secuencia de
aminoacidos “FYFDY” (SEQ ID NO. 112) correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102,
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7; incluso mas preferente con la secuencia de
aminoacidos “DX1X2X3X4FYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “Xy”, “X2", “X3” 0 “X4” representa cualquier residuo
aminoacidico, y el residuo aminoacidico “D” corresponde a la posicion de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo
monoclonal murino A5B7 y los residuos aminoacidicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a,
100b, 101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Se prevé que “x1” “Xy”,
“X3” 0 “X4” correspondiente a las posiciones de Kabat 96 (“X1"), 97 (“X2"), 98 (“X3”) y 99 (“X4”), respectivamente, de
CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7, representen el residuo aminoacidico “R” (arginina), “G” (glicina),
“L” (leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), “S” (serina), “W” (triptéfano), “F” (fenilalanina) o “T”
(treonina). En el presente documento, se excluye del alcance de la invencion que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el
mismo aminoacido, por ejemplo, que “Xy”, “X2”, “X3” y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). Preferentemente, “Xy”
representa “R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); “X>” representa
“G” (glicina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F”
(fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina),
“A” (alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina). O lo mas preferente, el segundo dominio de unién que se une
especificamente a CEA humano del anticuerpo monocatenario biespecifico definido en el presente documento
comprende la CDR-H3 completa de A5B7 con la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66)
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 — 102 de la CDR-H3 de A5B7. Como se muestra en los siguientes
ejemplos, la actividad citotoxica frente a células tumorales del anticuerpo monocatenario biespecifico definido en el
presente documento que comprende dicha secuencia de aminoacidos de CDR-H3 derivada del mAb A5B7
“‘DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) en el segundo dominio de unién que interacciona con CEA es resistente al
antigeno CEA soluble, permitiendo de este modo el tratamiento de pacientes con tumores con concentraciones de
CEA séricas altas en su plasma. La determinaciéon de las CDR es conocida por el experto en la técnica; véase, por
ejemplo, http://www.bioinf.org.Uk/abs/#cdrid. La numeracién de las secuencias de aminoacidos en anticuerpos se
puede llevar a cabo, por ejemplo, de acuerdo con el esquema de numeracion de Kabat descrito en la técnica; véase
por ejemplo, Kabat, E. A., T. T. Wu, H. M. Perry, K. S. Gottesman, y C. Foeller. 1991. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% ed. Bethesda, Md.: National Center for Biotechnology Information, National Library of
Medicine.

Lo mas preferentemente y como se documenta en los ejemplos adjuntos, el “anticuerpo monocatenario biespecifico”
que se va a emplear en la composicion farmacéutica de la invencion es un Fv monocatenario biespecifico (scFv) con
un dominio de unién anti-CD3 desinmunizado (documento WO 2005/040220) y un dominio de union anti-CEA
humano que comprende al menos la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” correspondiente a las posiciones
de Kabat 95-102 (SEQ ID NO. 66) de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Las moléculas
monocatenarias biespecificas son conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en el documento WO
99/54440 o Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025.

El término “monocatenario” como se usa de acuerdo con la presente invencién quiere decir que dichos dominios
primero y segundo de la construccidn monocatenaria biespecifica se unen covalentemente, preferentemente en
forma de secuencia de aminoacidos colineal codificable por una unica molécula de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, “humano” se refiere a la especie Homo sapiens. Una molécula “humana”,
por ejemplo, CEA humano o CD3 humano (CD3 épsilon), es, por lo tanto, la variante de esa molécula tal como se
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expresa de forma natural en Homo sapiens.

El término “tumor epitelial” como se usa en el presente documento indica un tumor de origen epitelial que es positivo
para CEA (Cancer Medicine; 62 ed.; Kufe, Donald W.; Pollock, Raphael E.; Weichselbaum, Ralph R.; Bast, Robert C.,
Jr.; Gansler, Ted S.; Holland, James F.; Frei lll, Emil, editors. Hamilton (Canada): BC Decker Inc. 2003;
http://www.dkfz.de; http://www.krebsinformationsdienst.de/Krebsarten/index.html). El tumor epitelial que se va a tratar
puede ser un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar. Dicho
adenocarcinoma gastrointestinal es preferentemente un adenocarcinoma colorrectal, pancreatico, esofagico o
gastrico. Como se ha expuesto en el presente documento, la composicion farmacéutica de la invencion es
particularmente ventajosa para el tratamiento de pacientes con tumores progresivos, metastasis, cancer recidivante,
tumores epiteliales en estadio tardio, carga/masa de tumor epitelial alta, o pacientes con tumores con una
concentracion sérica de CEA mayor de 100 ng/ml (como se determina, por ejemplo, por ELISA), caracterizada por
niveles altos de antigeno CEA soluble en el plasma de los pacientes con tumores. También esta dentro del alcance
de la invencion que dicha composicion farmacéutica se use después de la extirpacion quirdrgica del tumor primario.
Por ejemplo, las células tumorales residuales diseminadas derivadas de un tumor epitelial que produce CEA también
liberan CEA en sus microentornos. Por tanto, en los alrededores de estas células tumorales, el nivel de CEA soluble
también es alto. En consecuencia, la resistencia a CEA soluble de la actividad citotoxica de las composiciones
farmacéuticas de la invencion también es ventajosa para el tratamiento de la enfermedad residual minima. Se prevé
que dichas composiciones farmacéuticas se puedan administrar en un periodo en el que los niveles de CEA séricos
disminuyan (debido a la retirada de la fuente de CEA, es decir, el tumor primario) para destruir las células tumorales
restantes. Las composiciones farmacéuticas también pueden ser Utiles después de la retirada del tumor primario, en
el caso en el que los niveles de CEA séricos se incrementen debido a la formacién de metastasis o tumores
secundarios. La concentracion sérica de CEA se puede determinar, por ejemplo, por ensayos ELISA de CEA (véase,
por ejemplo, IBL CEA EIA, IBL Hamburg, Alemania). Como se ha expuesto anteriormente, en muchos enfoques
terapéuticos basados en anticuerpos, dicho CEA sérico inhibe la unién del anticuerpo a CEA unido a membrana en
las células tumorales y bloquea la actividad del anticuerpo, empeorando de este modo el éxito del tratamiento
antitumoral.

Como se usa en el presente documento, el término “se une especificamente” o expresiones relacionadas tales como
“que se une especificamente” o “reactividad especifica con/para” etc. se refiere a la capacidad de los dominios de
union primero y/o segundo del anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento
para discriminar entre la respectiva molécula primera y/o segunda hasta un grado tal que, de un grupo de una
pluralidad de diferentes moléculas como compafieros de unién potenciales, sélo dicha respectiva molécula primera
y/o segunda se, o se une significativamente. Dichas medidas de unién se pueden realizar de forma rutinaria, por
ejemplo, en un aparato Biacore, por ELISA, analisis FACS o similares. Mas especificamente, el primer dominio de
unién del anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento se une a CD3 humano,
preferentemente CD3 épsilon humano. El segundo dominio de unién de los anticuerpos monocatenarios
biespecificos como se define en el presente documento se une a un antigeno de tumor epitelial, es decir, CEA
humano (antigeno carcinoembrionario, molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario
5; CEACAMS5; CD66e), como se expone a continuacion. El término “que se une especificamente” quiere decir de
acuerdo con la presente invencién que la molécula de anticuerpo monocatenario biespecifico puede especificamente
interactuar con y/o unirse a al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o incluso mas aminoacidos de cada
una de la molécula diana humana como se define en el presente documento. Dicho término se refiere a la
especificidad de la molécula de anticuerpo, es decir, a su capacidad para discriminar entre las regiones especificas
de la molécula diana humana como se define en el presente documento. La interaccion especifica del sitio de
interaccion con antigeno con su antigeno especifico puede dar como resultado un inicio de una sefial, por ejemplo,
debido a la induccién de un cambio de la conformacion del antigeno, un oligomerizacién del antigeno, etc. Ademas,
dicha union se puede ejemplificar por la especificidad de un “principio llave/cerradura”. Por tanto, los motivos
especificos en la secuencia de aminoacidos del sitio de interaccidon con antigeno y del antigeno se unen entre si
como resultado de su estructura primaria, secundaria o terciaria, asi como resultado de modificaciones secundarias
de dicha estructura. La interaccion especifica del sitio de interaccion con antigeno con su antigeno especifico puede
dar como resultado también una unién de dicho sitio al antigeno.

La “union especifica” de un anticuerpo se caracteriza principalmente por dos parametros: un parametro cualitativo (el
epitopo de unién, o donde se une el anticuerpo) y un parametro cuantitativo (la afinidad de unién, o con qué fuerza
se une donde lo hace). Se puede determinar de forma ventajosa el epitopo que se une, por ejemplo, por
metodologia FACS conocida, identificacion genética de posiciones peptidicas, espectroscopia de masas o ELISA
peptidico. La fuerza de unién 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 proporcién de sefal:ruido como medida representativa de la especificidad de unién. En una proporcién de
sefal:ruido de este tipo, la sefial 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. Preferentemente, una proporcién de sefial:ruido para un epitopo de interés que es aproximadamente 50
veces mayor que para otros epitopos diferentes del epitopo de interés se puede tomar como indicativo de que el
anticuerpo evaluado se une al epitopo de interés de manera especifica, es decir, es un “enlazador especifico”.

El término “unién especifica” o “interaccion especifica” como se usa de acuerdo con la presente invencién quiere
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decir que la construccion monocatenaria biespecifica no o esencialmente no reacciona de forma cruzada con
polipéptidos de estructuras similares. La reactividad cruzada de un panel de construccién monocatenaria
biespecifica en investigacion se puede someter a prueba, por ejemplo, evaluando la uniéon de dicho panel de
construcciéon monocatenaria biespecifica en condiciones convencionales (véase, por ejemplo, Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 and Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999) al polipéptido de interés asi como a varios polipéptidos mas o
menos (de forma estructural y/o funcional) estrechamente relacionados. Por ejemplo, esta dentro del alcance de la
invencion que el primer dominio de unién del anticuerpo monocatenario biespecifico de la invencién se une al CEA
humano (antigeno carcinoembrionario; CEACAM5; CEA; CD66¢e) es decir, tanto a un antigeno CEA soluble como al
CEA unido a membrana, mientras que los anticuerpos biespecificos que se unen a otros miembros de la familia de
CEA, tales como glucoproteina biliar (CEACAM1; BGP1; TM-CEA; CD66a), estan excluidos de dicho alcance.

Los ejemplos para la interaccion especifica de un sitio de interaccion con antigeno con un antigeno especifico
comprenden la especificidad de un ligando por su receptor. Dicha definicion comprende en particular la interaccion
de ligandos que inducen una sefal tras la union a su receptor especifico. Los ejemplos para los correspondientes
ligandos comprenden citocinas que interaccionan/se unen con/a sus receptores de citocinas especificos. También
esta comprendida particularmente por dicha definicion la unién de un sitio de interacciéon con antigeno a antigenos
como los antigenos de la familia de selectina, integrinas y de la familia de factores de crecimiento como EGF. Otro
ejemplo de dicha interaccién, que también esta comprendida particularmente por dicha definicion, es la interaccion
de un determinante antigénico (epitopo) con el sitio de unién antigénico de un anticuerpo.

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 invencién, 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.

“CD3” como se usa en el presente documento indica un antigeno que se expresa en linfocitos T como parte del
complejo de receptor de linfocitos T multimolecular y que consiste en al menos cinco cadenas diferentes, CD3-
gamma, -delta, -épsilon, -zeta, y -eta. El agrupamiento de CD3 en linfocitos T, por ejemplo, por anticuerpos anti-CD3
inmovilizados, da lugar a la activacion de linfocitos T similar al acoplamiento del receptor de linfocitos T pero
independiente de su especificidad tipica de clon. En realidad, la mayoria de los anticuerpos anti-CD3 reconocen la
cadena CD3 épsilon. La secuencia de aminoacidos de CD3 épsilon humano esta representada en el nimero de
acceso GenBank NM_000733 y comprende la SEQ ID NO. 111.

“CEA” indica el antigeno carcinoembrionario (molécula de adhesion celular relacionada con antigeno
carcinoembrionario 5; CEACAMS5; CEA; CD66e), un antigeno expresado en un gran numero de tumores de origen
epitelial (Hammarstrom, Sem. Cancer Biol. 9 (1999), 67-81; Shively y Beatty CRC Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2
(1985), 355-399). La secuencia de aminoacidos de CEA humano esta representada en el nimero de acceso
GenBank NM_004363 y comprende la SEQ ID NO. 76.

En la presente invencién, se ha descubierto sorprendentemente que es posible generar una opcién terapéutica
basada en anticuerpos con especificidad por CD3 humano y CEA humano, en la que la actividad citotdxica dirigida
contra células tumorales es resistente incluso a concentraciones altas de antigeno CEA soluble. Este hallazgo es
totalmente inesperado en vista del hecho de que los anticuerpos monocatenarios biespecificos de la invenciéon se
unen al antigeno CEA soluble. Por ejemplo, cuando se han generado construcciones de anticuerpos monocatenarios
biespecificos derivadas de anticuerpos monoclonales T84.66 o MFE-23, estos anticuerpos fueron altamente
sensibles al antigeno CEA soluble, es decir, su actividad citotoxica se ha bloqueado en presencia del antigeno CEA
soluble. La inhibicion de la actividad citotéxica de dichas construcciones por CEA soluble tampoco se pudo superar
por el incremento en las cantidades de anticuerpo. También se ha descubierto que estas construcciones se pueden
unir al CEA soluble. En vista de esto, se concluyé que el antigeno CEA soluble evita que el anticuerpo ejerza su
actividad citotoxica. Por el contrario, los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se definen en el presente
documento son totalmente resistentes a la presencia incluso de niveles altos de CEA soluble en su actividad
citotéxica hacia células tumorales. Ademas, debido a su actividad citotdxica alta, dichas construcciones biespecificas
como se define en el presente documento provocan su actividad bioldgica incluso a concentraciones bajas. Por
consiguiente, son suficientes cantidades bajas de composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos
monocatenarios biespecificos como se define en el presente documento para lograr un efecto terapéutico en
pacientes con tumores epiteliales caracterizado por concentraciones de CEA soluble altas en su suero/plasma. Las
concentraciones de CEA soluble altas en el suero/plasma de pacientes con tumores epiteliales son caracteristicas
para tumores progresivos, recidivantes, metastasicos o en estadio tardio y para pacientes con cargaalta. Incluso mas
sorprendente, se ha descubierto que la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66)
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 - 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 es
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suficiente para mediar en la resistencia a antigeno CEA soluble cuando se usa en un dominio de unién a CEA
humano (es decir, dominios de unidon humanos que se unen especificamente a CEA humano) de anticuerpos
monocatenarios biespecificos anti-CEAxanti-CD3. Debido a su origen humano, dichas construcciones son poco o no
inmunogenas cuando se administran a pacientes humanos con tumores. En resumen, las composiciones
farmacéuticas que comprenden los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se define en el presente
documento son particularmente Utiles para el tratamiento de pacientes con tumores epiteliales con concentraciones
de CEA soluble altas en su plasma, como se observa, por ejemplo, durante la progresién tumoral, para cancer
recidivante, para metastasis, para pacientes con carga/masa tumoral alta o tumores en estadio tardio.

En otro modo de realizacién preferente de la composicién farmacéutica de la invencion, dicho primer dominio de
unién especifico para CD3 de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento se
situa de forma C-terminal al segundo dominio de unién.

Dentro del alcance de la invencion y todos modos de realizacion de la misma, el orden de disposicion de los
dominios de unién primero y segundo en la Unica cadena polipeptidica, es decir, dentro del anticuerpo
monocatenario biespecifico definido en el presente documento, es relevante. Se prevé que la disposicion de los
dominios de unién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento pueda ser
VHcea-V0Lcea-VHeps-V0icps-, V0Lcea-VHcea-VHceps-V0icps, VHceps-V0cps-VHcea-V0Lcea 0 VHceps-V0icps-VL0icea-VHcea.
Como se muestra en los siguientes ejemplos, las ventajas como se describe anteriormente en el presente
documento son particularmente realizables cuando el primer dominio de unién (que se une especificamente a CD3)
se situa de forma C-terminal al segundo dominio de unién, es decir, mas cerca del extremo C-terminal del anticuerpo
monocatenario biespecifico que el segundo dominio de unién. Es preferente que el primer dominio de unién que se
une especificamente a CD3 humano esté dispuesto en la orientacion VH-VL. Por ejemplo, los dominios de unién de
los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento pueden estar dispuestos en el
orden VHcea-VLcea-VHeps-V0icps 0 V0ocea-VHcea-VHeps-V0icps. Como se usa en el presente documento, “de forma N-
terminal a” o “de forma C-terminal a” y variantes gramaticales del mismo indican una ubicacion relativa dentro de la
secuencia de aminoacidos primaria en lugar de la disposicion en el extremo N- o C-terminal absoluto del anticuerpo
monocatenario biespecifico. Por consiguiente, como ejemplo no limitante, un primer dominio de unién que esta
“situado de forma C-terminal al segundo dominio de unién” simplemente indica que el primer dominio de union esta
situado en el lado carboxilo del segundo dominio de union dentro del anticuerpo monocatenario biespecifico, y no
excluye la posibilidad de que una secuencia adicional, por ejemplo una marca como se expone anteriormente, u otro
compuesto proteinaceo o no proteinaceo tal como un radioisétopo, esté situado en el extremo C-terminal final del
anticuerpo monocatenario biespecifico.

Preferentemente, dichos dominios de unién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el
presente documento estan dispuestos en el orden VHcea-VLcea-VHeps-V0cps 0 VLcea-VHcea-VHeps-VLicps. Incluso
mas preferente, la disposicion es VLcea-VHcea-VHeps-VL0cps. Lo mas preferente es la construccion de anticuerpo
monocatenario biespecifico A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO. 77 VHVL como se define en SEQ ID NO. 34.

Es preferente que el segundo dominio de union que se une especificamente a CEA humano del anticuerpo
monocatenario biespecifico definido en el presente documento comprenda al menos una CDR, preferentemente una
CDR-H3, mas preferentemente una parte de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 con la secuencia de
aminoacidos “FYFDY” (SEQ ID NO. 112) correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102,
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7; incluso mas preferente con la secuencia de
aminoacidos “DX1XoX3XsFYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “X¢”, “X2", “X3” 0 “X4” representa cualquier residuo
aminoacidico, y el residuo aminoacidico “D” corresponde a la posicion de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo
monoclonal murino A5B7 y los residuos aminoacidicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a,
100b, 101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. En el presente
documento, “X¢”, “X2”, “X3” y “X4” corresponden a posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X2"), 98 (“X3") y 99 5 (“X4"),
respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7. Se prevé que “Xi”, “Xp”, “X3” o “X4”
representen un residuo aminoacidico “R” (arginina), “G” (glicina), “L” (leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido
aspartico), “S” (serina), “W” (triptéfano), “F” (fenilalanina) o “T” (treonina). En el presente documento, se excluye del
alcance de las reivindicaciones de la invencion que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el mismo aminoacido, por
ejemplo, que “X¢”, “X2”, “X3" y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). Preferentemente, “X4” representa “R” (arginina), “F”
(fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); “X2”" representa “G” (glicina), “Y” (tirosina), “A”
(alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina); “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E”
(acido glutamico), o “T” (treonina); y “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), o
“S” (serina). Incluso mas preferente, el segundo dominio de unién especifico para CEA humano comprende al
menos la secuencia de aminoacidos “RFYFDY” (SEQ ID NO. 113), “LRFYFDY” (SEQ ID NO. 114), “GLRFYFDY”
(SEQ ID NO. 115), o “RGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 116) de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal A5B7. Lo mas
preferente es el CDR-H3 completo de A5B7 con la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66)
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 (“D”, acido aspartico), 96 (“R”; arginina), 97 (“G”; glicina), 98 (“L”;
leucina), 99 (“R”; arginina), 100 (“F”; fenilalanina), 100a (“Y”; tirosina), 100b (“F”; fenilalanina), 101 (“D”; acido
aspartico), y 102 (“Y”; tirosina), respectivamente. La numeracion de acuerdo con el sistema de Kabat se expone, por
ejemplo, en Kabat, E. A, T. T. Wu, H. M. Perry, K. S. Gottesman, y C. Foeller. 1991. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5% ed. Bethesda, Md.: National Center for Biotechnology Information, National Library of
Medicine.
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Como se muestra en los siguientes ejemplos, la actividad citotdxica frente a células tumorales del anticuerpo
monocatenario biespecifico definido en el presente documento que comprende dicha secuencia de aminoacidos de
CDR-H3 derivada del mAb A5B7 “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) en el segundo dominio de unién que
interacciona con CEA es resistente al antigeno CEA soluble, permitiendo de este modo el tratamiento de pacientes
con tumores con concentraciones de CEA séricas altas en su plasma.

Puede ser deseable modificar adicionalmente esta secuencia de aminoacidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” derivada
de A5B7, por ejemplo, para mejorar la afinidad por el antigeno diana CEA (en las células tumorales epiteliales) y/o
para optimizar la “especificidad fina” del anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente
documento. Para este fin, en la secuencia de aminoacidos “DX1X2X3X4sFYFDY” (SEQ ID NO. 65)”, varios residuos
aminoacidicos se pueden someter a prueba en las posiciones “X¢”, “X2", “X3” y/o “X4” (correspondientes a las
posiciones de Kabat 96 (“X:"), 97 (“X2"), 98 (“X3”) y 99 (“X4"), respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo
monoclonal murino A5B7) para identificar una CDR-H3 modificada con una mejora en la afinidad y/o especificidad
fina. Por ejemplo, “X4, “X2", “X3” 0 “X4” puede representar un residuo aminoacidico “R” (arginina), “G” (glicina), “L”
(leucina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), “S” (serina), “W” (triptéfano), “F” (fenilalanina) o “T”
(treonina). En el presente documento, una, dos, tres o todas las cuatro de las posiciones “X” indicadas se pueden
intercambiar en comparacion con la secuencia de aminoacidos “RGLR” original en las posiciones de Kabat 96 a 99
en la secuencia de aminoacidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66). Sin embargo, se excluye del

n oo« » oo«

alcance de las reivindicaciones de la invencion que “X1”, “X2”, “X3” y “X4” representen el mismo aminoacido, por
ejemplo, que “X4”, “X2”, “X3" y “X4” sean todos “F” (fenilalanina). La modificacion mencionada anteriormente de la
secuencia de aminoacidos de CDR-H3 “DRGLRFYFDY” derivada de A5B7 se puede lograr por procedimientos
conocidos en la técnica, tales como PCR usando cebadores aleatorizados, lo que permite la generacion de
anticuerpos monocatenarios biespecificos con dichas regiones CDR-H3, modificadas en el dominio de unién a CEA.
La afinidad o especificidad fina de estos anticuerpos monocatenarios biespecificos modificados se puede someter a
prueba por procedimientos descritos en la técnica, por ejemplo, por ELISA, Biacore o analisis FACS. La resistencia a
antigeno CEA soluble de un anticuerpo monocatenario biespecifico con una CDR-H3 modificada de este tipo se
puede someter a prueba en ensayos de citotoxicidad en presencia de un incremento en las cantidades de CEA

soluble, como se describe en los siguientes ejemplos.

Mas preferentemente, dicho segundo dominio de union especifico para CEA humano de los anticuerpos
monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento comprende SEQ ID NO. 65 o 66 y/o una CDR-H1
que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68) y/o una CDR-H2 que tiene la secuencia de
aminoacidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67) o “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145). Por
tanto, dicho segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los anticuerpos monocatenarios
biespecificos definidos en el presente documento puede comprender una, dos o tres regiones CDR-H como se
define anteriormente. De manera alternativa, dicho segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento comprende SEQ ID NO. 65 o 66 y/o
una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70) y/o una CDR-H2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 569).

Por tanto, de manera alternativa, dicho segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los anticuerpos
monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento puede comprender una, dos o tres regiones CDR-
H como se define anteriormente. Incluso mas preferente, dicho segundo dominio de union especifico para CEA
humano de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento ademas de la una,
dos o tres regiones CDR-H como se representa anteriormente comprende una CDR-L1 que tiene la secuencia de
aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73) y/o una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoacidos
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y/o una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos “MIWHSGASAV” (SEQ
ID NO. 71).

La secuencia de aminoacidos de la region VH del segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 60
que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 — 102 de la CDR-
H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ
ID NO. 68) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67).

La secuencia de aminoacidos de la region VH del segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO.
146 que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 — 102 de la
CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH”
(SEQ ID NO. 68) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO.
145).

La secuencia de aminoacidos de la region VH del segundo dominio de unién especifico para CEA humano de los
anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 58
0 SEQ ID NO. 62 que comprende “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66) correspondiente a las posiciones de Kabat 95 —
102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos
“TYAMH” (SEQ ID NO. 70) y una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoacidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ
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ID NO. 69).

La region VL del segundo dominio de union especifico para CEA humano de los anticuerpos monocatenarios
biespecificos definidos en el presente documento es preferentemente la SEQ ID NO. 64 que comprende una CDR-
L1 que tiene la secuencia de aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73) y una CDR-L2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de
aminoacidos “MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71).

Como se ha expuesto anteriormente, el orden o la disposicion de las regiones variables del segundo dominio de
unioén que se une especificamente a CEA puede ser VH-VL o VL-VH. Ambas disposiciones estan dentro del alcance
de la invencioén. Para un segundo dominio de union que comprende la VH de SEQ ID NO. 60 y la VL de SEQ ID NO.
64, la disposicion VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 52, mientras que la disposicion VL-VH se representa en la
SEQ ID NO. 122. Para un segundo dominio de unién que comprende la VH de SEQ ID NO. 146 y la VL de SEQ ID
NO. 64, la disposicion VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 147.

Para un segundo dominio de unién que comprende la VH de SEQ ID NO. 58 y la VL de SEQ ID NO. 64, la
disposicion VH-VL se muestra en la SEQ ID NO 50, mientras que la disposicion VL-VH se muestra en la SEQ ID NO.
120. Para un segundo dominio de unidon que comprende la VH de SEQ ID NO. 62 y la VL de SEQ ID NO. 64, la
disposicion VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 54, mientras que la disposicién VL-VH se representa en la SEQ ID
NO. 124. Para un segundo dominio de union que comprende la VH de SEQ ID NO. 56 y la VL de SEQ ID NO. 64, la
disposicion VH-VL se muestra en la SEQ ID NO. 48, mientras que la disposicién VL-VH se representa en la SEQ ID
NO. 118.

Incluso mas preferente, las regiones V del segundo dominio de unién especifico para CEA de los anticuerpos
monocatenarios biespecificos definidos en el presente documento se seleccionan del grupo que consiste en:

(a) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 60 y la region VL consiste en
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(b) la regién VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 146 y la region VL consiste en
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(c) la regién VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 58 y la region VL consiste en
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(d) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 62 y la region VL consiste en
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64; y

(e) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 56 y la region VL consiste en
la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64.

Lo mas preferente, dicho anticuerpo monocatenario biespecifico comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 16, 18, 24, 26, 32, 34,
40, 42, 126, 130, 134 0 143;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en las SEQ ID
NO. 5,7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 0 142; y

(c) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que se degenera como resultado
del codigo genético a una secuencia de nucledtidos de (b).

En otro modo de realizacion preferente de la composiciéon farmacéutica de la invencién, dicho tumor epitelial que se
va a tratar es un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar.
Dicho adenocarcinoma gastrointestinal es preferentemente un adenocarcinoma colorrectal, pancreatico, esofagico o
gastrico.

Mas preferentemente, dicha composicion farmacéutica de la invencidon es para el tratamiento de tumores
progresivos, tumores en estadio tardio, pacientes con tumores con carga/masa tumoral alta, tumores metastasicos, o
pacientes con tumores con una concentracion sérica de CEA mayor de 100 ng/ml. Dicha concentracion sérica de
CEA se puede determinar, por ejemplo, por ELISA.

En otro modo de realizacién preferente de la composicion farmacéutica de la invencién, al menos uno de dichos
dominios de union primero o segundo de los anticuerpos monocatenarios biespecificos definidos en el presente
documento es quimérico, humanizado, injertado con CDR, y/o desinmunizado o humano.

El término “quimérico” como se usa en el presente documento se ha definido anteriormente. El término dominio de
union “humano”, por ejemplo, un dominio de unién humano que se une especificamente a CEA humano como se
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usa en el presente documento se debe entender que quiere decir que el anticuerpo monocatenario biespecifico
como se define en el presente documento comprende (una) secuencia(s) de aminoacidos contenida(s) en el
repertorio de anticuerpos de la linea germinal humana o repertorio de anticuerpos que tiene al menos la secuencia
de aminoacidos “FYFDY” correspondiente a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, y 102 (SEQ ID NO. 112)
de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 o una CDR-H3 derivada de A5B7 como se define
anteriormente. Un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento se puede
considerar humano si consiste en (una) secuencia(s) que se desvia(n) de su(s) secuencia(s) de linea germinal
humana mas proxima(s) no mas de lo que se podria esperar debido al sello de hipermutacion somatica.
Adicionalmente, los anticuerpos de muchos mamiferos no humanos, por ejemplo, roedores tales como ratones y
ratas, comprenden secuencias de aminoacidos de CDR3 de VH que se puede esperar que existan en el repertorio
de anticuerpos humanos expresados, ademas. Cualquiera de dicha(s) secuencia(s) de origen humano o no humano
que se puede esperar que exista en el repertorio humano expresado también se podria considerar "humana" para
los propdsitos de la presente invencion.

» oo«

Como se usa en el presente documento, el término “humanizado”, “humanizacién” o “como humano” se usan de
manera intercambiable para referirse a un anticuerpo monocatenario biespecifico que comprende en al menos uno
de sus dominios de unién al menos una region determinante de la complementariedad (“CDR”) de un anticuerpo no
humano o fragmento del mismo. Los enfoques de humanizacién se describen, por ejemplo, en los documentos WO
91/09968 y US 6.407.213. Como ejemplos no limitantes, el término engloba el caso en el que una region variable de
al menos un dominio de unién comprende una Unica region CDR, por ejemplo, la tercera region CDR del VH, de otro
animal no humano, por ejemplo, un roedor, asi como el caso en el que una o ambas regiones variables comprenden
en cada una de sus respectivas CDR primera, segunda y tercera, las CDR de dicho animal no humano. En el caso
en el que todas las CDR de un dominio de union del anticuerpo monocatenario biespecifico se hayan reemplazado
por sus correspondientes equivalentes de, por ejemplo, un roedor, se habla tipicamente de “injerto con CDR”, y este
término se debe entender que esta englobado por el término “humanizado” o variantes gramaticamente relacionadas
con el mismo como se usa en el presente documento. El término “humanizado” o variantes gramaticamente
relacionadas con el mismo también engloba casos en los que, ademas del reemplazo de una o mas regiones CDR
dentro de un VH y/o VL del dominio de unién primero y/o segundo se ha(n) efectuado otra(s) mutacion/mutaciones
(por ejemplo, sustituciones) de al menos un residuo(s) aminoacidico(s) individual(es) dentro de las regiones
estructurales (“FR”) entre las CDR de modo que los aminoacidos en esa(s) posicién/posiciones corresponde(n) al/a
los aminoacido(s) en esa(s) posicion/posiciones en el animal a partir de que se derivan las regiones CDR usadas
para el reemplazo. Como es conocido en la técnica, dichas mutaciones individuales se realizan a menudo en las
regiones estructurales después de in injerto con CDR para restablecer la afinidad de unién original del anticuerpo no
humano usado como dador de CDR para su molécula diana. El término “humanizado” pueden englobar
adicionalmente una sustitucion/sustituciones de aminoacidos en las regiones CDR de un animal no humano al/a los
aminoacido(s) de una region CDR correspondiente de un anticuerpo humano, ademas de las sustituciones de
aminoacidos en las regiones estructurales como se describe anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término “desinmunizado” o “desinmunizacién” indica la modificacion del
dominio de union primero y/o segundo con respecto a una construccion natural original haciendo dicha construccion
natural no inmundégena o menos inmunégena en seres humanos. Los enfoques de desinmunizacion se muestran,
por ejemplo, en los documentos WO 00/34317, WO 98/52976, WO 02/079415 o WO 92/10755. El término
“desinmunizado” también se refiere a construcciones, que muestran una reducciéon en la propension a generar
epitopos de linfocitos T. De acuerdo con la presente invencion, el término “reduccion en la propension a generar
epitopos de linfocitos T” se refiere a la retirada de epitopos de linfocitos T que da lugar a la activacion de linfocitos T
especifica. Ademas, “reduccion en la propension a generar epitopos de linfocitos T” quiere decir sustitucion de
aminoacidos que contribuyen a la formacién de epitopos de linfocitos T, es decir, sustitucién de aminoacidos, que
son esenciales para la formacién de un epitopo de linfocito T. En otras palabras, “reduccion en la propensién a
generar epitopos de linfocitos T” se refiere una reduccion en la inmunogenicidad o reduccion en la capacidad para
inducir proliferacion de linfocitos T independiente de antigenos. El término “epitopo de linfocito T” se refiere a
secuencias peptidicas cortas que se pueden liberar durante la degradacion de péptidos, polipéptidos o proteinas
dentro de células y posteriormente presentarse por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
para desencadenar la activacién de linfocitos T; véase, inter alia, el documento WO 02/066514. Para los péptidos
presentados por el MHC clase I, dicha activacion de linfocitos T puede dar lugar a continuacion a una respuesta de
anticuerpos por estimulacion directa de linfocitos T para producir dichos anticuerpos. La “reduccién en la propensién
a generar epitopos de linfocitos T” y/o “desinmunizacion” se pueden medir por técnicas conocidas en la técnica.
Preferentemente, la desinmunizacion de proteinas se puede someter a prueba in vitro por ensayo de proliferacion de
linfocitos T. En este ensayo, las PBMC de donantes que representan > 80 % de los alelos HLA-DR en el mundo se
criban para determinar la proliferacion en respuesta a péptidos naturales o bien desinmunizados. Idealmente, la
proliferacion celular solo se detecta tras la carga de las células presentadoras de antigenos con péptidos naturales.
De manera alternativa, se puede someter a prueba la desinmunizaciéon expresando los tetrameros de HLA-DR que
representan todos los haplotipos. Estos tetrameros se pueden someter a prueba para determinar la unién a péptidos
o cargarse con péptidos sustitutos de las células presentadoras de antigenos en ensayos de proliferacion. Para
someter a prueba si los péptidos desinmunizados estan presentes en los haplotipos de HLA-DR, se puede medir la
union de, por ejemplo, péptidos marcados con fluorescencia en PBMC. Ademas, se puede probar la
desinmunizacion determinando si los anticuerpos frente a las moléculas desinmunizadas se han formado después
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de la administracién en pacientes. Preferentemente, las moléculas derivadas de anticuerpos se desinmunizan en las
regiones estructurales y la mayoria de las regiones CDR no se modifican para generar una reduccion en la
propension para inducir un epitopo de linfocito T de modo que la afinidad de unién de las regiones CDR no se ve
afectada. Incluso la eliminacion de un epitopo de linfocito T da como resultado una reduccién en la inmunogenicidad.

En resumen, los enfoques anteriores ayudan a reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos monocatenarios
biespecificos terapéuticos como se define en el presente documento cuando se administran a pacientes con tumores
epiteliales. Por ejemplo, el primer dominio de unién que se une especificamente a CD3 como se muestra en SEQ ID
NO. 77 esta desinmunizado; véase también el documento W02005/040220. Preferentemente, la disposicion de las
regiones V en este dominio de unién a CD3 es VH-VL.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo monocatenario biespecifico que comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 30 16, 18, 24,
26, 32, 34, 40, 42, 126, 130, 134 0 143;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en las
SEQID NO. 5,7, 15,17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 0 142; y

(c) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que se degenera como
resultado del cédigo genético a una secuencia de nucleotidos de (b).

En un modo de realizacion, la invencion se refiere a una composiciéon que comprende anticuerpos monocatenarios
biespecificos como se define anteriormente. Preferentemente, dichos anticuerpos monocatenarios biespecificos
como se define anteriormente se usan como composiciones farmacéuticas para el tratamiento de un tumor epitelial o
tumores epiteliales en un ser humano. Dicho(s) tumor(es) epitelial(es) es/son positivo(s) para CEA. La actividad
citotéxica frente a células tumorales epiteliales positivas para CEA de estas composiciones farmacéuticas es
resistente incluso a concentraciones altas de antigeno CEA soluble en el plasma de pacientes con tumores.
Ademas, dichos anticuerpos monocatenarios biespecificos como se define anteriormente o scFv anti-CEA derivados
de los mismos se pueden usar como composiciones de diagndstico para la deteccidon de un tumor epitelial o tumores
epiteliales en un ser humano como se expone con mas detalle a continuacion.

El término “hibridar en condiciones rigurosas” como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de
acidos nucleicos que pueden hibridar, en condiciones de hibridacion rigurosas, a secuencias representadas en las
SEQ ID NO. 5, 7, 15, 17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 o 142, o el complemento de las mismas, y que
codifican un anticuerpo monocatenario biespecifico que tiene actividad citotéxica frente a células tumorales positivas
para CEA. “Condiciones de hibridacién rigurosas” se refiere a una incubaciéon durante la noche a 42 °C en una
solucién que comprende formamida al 50 %, 5x SSC (NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM), fosfato de sodio
50 mM (pH 7,6), 5x solucidon de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 %, y 20 pg/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado cortado, seguido de lavado de los filtros en 0,1x SSC a aproximadamente 65 °C.

Si cualquier molécula de acido nucleico o polipéptido particular es al menos en un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % o0 99 % idéntica a un nucledtido o secuencia de aminoacidos definida en el presente documento se
puede determinar convencionalmente 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 alineacidon 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.

La invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento. Dicho acido
nucleico se puede utilizar, por ejemplo, para enfoques de tratamiento génico para tratar un tumor epitelial en un ser
humano, como se expone con mas detalle a continuacion.

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende un vector que comprende una
secuencia de acido nucleico como se define anteriormente. Preferentemente, dicho vector comprende ademas una
secuencia reguladora que esta unida de forma funcional a dicha secuencia de acido nucleico definida anteriormente.
Mas preferentemente, dicho vector es un vector de expresion.

Ademas, el vector de la presente invencidon también puede ser un vector de transferencia génica o de seleccion
génica. El tratamiento génico, que se basa en la introduccion de acidos nucleicos o genes terapéuticos en células
por técnicas ex vivo o in vivo es una de las aplicaciones mas importantes de transferencia génica. Los vectores,
procedimientos o sistemas de suministro génico adecuados para tratamiento génico in vitro o in vivo se describen en
la literatura y son conocidos para el experto en la técnica; véase, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine 2 (1996),
534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet 348 (1996),
370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodua, Blood 91 (1998), 30-36; Verzeletti, Hum. Gene
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Ther. 9 (1998), 2243-2251; 25 Verma, Nature 389 (1997), 239-242; Anderson, Nature 392 (Sup. 1998), 25-30; Wang,
Gene Therapy 4 (1997), 393-400; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; documentos WO 94/29469; WO
97/00957; US 5.580.859; US 5.589.466; US 4.394.448 o Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-
640, y referencias citadas en los mismos. Las moléculas de acido nucleico y vectores como se define en el presente
documento se pueden disefiar para su introduccién directa o para su introduccién por medio de liposomas, vectores
viricos (por ejemplo, adenovirico, retrovirico), electroporacion, u otros sistemas de suministro en la célula.
Adicionalmente, se puede usar un sistema baculovirico como sistema de expresién eucariota para las moléculas de
acido nucleico como se define en el presente documento. La introduccion y el enfoque terapéutico génico debe dar
lugar, preferentemente, a la expresion de una construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico funcional como
se define en el presente documento, de este modo dicha construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico
expresada es particularmente util en el tratamiento, mejoria y/o prevencion de un tumor epitelial en un ser humano.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un huésped transformado o
transfectado con un vector o un acido nucleico como se define anteriormente.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica como se define anteriormente en el presente
documento, que comprende ademas un compuesto proteinaceo que puede proporcionar una sefial de activacion
para células efectoras inmunitarias.

Preferentemente, la composicién farmacéutica comprende ademas formulaciones adecuadas de vehiculos,
estabilizantes y/o excipientes.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de una composiciéon farmacéutica
como se define anteriormente, comprendiendo dicho procedimiento cultivar un huésped como se define
anteriormente en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo monocatenario biespecifico como se define
anteriormente en el presente documento y recuperar el anticuerpo monocatenario biespecifico producido del cultivo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un uso de un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define
anteriormente en el presente documento o como se produce por el procedimiento como se define anteriormente en
el presente documento, una molécula de acido nucleico como se define anteriormente en el presente documento, un
vector como se define anteriormente en el presente documento o un huésped como se define anteriormente en el
presente documento para la preparacion de una composicién farmacéutica para la prevencion, tratamiento o mejoria
de un tumor epitelial en un ser humano. Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica de
la invencién o como se produce de acuerdo con el procedimiento expuesto anteriormente para su uso en un
procedimiento para la prevencion, tratamiento o mejoria de un tumor epitelial en un ser humano. El experto en la
técnica, en particular el médico encargado puede evaluar el tratamiento exitoso del paciente que necesita la
administracion de la molécula biespecifica/anticuerpo monocatenario biespecifico de la invenciéon. En consecuencia,
el esquema de administracion asi como la dosificacion y el tiempo de administracion se pueden evaluar por dicho
experto en la técnica: Una correspondiente “mejoria” y/o “tratamiento” que se va a evaluar se define a continuacion.

Como se usa en el presente documento, una “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” de una
composicion farmacéutica de la invencion en el contexto de tumores epiteliales se refiere a esa cantidad del agente
terapéutico suficiente para destruir, modificar, controlar o retirar tejido tumoral primario, regional o metastasico. Una
cantidad terapéuticamente eficaz se puede referir a la cantidad de agente terapéutico suficiente para retrasar o
minimizar la propagacion del/de los tumor(es) epitelial(es). Una cantidad terapéuticamente eficaz también se puede
referir a la cantidad del agente terapéutico o agente farmacéutico que proporciona un beneficio terapéutico en el
tratamiento o gestion del/de los tumor(es) epitelial(es). Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto
a un agente terapéutico o agente farmacéutico de la invencion quiere decir esa cantidad de agente terapéutico o
agente farmacéutico solo, o en combinacién con otros tratamientos, que proporciona un beneficio terapéutico en el
tratamiento o gestion de un tumor epitelial. Usada junto con una cantidad del anticuerpo monocatenario biespecifico
definido en el presente documento, el término puede englobar una cantidad que mejora el tratamiento global, reduce
o evita efectos no deseados, o potencia la eficacia de o sinergias (como se define en el presente documento) con
otro agente terapéutico. Preferentemente, una cantidad terapéuticamente eficaz de una opcion terapéutica mejora el
tratamiento global, reduce o evita efectos no deseados, o potencia la eficacia terapéutica de o sinergias con otro
agente terapéutico en el tratamiento de (un) tumor(es) epitelial(es). Por ejemplo, un anticuerpo monocatenario
biespecifico como se define en el presente documento puede provocar una reduccion del diametro de un tumor
epitelial de un 20 % si se administra a un paciente como monotratamiento. Por el contrario, una segunda opcién
terapéutica, por ejemplo, un agente antineoplasico como se define a continuacion, puede provocar una reduccion
tumoral de un 10 %. Sin embargo, si tanto el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente
documento como dicha segunda opcion terapéutica se administran en combinacion en forma de cotratamiento, se
puede observar una reduccion tumoral de un 50 %. Un efecto de este tipo se entiende como un efecto sinérgico
como se usa en el presente documento.

Como se denomina en el presente documento, el término “tratamiento” se refiere a cualquier esquema,
procedimiento y/o agente de administracién que se puede usar en la prevencion, tratamiento o mejoria de un tumor
epitelial. El término “prevencion, tratamiento o mejoria de un tumor epitelial” se expone con mas detalle a
continuacion. Los términos “tratamientos” y “tratamiento” se pueden referir a un tratamiento bioldgico, tratamiento
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complementario, quimioterapia, radioterapia y/u otros tratamientos utiles en el tratamiento, prevencion, o mejora de
un tumor epitelial, o0 uno o mas sintomas del mismo.

» o,

Como se usa en el presente documento, los términos “tratar”, “tratamiento” y “tratando” en el contexto de administrar
un tratamiento o tratamientos a un paciente se refieren a la reduccion o mejoria de la progresion, gravedad y/o
duracién de un tumor epitelial. Dicho(s) tumor(es) epitelial(es) puede(n) estar asociado(s) con la expresion andmala,
por ejemplo, sobreexpresion o actividad de CEA, y/o la mejoria de uno o mas sintomas de los mismos de la
administracion de uno o mas tratamientos (incluyendo la administracion de uno o mas agentes farmacéuticos o
terapéuticos).

El modo de administracién mas preferente es una administracion intravenosa durante un tiempo/periodo de tiempo
dado. Aunque el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define 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 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 simultdneamente. Las preparaciones
para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas o0 no acuosas estériles, y suspensiones. 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, Ringer con lactato o aceites fijos. 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, antibioticos, antioxidantes, agentes
quelantes, y gases inertes y similares. Ademas, la composicion puede comprender vehiculos proteinaceos, como,
por ejemplo, seroalbumina o inmunoglobulina, preferentemente de origen humano. Se prevé que el cotratamiento
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 sobre el sistema gastrointestinal, agentes que actian como agentes citostaticos, agentes que previenen la
hiperuricemia, agentes que inhiben reacciones inmunitarias (por ejemplo, corticoesteroides, FK506), farmacos que
actlan sobre el sistema circulatorio y/o agentes tales como moléculas coestimuladores de linfocitos T o citocinas
conocidas en la técnica. Preferentemente, el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente
documento se formula en un tampén, un estabilizante y un tensioactivo. El tampén 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 dicha
composicion farmacéutica, es preferente solucion salina isotonica y Tween 80.

El término “mejoria” como se usa en el presente documento se refiere una mejora o una moderacion en la gravedad
de una enfermedad, es decir, un tumor epitelial. Por ejemplo, una mejoria de este tipo puede ser el logro de una
enfermedad estable (o incluso mas preferentemente) una reduccién del/de los tumor(es) epitelial(es), es decir, una
respuesta minima, parcial o respuesta completa, debido a la administracion de las composiciones farmacéuticas de
la invencion. “Enfermedad estable” se refiere a un estado de enfermedad en el que ninguna progresion/crecimiento
tumoral o progresion/crecimiento tumoral significativo se puede observar o detectar por procedimientos de
diagnostico clinico e/o histologico. Por ejemplo, una reduccién del tumor mayor de una reduccion de un 50 % de la
suma de las areas transversales de las lesiones indicadoras se puede considerar como una “respuesta parcial’. Una
“respuesta completa” indica un estado en el que ya no se puede(n) detectar lesion/lesiones después de tratamiento.
Una respuesta con una reduccién tumoral entre una enfermedad estable y una respuesta parcial se puede
considerar como una respuesta minima. Por ejemplo, una reduccion de un 20 %, 25 % o 30 % de la suma de las
areas transversales de lesiones indicadoras se puede denominar una respuesta minima.

El término “mejoria” como se usa en el presente documento engloba también una reduccién del numero de tumores
epiteliales. Adicionalmente indica la prevencion/ralentizacion de la progresion tumoral. Ademas, una mejora de la
supervivencia global de los pacientes con tumores tratados en comparacion con pacientes con tumores no tratados
se puede considerar como una “mejoria” como se usa en el presente documento. Esto se aplica mutatis mutandis a
una mejora de la supervivencia sin progresion o la supervivencia sin recaida de pacientes con tumores tratados en
comparacién con pacientes con tumores no tratados. Ademas, el término “mejoria” también se puede referir a una
reduccion de la intensidad de los sintomas de un tumor epitelial, dando como resultado, por ejemplo, una mejora de
la calidad de vida de los pacientes con tumores tratados.

El término “prevencion de un tumor epitelial” como se usa en el presente documento se debe entender como sigue:
Después de la retirada quirurgica del/de los tumor(es) epitelial(es) primario(s) de un paciente humano y/o después
del tratamiento quimioterapico o radioterapico del/de los tumor(es) epitelial(es) primario(s), puede darse el caso de
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que no todas las células tumorales se puedan eliminar del cuerpo. Sin embargo, estas células tumorales restantes
pueden dar lugar a cancer recidivante, es decir, recidiva y/o metastasis local en el paciente. La metastasis es una
complicacién frecuente del cancer, aunque el proceso a través de que se diseminan las células cancerosas desde
el/los tumor(es) primario(s) para formar colonias a distancia es poco conocido. Los canceres metastasicos son, casi
sin excepcion, incurables, lo que eleva la necesidad de nuevas modalidades terapéuticas. La composicion
farmacéutica de la invencion se puede usar para destruir estas células tumorales diseminadas para prevenir la
formacién de tumores secundarios (que se originan desde las células tumorales que permanecen en el cuerpo
después de un tratamiento primario). De esta forma, la composicion farmacéutica ayuda a prevenir la formacion de
recidiva local y/o metastasis en pacientes con tumores.

Se puede realizar un seguimiento del éxito del tratamiento antitumoral por procedimientos estandar establecidos
para las respectivas entidades de enfermedad, por ejemplo, por tomografia axial computerizada, rayos X, tomografia
por resonancia magnética nuclear (por ejemplo, para la evaluacion de la respuesta en base a los criterios del
National Cancer Institute [Cheson (1999), J. Clin. Oncol.; 17(4):1244]), tomografia por emision de positrones,
endoscopia, separacion celular activada por fluorescencia, aspirado medular, de liquido pleural o peritoneal,
histologias tisulares, y varios parametros quimicos clinicos especificos de tumores epiteliales (por ejemplo,
concentracion de CEA soluble en suero) y se pueden usar otros procedimientos estandar establecidos. Ademas, se
pueden usar ensayos que determinan la activacion de linfocitos T; véase por ejemplo, el documento W099/054440.
También se pueden usar estadisticas para la determinacion de la supervivencia global, supervivencia sin progresion
0 supervivencia sin recaida de pacientes con tumores tratados en comparaciéon con pacientes con tumores no
tratados.

Preferentemente, dicho tumor epitelial es un adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un
adenocarcinoma pulmonar. Dicho adenocarcinoma gastrointestinal es mas preferentemente un adenocarcinoma
colorrectal, pancreatico, esofagico o gastrico.

Incluso mas preferentemente, dicha composicién farmacéutica de la invencién es para el tratamiento de tumores
progresivos, tumores en estadio tardio, pacientes con tumores con carga/masa tumoral alta, tumores metastasicos, o
pacientes con tumores con una concentracion sérica de CEA mayor de 100 ng/ml (como se determina, por ejemplo,
por ELISA).

En otro modo de realizaciéon preferente de los usos o procedimientos de la invencion, dicha composicion
farmacéutica como se define anteriormente en el presente documento es adecuada para administrarse en
combinacién con un farmaco adicional, es decir, como parte de un cotratamiento.

En determinados modos de realizacion, el anticuerpo monocatenario biespecifico o composicién farmacéutica como
se define en el presente documento se administra en combinacién con uno o mas de otros tratamientos. En
determinados modos de realizacion, el anticuerpo monocatenario biespecifico o composicién farmacéutica como se
define en el presente documento se administra a un paciente simultdneamente con uno o mas de otros tratamientos.
Preferentemente, dichos tratamientos son Utiles para el tratamiento de tumores epiteliales. El término
"simultdneamente” no se limita a la administracion de composiciones farmacéuticas o agentes terapéuticos
exactamente al mismo tiempo, sino mas bien quiere decir que el anticuerpo monocatenario biespecifico o
composicion farmacéutica como se define en el presente documento y el/los otro(s) agente(s) se administran a un
paciente en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que el anticuerpo monocatenario biespecifico o
composicion farmacéutica como se define en el presente documento puede actuar junto con el otro agente para
proporcionar un incremento en el beneficio mayor que si se administraran de otro modo. Por ejemplo, cada agente
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 deseado.

Cada agente terapéutico se puede administrar por separado, es una forma apropiada y por cualquier via adecuada.
En otros modos de realizacion, el anticuerpo monocatenario biespecifico o composiciéon farmacéutica como se define
en el presente documento se administran antes, simultaneamente o después de una intervencion quirurgica.
Preferentemente, la intervencion quirdrgica retira completamente los tumores epiteliales localizados o reduce el
tamafio de los tumores epiteliales grandes. También se puede realizar una intervencion quirdrgica 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 el término “terapéuticamente eficaz” como se define anteriormente. Tipicamente, la dosificacion y la
frecuencia variaran adicionalmente de acuerdo con factores especificos para cada paciente dependiendo de los
agentes terapéuticos o profilacticos especificos administrados, la gravedad y el tipo de tumor epitelial, 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 del anticuerpo monocatenario biespecifico o
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composicion farmacéutica como se define en el presente documento se combina con la administracion de uno o mas
tratamientos tales como quimioterapias, radioterapias, hormonoterapia y/o tratamientos bioldégicos/inmunoterapias.
Los agentes 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 pequefias (menos de 1000 daltons), compuestos organicos o inorganicos; o moléculas de acido nucleico
incluyendo ADN monocatenario o bicatenario, o ARN monocatenario o bicatenario; asi como moléculas de acido
nucleico de triple hélice. Los agentes 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.

En un modo de realizacion especifico, los procedimientos y usos de la invencion engloban la administracion del
anticuerpo monocatenario biespecifico o composiciéon farmacéutica como se define en el presente documento en
combinacién con la administracion de uno o mas agentes terapéuticos que son inhibidores de cinasas tales como
Gefitinib (Iressa), Erlotinib (Tarceva), anticuerpos anti-EGFR (por ejemplo, Cetuximab; Erbitux), o anticuerpos anti-
Her2/neu (por ejemplo, Trastuzumab; Herceptin) descritos en la técnica; véase por ejemplo, Hardie y Hanks (1995)
The Protein Kinase Facts Book, | and I, Academic Press, San Diego, California.

En otro modo de realizacion especifico, los procedimientos y usos de la invencion engloban la administracion del
anticuerpo monocatenario biespecifico o composiciéon farmacéutica como se define en el presente documento en
combinacion con la administracion de uno o mas agentes terapéuticos que son inhibidores de la angiogénesis tales
como anticuerpos anti-VEGF (por ejemplo, Bevacizumab; Avastin), compuestos de moléculas pequeias (por
ejemplo, Vatalanib o Sorafenib) o inhibidores de la COX descritos en la técnica.

En otro modo de realizacion especifico, los procedimientos y usos de la invencion engloban la administracion del
anticuerpo monocatenario biespecifico o composiciéon farmacéutica como se define en el presente documento en
combinacion con la administracion de uno o mas agentes terapéuticos que son agentes antineoplasicos tales como
5-fluorouracilo, acido folinico, capecitabina, oxaliplatino, irinotecan, gemcitabina, doxorubicina, epirubicina,
etopdsido, cisplatino, carboplatino, taxanos (por ejemplo, docetaxel, paclitaxel) descritos en la técnica.

Preferentemente, un cotratamiento de un paciente con un tumor epitelial usando un anticuerpo monocatenario
biespecifico o composicion farmacéutica como se define en el presente documento en combinacién con (a) otro(s)
agente(s) terapéutico(s) da como resultado un efecto sinérgico. Como se usa en el presente documento, el término
"sinérgico" se refiere a una combinacion de tratamientos (por ejemplo, una combinacion de un anticuerpo
monocatenario biespecifico como se define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) terapéutico(s) como
se expone anteriormente) que es mas eficaz que los efectos aditivos de cualquiera de dos o mas tratamientos
individuales (por ejemplo, uno o mas agentes terapéuticos). Por ejemplo, un anticuerpo monocatenario biespecifico
como se define en el presente documento puede provocar una reduccion del diametro de un tumor epitelial de un
20 % si se administra a un paciente como monotratamiento. Por el contrario, una segunda opcion terapéutica, por
ejemplo, un agente antineoplasico como se define a continuacién, puede provocar una reduccion tumoral de un
10 %. Sin embargo, si tanto el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento
como dicha segunda opcién terapéutica se administran en combinacion en forma de cotratamiento, se puede
observar una reduccién tumoral de un 50 %.

Un efecto sinérgico de una combinacion de tratamientos (por ejemplo, una combinacién de un anticuerpo
monocatenario biespecifico como se define en el presente documento y (un) otro(s) agente(s) terapéutico(s) como
se expone anteriormente) permite el uso de menores dosificaciones de uno o mas de los tratamientos (por ejemplo,
uno o mas agentes terapéuticos) y/o la administracion menos frecuente de dichos tratamientos a un paciente con
una enfermedad, por ejemplo, un tumor epitelial. La capacidad de utilizar menores dosificaciones de tratamientos
(por ejemplo, agentes 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, un tumor epitelial. Ademas, un efecto sinérgico puede dar
como resultado una mejora en la eficacia de los tratamientos (por ejemplo, agentes terapéuticos) en la prevencion,
gestion, tratamiento y/o mejoria de un tumor epitelial (que puede estar asociado con la expresion anémala (por
ejemplo, sobreexpresion) o actividad de CEA). Finalmente, el efecto sinérgico de una combinacion de tratamientos
(por ejemplo, agentes terapéuticos) puede evitar o reducir efectos secundarios adversos o no deseados asociados
con el uso de cualquier tratamiento individual.

En dicho cotratamiento, se puede incluir opcionalmente un agente activo en la misma composicion farmacéutica
como el anticuerpo monocatenario biespecifico definido en el presente documento, o se puede incluir en una
composicion farmacéutica separada. En este ultimo caso, dicha composicién farmacéutica separada es adecuada
para su administracién antes de, simultaneamente con o después de la administracién de dicha composicién
farmacéutica que comprende el anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en el presente documento.
La composicién farmacéutica o farmaco adicional puede ser un compuesto proteindceo o un compuesto no
proteinaceo. En el caso en el que el farmaco adicional sea un compuesto proteinaceo, es ventajoso que el
compuesto proteinaceo pueda proporcionar una sefial de activacion para las células efectoras inmunitarias.

Preferentemente, dicho compuesto proteinaceo o compuesto no proteinaceo se puede administrar simultdneamente

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2595091 T3

0 no simultaneamente con un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define anteriormente en el presente
documento, una molécula de acido nucleico como se define anteriormente en el presente documento, un vector
como se define como se define anteriormente en el presente documento, o un huésped como se define como se
define anteriormente en el presente documento. Preferentemente, dicho sujeto que se va a tratar es un ser humano.

En otro modo de realizacién, un Unico anticuerpo biespecifico monocatenario o scFv anti-CEA como se define en el
presente documento puede estar conjugado con un agente detectable o de diagndstico. Dicho diagndstico y
deteccion se puede lograr acoplando el anticuerpo o scFv a sustancias detectables, por ejemplo, a varias enzimas,
tales como peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilcolinesterasa; grupos
prostéticos, tales como estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como, umbelliferona,
fluoresceina, fluoresceina isotiocianato, rodamina, diclorotriacinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina;
materiales luminiscentes, tales como, luminol; materiales bioluminiscentes, tales como, luciferasa, luciferina y
ecuorina; materiales radioactivos e is6topos, tales como cobalto (57Co), indio (115In, 113In, 112In, 111In), yodo
(1311, 1251, 1231, 1211), o itrio (90Y), metales emisores de positrones que se usan en varias tomografias por
emisidn de positrones, e iones metalicos paramagnéticos no radioactivos.

Las técnicas para conjugar restos a anticuerpos son bien conocidas. Los restos se pueden conjugar a anticuerpos
por cualquier procedimiento conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a enlace aldehido/Schiff, enlace
sulfidrilo, enlace labil acido, enlace cis-aconitilo, enlace hidrazona, enlace enzimaticamente degradable; véase en
general, Garnett, 2002, Adv. Drug Deliv. Rev. 53:171-216. Las técnicas adicionales para conjugar restos a
anticuerpos son bien conocidas, véase, por ejemplo, Arnon et al., Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of
Drugs In Cancer Therapy. En Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R.
Liss, Inc. 1985). Los procedimientos para condensar o conjugar anticuerpos a restos polipeptidicos son conocidos en
la técnica; véase, por ejemplo, Ashkenazi et al., 1991, PNAS 88: 10535-10539. La fusién de un anticuerpo a un resto
no tiene que ser necesariamente directa, sino que se puede producir a través de secuencias enlazadoras. Dichas
moléculas enlazadoras son cominmente conocidas en la técnica y se describen en Denardo ef al., 1998, Clin
Cancer Res. 4:2483-90; Peterson et al., 1999, Bioconjug. Chem. 10:553.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un kit que comprende un anticuerpo monocatenario biespecifico como se
define anteriormente en el presente documento, una molécula de acido nucleico como se define anteriormente en el
presente documento, un vector como se define anteriormente en el presente documento, o un huésped como se
define anteriormente en el presente documento.

Estos y otros modos de realizacion se divulgan y se engloban por la descripcion y los ejemplos de la presente
invencion. Las técnicas y procedimientos recombinantes en inmunologia se describen, por ejemplo, en Sambrook et
al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 32 edicion 2001; Lefkovits;
Immunology Methods Manual; The Comprehensive Sourcebook of Techniques; Academic Press, 1997; Golemis;
Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning Manual; Cold Spring Laboratory Press, 2002. Literatura adicional
relativa a uno cualquiera de los anticuerpos, procedimientos, usos y compuestos que se van a emplear de acuerdo
con la presente invencion se puede recuperar de bibliotecas y bases de datos publicas, usando, por ejemplo,
dispositivos electronicos. Se puede utilizar, por ejemplo, la base de datos publica "Medline", disponible en Internet,
por ejemplo, en http://www.ncbi.nlm. nih.qov/PubMed/medline.html. Otras bases de datos y direcciones, tales como
http://www.ncbi.nim.nih.qov/,http://www.infobioaen.fr/,http://www.fmi.ch/biologv/researchtools.html,
http://www.infobiaen.fr/, http://www.fmi.ch/bioloqv/researchtools.html, http://www.tiqr.orQ/. que son conocidas para el
experto en la técnica también se pueden obtener usando, por ejemplo, http://www.lvxos.com. Para temas
relacionados con tumores, véase por ejemplo, http://www.nih.gov o http://www.dkfz.de.

Las figuras muestran:

Figura 1: Andlisis de unién FAGS de varias construcciones monocatenarias biespecificas reactivas con CEA
humano a células CHO transfectadas con CEA humano y células HPB-AIl positivas para CD3, respectivamente.
Como control positivo para la unién a CEA, se ha usado el anticuerpo monoclonal Col-1. Para el control de la unién a
CD3 humano, se us6 una construccion monocatenaria biespecifica CD19xCD3 como se describe en el documento
WO 99/054440. En este control positivo, la linea gruesa representa células incubadas con 10 pg/ml de anticuerpo
monocatenario biespecifico CD19xCD3 purificado que se incubd posteriormente con el anticuerpo anti-His y el
anticuerpo de deteccion. La linea de histograma fina refleja el control negativo: células incubadas con el anticuerpo
anti-His y el anticuerpo de deteccion. La actividad de union para CEA humano (unido a membrana) y CD3 humano
fue detectable para CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL, CEAI VLVHxSEQ ID NO.77 VHVL, CEAIl VHVLXSEQ ID
NO.77 VHVL, CEAIll VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL y CEAIlIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL. En los histogramas
respectivos correspondientes a los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se describe en la invencién, la
linea fina representa el control negativo, la linea gruesa clara representa células incubadas con sobrenadante de
cultivo, mientras que la linea gruesa oscura (mas a la derecha) representa células incubadas con 10 pg/ml de
anticuerpo monocatenario biespecifico purificado.

Figura 2: Sefiales de unién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos anti-CEA/anti-CD3 CEAI VHVLXSEQ ID
NO.77 VHVL, CEAIl VHVLXSEQ ID NO. 77 VHVL y CEAIll VHVLXSEQ ID NO. 77 VHVL y anticuerpo anti-CEA Col-1
para CEA soluble detectado por ELISA directo. Los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAl VHVLXSEQ ID
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NO. 77 VHVL (dominio de union anti-CEA derivado del mAb A5B7), CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de
unién anti-CEA derivado del mAb T84.66), y CEAIlIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de unién anti-CEA
derivado del mAb MFE-23) y el anticuerpo monoclonal de ratéon Col-1 se unieron especificamente a CEA humano
soluble inmovilizado. No se observd ninguna sefial de unién en ausencia del antigeno CEA soluble (control con
PBS).

Figura 3: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos
T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. Para demostrar la especificidad de la lisis redirigida, se incluyé una
construccion monocatenaria biespecifica no reactiva para CEA como control negativo. Se pudo mostrar la actividad
citotéxica frente células diana transfectadas con CEA humano (células CHO-CEA") para varias disposiciones de
dominios, es decir, para SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VHVL y SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VLVH (ambas
construcciones con dominio de union anti-CD3 de forma N-terminal), asi como para CEAI VLVHXSEQ ID NO.77
VHVL y CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (dominio de unién anti-CD3 de forma C-terminal). Se usaron células CHO
no transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo.

Figura 4: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos
T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Para demostrar la especificidad de la
lisis redirigida, se incluyeron células CHO no transfectadas como control negativo. Se usaron CTL positivos para
CD8 humanos estimulados como células efectoras. CEA |-HL (CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL), CEA Ill-LH
(CEAIlll VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL), CEA llI-HL (CEAIll VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL), y CEA Il HL (CEAIl
VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL) mostraron actividad citotoxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano.
Se usaron células CHO no transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo para CEA I-LH (CEAI
VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL), CEA llI-HL (CEAIll VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL) y CEA Il HL (CEAIl VHVLXSEQ ID
NO.77 VHVL). CEAI indica una region variable derivada del mAb murino A5B7, CEAIl es una region variable
derivada del mAb murino T84.66 y CEAIIl se refiere a una region variable del mAb murino MFE-23.

Figura 5: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica mediada por CEAI VLVHXSEQ ID
NO.77 VHVL y CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL no se inhibe por el incremento en las cantidades de CEA humano
soluble, hasta 1 pg/ml. CEAI es una region variable derivada del mAb murino A5B7.

Figura 6: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica mediada por SEQ ID NO.77
VHVLXCEAI VHVL y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VL VH no se inhibe por el incremento en las cantidades de CEA
humano soluble, hasta 1 ug/ml. CEAI es una region variable derivada del mAb murino A5B7.

Figura 7: La construcciéon monocatenaria biespecifica reactiva para CEA indicada se redirigié a linfocitos T para lisar
células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotoxica de CEAIl VHVLXSEQ ID NO. 77 VHVL se
inhibe por el incremento en las cantidades de CEA soluble. CEAIl VHVL se deriva del mAb T84.66.

Figura 8: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a linfocitos
T para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de CEA humano soluble. Se usaron CTL positivos
para CD8 humanos estimulados como células efectoras. Mientras que la citotoxicidad mediada por CEAI VHVLXSEQ
ID NO.77 VHVL es resistente a la inhibicion por el antigeno CEA soluble, la actividad citotoxica mediada por CEAIII
VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe incluso por cantidades bajas de CEA soluble. CEAIll VHVL se deriva del mAb
MFE-23, mientras que CEAI es una region variable derivada del mAb murino A5B7.

Figura 9: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T
para lisar células Kato lll en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA soluble. Se usaron
PBMC humanas naturales como células efectoras. La actividad citotéxica mediada por CEAIl VHVLXSEQ ID NO. 77
no es resistente a CEA soluble. CEAIl VHVL se deriva del mAb T84.66.

Figura 10: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T
para lisar células Kato Il en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA soluble. Se usaron CTL
positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La citotoxicidad mediada por CEAI VHVLXSEQ ID
NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble. Por el contrario, la actividad citotéxica mediada por CEAIl VHVLXSEQ ID
NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las cantidades de CEA soluble. CEAIl VHVL se deriva del mAb T84.66,
mientras que CEAI es una region variable derivada del mAb murino A5B7.

Figura 11: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas redirigieron linfocitos T
para lisar células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotoxica
mediada por CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL se inhibe por un incremento en las cantidades de CEA soluble.
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CEAIl VHVL se deriva del mAb T84.66.

Figura 12: Analisis por citometria de flujo de preparaciones periplasmicas que contienen fragmentos de proteina
scFv marcados con Flag de clones seleccionados. Se afiadieron preparaciones periplasmicas de fragmentos de
proteina scFv soluble a de 100.000 a 200.000 células CHO transfectadas con CEA. Para la deteccién, se usé un
anticuerpo monoclonal anti-Flag seguido de un anticuerpo policlonal antimurino marcado con PE. La unién de ScFv
a las células se midié por un incremento en la intensidad de fluorescencia en comparacion con las células que se
incubaron con PBS solo. La intensidad de fluorescencia se representa en el eje X, el nimero de acontecimientos se
representa en el eje Y. El control negativo (PBS y reactivos de deteccidon) se muestra como una curva sombreada,
los scFv respectivos se muestran como lineas grises. El desplazamiento a la derecha indica la unién positiva a las
células. Todos los scFv, es decir, A-121, A-183, A-240, A-313, A-290, A-315, A4-35, A4-52 y MP2-A5, se unen a
CEA unido a membrana en las células CHO. Cada uno de los scFv consiste en la region VH de A5B7 murino y una
region VL humana, como se describe en ejemplo 6.

Figura 13: Analisis citométrico de flujo de preparaciones periplasmicas que contienen fragmentos de proteina scFv
marcados con Flag de los seleccionados. Se afadieron preparaciones periplasmicas de fragmentos de proteina
scFv soluble a de 100.000 a 200.000 células CHO transfectadas con CEA. La deteccion se realizd por un anticuerpo
monoclonal anti-Flag seguido de un anticuerpo policlonal antimurino marcado con PE. La unién de ScFv a las
células se midié por un incremento en la intensidad de fluorescencia en comparaciéon con las células que se
incubaron con PBS solo. La intensidad de fluorescencia se representa en el eje X, el nimero de acontecimientos se
representa en el eje Y. El control negativo (PBS y reactivos de deteccidon) se muestra como una curva sombreada,
los scFv respectivos se muestran como lineas grises. El desplazamiento a la derecha indica la unién positiva a las
células. Las construcciones de scFv completamente humanas MPS10_3-AS.3, MPS10_3-B9.1, y MPS10_3-D8.1 se
unen a CEA unido a membrana en las células CHO. Cada uno de estos scFv consiste en una regiéon VH humana y la
region VL humana A240, como se describe en ejemplo 7. 240 Vlambda.3 es un scFv que consiste en la region VH
de ASB7 murino y la region VL A-240 humana. Esta construccion muestra también la actividad de unién a CEA.

Figura 14: Analisis de union FACS de varias construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA
humano a células Kato Il y células HPB-AIl, respectivamente. La linea gruesa representa células incubadas con
sobrenadante de cultivo celular de células CHO transfectadas incubadas con el anticuerpo anti-His y el anticuerpo
de deteccion. La linea de histograma fina refleja el control negativo: células incubadas con el anticuerpo anti-His y el
anticuerpo de deteccién. Las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos AS VHA240
VLXSEQ ID NO.77 VHVL, B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL, y D8 VH-A240 VLXSEQ ID NO.77 VHVL se unen a
CEA humano en células Kato y a CD3 humano en células HPB-AIl. CEAI VH-A240 VLXSEQ ID NO.77 VHVL con la
region VH del dominio de unién a CEA derivado del mAb ASB7 muestra la misma actividad de unién.

Figura 15: Ensayo citotoxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica se pudo detectar para AS VH-A240 VLxSEQ ID
NO.77 VHVL, B9 VH-A240 VLx SEQ ID NO.77 VHVL, D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL y CEAI VHA240 VLx
SEQ ID NO.77 VHVL. CEAI VH es una regién VH derivada del mAb ASB7.

Figura 16: Ensayo citotoxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. Esta figura demuestra la actividad citotoxica para A240 VL-AS
VHxSEQ ID NO.77 VHVL, A240 VLB9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL, A240 VL-D8 VHx SEQ ID NO.77 VHVL, y A240 VL-
CEAI VHx SEQ ID NO.77 VHVL.

Figura 17: Ensayo citotdéxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. La citotoxicidad frente a células diana CEA+ se muestra para SEQ ID
NO.77 VHVLXAS VH-A240 VL, SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240 VL, SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240 VL, SEQ
ID NO.77 VHVLXCEAI VH-A240 VL y SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VLVH.

Figura 18: Ensayo citotoxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8
humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica se muestra para SEQ ID NO.77 VHVLxA240
VL-AS VH, SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL-B9 VH, SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL-D8 VH, y SEQ ID NO.77 VHVLx
A240VL-CEAI VH y SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VLVH.

Figura 19: Ensayo citotoxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. La figura demuestra la
resistencia de la actividad citotoxica de construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos a
antigeno CEA soluble, como se ejemplifica para AS VH-A240 VLx SEQ ID NO.77 VHVL y B9 VH-A240 VLx SEQ ID
NO.77 VHVL.
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Figura 20: Ensayo citotoxico de las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas
redirigidas a células CHO transfectadas con CEA en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA
soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. Las construcciones de
anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL y CEAI VH-A240 VLx
SEQ ID NO.77 VHVL también muestran resistencia a antigeno CEA soluble.

Figura 21: Las construcciones monocatenarias biespecificas reactivas para CEA indicadas se redirigieron a
linfocitos T para lisar células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Para demostrar la
especificidad de la lisis redirigida, se incluyeron células CHO no transfectadas como control negativo. Se usaron CTL
positivos para CD8 humanos estimulados como células efectoras. A240 VL-B9 VHxXSEQ ID NO.77 VHVL, SEQ ID
NO.77 VHVLxA240 VL-B9 VH, SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240 VL, B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL, y SEQ
ID NO.77 VHVLXCEA | VHVL revelaron actividad citotdxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano.

Figura 22: La construccion monocatenaria biespecifica reactiva para CEA indicada redirigio linfocitos T para lisar
células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA soluble. Se usaron linfocitos
T CD8+ humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica mediada por A240 VL-B9 VHx SEQ ID
NO.77 VHVL es resistente a CEA soluble.

Figura 23: Cromatograma de intercambio catiénico de alta resolucion de la construccion monocatenaria biespecifica
A240 VL-B9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL, la linea azul (curva superior) muestra las isoformas de carga global de la
proteina. Se detectd un Unico maximo que muestra homogeneidad alta de la construccion.

Figura 24: Ensayo de estabilidad de proteina basado en la evaluacién de la citotoxicidad después de la incubacion
en plasma humano durante 24 h. La construccidon monocatenaria biespecifica reactiva para CEA se redirigié a
células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos
estimulados como células efectoras. La figura demuestra la estabilidad en plasma de la construccion monocatenaria
biespecifica A240 VLB9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL en plasma humano. La actividad citotoxica de la construccion no
se ve influenciada por las proteinas plasmaticas en condiciones fisioldgicas.

Figura 25: Cromatograma de intercambio cationico de alta resolucién de la construccion monocatenaria biespecifica
SEQ ID NO.77 VHVLXE12 VH-A240 VL, la linea azul (curva superior) muestra las isoformas de carga global de la
proteina. La figura demuestra la homogeneidad de la construccidon monocatenaria biespecifica SEQ ID NO.77
VHVLXE12 VH-A240 VL.

Figura 26: Ensayo de estabilidad de proteina basado en la evaluacién de la citotoxicidad después de la incubacion
en plasma humano durante 24 h. La construccidon monocatenaria biespecifica reactiva para CEA se redirigié a
células CHO transfectadas con CEA, en ausencia de CEA soluble. Se usaron CTL positivos para CD8 humanos
estimulados como células efectoras. Esta figura demuestra la estabilidad en plasma de la construccion
monocatenaria biespecifica SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL en plasma humano. La actividad citotdxica de la
construccion no se ve influenciada por las proteinas plasmaticas en condiciones fisioldgicas.

Figura 27: La construccion monocatenaria biespecifica reactiva para CEA indicada redirigio linfocitos T para lisar
células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA soluble. Se usaron linfocitos
T CD8+ humanos estimulados como células efectoras. La actividad citotéxica mediada por la construccion
monocatenaria biespecifica SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL es resistente a CEA soluble.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion:

EJEMPLO 1: Generacion de células CHO transfectadas con CEA humano (molécula de adhesion celular
relacionada con antigeno carcinoembrionario 5; CEACAM)

Se usaron células Kato Il positivas para CEA (linea celular de carcinoma gastrico humano; ATCC HTB-103) para
obtener el ARN total que se aislé de acuerdo con las instrucciones del manual del kit (Qiagen, RNeasy Mini Kit). El
ARN obtenido se usé para la sintesis de ADNc por transcripcion inversa con cebado aleatorio. Para la clonacion de
la secuencia de longitud completa del antigeno CEA, se usaron los siguientes oligonucleotidos: 5 CEACAMS EcoRI
GMTTCGCCACCATGGAGTCTCCCTCGGCCCC (SEQ ID NO. 74) vy 3 CEACAM5 Sal |
GTCGACCTATATCAGAGCMCCCC (SEQ ID NO. 75). Se us6 una PCR (desnaturalizacion a 93 °C durante 5 min,
hibridacién a 58 °C durante 1 min, alargamiento a 72 °C durante 1 min para el primer ciclo; desnaturalizaciéon a 93 °C
durante 1 min, hibridacion a 58 °C durante 1 min, alargamiento a 72 °C durante 1 min durante 30 ciclos; extension
terminal a 72 °C durante 5 min) para amplificar la secuencia codificante. Posteriormente se digirié el producto de
PCR con EcoRl y Sall, se ligd en el vector de expresion apropiadamente digerido pEF-DHFR, y se transformé en
E.coli. EI ADN plasmidico aislado se secuencié y se compar6 con la secuencia de nucledtidos establecida de
CEACAM5 (NM_004363 en el National Center for biotechnology information, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Los
procedimientos mencionados anteriormente se llevaron a cabo de acuerdo con protocolos estandar (Sambrook,
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, New York
(1989; 2001). Se transfectd el clon con la secuencia nucleotidica verificada en células CHO deficientes en DHFR
para la expresion eucariota de la construccion. La expresion de la proteina eucariota en células CHO deficientes en
DHFR se realiz6 como se describe en Kaufmann (Kaufmann R.J., Methods Enzymol. 185 (1990), 537-566). La
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amplificaciéon génica de la construccion se indujo incrementando las concentraciones de MTX hasta una
concentracion final de MTX hasta 20 nM. Las células transfectadas se sometieron a prueba a continuaciéon para
determinar la expresion del antigeno CEA usando un ensayo FACS. Para este propdsito, se incubaron 2,5x10°
células transfectadas con 5 ug/ml del anticuerpo monoclonal murino COL-1 (No. MS-613-P1ABX, Neomakers;
Fremont, CA, EE. UU.). La unién del anticuerpo se detecté con un anticuerpo especifico de fragmento Fc-gamma,
anti-lgG de ratén caprino, del fragmento F(ab’)2 purificado por afinidad conjugado con R-ficoeritrina, diluido 1:100 en
50 pl de PBS con FCS al 2 % (obtenido de Dianova, Hamburg, Alemania). Las células se analizaron por citometria
de flujo en un 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). Como resultado, los transfectantes demostraron una tincion
claramente positiva para el antigeno CEA humano.

EJEMPLO 2: Generacion de anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAxCD3

En general, las moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecificos, comprendiendo cada una un dominio con
especificidad de union por el antigeno CEA humano asi como un dominio desinmunizado con especificidad de unién
por el antigeno CD3 humano representado en SEQ ID NO.77 se disefiaron como se expone en la tabla 1. La
disposicion de las regiones V en este dominio de unién a CD3 siempre es VH-VL. El dominio de unién anti-CD3
desinmunizado usado en los anticuerpos monocatenarios biespecificos como se define en el presente documento se
ha descrito previamente, por ejemplo, en el documento W02005/040220.

1. Formatos de moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecificos que comprenden las especificidades anti-
CEA y anti-CD3 (tabla 1)

SEQ ID NO. . .

(secuencia  de Formatos de cor!strucmones de protelqa
o (extremo N-terminal = extremo C terminal)

aminoacidos)

2 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VLVH

4 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VHVL

6 CEA1VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL

8 CEA 1 VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL

10 CEA Il VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL

12 CEA Il VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL

14 CEA Il VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL

16 CEA | VH-A240VL x SEQ ID NO.77 VHVL

18 A240VL - CEA I VH x SEQ ID NO.77 VHVL

20 SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VH — A240 VL

22 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - CEA I VH

24 A5 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL

26 A240 VL — A5 VH x SEQ ID NO.77 VHVL

28 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL — A5 VH

30 SEQ ID NO.77 VHVL x A5 VH — A240 VL

32 B9 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL

34 A240 VL — B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL

36 SEQ ID NO.77 VHVL x B9 VH — A240 VL

38 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - B9 VH

40 D8 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL

42 A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO.77 VHVL

44 SEQ ID NO.77 VHVL x D8 VH — A240 VL

46 SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - D8 VH

126 A5 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL

128 SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL#

130 B9 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL

132 SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL#

134 D8 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL

136 SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL#

143 SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240VL

Las construcciones mencionadas anteriormente que contienen las regiones de cadena ligera variable (VL) y cadena
pesada variable (VH) especificas para el antigeno CEA humano derivadas de anticuerpos monoclonales, hibridomas
u obtenidas por seleccion guiada por presentacion en fagos (SGPF) se obtuvieron por sintesis génica y posterior
clonaciéon en un vector de expresion que comprende las combinaciones VH y VL especificas para CD3. La
generacion de dichas construcciones monocatenarias biespecificas también se puede llevar a cabo de acuerdo con
técnicas recombinantes descritas, por ejemplo, en Sambrook (loc.cit.). Una instruccion detallada para la misma se

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2595091 T3

proporciona, por ejemplo, en el documento WO 99/054440.

El dominio de unién anti-CD3 corresponde a un dominio desinmunizado con especificidad de union por el antigeno
CD3 humano. La disposicion de las regiones V del dominio de unién anti-CD3 desinmunizado en las construcciones
monocatenarias biespecificas descritas en el presente documento es siempre VH-VL. La secuencia de aminoacidos
correspondiente de dicho dominio VH-VL se representa en SEQ ID NO. 77. CEAI, CEAIl y CEAIll especificos para el
antigeno carcinoembrionario humano contienen las regiones de cadena ligera variable (VL) y cadena pesada
variable (VH) derivadas del mAb A5B7 (Chester, K. A. et al., Int J Cancer 57 (1994), 67-72), T84.66 (Neumaier, M. et
al., Cancer Res 50 (1990), 212834) y MFE-23 (Boehm, M. K. Biochem J 2 (2000), 519-28), respectivamente. A5, B9,
D8, y E12 son regiones VH humanas especificas para CEA humano, mientras que A240 es una regién VL humana
con la misma especificidad. La generacion de las regiones V de A5, B9, D8, E12 y A240 humanas se describe en
detalle en los ejemplos 6 y 7. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos correspondientes de todos los
anticuerpos monocatenarios biespecificos descritos en el presente documento se muestran en el listado de
secuencias.

A continuacion, la generacion de la construccion CEA | VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO.6) se describe en
mas detalle. La generacion de las otras construcciones mencionadas anteriormente se puede realizar en
consecuencia con la implementacion necesaria de modificaciones para los procedimientos que son bien conocidos
en el alcance del experto en la técnica.

Para generar moléculas de anticuerpos monocatenarios biespecificos que comprenden la especificidad de CEAI
mencionado anteriormente y la especificidad anti-CD3 desinmunizado (SEQ ID NO.77), en primer lugar, las regiones
variables de CEAI obtenido por sintesis génica de acuerdo con protocolos estandar se tuvieron que modificar por
PCR para obtener el correspondiente fragmento de anticuerpo Fv monocatenario. Para este fin, se usé una PCR de
fusion en dos etapas para amplificar la secuencia que codifica las regiones variables. Se disefid un conjunto de
cebadores apropiados para realizar las etapas de clonacién basadas en PCR, dando como resultado finalmente un
anticuerpo monocatenario que conecta los dos dominios variables con un enlazador de 15 aminoacidos ([GlysSer]s)
en el orden VL-Enlazador-VH.

En resumen, se usaron las siguientes combinaciones de cebadores:

Etapa Etapa
PCR Cebadores usados PCR Cebadores usados| scFv resultante
1 5'CEAI LH + 3'CEAI VL Enlazador -> | PCRde 5'CEAI LH CEAI LH
2 5'CEAI VH Enlazador + 3’CEAI LH -> | fusion + 3'CEAI LH
5 CEAI LH: 5" AGGTGTACACTCCGACATTGAGCTCACCCAG 3 (SEQ ID NO. 137)
3'CEAI VL Enlazador: 5" GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCACC TTTGATCTCGAGCTTGG 3’ (SEQID
NO. 138)
5'CEAI VH Enlazador: 5 GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCT CAGGTCCAACTGCAGGAG 3 (SEQ
ID NO. 139)
3'CEAI LH: 5" AATCCGGAGGAGACGGTGACCG 3’ (SEQ ID NO. 140)

Para generar el anticuerpo monocatenario, se realizaron dos PCR con las respectivas combinaciones de cebadores
descritas anteriormente como etapa PCR 1 y 2. Durante esta PCR, se introdujeron secuencias complementarias
superpuestas en los productos de PCR (que derivan de los respectivos cebadores de enlazadores) que se combinan
para formar la secuencia codificante del enlazador de 15 aminoacidos durante la posterior PCR de fusion.
Posteriormente, los dominios VH y VL amplificados se unieron en esta PCR de fusién en la que solo se requirieron
los cebadores externos y ambos productos de PCR. El anticuerpo de scFv resultante se flanquea en el extremo 5’
con el sitio de reconocimiento de enzima de restriccion para BsrGl y en el extremo 3’ con el sitio de reconocimiento
de enzima de restriccion para BspEl. La adicién del sitio BsrGl se realizé para permitir la fusién en marco con la
secuencia codificante de un péptido lider de inmunoglobulina murina como se describe en el documento
W02005/040220. El sitio BspEl se cred para permitir la fusion en marco con la secuencia que codifica el anticuerpo
monocatenario especifico de CD3 para generar el anticuerpo monocatenario biespecifico. Para llevar a cabo la
fusion de los anticuerpos Fv monocatenarios y permitir la expresidon eucariota, la secuencia codificante del
anticuerpo Fv monocatenario especifico de CEA se cloné por medio de BsrGl y BspEl en el vector de expresion
pEFDHFR (pEFDHFR se describié en Mack et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92 (1995) 7021-7025) que contiene el
anticuerpo Fv monocatenario anti-CD3 desinmunizado como se describe en el documento W02005/040220; en la
presente invencion denominado SEQ ID NO.77. Clones individuales de la construccion se aislaron y se
secuenciaron con cebadores complementarios a regiones flanqueantes en el vector de expresion de acuerdo con
protocolos estandar (Sambrock, Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbour laboratory
Press, Cold Spring Harbour, New York (1989)). Para experimentos adicionales, se selecciond un clon de la
construccién con una secuencia de nucleétidos seleccionada.
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2. Expresion y purificacién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAxXCD3

Los anticuerpos monocatenarios biespecificos se expresaron en células de ovario de hamster chino (CHO). La
expresion eucariota de proteinas en células CHO deficitarias en DHFR se realizé como se describe en Kaufmann
(loc. cit.). La amplificacion de las construcciones se indujo incrementando las concentraciones de MTX hasta una
concentracion final de MTX hasta 20 nM. Después de dos pasos del cultivo estacionario, 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
almaceno -20 °C.

Para la cromatografia se usaron el sistema Akta® FPLC (Pharmacia) y el programa informético Unicorn®. Todos los
productos quimicos eran de calidad de investigacion y se compraron de Sigma (Deisenhofen) o Merck (Darmstadt).
Se realizd una cromatografia de afinidad de metales inmovilizados ("IMAC") usando una columna Fractogel®
(Merck) que se cargé con ZnCl; de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se equilibré la columna
con tampoén A2 (tampodn de fosfato de sodio 20 mM a pH 7,5, NaCl 0,4 M) y se aplico el sobrenadante de cultivo
celular (500 ml) a la columna (10 ml) a un caudal de 3 ml/min. Se lavé la columna con tampo6n A2 para retirar la
muestra no unida. Se eluy6 la proteina unida se eluy6 usando un gradiente en 2 etapas de tampdn B2 (tampdn 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: tampdn 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 realiz6 una cromatografia de filtracion 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 deteccién. Antes de la purificacién, se calibré la columna para la determinacion
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 CEAXCD3 en un procedimiento de purificacién de dos
etapas de IMAC Yy filtracion en gel. El producto principal tenia un peso molecular de aproximadamente 52 kDa en
condiciones naturales, 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 tifid 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 realizd6 usando una membrana Optitran® BA-S83 y el mdédulo de bandas de
Invitrogen de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Se usaron anticuerpos dirigidos 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 analisis de
bandas western. Se detectd una Unica banda a 52 kD correspondiente a la molécula de anticuerpo monocatenario
biespecifico purificado.

3. Andlisis de union por citometria de flujo de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3

Para someter a prueba la funcionalidad de las construcciones con respecto a la capacidad de unién a CEA humano
unido a membrana y CD3 humano, se realizé el analisis FACS. Para este propdsito, se usaron células CHO
transfectadas con CEA humano y la linea celular de leucemia de linfocitos T humanos positivos para CD3 HPB-AII
(DSMZ, Braunschweig, ACC483). Se incubaron 200.000 células CHO positivas para CEA o0 200.000 células HPB-AII
durante 30 min en hielo con 50 pl del sobrenadante celular puro de cultivos de células CHO expresando cada uno
anticuerpos biespecificos con diferentes disposiciones de regiones VH y VL de CEA y CD3 (como se describe
anteriormente). Las células se lavaron dos veces en PBS y la unién de la construccion se detecté con un anticuerpo
Penta His murino no marcado (diluido 1:20 en 50 ul de PBS con FCS al 2 %; Qiagen), que se une especificamente a
la construccion unida a célula por medio de la marca histidina C terminal de la construccion. 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 de Fc gamma (Dianova) conjugado con ficoeritrina, diluido 1:100 en 50 pl de PBS con FCS al
2 %. Como control positivo para la unién a CEA humano, se ha usado el anticuerpo monoclonal Col-1 (véase el
ejemplo 3). Para el control de la union a CD3 humano, se ha utilizado una construccidon monocatenaria biespecifica
CD19xCD3 como se describe en el documento WO 99/054440. Como control negativo, se usé medio de cultivo
recién preparado en lugar de sobrenadante de cultivo.

Las células se analizaron por citometria de flujo (FACS-Calibur; Becton Dickinson, Heidelberg). La tincion de FACS y
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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).

Como se muestra en figura 1, varias disposiciones de dominios de los anticuerpos monocatenarios biespecificos, es
decir, CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8), CEAI VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6), CEAII
VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10), CEAIll VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 12) y CEAIll
VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14), se unieron al CEA unido a membrana humano y CD3 humano. Como
control negativo, se han usado medio de cultivo y los anticuerpos de deteccion 1.y 2.

EJEMPLO 3: Unién de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAxCD3 a CEA humano soluble

Para determinar la especificidad frente a CEA humano soluble, varios anticuerpos monocatenarios biespecificos
CEAXxCD3 se sometieron a prueba en ELISA.

Para este fin, en primer lugar, se biotinilé el antigeno CEA humano soluble. La biotinilacion se llevo a cabo PBS que
contenia DMSO al 5 % (Sigma) con un exceso molar de quince veces de EZ-Link Sulfo NHS-LC-LC-Biotin (Pierce)
durante 1 hora a temperatura ambiente en un mezclador de muestras (Dynal). Para la separacion de la biotina libre y
el antigeno CEA biotinilado, el ensayo se dializdé en exceso frente a PBS de acuerdo con protocolos estandar. La
bioactividad mantenida del CEA marcado con biotina se confirmé en experimentos de unién de ELISA.

El ELISA directo para determinar la especificidad del anticuerpo monocatenario biespecifico CEAXCD3 frente a CEA
humano soluble se llevé a cabo de acuerdo con procedimientos estandar. En resumen, se inmovilizaron 50 ul/pocillo
de PBS o CEA humano biotinilado soluble (Abeam; 5 ug/ml en 1xPBS) en una placa de ELISA recubierta de
estreptavidina de 96 pocillos (Nunc) incubando a 4 °C durante aproximadamente 16 horas. Después de lavar con
200 pl de agua por pocillo, se afiadieron 200 pl de solucidon de bloqueo (PBS/3 % BSA). Después del bloqueo
durante 1 h a temperatura ambiente, se retird la solucidon de bloqueo. Todas las posteriores etapas de lavado
(200 pl/pocillo de 1xPBS/0,05 % (v/v) Tween20) e incubacion se realizaron a temperatura ambiente. Después de
lavar una vez, los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8; parte
anti-CEA derivada de mAb A5B7), CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10; parte anti-CEA derivada de
mAb T84.66), y CEAIIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14; parte anti-CEA derivada de mAb MFE-23), y el
anticuerpo monoclonal de raton CEA/CD66 Ab-3 (Col-1; Dunn) se incubaron en diferentes concentraciones
(0,5 pg/ml y 5 ug/ml en 1xPBS; 50 pl/pocillos) durante 1 hora. Se afadié 1xPBS (50 ul/pocillo) como control para la
union no especifica. Se realizaron 3 etapas de lavado seguidas de adicién de 50 pl/pocillo de IgG Penta-His (Qiagen;
(ug/ml en 1xPBS) para la deteccion de los anticuerpos monocatenarios biespecificos marcados con His.
Posteriormente, los pocillos se lavaron 3 veces y se incubaron con 50 pl de un anticuerpo especifico de Fc gamma
antimurino de cabra marcado con peroxidasa de rabano picante (Jackson ImmuneResearch; 1:1000 en 1xPBS)
durante 1 hora. Después de lavar 3 veces, el ELISA se desarroll6 afiadiendo solucion de sustrato ABTS (Roche) y la
absorbancia se midié a una longitud de onda de 405 nm.

La figura 2 muestra la absorbancia de los diferentes anticuerpos monocatenarios biespecificos detectados en el
ELISA. Los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8; parte anti-
CEA derivada de mAb A5B7), CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10; parte anti-CEA derivada de mAb
T84.66), y CEAIll VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14; parte anti-CEA derivada de mAb MFE-23) y el
anticuerpo monoclonal de ratén Col-1 se unieron especificamente a CEA humano soluble. No se observé ninguna
sefial de unidn en ausencia del antigeno CEA (control con PBS). En resumen, los dominios de union anti-CEA
derivados de los mAb A5B7, T84.66 y MFE-23 se unen a CEA tanto soluble como unido a membrana.

EJEMPLO 4: Bioactividad de anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3

La bioactividad de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3 generados por ensayos de citotoxicidad
de liberacion de cromo in vitro usando la linea celular de carcinoma gastrico humano Kato lll o las células CHO
transfectadas con CEA humano como células diana vy linfocitos T positivos CD8 humanos estimulados o PBMC
naturales como células efectoras, respectivamente.

La generacion de los linfocitos T CD8+ estimulados se realizé6 como sigue:

Una placa Petri (145 mm de diametro, Greiner bio-one) se precubrié con un anticuerpo anti-CD3 (OKT3 Janssen-
Cilag GmbH, Orthoclone 1 mg/ml; concentracion final 1 ug/ml) y un anticuerpo anti-CD28 (BD, 1 mg/ml;
concentracion final 1 yg/ml) durante 1 hora a 37 °C. Después del periodo de incubacion, la proteina no unida se
retird por una etapa de lavado con PBS. Se aislaron las PBMC recién obtenidas a partir de sangre periférica (30 - 50
ml) por centrifugacion en gradiente de Ficoll de acuerdo con protocolos estandar. Se afadieron 3 - 5 x 10’ PBMC a
la placa de Petri recubierta previamente en 150 ml de RPMI 1640 / FCS al 10 % / IL-2 20 U/ml (Proleukin, Chiron) y
se estimularon durante 2 dias. Al tercer dia, las células se recogieron, se lavaron una vez con RPMI 1640 y se
transfirieron a un matraz T grande. Se afiadié IL-2 hasta una concentracion final de 20 U/ml y se cultivd de nuevo
durante un dia. Los CD8+ CTL se aislaron con ayuda del kit de aislamiento CD8 negativo (Dynal Biotech) siguiendo
las instrucciones del manual. Las PBMC naturales se usaron directamente después de la centrifugacion en gradiente
de Ficoll sin el ?rocedimiento de estimulacién. Las células diana se lavaron dos veces con PBS y se marcaron con
11,1 MBq de 'Cr en un volumen final de 100 pl de RPMI con FCS al 50 % durante 45 minutos a 37 °C.
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Posteriormente, las células diana marcadas se lavaron 3 veces con 5 ml de RPMI y después se usaron en el ensayo
de citotoxicidad. El ensayo se realizé en una placa de fondo redonde de 96 pocillos en un volumen total de 250 pl de
RPMI complementado (como antes) con una proporcion E:T de 10:1 correspondiente a 5000 células diana y 50000
células efectoras por pocillo. Para la evaluacién de las construcciones, se aplicaron una concentracion de partida de
1 yg/ml de las moléculas monocatenarias biespecificas en el volumen de ensayo y diluciones de 12 veces de las
mismas. El tiempo de ensayo fue de 18 horas y la citotoxicidad se midié como valores relativos de cromo liberado en
el sobrenadante en relacion con la diferencia de lisis maxima (adicion de Triton-X) y lisis espontanea (sin células
efectoras). Todas las medidas se realizaron por triplicado. La medida de la actividad del cromo en los sobrenadantes
se realiz6 con un contador gamma Wizard 3" (Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Colonia, Alemania). El analisis de
los datos experimentales se realizd con Prism 4 para Windows (version 4.02, GraphPad Software Inc., San Diego,
California, EE. UU.). Tipicamente, las curvas sigmoidales de respuesta a dosis tuvieron valores de R? > 0,90,
determinados por el programa informatico. Los valores de CEsg calculados por el programa de analisis se usaron
para la comparacién de la bioactividad.

La figura 3 muestra la actividad citotdxica frente a células diana transfectadas con CEA humano (células CHO-CEA")
para varias disposiciones de dominios, es decir, para SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VHVL (SEQ ID NO. 4) y SEQ ID
NO.77 VHVLxCEAI VLVH (SEQ ID NO. 2) (ambas construcciones con parte anti-CD3 de forma N-terminal), asi como
para CEAI VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6) y CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8) (anti-
CD3 de forma C-terminal). Se usaron células CHO no transfectadas (carentes de CEA humano) como control
negativo.

En la figura 4, CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 8), CEAIlll VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO.
12), CEAIll VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 14), y CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 10)
presentaron actividad citotdxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano. Se usaron células CHO no
transfectadas (carentes de CEA humano) como control negativo. Como se ha expuesto anteriormente, CEAI indica
una region variable derivada del mAb murino A5B7, CEAII es una region variable derivada del mAb murino T84.66 y
CEAIll se refiere a una region variable del mAb murino MFE-23.

En resumen, todas las construcciones sometidas a prueba mostraron actividad citotdxica frente a células Kato Ill que
expresan CEA (humano) y células CHO transfectadas con CEA humano, en ausencia de CEA humano soluble.

EJEMPLO 5: Bioactividad de anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3 especificos en presencia
de antigeno CEA soluble

Los ensayos de competicion se realizan como se describe en el ejemplo 4, con la siguiente excepcion: La
bioactividad de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3 se somete a prueba en presencia de varias
concentraciones de antigeno CEA humano soluble. El antigeno CEA humano soluble (AbCAM Ltd. Cambridge,
Reino Unido) usado se aislé6 de un carcinoma colénico metastasico del higado de un Unico paciente.
Experimentalmente, el ensayo de competicion se llevd a cabo por preincubacion de una cantidad dada del
anticuerpo monocatenario biespecifico con el incremento en las cantidades de antigeno CEA humano soluble (0
pg/ml; 0,1 pg/ml; 1 yg/ml, o bien 0 pg/ml; 0,004 pg/ml; 0,02 ug/m; 0,1 pug/ml; 0,5 ug/ml; 1 pg/ml) durante 30 minutos a
37°C antes de la adicién de las células. El resto del ensayo se llevd a cabo como se describe en el ejemplo 4. Los
resultados de estos experimentos de competicion se muestran en las figuras 5 a 11.

La actividad citotoxica de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID
NO. 10; véanse las figuras 7 y 9 a 11) con la parte anti-CEA derivada del mAb T84.66, y CEAIll VLVHXSEQ ID NO.
77 VHVL (SEQ ID NO. 12; véase la figura 8) con la region anti-CEA derivada del mAb MFE-23, frente a células diana
positivas para CEA humano se inhibié drasticamente por el incremento en las cantidades de antigeno CEA humano
soluble. Como se ha expuesto anteriormente, dichas construcciones se unen al antigeno CEA tanto unido a
membrana como CEA humano soluble; véanse por ejemplo, los ejemplos 2 y 3 y las figuras 1y 2. Por tanto, lo mas
probablemente, el CEA humano soluble evita que dicha parte anti-CEA de dichos anticuerpos monocatenarios
biespecificos se una al CEA unido a membrana humano en las células diana, por ejemplo, células tumorales CHO-
CEA+ o Kato lll, inhibiendo de este modo la actividad citotéxica mediada por dichas construcciones de anticuerpos.

Por el contrario, sorprendentemente se ha descubierto que los anticuerpos monocatenarios biespecificos con una
parte anti-CEA derivada del mAb A5B7 son resistentes a CEA humano soluble: Por ejemplo, la actividad citotoxica
mediada por CEAI VLVHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 6; véase la figura 5), CEAlI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL
(SEQ ID NO. 8; véanse las figuras 5, 8 y 10), SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VHVL (SEQ ID NO. 4; véase la figura 6) y
SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VLVH (SEQ ID NO. 2; véase la figura 6) no se inhibe por el incremento en las cantidades
de CEA humano soluble, ni tampoco por concentraciones altas (1 pg/ml). Esto no se podia esperar en vista del
hecho de que la parte anti-CEA de dichos anticuerpos monocatenarios biespecificos se unen a CEA humano soluble
(figura 2). Mas bien, se podia haber esperado la inhibicion de la actividad citotoxica frente a células diana positivas
para CEA por el incremento en las cantidades de CEA humano soluble, como era el caso para construcciones
derivadas de T84.66- y MFE-23; véase anteriormente.

Por tanto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas con actividad antitumoral citotdxica
incluso en presencia de niveles altos de antigeno CEA soluble. Por lo tanto, estas composiciones farmacéuticas son
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particularmente adecuadas para el tratamiento de pacientes con tumores con concentraciones de antigeno CEA
soluble altas en su plasma, tales como pacientes con tumores progresivos epiteliales, tumores epiteliales
metastasicos, carga/masa tumoral alta, tumores en estadio tardio epiteliales o pacientes con tumores con una
concentracion sérica de CEA mayor de 100 ng/ml, como se determina por ELISA.

EJEMPLO 6: Seleccion de regiones VL humanas

Para proporcionar composiciones farmacéuticas con una reduccién en la inmunogenicidad cuando se administran a
pacientes con cancer, se han generado anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos con resistencia a
antigeno CEA soluble. En una primera etapa, se han aislado regiones VL humanas con resistencia a CEA soluble.
Por tanto, el objetivo de este experimento es la seleccién de regiones VL humanas que se puedan emparejar con la
VH murina materna del anticuerpo monoclonal (mAb) A5B7.

1. Biotinilacién del antigeno CEA humano soluble

Para la seleccion de la coleccion de fagos, se biotinilé el antigeno CEA soluble. La biotinilacion se llevd a cabo PBS
que contenia DMSO al 5 % (Sigma) con un exceso molar de quince veces de EZ-Link Sulfo NHS-LC-LC-Biotin
(Pierce) durante 1 hora a temperatura ambiente en un mezclador de muestras (Dynal). Para la separacion de la
biotina libre y el antigeno CEA biotinilado, el ensayo se dializd en exceso frente a PBS de acuerdo con protocolos
estandar. La bioactividad mantenida del CEA marcado con biotina se confirmé en experimentos de unién de ELISA.

2. Aislamiento de ARN de linfocitos B humanos

Se extrajeron 100 ml de sangre de cinco donantes humanos sanos. Las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) se aislaron por un gradiente de Ficoll de acuerdo con procedimientos estandar. El ARN total se aisl6 de las
células aisladas usando el kit RNeasy® Midi Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se
sintetizé de acuerdo con procedimientos estandar (Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989,2001).

3. Amplificacién por PCR de regiones de cadena ligera variables (regiones VL)

Para el aislamiento de ADN con region V de cadena ligera, se llevé a cabo una RT-PCR usando los conjuntos de
cebadores V-kappa- (5-huVK1-Sacl-2001 (5-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CCAGATGACC 30 CAGTCTCC-3)
(SEQ ID NO. 78), 5-huVK2/4-Sacl-2001 (5-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGATGACY CAGTCTCC-3) (SEQ
ID NO. 79), 5-huVK3-Sacl-2001 (5-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGWTGACR CAGTCTCC-3’) (SEQ ID NO.
80), 5-huVK5-Sacl-2001 (5-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CACACTCACG CAGTCTCC-3') (SEQ ID NO. 81), 5-
huVK6-Sacl-2001 (5-GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGCTGACT CAGTCTCC-3’) (SEQ ID NO. 82), 3-hu-Vk-
J1-Spel-BsiWI (5-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATTTCCACC TTGGTCC-3’) (SEQ ID NO. 83),
3’-hu-Vk-J2/4-Spel-BsiWI (5-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATCTCCASC TTGGTCC-3’) (SEQID
NO. 84), 3'-hu-Vk-J3-Spel-BsiWI (5'-GACGACACT A GTTGCAGCCA CCGTACGTTT GATATCCACT TTGGTCC-3)
(SEQ ID NO. 85), 3’-hu-Vk-J5-Spel-BsiWl (5-GACGACACTA GTTGCAGCCA CCGTACGTTT AATCTCCAGT
CGTGTCC-3’) (SEQ ID NO. 86)) y V lambda (5-huVL1a-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG
TTG ACG CAG CCG CCC TC) (SEQ ID NO. 87), 5-huVL1b-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG
CTG ACT CAG CCA CCC TC) (SEQ ID NO. 88), 5-huVL2-Sacl-2001 (GAG CCG CAG GAG CCC GAG CTC GCC
CTG ACT CAG CCT SCC TCC GT) (SEQ ID NO. 89), 5-huVL4-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC GTG CTG ACT
CAR YCM YCC TCT GC) (SEQ ID NO. 90), 5-huVL5-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC GTG CTG ACT CAG CCR
SCT TCC) (SEQ ID NO. 91), 5-huVL6-Sacl-2001 (ACC TGC GAG CTC ATG CTG ACT CAG CCC CAC TC) (SEQ
ID NO. 92), 5-huVL3/9-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GWG CTG ACT CAG CCA CCY TC) (SEQ
ID NO. 93), 5-huVL7/8-Sacl-2001 (GAG CCG CAC GAG CCC GAG CTC GTG ACY CAG GAG CCM TC) (SEQID
NO. 94), 3'-hu-Vlam-BInl-Spel-2001 (CGT GGG ACT AGT CTT GGG CTG ACC TAG GAC GGT) (SEQ ID NO. 95),
3’-hu-Vlam2-BInl-Spel-2002: CGT GGG ACT AGT CTT GGG CTG ACC GAG GAC GGT) (SEQ ID NO. 96).

El ARN de linfocitos B humanos se transcribié en ADNc (como se describe anteriormente) y se us6 como ADN
molde en las reacciones de PCR. Por reaccion de PCR, se combind un cebador en 5 con un cebador en 3’. El
numero de diferentes reacciones de PCR se determind por el nimero de combinaciones posibles de cebadores en 5’
y 3. El siguiente programa de PCR se us6 para la amplificacion: la desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos,
hibridacion de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extensiéon de cebadores a 72°C durante 90 segundos se
realizaron durante 40 ciclos, seguido de extension final a 72°C durante 10 minutos. A continuacion, los fragmentos V
de ADN de cadena ligera se aislaron de acuerdo con protocolos estandar.

4. Construccioén de la coleccion - clonacion de la fraccién VL humana

En general, se construyé una coleccién de presentacion en fagos basada en procedimientos estandar, como se
divulga, por ejemplo, en “Phage Display: A Laboratory Manual’; Ed. Barbas, Burton, Scott & Silverman; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001.

Los cebadores elegidos para la amplificacion de PCR dieron lugar a los sitios de reconocimiento 5'-Sacl y 3’-Spel
para los fragmentos V de cadena ligera. Se establecieron cuatro reacciones de unién, consistiendo cada una en 400
ng de fragmentos de cadena ligera (digerido Sacl-Spel, 2 x kappa y 2 x lambda) y 1400 ng del fagémido
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pComb3H5BHis (digerido Sacl-Spel; fragmento grande; este vector se describe en la tesis doctoral del Dr. Ralf
Lutterbuse. Las cuatro fracciones de cadena ligera V de anticuerpo resultantes se transformaron cada una en 300 pl
de XL1 Blue de Escherichia coli electrocompetentes por electroporacion (2,5 kV, cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF,
200 Ohm, Biorad Gene Pulser) dando como resultado tamafios de colecciones de

kappa1: 2x10®
kappa2: 6x10"
lambda1: 9x10’
lambda2: 6x10’
clones independientes.

Los fragmentos de ADN kappa (cadena ligera) de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada union
como sigue: Cada cebador en 5’ define un grupo especifico. Dentro de estos grupos, los cebadores en 3’ definen los
subgrupos. Los subgrupos kappa se pesaron 1:2:1:1 correspondientes a los cebadores 3'-hu-Vk-J1-Spel-BsiWI : 3'-
hu-Vk-J2/4-Spel-BsiWI : 3'-hu-Vk-J3-Spel-BsiWI : 3'-hu-Vk-J5-Spel-BsiWI. Los grupos se pesaron de acuerdo con su
distribucion de linea germinal 1:1:1:0.2:0.2 correspondiente a los cebadores 5-huVK1-Sac-2001 : 5-huVK3-Sac-
2001 : 5-huVK2/4-Sac-2001 : 5-huVK5-Sac-2001 : 5’-huVK6-Sac-2001.

Los fragmentos de ADN lambda (cadena ligera) de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada
union como sigue: Cada cebador en 5’ define un grupo especifico. Dentro de estos grupos, los cebadores en 3’
definen los subgrupos. Los subgrupos lambda se pesaron 3:1 correspondientes a los cebadores 3’-hu-Vlam-Binl-
Spel-2001: 3’-hu-VIlam2-BInl-Spel-2002.

Los grupos se pesaron de acuerdo con su distribucion de linea germinal 1:1:2:2:2:3 correspondiente a los cebadores
5’-huVL1a-Sacl-2001: 5-huVL1b-Sacl-2001 : 5-huVL2-Sacl-2001: 5-huVL4-Sacl-2001 + 5-huVL5-Sacl-2001 : 5'-
huVL6-Sacl-2001 + 5’-huVL7/8-Sacl-2001 : 5'-huVL3/9-Sacl-2001.

Después de la electroporacion, cada reaccion se incubé en caldo SOC (Fluka) para la expresion del fenotipo. Los
dos cultivos de kappa se combinaron asi como los dos cultivos de lambda. El cultivo de kappa resultante y el cultivo
de lambda resultante se incubaron a continuaciéon cada uno en 500 ml de medio de seleccién SB que contenia 50
pg/ml de carbenicillina y un 2 % p/v de glucosa durante la noche. El dia siguiente, las células se recogen por
centrifugacion y se llevd a cabo la preparacion de plasmidos usando un kit de preparacion de plasmidos
comercialmente disponible (Qiagen).

5. Construccién de la coleccién de anticuerpos - VL humana - VH materna

Se realizé una PCR para amplificar la VH materna del mAb A5B7 a partir de un vector que contenia dicha VH
materna. Para la amplificacién, se siguié un protocolo de PCR de acuerdo con procedimientos estandar usando el
cebador en 5 5-AVH-Xhol (5-GTC ACA CTC GAG TCA GGA GGC TTG GTA C-3’) (SEQ ID NO. 97) y el cebador
en 3’ 3'-AVH-BstEIll (5-GTC ACA GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA G-3' (SEQ ID NO. 98). Después de la
purificacion del producto de amplificacion de aproximadamente 350 pb a partir de un gel de agarosa analitico, el
fragmento de ADN se cortd con las enzimas de restriccion BstEll y Xhol. El fagémido pComb3H5BHis (este vector se
describe en la tesis doctoral del Dr. Ralf Lutterbiise) se digirié en consecuencia y el fragmento grande se unio con el
fragmento mencionado anteriormente. Después de la transformacion en XL1 blue de E. coli, se cultivd un unico clon
en 100 ml de medio SB (que contenia 50 pug/ml de carbenicillina) y el plasmido se preparé de acuerdo con protocolos
estandar. La clonacion exitosa se confirmé secuenciando la insercién (Sequiserve, Munich).

Este vector pComb3H5BHis/maternalVH del mAb A5B7 se restringié con las enzimas de restriccion Sacl y Spel. El
fragmento de vector grande se aisl6. EI ADN plasmidico que contenia la coleccion de Vkappa y de Vlambda se
restringié con las enzimas de restriccion Sacl y Spel. El fragmento pequefio Vkappa - y el Vlambda respectivo (cada
uno de aproximadamente 350 pb) se aislaron de acuerdo con protocolos estandar. Se unieron 1200 ng del
fragmento de vector con una mezcla de cada uno de 200 ng de ambos fragmentos de Vkappa y Vlambda. La
reaccion de unioén se transformoé en 300 yl de XL1 Blue de E. coli electrocompetente por electroporacion (2,5 kV,
cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm) dando como resultado un tamafio de coleccion de scFv total de
1.2 x 10% clones independientes.

Después de la expresion del fenotipo y la adaptacion lenta a la carbenicilina, se transfirio la coleccion de anticuerpos
a medio de seleccion SB-carbenicilina (50 pg/ml). A continuacion, la coleccion de anticuerpos se infecté con una
dosis infecciosa de 1x 10'? particulas de fago colaborador VCSM13, dando como resultado la produccidn y
secrecion de fago filamentoso M13, en el que cada particula de fago contenia pComb3H5BHis-ADN monocatenario
que codifica un fragmento scFv semihumano y presentd la proteina scFv correspondiente como una fusion
traduccional a la proteina de cubierta del fago lIl.

6. Seleccion de presentacion en fagos de una VL humana
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Las particulas de fagos que llevan el repertorio de scFv se recogieron del sobrenadante de cultivo por precipitacion
con PEG8000/NaCl y centrifugacion. A continuacion, aproximadamente de 1 x 10" a 1 x 10'? particulas de fago
scFv se resuspendieron en 0,5 ml de TBS/1 % BSA y se incubaron con CEA soluble biotinilado, que se inmovilizé en
pocillos recubiertos con estreptavidina de una placa de ELISA (Nunc) durante 1h. Una solucion de 10 ug
antigeno/ml PBS (50 pl) se incubd durante la noche a 4°C en los pocillos recubiertos con estreptavidina, se lavé una
vez con agua, seguido de bloqueo durante 1 hora a 37°C con 200 ul de BSA al 3 % en TBS, que se retiré después
de la incubacion.

Los fagos scFv que no se unieron especificamente al antigeno diana se eliminaron por etapas de lavado con
TBS/0,05 % Tween. Este procedimiento de lavado se repitié hasta 10 veces en rondas adicionales.

Después de lavado, las entidades de union se eluyeron usando HCI-glicina, pH 2,2. Después de la neutralizacion
con Tris 2 M, pH 12, el eluato se us6 para la infeccién de un cultivo XL1 Blue de E. coli no infectado recién
preparado.

Para eluir las restantes entidades de unién alta, se afadieron 50 yl de un cultivo de XL1 blue de E. coli recién
preparado (DO600 = 0,5) a los pocillos y se incubé durante 15 minutos. Ambos cultivos se mezclaron a continuacion
y las células transducidas exitosamente con una copia de fagémido, que codifica un fragmento scFv humano, se
seleccionaron de nuevo por su resistencia a carbenicilina y se infectaron posteriormente con el fago colaborador
VCMS13 para comenzar el segundo ciclo de presentacion de anticuerpos y seleccion in vitro.

El ADN plasmidico correspondiente a 4 ciclos de fijacion se aislé a de los cultivos de E. coli. Para la produccion de
proteina scFv soluble, los fragmentos de ADN VH-VL se extirparon de los plasmidos (Xhol-Spel), y se clonaron por
medio de los mismos sitios de restriccion en el plasmido pComb3H5BFlag/His, en el que la construcciéon de
expresion (por ejemplo, scFv) incluye una marca Flag (TGDYKDDDDK) (SEQ ID NO. 99) entre el scFv y la marca
His6 y las proteinas de fago adicionales se eliminan.

Después de la union, se transformé cada fraccion (diferentes ciclos de fijacion) de ADN plasmidico en 100 pl de TG1
de E. coli competente para choque térmico y se plaqued sobre medio con carbenicilina LB-agar. Se recogieron
colonias individuales y se inocularon en 120 pl de LB carb (50 pg/ml) glucosa al 1 % en placas de 96 pocillos
(Greiner). Los pocillos se sellaron con una membrana semipermeable (Greiner) y las placas se incubaron durante la
noche a 37 °C en un incubador con agitacion (placa madre). A continuacion, se transfirieron 10 pl los cultivos de la
placa madre en una segunda placa de 96 pocillos (placa de trabajo) que contenia 90 pl de LB carb (50 pg/ml) y
glucosa al 0,1 % por pocillo. Después de la incubacién durante 4 h en un incubador de agitacion a 37 °C, la
produccion de scFv se indujo afiadiendo 20 ul de LB carb e IPTG 6 mM a cada pocillo. Después de otra etapa de
incubacion durante la noche a 30 °C con agitacion, las células se lisaron en una incubacion de 1 h a temperatura
ambiente con 40 pl de tampodn lisis (acido bérico 400 mM, NaCl 320 mM, EDTA 4 mM pH 8, 2,5 mg/ml de lisozima).
Las células residuales y los restos celulares se separaron por centrifugacion durante 12 minutos a 1.900 x g
(Hettich).

Los sobrenadantes que contenian las moléculas scFv se sometieron a prueba a continuaciéon para determinar la
union en ensayos de union por citometria de flujo. Las células CHO transfectadas con CEA humano se usaron como
linea celular positiva para CEA. Los ensayos de union celular se llevaron a cabo incubando inicialmente entre
100.000 y 200.000 células con preparacion periplasmica que contenia scFv humano o controles relevantes. Después
de la incubacion, las células se lavaron en PBS/1 % FCS (suero fetal bovino) y se incubaron adicionalmente con 5-
10 yg/ml de anticuerpos anti-FLAG M2 (Sigma). Después de que se hayan lavado de nuevo las células, se
incubaron con anticuerpos antimurinos marcados con PE policlonales (Dianova) y posteriormente se analizaron por
citometria de flujo. Se sometieron a prueba aproximadamente 600 clones para determinar sefiales de unién en
células CHO positivas para CEA. Se obtuvieron 27 clones positivos. Después de la secuenciacion del respectivo
ADN scFv, se obtuvieron un total de 9 secuencias diferentes.

La figura 12 representa la union de las nueve construcciones de scFv semihumanas diferentes (es decir, VH A5B7
murina-VL humana) para varias lineas celulares como se mide por analisis por citometria de flujo. La figura contiene
multiples diagramas, uno para cada construccion sometida a prueba. En cualquier diagrama dado, la distribucion en
color negro muestra la intensidad de fluorescencia para células incubadas solo con PBS solo en ausencia de
cualquier construccion pero con todos los agentes de deteccion apropiados como se usa para la deteccion de los
scFv. De esta forma, cualquier desplazamiento de fluorescencia observado se puede atribuir definitivamente a la
construccion scFv en lugar de a agentes de deteccion o al tampoén. Los desplazamientos en fluorescencia que son
indicativos de unién de construccion a la respectiva linea celular se representan por una linea gris en cada
diagrama. En general, un desplazamiento de mayor magnitud lejos de, es decir, mas alla del control (negro) indica
una union mas fuerte, mientras que un desplazamiento de menor magnitud lejos de, es decir, mas préximo al control
(negro) indica una unién mas débil.

Se puede observar de la figura 12 que las construcciones A-121, A-183, A-240, A-313, A-290, A-315, A4-35, A4-52,
MP2-A5 muestran desplazamientos claramente apreciables en la intensidad de fluorescencia en comparacion con el
control respectivo, indicativo de union de los scFv a CEA unido a membrana en las células diana CHO. A
continuacion, la region VL humana de scFv A-240 (SEQ ID NO. 48) se ha seleccionados y usado para el aislamiento
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de una region VH humana. Dicha region VL humana se representa en las SEQ ID NO. 63 (secuencia de nucleotidos)
y 64 (secuencia de aminoacidos).

EJEMPLO 7: Construccion de las colecciones de anticuerpos y seleccion de presentacion en fagos de
regiones VH humanas resistentes al antigeno CEA soluble

El objetivo de los siguientes experimentos es la selecciéon de un conjunto de regiones VH humanas resistentes al
antigeno CEA soluble que se empareja con la region VL humana de scFv A-240, seleccionada como se describe en
el ejemplo 6. Dicha region VL humana se representa en las SEQ ID NO. 63 (secuencia de nucledtidos) y 64
(secuencia de aminoacidos).

1. Aislamiento de ARN a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se extrajeron 100 ml de sangre de cinco donantes humanos sanos. Las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) se aislaron por un gradiente de Ficoll de acuerdo con procedimientos estandar. EI ARN total se aisl6 de
PBMC usando el kit RNeasy® Midi Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se sintetiz6 de
acuerdo con procedimientos estandar (Sambrook, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989, 2001).

2. Amplificacién por PCR de regiones de cadena pesada variables (regiones VH)

La coleccion de VH se construyd y se denomind Lib 134-VH. Esta coleccion de VH consiste en el repertorio humano
de FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3 de las regiones VH amplificadas con PCR de la fraccion de PBMC descrita
anteriormente, unidas de forma funcional al VH CDR3 del anticuerpo materno seguido de una secuencia de linea
germinal FR4 humana.

Para el aislamiento de las regiones VH de molde humanas, se llevd a cabo una RT-PCR usando un conjunto de
cebadores especificos de VH en 5 (5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 (5-AGG TGC AGC TGC TCG AGT CTG G-3’) (SEQ ID
NO. 100), 5-huVH4-Xhol-2001 (5’-CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCG GG-3’) (SEQ ID NO. 101), 5-huVH4B-Xhol-
2001 (5-CAG GTG CAG CTA CTC GAG TGG GG-3') (SEQ ID NO. 102)) y un conjunto de dos cebadores
especificos de VH en 3’ (3’-hu-VH-BstEII-2001 (5-CTG AGG AGA CGG TGA CC-3’) (SEQ ID NO. 103), 3’-hu-VH-J3-
BstEII-2001 (5'-CTG AAG AGA CGG TGA CC-3’) (SEQ ID NO. 104)). Por reaccion PCR, un cebador en 5’ se
combind con un cebador en 3’; el numero de reacciones PCR diferentes se determiné por el nimero de posibles
combinaciones de cebadores en 5’ y 3'. EI ADNc de PBMC de cinco donantes se us6 como fuente de genes VH. El
siguiente programa de PCR se us6 para la amplificacion: la desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos,
hibridacion de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extensiéon de cebadores a 72°C durante 60 segundos se
realizd durante 40 ciclos, seguido de extension final a 72°C durante 10 minutos. Los productos de amplificacion con
un tamano de aproximadamente 350 pb se aislaron de acuerdo con procedimientos estandar.

Para el aislamiento de regiones Lib 134-VH, se llevdé a cabo una RT-PCR en dos etapas. En primer lugar, los
segmentos VH de cadena pesada humanos (FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3) se amplificaron con PCR a partir de los
fragmentos VH de molde aislados usando el mismo conjunto de cebadores especificos de VH en 5 como se
describe anteriormente (5’-huVH1,3,5-Xhol-2001, 5’-huVH4-Xhol-2001, 5’-huVH4B-Xhol-2001; SEQ ID NO. 100-102)
y un conjunto de cebadores especificos en 3’ (3'-A134-VH1A (5-GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG CCC CCT
ATC TCT YGC ACA GTA ATA CAC GGC-3’) (SEQ ID NO. 105), 3'-A134-VH1B (5-GTA GTC AAA GTA GAA CCG
TAG CCC CCT ATC TCT YGC ACA GTA ATA CAY RGC -3’) (SEQ ID NO. 106), 3'-A134-VH3A (5-GTA GTC AAA
GTA GAA CCG TAG CCC CCT ATC TCT TGY ACA GTA ATA CAC RGC -3') (SEQ ID NO. 107), donde la “T"
indicada también se puede reemplazar por “A”, “C” o “G”, 3'-A134-VH3B (5-GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG
CCC CCT ATC TCT TGC ACA GTA ATA CAA RGC -3’) (SEQ ID NO. 108), donde la “T” indicada también se puede
reemplazar por “A”, “C” o0 “G”, 3-A134-VH4 (5’- GTA GTC AAA GTA GAA CCG TAG CCC CCT ATC TCT SGC ACA
GTA ATA CAC RGC -3’) (SEQ ID NO. 109)) para las subfamilias VH humanas 1, 3 y 4 que coinciden en la regién
mas terminal de FR3.

Se usaron las siguientes combinaciones de cebadores:
a) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH1A

b) 5-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH1B

¢) 5-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH3A

d) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3’-A134-VH3B

e) 5’-huVH4-Xhol-2001 x 3-A134-VH4

f) 5'-huVH4B-Xhol-2001 x3’-A134-VH4

Por reaccion PCR, un cebador en 5’ se combiné con el cebador en 3’; el niUmero de reacciones PCR diferentes se
determind por el nimero de posibles combinaciones de cebador en 5’ y en 3'. El siguiente programa de PCR se usé
para la amplificacién: la desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, hibridacién de cebadores a 52°C durante 50
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segundos y extension de cebadores a 72°C durante 90 segundos se realiz6 durante 40 ciclos, seguido de extension
final a 72°C durante 10 minutos. A través de esta etapa de PCR y la respectiva secuencia de cebador en 3’, los
segmentos VH humanos se prolongan para una parte del VH CDR3 materno, que luego, a su vez, es el sitio de
cebado para el cebador en 3’ en la PCR de la segunda etapa. Estos fragmentos de ADN de VH-(FR1-CDR1-FR2-
CDR2-FRS3) se usaron a continuacion como moldes en una segunda reaccion PCR usando de nuevo el respectivo
cebador especifico de VH en 5’ y un cebador en 3’ universal que coincide con el extremo 3’-terminal universal de los
fragmentos de ADN amplificados (3° A134-JH6-BstEIl. 5- CGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA GTA
GTC AAA GTA GAA CCG TAG CC -3’) (SEQ ID NO. 110).

El siguiente programa de PCR se us6 para la amplificacion:

la desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, hibridaciéon de cebadores a 52°C durante 50 segundos y extension
de cebadores a 72°C durante 60 segundos se realizaron durante 40 ciclos, seguido de extension final a 72°C
durante 10 minutos. Los fragmentos V de ADN se aislaron de acuerdo con protocolos estandar.

3. Construccién de la coleccién - clonacién de la fraccion VH humana

En un segundo ciclo del procedimiento anterior, la VL humana de scFv A-240 identificada en la primera seleccion
previa (véase el ejemplo 6) se eligid, y posteriormente se combind con la colecciéon de fragmentos de VH humana
con el objetivo de generar un scFv humano. En general, se construyd una coleccion de presentacion en fagos
basada en procedimientos estandar, como se divulga, por ejemplo, en “Phage Display: A Laboratory Manual’; Ed.
Barbas, Burton, Scott & Silverman; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001. Los fragmentos de ADN de cadena
pesada de las diferentes amplificaciones de PCR se pesaron para cada unidon como sigue:

a:b:c:d:e:f = 3:1:3:1:1:1, donde a-f tienen los siguientes significados:
a) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH1A

b) 5-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH1B

¢) 5-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH3A

d) 5’-huVH1,3,5-Xhol-2001 x 3'-A134-VH3B

e) 5’-huVH4-Xhol-2001 x 3-A134-VH4

f) 5'-huVH4B-Xhol-2001 x 3'-A134-VH4

Se establecié una reaccion de unién que consistia en 400 ng de fraccion de fragmentos Lib 134-VH (digerido con
Xhol-BstEll) y 1200 ng del plasmido pComb3H5BHis/A-240 VL (el ADN que codifica la regiéon VL de scFv A-240 se
clono por medio de los sitios de restriccion Sacl y Spel en pComb3H5BHis de acuerdo con procedimientos estandar).
La fraccion de VH humana de anticuerpo resultante se transformé a continuacion en 300 yl de XL1 Blue de
Escherichia coli electrocompetente por electroporacion (2,5 kV, cubeta de 0,2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm, Biorad
Gene Pulser) dando como resultado un tamafio de coleccion de 0,8 x 10® clones independientes en total.

Después de la electroporacion, el ensayo se incubd en caldo SOC (Fluka) para determinar la expresion del fenotipo.
Los cultivos se incubaron a continuacion cada uno en 500 ml de medio de seleccion SB que contenia 50 ug/ml de
carbenicilina y glucosa al 2 % v/v durante la noche. El dia siguiente, las células de los cultivos se recogen por
centrifugacion y se llevd a cabo la preparacion de plasmidos usando un kit de preparacion de plasmidos
comercialmente disponible (Qiagen) para preservar la coleccion de ADN.

A continuacion, se electroporaron 1,5 pg de esta fraccion de plasmido que codifica la respectiva fracciéon de scFv en
XLI blue de E. coli (2,5 kV, cubeta de 0 2 cm de paso, 25 mF, 200 Ohm, Biorad Gene Pulser) dando como resultado
un tamafio de coleccion de 2,4 x 10° clones independientes en total. Después de la expresion del fenotipo y la
adaptacion lenta a la carbenicilina, se transfirié la coleccién de anticuerpos a medio de selecciéon SB-carbenicilina
(50 pg/ml). A continuacion, la coleccion de anticuerpos se infecté con una dosis infecciosa de 1 x 10" particulas de
fago colaborador VCSM13, dando como resultado la produccién y secrecion de fago filamentoso M13, en el que
cada particula de fago contenia pComb3H5BHis-ADN monocatenario que codifica un fragmento scFv humano y
presento la proteina scFv correspondiente como una fusion traduccional a la proteina de cubierta del fago lIl.

4. Seleccién de presentacion en fagos de una VH humana

Las particulas de fagos que llevan el repertorio de scFv humano se recogieron del sobrenadante de cultlvo por
precipitacion con PEG8000/NaCl y centrifugacion. A continuacion, aproximadamente de 1 x 10" a1 x10" particulas
de fago scFv se resuspendieron en 0,5 ml de TBS/1 % BSA y se incubaron con CEA soluble biotinilado, que se
inmovilizé en pocillos recubiertos con estreptavidina de una placa de ELISA (Nunc) durante 1 h. Una solucion de
10ug antigeno/ml PBS (50 pl) se incubd durante la noche a 4°C en los pocillos con estreptavidina, se lavé una vez
con agua, seguido de bloqueo durante 1 hora a 37°C con 200 ul de BSA al 3 % en TBS, que se retir6 después de la
incubacion.
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Los fagos scFv que no se unieron especificamente al antigeno diana se eliminaron por etapas de lavado con
TBS/0,05 % Tween. Este procedimiento de lavado se repitié hasta 10 veces en rondas adicionales.

Después de lavado, las entidades de union se eluyeron usando HCI-glicina, pH 2,2. Después de la neutralizacion
con Tris 2 M, pH 12, el eluato se us6 para la infeccién de un cultivo XL1 Blue de E. coli no infectado recién
preparado.

Para eluir las restantes entidades de unién alta, se afadieron 50 yl de un cultivo de XL1 blue de E. coli recién
preparado (DO600 = 0,5) a los pocillos y se incubé durante 15 minutos. Ambos cultivos se mezclaron a continuacion
y las células transducidas exitosamente con una copia de fagémido, que codifica un fragmento scFv humano, se
seleccionaron de nuevo por su resistencia a carbenicilina y se infectaron posteriormente con el fago colaborador
VCMS13 para comenzar el segundo ciclo de presentacion de anticuerpos y seleccion in vitro.

El ADN plasmidico correspondiente a 4 ciclos de fijacion se aislé a de los cultivos de E. coli. Para la produccion de
proteina scFv soluble, los fragmentos de ADN VH-VL se extirparon de los plasmidos (Xhol-Spel), y se clonaron por
medio de los mismos sitios de restriccion en el plasmido pComb3H5BFlag/His, en el que la construcciéon de
expresion (por ejemplo, scFv) incluye una marca Flag (TGDYKDDDDK; SEQ ID NO. 99) entre el scFv y la marca
His6 y las proteinas de fago adicionales se eliminan.

Después de la union, se transformé cada fraccion (diferentes ciclos de fijacion) de ADN plasmidico en 100 pl de TG1
de E. coli competente para choque térmico y se plaqued sobre medio con carbenicilina LB-agar. Se recogieron
colonias individuales y se inocularon en 120 pl de LB carb (50 pg/ml) glucosa al 1 % en placas de 96 pocillos
(Greiner). Los pocillos se sellaron con una membrana semipermeable (Greiner) y las placas se incubaron durante la
noche a 37 °C en un incubador con agitacion (placa madre). A continuacion, se transfirieron 10 pl los cultivos de la
placa madre en una segunda placa de 96 pocillos (placa de trabajo) que contenia 90 pl de LB carb (50 pg/ml) y
glucosa al 0,1 % por pocillo. Después de la incubacién durante 4 h en un incubador de agitacion a 37 °C, la
produccion de scFv se indujo afiadiendo 20 ul de LB carb e IPTG 6 mM a cada pocillo. Después de otra etapa de
incubacion durante la noche a 30 °C con agitacion, las células se lisaron en una incubacion de 1 h a temperatura
ambiente con 40 pl de tampodn lisis (acido bérico 400 mM, NaCl 320 mM, EDTA 4 mM pH 8, 2,5 mg/ml de lisozima).
Las células residuales y los restos celulares se separaron por centrifugacion durante 12 minutos a 1.900 x g
(Hettich).

Los sobrenadantes que contenian las moléculas scFv se sometieron a prueba a continuaciéon para determinar la
unién en ensayos de union por citometria de flujo.

Las células CHO transfectadas con CEA humano se usaron como linea celular positiva para CEA. Los ensayos de
union celular se llevaron a cabo incubando inicialmente entre 100.000 y 200.000 células con preparacion
periplasmica que contenia scFv humano o controles relevantes. Después de la incubacion, las células se lavaron en
PBS/1 % FCS (suero fetal bovino) y se incubaron adicionalmente con 5-10 ug/ml de anticuerpos anti-FLAG M2.
Después de que se hayan lavado de nuevo las células, se incubaron con anticuerpos antimurinos marcados con PE
policlonales (Dianova) y posteriormente se analizaron por citometria de flujo. Se sometieron a prueba 46 clones para
determinar sefales de unién en células CHO positivas para CEA. Todos mostraron sefales positivas. Después de la
secuenciacion del respectivo ADN scFv, se obtuvieron un total de 9 secuencias diferentes, de las que ocho
presentaron un alto grado de homologia. Las construcciones humanas MP510_3-A5.3 (MP510-A5; SEQ ID NO. 50),
MP510_3-B9.1 (MP511-B9; SEQ ID NO. 52), MP510_3-D8.1 (MP511-D8; SEQ ID NO. 54) se han seleccionado para
caracterizacion adicional. Las correspondientes secuencias de aminoacidos se muestran en el listado de
secuencias.

Los extractos periplasmicos de dichas construcciones humanas MP510-A5, MP511-B9, MP511-D8 asi como la
construccion semihumana A-240 Vlambda.3 (VH A5B7 murina/VL A240 humana; SEQ ID NO. 48) se analizaron
adicionalmente en experimentos de citometria de flujo con lineas celulares positivas y negativas para CEA. Se
puede observar de la figura 13, que las construcciones humanas MP510-A5 (SEQ ID NO. 50), MP511-B9 (SEQ ID
NO. 52), MP511-D8 (SEQ ID NO. 54) muestran desplazamientos claramente apreciables en la intensidad de
fluorescencia en comparacion con el respectivo control semihumano A-240 Vlambda.3 (VH A5B7 murina/VL A240
humana; SEQ ID NO. 48). Por tanto, las construcciones scFv humanas muestran una actividad de uniéon mas fuerte
a CEA unido a membrana humano que la construcciéon semihumana A-240 Vlambda.3. Ademas, todas las
construcciones humanas mostraron union distinta a células KATO Il humanas positivas para CEA (linea celular de
cancer gastrico humano), mientras que ninguna de ellas mostré unién a células CHO no transfectadas negativas
para CEA asi como a células NALM 6 humanas negativas para CEA (linea de linfocitos B humanos) (datos no
mostrados).

EJEMPLO 8: Generacion y actividad citotéoxica de anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAxCD3
humanos

1. Disposiciones

En la siguiente etapa, se han generado varias disposiciones de dominios de moléculas humanas de anticuerpos
monocatenarios biespecificos. Estas moléculas comprenden el dominio de unién a anti-CEA humano (del que su
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generacion se ha descrito en el ejemplo 7, supra) y el dominio de union desinmunizado con especificidad por el
antigeno de CD3 humano mostrado en SEQ ID NO.77 VHVL se disefiaron como se expone en la tabla 1; véase
también el ejemplo 2, supra. Todas las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecificos con los
dominios de unién anti-CEA humanos descritos en el presente documento se unen (aparentemente) al antigeno
CEA humano soluble puesto que se han aislado después de cuatro ciclos de seleccion de presentacion en fagos en
el antigeno CEA soluble inmovilizado en placa de ELISA.

En particular, se han generado las siguientes disposiciones:
(a) parte anti-CEA humana situada de forma N-terminal:

(i) orientacion VH-VL de anti-CEA:

A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24),

A5 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 126),
B9 VH-A240 VLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32),

B9 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 130),
D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40)

D8 VH-A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 134), y
CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16).
(ii) orientacion VL-VH de anti-CEA:

A240 VL-A5 VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 26),
A240 VL-B9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34),
A240 VL-D8 VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 42),

y A240 VL-CEAI VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 18).
(b) parte anti-CEA humana situada de forma C-terminal:

(i) orientacion VH-VL de anti-CEA:

SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL (SEQ ID NO. 30),
SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 128),
SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36),
SEQ ID NO.77 VHVLXE12 VH-A240VL (SEQ ID NO. 143),
SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 132), SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL (SEQ ID NO. 44),
SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 136),

y SEQ ID NO.77 VHVLxCEAI VH-A240VL (SEQ ID NO. 20).
(ii) orientacion VL-VH de anti-CEA:

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-A5 VH (SEQ ID NO. 28),
SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-B9VH (SEQ ID NO. 38),

SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-D8VH (SEQ ID NO. 46), y
SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-CEAI VH (SEQ ID NO. 22).

CEAI VH (SEQ ID NO. 56) indica una region VH derivada del mAb murino A5B7, mientras que CEAI VHVL o CEAI
VLVH se refieren a un dominio VH-VL y un dominio VL-VH, respectivamente, derivado del mAb A5B7. A240
corresponde a una region VL humana (véase SEQ ID NO. 64 y ejemplo 7). En consecuencia, por ejemplo, CEAI VH-
A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16) corresponde a una construccion biespecifica con una con un
dominio de unién a CEA semihumano que tiene una region VH murina de mAb7 y una region VL humana de A240.
Para la clonacién de la coleccién de anticuerpos humanos, las secuencias de nucleétidos que codifican los extremos
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N-terminales originales de la region A240 VL tuvieron que convertirse en sitios de restriccion. En A5 VH-A240 VL# x
SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 126), SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 128), B9 VH-A240
VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 130), SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 132), D8 VH-
A240 VL# x SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 134), y SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL# (SEQ ID NO. 136), se
han reintroducido los extremos N-terminales originales.

La construccion de anticuerpo monocatenario biespecifico SEQ ID NO.77 VHVLXE12 VH-A240VL (SEQ ID NO. 143)
difiere de la construccion SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36) solo en un residuo aminoacidico:
La secuencia de CDR-H2 en E12 VH dice “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), mientras que en B9 VH
dice “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67). La regién E12 VH humana se ha aislado como se expone en el
ejemplo 7.

2. Expresion, purificaciéon y andlisis por citometria de flujo

La expresion, purificacion y analisis por citometria de flujo de estos anticuerpos monocatenarios biespecificos
CEAXCD3 humanos se han llevado a cabo por procedimientos descritos en el ejemplo 2, supra.

3. Actividad de unién

Como se ejemplifica en la figura 14, las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos A5
VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8
VH-A240 VLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y CEAI VH-A240 VLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16) se
unen a células Kato Ill humanas positivas para CEA y a células HPB-ALL positivas para CD3.

4. Actividad citotdxica en ausencia de antigeno CEA soluble

La actividad citotéxica frente a células diana CHO-CEA+ se ha demostrado para las siguientes disposiciones de
dominios de los anticuerpos monocatenarios biespecificos humanos:

Para construcciones con la parte anti-CEA situada de forma N-terminal y una orientacion VH-VL de la parte anti-
CEA, la figura 15 muestra la actividad citotdxica para A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9
VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y
CEAI VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16). La figura 16 demuestra actividad citotdxica para la
orientacion VL-VH del dominio anti-CEA (situado de forma N-terminal) para A240 VL-A5 VHxSEQ ID NO.77 VHVL
(SEQ ID NO. 26), A240 VL-B9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34), A240 VL-D8 VHxSEQ ID NO.77 VHVL
(SEQ ID NO. 42), y A240 VL-CEAI VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 18).

Para construcciones con la parte anti-CEA situada de forma C-terminal y una orientacion VH-VL de la parte anti-
CEA, la figura 17 presenta citotoxicidad frente a células diana CEA+ para SEQ ID NO.77 VHVLxA5 VH-A240VL
(SEQ ID NO. 30), SEQ ID NO.77 VHVLxB9 VH-A240VL (SEQ ID NO. 36), SEQ ID NO.77 VHVLxD8 VH-A240VL
(SEQ ID NO. 44), y SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VH-A240VL (SEQ ID NO. 20). SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI LH se us6
as a positive control. La figura 18 muestra actividad citotdxica de las construcciones con orientacion VL-VH del
dominio anti-CEA (situado de forma C-terminal) para SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-A5 VH (SEQ ID NO. 28), SEQ
ID NO.77 VHVLxA240VL-B9VH (SEQ ID NO. 38), SEQ ID NO.77 VHVLxA240VL-D8VH (SEQ ID NO. 46), y SEQ ID
NO.77 VHVLx A240VL-CEAIVH (SEQ ID NO. 22). SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI LH (SEQ ID NO. 2) se us6 como
control positivo.

La figura 21 muestra actividad citotéxica de las construcciones de anticuerpos monocatenarios biespecificos que
comprende la region B9 VH humana y la region A240 VL humana en diferentes disposiciones: A240 VL-B9 VHXSEQ
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34), SEQ ID NO.77 VHVLXxA240 VL-B9 VH (SEQ ID NO. 38), SEQ ID NO.77 VHVLxB9
VH-A240 VL (SEQ ID NO. 36), y B9 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32) revelaron actividad
citotoxica frente a células CHO transfectadas con CEA humano.

5. Resistencia de los anticuerpos monocatenarios biespecificos CEAXCD3 humanos al antigeno CEA soluble

Se han realizado ensayos de competicion en presencia del antigeno CEA humano soluble para anticuerpos
monocatenarios biespecificos humanos como se expone en el ejemplo 5, supra. Las figuras 19 y 20 demuestran la
resistencia a antigeno CEA soluble de actividad citotéxica también para construcciones humanas, como se
ejemplifica para las construcciones A5 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 24), B9 VH-A240 VLxSEQ
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 32), D8 VH-A240 VLxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 40) y CEAI VH-A240
VLXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 16); para la resistencia a CEA soluble de anticuerpos monocatenarios
biespecificos derivados de murino, véase el ejemplo 5. Ademas, la figura 22 muestra que la construccion
monocatenaria biespecifica reactiva para CEA A240 VL-B9 VHx SEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) redirigio
linfocitos T para lisar células CHO-CEA+ en presencia de un incremento en las cantidades de antigeno CEA soluble.
Este experimento demuestra que también la actividad citotéxica mediada por A240 VL-B9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL
es resistente a CEA soluble. Finalmente, como se puede derivar de la figura 27, la actividad citotoxica mediada por
la construccion monocatenaria biespecifica SEQ ID NO.77 VHVLXE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) es resistente
a CEA soluble.
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Por tanto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas con actividad antitumoral citotdxica
incluso en presencia de niveles altos de antigeno CEA soluble. Como se ha expuesto anteriormente,
concentraciones de CEA séricas altas en pacientes con tumores epiteliales reduce el éxito de las opciones
terapéuticas basadas en anticuerpo anti-CEA. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas de la invencién son
particularmente adecuadas para el tratamiento de pacientes con tumores progresivos epiteliales (por ejemplo,
tumores metastasicos secundarios después de la retirada quirirgica del/de los tumor(es) primario(s)), tumores
epiteliales malignos, carga tumoral alta (epitelial) y tumores epiteliales en estadio tardio caracterizados por
concentraciones de antigeno CEA soluble altas en el suero/plasma de dichos pacientes. Ademas, también se espera
que las composiciones farmacéuticas de la invencion se administren en dosificaciones bajas. Ademas, no es
probable que dichas composiciones farmacéuticas sean inmundgenas cuando se administran a los pacientes debido
al origen humano de la parte anti-CEA y la parte anti-CD3 desinmunizada de los anticuerpos monocatenarios
biespecificos en las composiciones farmacéuticas de la invenciéon. Ademas, se espera que las composiciones
farmacéuticas de la invencion proporcionen una penetracion tumoral alta debido al peso molecular bajo y tamafio
pequefio de las construcciones monocatenarias biespecificas. Adicionalmente, para el tratamiento tumoral, se
usaran cantidades bajas de anticuerpos monocatenarios biespecificos debido a la actividad citotdxica alta de dichas
moléculas. Debido a que se espera que se administren cantidades bajas a los pacientes, también se espera que los
efectos adversos para los pacientes se reduzcan. Finalmente, los anticuerpos monocatenarios biespecificos sin
resistencia a CEA soluble serian altamente sensibles incluso a concentraciones bajas de antigeno CEA soluble en el
plasma de pacientes con tumores puesto que se administrarian en concentraciones bajas, como se expone
anteriormente. Este problema también se supera por las composiciones farmacéuticas de la invencion.

EJEMPLO 9: Evaluacion de la homogeneidad de proteina del monémero purificado de A240 VL - B9 VHxSEQ
ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) por cromatografia de intercambio cationico de alta resolucion

Para caracterizar adicionalmente la homogeneidad de la construccion purificada A240 VL — B9 VHxSEQ ID NO.77
VHVL (SEQ ID NO. 34), la fraccion de monémero aislado se sometioé a una cromatografia de intercambio catiénico
de alta resolucion. La cromatografia se realizé en una columna MiniS (Mini S PE 4,6/50 CatX 0,8 ml; GE Healthcare
17-5005-01), equilibrada con tampén MES 20 mM pH 5,5. La muestra se diluyé 1:3 con el mismo tampdn antes de
cargarla en la columna. La proteina unida se eluyé con un gradiente de tampdn de equilibrio que contenia NaCl 1 M:
0-30 % en 60 volumenes de columna. La proteina restante se eluy6 en 3 volumenes de columna de NaCl 1 M. El
cromatograma resultante se muestra en la figura 23 y presenta una fraccion de proteina homogénea con un Unico
maximo principal.

EJEMPLO 10: Estabilidad en plasma de A240 VL-B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34)

La estabilidad en plasma de la construccion A240 VL — B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) se someti6 a
prueba en diferentes condiciones de incubacion seguido de un ensayo de citotoxicidad basado en la liberacion de
51-cromo estandar como se describe en el ejemplo 4.

Se generd una mezcla de plasma humano con la sangre de cinco donantes sanos extrayendo sangre jeringuillas
recubiertas con EDTA. Los componentes celulares se retiraron por centrifugacion y la fase de plasma superior se
recogio y posteriormente se mezcld. La construccion A240 VL — B9 VHxSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) se
incubd a 37 °C o bien a 4°C en presencia o ausencia de plasma. Como controles, la construccion se diluy6é de
inmediato antes del ensayo de citotoxicidad en plasma o medio RPMI 1640, respectivamente. Las CHO-CEA+
sirvieron como células diana; los linfocitos T CD8+ estimulados se usaron como células efectoras. La proporcion
efector:diana (E:T) fue de 10:1. La duracion del ensayo fue de 18 horas.

Como se muestra en la figura 24, se probd que la construccion monocatenaria biespecifica reactiva para CEA A240
VL — B9 VHXSEQ ID NO.77 VHVL (SEQ ID NO. 34) era muy estable; no se pudo detectar pérdida de actividad
citotéxica después de la incubacién en plasma humano durante 24 horas a 37 °C.

EJEMPLO 11: Evaluacion de la homogeneidad de proteina del monémero purificado de SEQ ID NO.77
VHVLXE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) por cromatografia de intercambio cationico de alta resolucién

El experimento se llevo a cabo en analogia con el ejemplo 9, excepto que se analizé SEQ ID NO.77 VHVLXE12 VH-
A240 VL (SEQ ID NO. 143). El cromatograma resultante se muestra en la figura 25 y presenta una fraccion de
proteina homogénea con un Unico maximo principal.

EJEMPLO 12: Estabilidad en plasma de SEQ ID NO.77 VHVLxE12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143)

El experimento se llevé a cabo en analogia con el ejemplo 10, excepto que se analizé SEQ ID NO.77 VHVL x E12
VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143). Como se presenta en la figura 26, la construccion monocatenaria biespecifica
reactiva para CEA SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL (SEQ ID NO. 143) era muy estable; no se pudo detectar
pérdida de actividad citotdxica después de la incubacion en plasma humano durante 24 horas a 37 °C.
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<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 1476
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA | VLVH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 1

gacgtccaac
tcetgcaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtce
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
tctgeatctce

attcactggt

tggtgcagtc
cttctggceta
gtctggaatg
tcaagggcceg
gcagcctgeg
actgccttaga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtgg
caggggagaa

accagcagaa

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactgggge
tggtggaagt
tctgtcetetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgac
ggtcacaatg

gccaggatcc

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagce
gcttctggag
atcaacagcet
ccgcectcacgt
attgagctca
acttgcaggg

tccececcaaat

38

ctggggcctc
tgcactgggt
gcecgtggtta
aatccaccag
attactgtge
cggtcaccgt
gtggagcaga
agegtgececac
agaagcceggg
tceectgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
cccagtctcc
ccagctcaag

cctggattta

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecagge
cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccce
cttcagtggc
agatgctgce
gaccaaggtg
agcaatcctg
tgtaacttac

tgccacatce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

aacctggctt
ctcacaatca
agtaaaccac
ggcggceggceg
ttggtacage
gattactaca
attggaaaca
accatctcca
gaggacagtg

tggggccaag

<210> 2

<211> 491
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

ctggagtccce
gcagagtgga
cgacgttcgg
gctccggtgg

ctgggggttce

tgaactgggt
aagctaatgg
gagataaatc
ccacttatta

ggaccacggt

ES 2595091 T3

tgctegette
ggctgaagat
tggagggacc
tggtggttct
tctgagactce
ccgccagect
ttacacaaca
ccaaagcatc
ctgtaccaga

caccgtctcc

agtggcagtg
gctgccecactt
aagctcgaga
caggtccaac
tcectgtgceaa
ccaggaaagg
gagtacagtg
ctctatcttce

gataggggge

tcctag

ggtctgggac

attactgcca
tcaaaggtgg
tgcaggagtc
cttectggatt
cacttgagtg
catctgtgaa
aaatgaacac

tacggttcta

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA | VLVH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 2

Asp
1

Val Gln

5

Leu Val Gln Ser

Gly
10

Ala Glu Val

Lys Lys

ctcttactct
acattggagt
tggtggttct
aggaggagge
caccttcact
gttgggtttt
gggtcggtte
cctgagagct

ctttgactac

Pro Gly

15

Ala

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr
100

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Cys

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

His

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser
25

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Tyr Thr Asn

Asp Lys Ser

75

Glu Asp Thr

90

Cys
105

Leu Asp

39

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Phe Thr

30

Arg Tyr

Leu Glu Ile

45

Trp

Ala Asp Ser Val

Ser Thr Ala Tyr

80

Thr Tyr Tyr

95

Cys

Trp Gly Gln

110

Gly

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1476



Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Pro

Arg

Gly

Gly

305

Leu

Gln

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Ala

Ala

Ser

290

Val

Thr

His

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Ile

Ser

275

Ser

Pro

Ile

Trp

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Leu

260

Ser

Pro

Ala

Ser

Ser
340

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Ser

Ser

Lys

Arg

Arg

325

Ser

ES 2595091 T3

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Ala

Val

Ser

Phe

310

Val

Lys

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Ser

Thr

Trp

295

Ser

Glu

Pro

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Pro

Tyr

280

Ile

Gly

Ala

Pro

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Gly

265

Ile

Tyr

Ser

Glu

Thr
345

40

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

FPhe

Asp

250

Glu

His

Ala

Gly

Asp

330

Phe

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

315

Ala

Gly

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Glu

Val

Tyr

Ser

300

Gly

Ala

Gly

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Thr

Gln

285

Asn

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Thr

Met

270

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr
350

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gln

255

Thr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

335

Lys

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

320

Cys

Leu



10

Glu

Gly

Ile

Ser

Lys
355

Gly

Gln Val

370

Gly

385

Asp

Trp

Ser

Ser

Gly

Tyr

Leu

Ala

‘Ile

Ser Leu

Tyr Met

Gly

Gln

Arg

Asn

ES 2595091 T3

Gly Gly

Gln
375

Leu

Leu Ser

390

Trp Val

405

Phe
420

Gly

Ser Val

435

Leu Tyr

450

Thr
465

Trp

<210> 3

<211> 1476
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

Tyr

Gly

Tyr Cys

Gln Gly

Ile

Lys

Leu

Thr

Thr

Cly Asn

Gly Arg

Gln Met

455

Arg
470

Asp

Thr Val

485

Ser
360

Gly Gly

Glu Ser Gly

Cys Ala Thr

Gln Pro

410

Arg

Ala
425

Lys Asn

Phe
440

Thr Ile

Asn Thr Leu

Arg Gly Leu

Thr Val Ser

490

Gly Gly

Ser

Gly Gly Gly

365

Gly Gly

380

Ser
395

Gly

Pro

Gly

Tyr

Ser Arg

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

Val Gln Pro

Thr Thr

400

Phe

Ala Leu Glu

415

Thr
430

Glu Tyr

Lys Ser Gln

445

Ala
460

Arg

Arg Phe

475

Ser

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA | VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 3

gacgtccaac
tcectgecaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt

gaaggtacta

tggtgcagtce
cttctggceta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgceg
actgccttga

gtactggttc

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggce

tggtggaagt

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct

caaggcacca

ggaggttcag

41

ctggggcctc
tgcactgggt
gccgtggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt

gtggagcaga

Glu

Tyr

Asp Ser Ala

Phe Asp Tyr

480

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctcagge

cgacattgta

60

120

180

240

300

360

420
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ctgacccagt
agagccagtce
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtacagcctg
tactagatga
ggazacaaag
atctccagag
gacagtgcca
ggccaaggga
ggtggtggtyg
ggggagaagg
cagcagaagc
ggagtcccetg
agagtggagg

acgttcggtg

ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtyg
ccggaggtygg
ggggttctct
actgggtcceg
ctaatggtta
atazaatccca
cttattactyg
ccacggtcac
gttctgacat
tcacaatgac
caggatccte
ctcgettcag
ctgaagatgc

gagggaccaa

ES 2595091 T3

tctgtcetetyg
ttacatgaac
atccaaagtyg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatcceag
gagactctcc
ccagcctceca
cacaacagag
aagcatcctc
taccagagat
cgtctectee
tgagctcacce
ttgcagggcece
ccccaaatcc
tggcagtggg
tgccacttat

gctcgagate

tecteccagggg
tggtaccagc
gcttcetggag
atcaacagct
ccgctcacgt
gtccaactge
tgtgcaactt
ggaaaggcac
tacagtgcat
tatcttcaaa
aggggygctac
ggtggtggtg
cagtctecag
agctcaagtg
tggatttatg
tctgggaccet
tactgccaac

aaatag

agegtgcecac
agaagccggg
tccctgeteg
tggaggctga
tcggtggceqag
aggagtcagg
ctgggttcac
ttgagtggtt
ctgtgaaggg
tgaacaccct
ggttctactt
gttctggcgg
caatcctgte
taacttacat
ccacatccaa
cttactctet

attggagtag

cctgagetge
caaggcaccc
cttcagtggce
agatgctgec
gaccaaggtg
aggaggcttg
cttcactgat
gggttttatt
tcggttcace
gagagctgag
tgactactgg
cggcggetece
tgcatctcca
tcactggtac
cctggcttet
cacaatcagc

taaaccaccg

<210> 4

<211> 491

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA | VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 4

Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Rla Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

42

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1476



Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Thr

Tyr Ile Asn

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Ser

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly
275

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Leu

260

Phe

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Val

Thr

ES 2595091 T3

Ser Arg
55

Ile Thr
70

Leu Arg

Asp His

Ser Ser

Gly Gly
135

Leu Ser
150

Val Ser

Arg Trp

Phe Ser

Leu Glu

215

Asn Pro

230

Gly Gly

Gln Pro

Phe Thr

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Asp
280

Tyr

Asp

Glu

Cys

108

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Gly

265

Tyxr

43

Thr Asn

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Leu Asp

Gly Thr

Asp Ile

Glu Arg
155

Asn Trp
170

Asp Thr

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly

235

Gln Val
250

Ser Leu

Tyr Met

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gln

Arg

Asn

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp
285

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ser

270

Val

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Val

Tyr

go

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln
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<210>5
<211> 1473
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Pro

Asn

305

Ile

Leu

Leu

Ser

Sex

385

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu
465

Thr

Pro

290

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

370

Asp

Glu

His

Ala

Gly
450

Asp

Phe

Gly

Tyr

Arg

Ala

Phe

355

Gly

Ile

Lys

Trp

Thr
435

Ser

Ala

Gly

Lys

Thr

Asp

Glu

340

Tyr

Gly

Glu

Val

Tyr

420

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

Thr

Lys

325

Asp

Phe

Gly

Leu

Thr

405

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
485

ES 2595091 T3

Leu

Glu

210

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

390

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr
470

Thr

Glu

295

Tyr

Gln

Ala

Tyr

Ser

375

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
455

Tyr

Lys

Trp

Ser

Ser

Thr

Trp

360

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser
440

Ser

Cys

Leu

Leu

Ala

Ile

Tyr

345

Gly

Gly

Pro

Arg

Gly

425

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

Ser

Leu

330

Tyr

Gln

Gly

Ala

Ala

410

Ser

Val

Thr

His

Ile
490

Phe

Val

318

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ile

385

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
475

Lys

Ile

300

Lys

Leu

Thr

Thr

Ser

380

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser
4¢0

Ser

Gly

Gly

Gln

Arg

Thr

365

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg
445

Arg

Ser

<223> CEA I VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 5

44

Asn

Arg

Met

Asp

350

Val

Gly

Ala

Val

Ser

430

Phe

Val

Lys

Lys

Phe

Asn

335

Arg

Thr

Gly

Ser

Thr

415

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

Thr

320

Thr

Gly

Val

Gly

Pro

400

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
480



10

gacattgagc
atgacttgca
tcecteececa
ttcagtggca
gatgctgcca
accaagctcg
tctcaggtcce
ctctectgtyg
cctccaggaa
acagagtaca
atcectectate
agagataggqg
tecteeggag
cctggggect
atgcactggg
ageegtggtt
aaatccacca
tattactgtg
acggtcaccg
ggtggagcag
gagcgtgcca
cagaagccgg
gtccectgete
ttggaggetg

ttcggtggeg

<210> 6

<211> 490
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> CEA I VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 6

tcacccagtce
gggccagctc
aatcctggat
gtgggtctgg
cttattactg
agatcaaagg
aactgcagga
caacttctgyg
aggcacttga
gtgcatctgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gtggtggate
cagtgaaggt
taaggcaggce
atactaatta
gcacagccta
caagatatta
tctcetcagy
acgacattgt
ccctgagetg
gcaaggcacc
gcttcagtgg
aagatgctgce

ggaccaaggt

ES 2595091 T3

tccagceaatc
aagtgtaact
ttatgccaca
gacctcttac
ccaacattgg
tggtggtggt
gtcaggagga
gttcaccttc
gtggttgggt
gaagggtcgg
cacecctgaga
ctactttgac
cgacgtccaa
gtcctgcaag
acctggacag
cgcagacagce
catggaactg
tgatgatcat
cgaaggtact
actgacccag
cagagccagt
caaaagatgg
cagtgggtct
cacttattac

ggagatcaaa

ctgtctgcat
tacattcact
tccaacctgg
tctctcacaa
agtagtaaac
tectggeggeg
ggcttggtac
actgattact
tttattggaa
ttcaccatct
gctgaggaca
tactggggcc
ctoggtgcagt
gcttectgget
ggtctggaat
gtcaagggcc
agcagectge
tactgccttg
agtactggtt
tctccagcaa
caaagtgtaa
atttatgaca
gggaccgact
tgccaacagt

tag

45

ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcagcagagt
caccgacgtt
geggetecgg

agcctgggygy

acatgaactg
acaaagctaa
ccagagataa
gtgccactta
aagggaccac
caggggctga
acacctttac
ggattggata
gcttcacaat
gttctgagga
actactgggg
ctggtggaag
ctctgtectet
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac

ggagtagtaa

gaaggtcaca
gaagccagga
ccctgectege
ggaggctgaa
cggtggaggg
tggtggtggt
ttctctgaga
ggtcegecag
tggttacaca
atcccaaage
ttactgtace
ggtcaccgtc
agtgaaaaaa
taggtacacg
cattaatcct
cactacagac
cactgcaacc
ccaaggcacc
tggaggttca
gtctccaggg
ctggtaccay
ggcttctgga
aatcaacagc

ccegetecacyg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1473



Asp

Glu

His

Ala

Gly

65

Asp

Phe

Gly

Gly

Thr

145

Pro

Asn

Ile

Leu

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

130

Ser

Pro

Ser

Arg
210

Glu

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

115

Cly

Gly

Cly

Tyr

Arg

195

Bla

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

180

Asp

Glu

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gly

Val

Thr

Ala

165

Thr

Lys

Asp

ES 2595091 T3

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Gly

Gln

Phe

150

Leu

Glu

Ser

Ser

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Gly

Pro

135

Thr

Glu

Tyr

Gln

Ala
215

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Asp

Trp

Ser

Ser

200

Thr

46

Alas

Ala

25

Ser

Val

Thr

His

Ile

105

Ser

Gly

Tyr

Leu

Ala

185

Ile

Tyr

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Gln

Ser

Tyr

Gly

170

Ser

Leu

Tyr

Leu

Ser

Pro

Ala

Ser

15

Ser

Gly

Val

Leu

Met

155

Phe

Val

Tyr

Cys

Ser

Ser

Lys

Arg

Arg

Ser

Gly

Gln

Arg

140

Asn

Ile

Lys

Leu

Thr
220

Ala

Val

Ser

45

Phe

Val

Lys

Gly

Leu

125

Leu

Trp

Cly

Gly

Gln

205

Arg

Ser

Thr

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Gly

110

Gln

Ser

Val

Asn

Arg

190

Met

Asp

Pro

15

Ile

Gly

Ala

Pro

95

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

175

Phe

Asn

Arg

Gly

Ile

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly

Ser

Ala

Gln

160

Ala

Thr

Thr

Gly



Leu

225

Ser

Glu

Gly

Gly

Thr

305

Lys

Asp

Leu

Gly

Asp

385

Glu

Asn

Asp

Gly

Arg

Ser

Val

Tyr

Gln

290

Asn

Ser

Thr

Asp

Thr

370

Ile

Arg

Trp

Thr

Ser
450

Phe

Gly

Lys

Thr

275

Tyr

Thr

Ala

Tyr

355

Ser

Val

Ala

Tyr

Ser
435

Tyr

Gly

Lys

260

Phe

Leu

Ala

Ser

Thr

340

Trp

Thxr

Leu

Thr

Gln
420

Lys

Thr

Phe

Gly

245

Pro

Thr

Glu

Asp

Thr

325

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

405

Gln

Val

Asp

ES 2595091 T3

Asp

230

Gly

Gly

Arg

Trp

Ser

310

Ala

Tyr

Gln

Ser

Gln

390

Ser

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Ile

295

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

375

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser
455

Trp

Asp

Ser

Thr

280

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

360

Pro

Arg

Gly
440

Leu

Gly

Val

Val

265

Met

Tyr

Gly

Glu

Arg

345

Thr

Ser

Ala

Ala

Lys

425

Val

Thr

47

Gln

Gln

250

Lys

His

Ile

Arg

Leu

330

Tyr

Val

Gly

Thr

Ser

410

Ala

Pro

Ile

Gly

235

Leu

Val

Trp

Asn

Phe

315

Ser

Tyr

Thr

Gly

Leu

395

Gln

Pro

Ala

Asn

Thr

val

Ser

Val

Pro

300

Thr

Ser

Asp

val

Ser

380

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser
460

Thr

Gln

Cys

Arg

285

Ser

Ile

Leu

Rsp

Ser

365

Gly

Leu

vVal

Arg

Phe

445

Leu

Val

Ser

Lys

270

Gln

Arg

Thr

Arg

His

350

Ser

Gly

Ser

Ser

Trp

430

Ser

Glu

Thr

Gly

255

Ala

Ala

Gly

Thr

Ser

335

Tyr

Gly

Ala

Pro

Tyr

115

Ile

Gly

Ala

Val

240

Alza

Ser

Pro

Tyr

Asp

320

Glu

Cys

Glu

Asp

Gly

400

Met

Tyr

Ser

Glu



ES 2595091 T3

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

48

465 470 475 480
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
485 490

<210>7

<211> 1476

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> CEA | VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 7
caggtccaac tgcaggagtc aggaggaggc ttggtacage ctgggggtte tctgagacte 60
tcctgtgecaa cttctgggtt caccttcact gattactaca tgaactgggt ccgccagect 120
ccaggaaagg cacttgagtg gttgggtttt attggaaaca aagctaatgg ttacacaaca 180
gagtacagtg catctgtgaa gggtcggttc accatctcca gagataaatc ccaaagceatc 240
ctctatcttc aaatgaacac cctgagagct gaggacagtg ccacttatta ctgtaccaga 300
gatagggggc tacggttcta ctttgactac tggggccaag ggaccacggt caccgtctec 360
tccggtggtyg gtggttetgg cggcggegge tccggtggtg gtggttcetga cattgagete 420
acccagtctc cagcaatcect gtctgcatct ccaggggaga aggtcacaat gacttgcagg 480
gccagctcaa gtgtaactta cattcactgg taccagcaga agecaggatc ctecccccaaa 540
tcectggattt atgecacatce caacctgget tctggagtcc ctgctcgett cagtggeagt 600
gggtctggga cctcttactc tctcacaatc agcagagtgg aggctgaaga tgctgccact 660
tattactgcc aacattggag tagtaaacca ccgacgttcg gtggagggac caagcetcgag 720
atcaaatccg gaggtggtgg atccgacgte caactggtgce agtcagggge tgaagtgaaa 780
aaacctgggg cctcagtgaa ggtgtcctgc aaggcttctg gctacacctt tactaggtac 840
acgatgecact gggtaaggca ggcacctgga cagggtctgg aatggattgg atacattaat 300
cctagcegtg gttatactaa ttacgcagac agcgtcaagg gccgcttcac aatcactaca 960
gacaaatcca ccagcacage ctacatggaa ctgagcagec tgegttctga ggacactgca 1020
acctattact gtgcaagata ttatgatgat cattactgec ttgactactg gggccaaggc 1080
accacggtca ccgtctectc aggcgaaggt actagtactg gttetggtgg aagtggaggt 1140
tcaggtggag cagacgacat tgtactgacc cagtctccag caactctgtc tctgtctceca 1200



10

ggggagcgtg
cagcagaagc
ggagtccctg
agcttggagg

acgttcggtg

<210> 8

<211> 491
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

ccaccctgag
cgggcaaggce
ctcgettcag
ctgaagatgc

gcgggaccaa

ES 2595091 T3

ctgcagagcc
acccaaaaga
tggcagtggg
tgccacttat

ggtggagatc

agtcaaagtg taagttacat gaactggtac

tggatttatg acacatccaa agtggcttct
tctgggaccg actactctct cacaatcaac

tactgccaac agtggagtag taacccgctce

aaatag

<223> CEA | VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 8

Gln
1

Va

Ser Le

Tyr Me

Gly Ph

30

Ser Va

65

Leu

Tyxr

Gln

Gl

Gl
13

Gly

Ala Il

Tyr

Cys

1l Gln Leu

u Arg Leu

20

t Asn
35

Trp

e Ile Gly

1 Lys Gly

Leu Gln

Thr Arg

100

y Thr
115

Thr

y Ser
0

Gly

e Leu Ser

Gln Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Ala
55

Asn Lys

Phe
70

Arg Thr

Met Thr

85

Asn

Asp Arg Gly

Val Thr Val

Gly Gly

135

Ala Ser Pro

Gly

Thr

Pro

40

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser

120

Ser

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

105

Ser

Asp

Glu

49

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Ala

Thr Thr

60

Tyr

Arg Asp

75

Lys

Ala
90

Glu Asp

Phe Tyr Phe

Gly Gly Gly

Ile Glu Leu

140

Lys Val Thr

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Ser

Asp

Gly

125

Thr

Met

Pro

Thr

30

Glu

Tyr

Gln

Ala

Tyr

110

Ser

Gln

Thr

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ser

Thr

95

Trp

Gly

Ser

Cys

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile

80

Tyxr

Gly

Gly

Pro

Arg

1260

1320

1380

1440

1476



145

Ala

Ser

vVal

Thr

His

225

Ile

Ala

Ser

Pro

Tyr

305

Asp

Glu

Cys

Glu

Asp

Ser

Ser

Pro

Ile

210

Trp

Lys

Glu

Gly

Gly

290

Thr

Lys

Asp

Leu

Gly

370

Asp

Ser

Pro

Ala

195

Ser

Ser

Ser

Val

Tyxr

275

Gln

Asn

Ser

Thr

Asp

355

Thr

Ile

Ser

Lys

180

Arg

Arg

Ser

Gly

Lys

260

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

340

Tyr

Ser

Val

Val

165

Ser

Phe

Val

Lys

Gly

245

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

325

Thr

Trp

Thr

Leu

ES 2595091 T3

150

Thr

Trp

Ser

Glu

Pro

230

Gly

Pro

Thr

Glu

Asp

310

Thr

Tyr

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ile

Gly

Ala

215

Pro

Gly

Gly

Arg

Trp

295

Ser

Ala

Tyr

Gln

Ser

375

Gln

Ile

Tyr

Ser

200

Glu

Thr

Ser

Ala

Tyr

280

Ile

Val

Tyr

Cys

Gly

360

Gly

Ser

50

His

Ala

185

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

265

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

345

Thr

Gly

Pro

Trp

170

Thr

Ser

Ala

Gly

Val

250

Val

Met

Tyr

Gly

Glu

330

Arg

Thr

Ser

Ala

155

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

235

Gln

Lys

His

Ile

Arg

315

Leu

Tyr

Val

Gly

Thr

Gln

Asn

Thr

Thr

220

Gly

Leu

Val

Trp

Asn

300

Phe

Ser

Tyr

Thr

Gly

380

Leu

Gln

Leu

Ser

205

Tyr

Thr

Val

Ser

Val

285

Pro

Thr

Ser

Asp

Val

365

Ser

Ser

Lys

Ala

130

Tyr

Tyr

Lys

Gln

Cys

270

Arg

Ser

Ile

Leu

Asp

350

Ser

Gly

Leu

Pro

175

Ser

Ser

Cys

Leu

Ser

255

Lys

Gln

Arg

Thr

Arg

335

His

Ser

Gly

Ser

160

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

240

Ala

Ala

Gly

Thr

320

Ser

Tyr

Gly

Ala

Pro



10

385

Gly Glu Arg Ala

Met

Tyr Asp

Ser

Asn

Gly

Thr

ES 2595091 T3

390

Leu Ser

405

Trp Tyr

420

Thr
435

Ser

Ser

450

Glu Asp Ala

465

Ala

Gln

Lys

Gly Thr Asp

Thr

Gln Lys

Val Ala

Tyr
455

Tyr
470

Tyr

Cys Arg Ala
410

Pro Gly Lys

425

Ser
440

Gly Val

Ser Leu Thr

Cys Gln Gln

395

Ser Gln

Ala Pro

Pro Ala Arg

Ser Val

Lys

400

Ser
415

Tyr

Arg Ile

430

Trp

Phe Ser Gly

445

Ile Asn
460

Trp Ser

475

Ser

Ser Asn

Leu Glu Ala

Leu
480

Pro

Thr Phe Gly Gly Gly Thr

485

Val Glu Ile

490

Lys Lys

<210>9

<211> 1491

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA Il VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 9

gaggttcagc
tcctgcacag
cctgaacagg
gtcccgaagt
ctgcagctca
tactacgtgt
tccggtggtg
acccaatctc
gccggtgaaa
ggacagccac
aggttcagtg

gatgatgttg

tgcagcagtc
cttctggcett
gcctggaatg
tccagggcaa
ccagcctgac
ctgactatgc
gtggttctgg
cagcttcttt
gtgttgatat
ccaaactcct
gcactgggtc

ccacctatta

tggggcagag
caacattaaa
gattggaagg
ggccactata
atctgaggac
tatggcctac
cggcggegge
ggctgtgtct
ttttggcgtt
catctatcgt
taggacagac

ctgtcagcaa

cttgtggagce
gacacctata
attgatcctg
acagcagaca
actgccgtct
tggggtcaag
tceggtggtg
cttgggcaga
gggtttttgce
gcatccaacc
ttcaccctca

actaatgagg

51

caggggcctce
tgcactgggt
cgaatggtaa
catcctccaa
attattgtgce
gaacctcagt
gtggttctga
gggccaccat
actggtacca
tagaatctgg
tcattgatcc

atccgtacac

agtcaagttg
gaagcagagg
tagtaaatat
cacagcctac
tcegtttggt
caccgtctcc
cattgtgctg
gtcctgcaga
gcagaaacca
gatccctgtce
tgtggaggct

gttcggaggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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gggaccaagc
ggggctgaag
acctttacta
attggataca
ttcacaatca
tctgaggaca
tactggggcc
ggtggaagtg
ctgtctctgt
tacatgaact
tccaaagtgg
tctctcacaa

agtagtaacc

<210> 10

<211> 496
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

<223> CEA Il VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 10

Glu
1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Val

Met

Arg

Gly

Gln

tcgagataaa
tgaaaaaacc
ggtacacgat
ttaatcctag
ctacagacaa
ctgcaaccta
aaggcaccac
gaggttcagg
ctccagggga
ggtaccagca
cttctggagt
tcaacagctt

cgctcacgtt

Val Gln Leu

Leu
20

Lys

His
35

Trp
Ile Asp
Ala

Lys

Leu Thr

ES 2595091 T3

atccggaggt
tggggcctea
gcactgggta
ccgtggttat
atccaccagc
ttactgtgca
ggtcaccgtce
tggagcagac
gcgtgccacc
gaagccggge
cecetgetege
ggaggctgaa

cggtggcyggg

Gln
5

Gln Ser

Ser Cys Thr

Val Lys Gln

Ala Asn

55

Pro

Thr Ile

70

Thr

Ser Leu Thr

ggtggatccyg
gtgaaggtgt
aggcaggcac
actaattacg
acagcctaca
agatattatg
tcctcaggeg
gacattgtac
ctgagctgcea
aaggcaccca
ttcagtggca
gatgctgcca

accaaggtgg

Gly Ala
10

Ala Ser

25

Arg Pro

40

Gly Asn

Ala Asp
Glu

Ser

52

Glu

Gly

Glu

Ser

Thr

Asp

acgtccaact
cctgecaagge
ctggacaggg
cagacagegt
tggaactgag
atgatcatta
aaggtactag
tgacccagtc
gagccagtca
aaagatggat
gtgggtctgg
cttattactg

agatcaaata

Phe Asn

Gln Gly

Leu Val Glu

Ile

Leu

ggtgcagtca
ttctggctac
tctggaatgg
caagggecge
cagcctgegt
ctgcecttgac
tactggttct
tccagcaact
aagtgtaagt
ttatgacaca
gaccgactac
ccaacagtgg

g

Pro Gly

15

Lys
30

Asp

Glu Trp

45

Lys Tyr
60

Ser Ser
75

Thr Ala

Val

Asn

Val

Pro Lys

Thr

Ala

Tyr Tyr

780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1491

Ala

Thr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



Ala

Gln

Gly

Ala

145

Ala

Gln

Asn

Thr

Thr

225

Gly

Leu

Val

Trp

Asn

305

Phe

Pro Phe

Gly Thr
115

Gly Ser
130

Ser Leu

Gly Glu

Gln Lys

Leu Glu
195

Asp Phe
210

Tyr Tyr

Thr Lys

Val Gln

Ser Cys
275

Val Arg
290

Pro Ser

Thr Ile

Gly

100

Ser

Gly

Ala

Ser

Pro

180

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

260

Lys

Gln

Arg

Thr

85

Tyr

Val

Gly

Val

val

165

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

245

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

ES 2595091 T3

Tyr

Thr

Gly

Ser

150

Asp

Gln

Ile

Ile

Gln

230

Ile

Ala

Ser

Pro

Tyr

310

Asp

Val

Val

Gly

135

Leu

Ile

Pro

Pro

Ile

215

Thr

Lys

Glu

Gly

Gly

295

Thr

Lys

Ser

Ser

120

Ser

Gly

Phe

Pro

Val

200

Asp

Asn

Ser

Val

Tyr

280

Gln

Asn

Ser

Asp

105

Ser

Asp

Gln

Gly

Lys

185

Arg

Pro

Glu

Gly

Lys

265

Thr

Gly

Tyr

Thr

53

90

Tyr

Gly

Ile

Arg

Val

170

Leu

Phe

Val

Asp

Gly

250

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

155

Gly

Leu

Ser

Glu

Pro

235

Gly

Pro

Thr

Glu

Asp

315

Thr

Met

Gly

Len

140

Thr

Phe

Ile

Gly

Ala

220

Tyr

Gly

Arg

Trp

300

Ser

Ala

Ala

Gly

125

Thr

Met

Leu

Tyr

Thr

205

Bsp

Thr

Ser

Ala

Tyr

285

Ile

Val

Tyr

Tyr

110

Ser

Gln

Ser

His

Arg

130

Gly

Asp

Phe

Asp

Ser

270

Thr

Gly

Lys

Met

95

Trp

Gly

Ser

Cys

Trp

175

Ala

Ser

Val

Gly

Val

255

Val

Met

Tyr

Gly

Glu

Gly

Gly

Pro

Arg

160

Tyr

Ser

Arg

RAla

Gly

240

Gln

Lys

His

Ile

Arg

320

Leu
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Ser

Tyr

Thr

Gly
385

Leu

Gln

Pro

Ala

Asn
465

Ser

<210> 11
<211> 1470
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Ser

Asp

Val

370

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

450

Ser

Ser

Leu

Asp

355

Ser

Gly

Leu

Val

Arg

435

Phe

Leu

Asn

Arg

340

His

Ser

Gly

Ser

Ser

420

Trp

Ser

Glu

Pro

325

Ser

Tyr

Gly

Ala

Pro

405

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
485

ES 2595091 T3

Glu

Cys

Glu

Asp

390

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

470

Thr

Asp

Leu

Gly

375

Asp

Glu

Asn

Asp

Gly

455

Asp

Phe

Thr

Asp

360

Thr

Ile

Arg

Trp

Thr

440

Ser

Ala

Gly

Ala

345

Tyr

Ser

Val

Ala

Tyr

425

Ser

Gly

Ala

Gly

330

Thr

Trp

Thr

Leu

Thr

410

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
490

Tyr

Gly

Gly

Thr

385

Leu

Gln

Val

Asp

Tyr

475

Thr

Tyr

Gln

Ser

380

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

460

Tyr

Lys

Cys

Gly

365

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser

445

Ser

Cys

Val

<223> CEA Il VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 11

gagaacgttc tcacccagtc
atcacctgca gtgccagctc
acctccccececa aactctggat

ttctctggeca gtgggtctgg

tccagcaatc atgtctgcat ctccagggga
aagcgtcagc tacatgcact ggttccagca
ttattctaca tccaacctgg cttctggagt

gacctcttac tctctcacaa tcagcagaat

54

Ala

350

Thr

Gly

Pro

Arg

Gly

430

Gly

Leu

Gln

Glu

335

Arg

Thr

Ser

Ala

Ala

415

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
495

gaaggtcacc
gaagccaggc
ccctgcetege

ggaggctgaa

Tyr

Val

Gly

Thr

400

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

480

Lys

60

120

180

240



10

gatgctgeca
accaagctcg
tctcaggtta
ttgtcctgea
gggcctgaac
tatgccecega
tacctgcage
acacctacag
tceggaggty
ggggcctcag
cactgggtaa
cgtggttata
tccaccagca
tactgtgcaa
gtcaccgtct
ggagcagacyg
cgtgccacce
aagccgggca
cctgctcget
gaggctgaag

ggtggcggga

cttattactg
agctgaaagg
agctgeagea
cagcttctgg
agggcctgga
agttccaggg
tcagcagcct
ggcettacta
gtggatccga
tgaaggtgtc
ggcaggcacc
ctaattacgce
cagectacat
gatattatga
cctcaggcga
acattgtact
tgagetgeag
aggcacccaa
tcagtggcag
atgctgccac

ccaaggtgga

ES 2595091 T3

ccagecagaga
tggtggtggt
gtctggggea
cttcaacatt
gtggattgga
caaggccact
gacatctgag
ctttgactac
cgtccaactg
ctgcaaggcet
tggacagggt
agacagcgte
ggaactgagc
tgatcattac
aggtactagt
gacccagtet
agccagtcaa
aagalggatt
tgggtctggyg
ttattactgc

gatcaaatag

agtagttacc
tctggeggeg
gagcttgtga
aaagactcct
tggattgatc
ttcactactg
gacactgcceg
tggggccaag
gtycagtcag
tctggctaca
ctggaatgga
aagggccgcet
agcctgegtt
tgccttgact
actggttctg
ccagcaactc
agtgtaagtt
tatgacacat
accgactact

caacagtgga

cactcacgtt
gcggetecgg
gatcagggac
atatgcactg
ctgagaatygg
acacatccte
tctattactg
gcaccactgt
gggctgaagt
cctttactag
ttggatacat
tcacaatcac
ctgaggacac
actggggcca
gtggaagtgg
tgtctctgte
acatgaactg
ccaaagtggc
ctecteacaat

gtagtaaccc

cggtgctggyg
tggtggtagt
atcagtcaag
gctgaggeag
tgatactgaa
caacacagcc
taacgagggce
cacagtctce
gaaaaaacct
gtacacgatg
taatcctage
tacagacaaa
tgcaacctat
aggcaccacg
aggttcaggt
tccaggggag
gtaccagcag
ttctggagtce
caacagcttg

gctcacgtte

<210> 12

<211> 489

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> CEA Il VLVH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 12
Glu Asn Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met

55

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1470



His

Ser

Gly

65

Asp

Phe

Gly

Gly

Ala

145

Gly

Gly

Thr

Ser

Pro

225

Ser

Val

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Gly

Ala

130

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

210

Tyx

Gly

Lys

Phe

35

Ser

Gly

Ala

Ala

Gly

115

Glu

Gly

Glu

Thr

Thr

195

Asp

Tyx

Gly

Lys

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Ser

Leu

Phe

Gln

Glu

180

Ser

Thr

Phe

Gly

Pro

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gly

Val

Asn

Gly

165

Tyr

Ser

Ala

Asp

Gly

245

Gly

ES 2595091 T3

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Gly

Arg

Ile

150

Leu

Ala

Asn

val

Tyr

230

Ser

Ala

Pro

Ser

35

Ser

Cys

Leu

Gly

Ser

135

Lys

Glu

Pro

Thr

Tyr

215

Trp

Asp

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

200

Tyr

Gly

Val

Val

25

Thr

Val

Thr

Gln

Leu

105

Ser

Thr

Ser

Ile

Phe

185

Tyr

Cys

Gln

Gln

Lys

56

Ser

Pro

Ile

Arg

Lys

Gln

Ser

Tyr

Gly

170

Gln

Leu

Asn

Gly

Leu

250

Val

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Gly

Val

Val

Met

155

Trp

Gly

Gln

Glu

Thr

235

Val

Ser

Lys

Arg

Arg

Ser

Gly

Lys

Lys

140

His

Ile

Lys

Leu

Gly

220

Thr

Gln

Cys

Leu

45

Phe

Met

Tyr

Gly

Leu

125

Leu

Trp

Asp

Ala

Ser

205

Thr

Val

Ser

Lys

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Gly

110

Gln

Ser

Leu

Pro

Thr

190

Ser

Pro

Thr

Gly

Rla

Ile

Gly

Ala

Leu

95

Ser

Gln

Cys

Arg

Glu

175

Phe

Leu

Thr

Val

Ala

255

Ser

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly

Ser

Thr

Gln

160

Asn

Thr

Thr

Gly

Ser

240

Glu

Gly



5

<210> 13
<211> 1473
<212> ADN

Tyr

Gln

Asn

305

Ser

Thr

Asp

Thr

Ile

385

Arg

Trp

Thr

Ser

Ala
465

Gly

Thr

Gly

250

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Ser

370

Val

Ala

Tyr

Ser

Gly

450

Ala

Gly

Phe

275

Leu

Ala

Ser

Thr

Trp

355

Thr

Leu

Thr

Gln

Lys

435

Thr

Thr

Gly

260

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

340

Gly

Thr

Leu

Gln

420

Val

Asp

Tyr

Thr

Arg

Trp

Ser

Ala

325

Tyr

Gln

Ser

Gln

Ser

405

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Lys
485

ES 2595091 T3

Tyr

Ile

Val

310

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

390

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

470

Val

Thr

Gly

295

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

375

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

455

Gln

Glu

265

Met His
280

Tyr Ile

Gly Arg

Glu Leu

Arg Tyr

345

Thr Val

360

Ser Gly

Ala Thr

Ala Ser

Lys Ala

425

Val Pro

440

Thr Ile

Gln Trp

Ile Lys

57

Trp

Asn

Fhe

Ser

330

Thr

Gly

Leu

Gln

410

Pro

Ala

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

315

Ser

Asp

Val

Ser

Ser

395

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser
475

Arg

Ser

300

Ile

Leu

Asp

Ser

Gly

380

Leu

Val

Arg

Phe

Leu

460

Asn

Gln

285

Arg

Thr

Arg

His

Ser

365

Gly

Ser

Ser

Trp

Ser

445

Glu

Pro

270

Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

350

Gly

Rla

Pro

Tyr

Ile

430

Gly

Ala

Leu

Pro

Tyr

Asp

Glu

335

Cys

Glu

Asp

Gly

Met

415

Tyr

Ser

Glu

Thr

Gly

Thr

Lys

320

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

400

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe
480



10

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> CEA Il VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 13

caggttaage
tcectgecacag
cctgaacagg
gccccgaagt
ctgcagctca
cctacagggc
ggtggtggtyg
cagtctccag
agctcaageg
tggatttatt
tctgggacct
tactqgecage
aaatccggag
cctggggect
atgcactggg
ageecgtggtt
aaatccacca
tattactgtg
acggtcaccg
ggtggagcag
gagcgtgcca
cagaagcegy
gtccctgete
ttggaggctyg

ttcggtggcg

<210> 14

<211> 490
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tgcagcagtc
cttctggett
gcetggagtyg
tccagggcaa
gcagcctgac
cttactactt
gttectggegg
caatcatgtc
tcagctacat
ctacatccaa
cttactctct
agagaagtag
gtggtggatc
cagtgaaqggt
taaggcaggc
atactaatta
gcacagccta
caagatatta
tctectcagg
acgacattgt
ccctgagcetg
gcaaggcace
gcttcagtgg
aagatgctgce

ggaccaaggt

tggggcagag
caacattaaa
gattggatgg
ggccacttte
atctgaggac
tgactactgg
cggcggetce
tgcatctcca
gcactggttce
cctggettet
cacaatcagc
ttaccecactc
cgacgtccaa
gtcectgeaag
acctggacag
cgcagacagc
catggazactg
tgatgatcat
cgaaggtact
actgacccag
cagagccagt
caaaagatgg
cagtgggtct
cacttattac

ggagatcaaa

cttgtgagat
gactcctata
attgatcctyg
actactgaca
actgcegtct
ggccaaggca
ggtggtggtg
ggggagaagyg
cagcagaagc
ggagtcecctg
agaatggagg
acgttcggtg
ctggtgcagt
gcttetgget
ggtctggaat
gtcaagggcc
agcagcctge
tactgccttg
agtactggtt
tctccagcaa
caaagtgtaa
atttatgaca
gggaccgact
tgccaacagt

tag

58

cagggacatc
tgcactggcet
agaatggtga
catcctecaa
attactgtaa
ccactgtcac
gttctgagaa
tcaccatcac
caggcacctc
ctcgettctce
ctgaagatgc
ctgggaccaa
caggggctga
acacctttac
ggattggata
gcttcacaat
gttctgagga
actactgggg
ctggtggaag
ctetgtetet
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac

ggagtagtaa

agtcaagttg
gaggcaggyayg
tactgaatat
cacagcctac
cgagggcaca
agtctectee
cgttctcace
ctgecagtgce
ccccaaacte
tggcagtggg
tgccacttat
gctcgagetg
agtgaaaaaa
taggtacacg
cattaatcct
cactacagac
cactgcaacc
ccaaggcacc
tggaggttca
gtectcecaggg
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcaacagc

ccegetcacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1473



ES 2595091 T3

<223> CEA Il VHVL x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 14

Gln Val Lys

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Leu

Asn

Gly

Gly

Ile

145

Ser

Ser

Pro

Val

Met

Trp

Gly

Gln

Glu

Thr

Ser

130

Met

Ser

Pro

Ala

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Gly

Thr

115

Gly

Ser

Ser

Lys

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Ala

Ser

Thr

100

Val

Gly

Ala

Val

Leu

180

Phe

Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg

5

Ser

Leu

Pro

Thr

Ser

85

Pro

Thr

Gly

Ser

Ser

165

Trp

Ser

Cys

Arg

Glu

Phe

70

Leu

Thx

Val

Gly

Pro

150

Tyr

Ile

Gly

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

Ser

135

Gly

Met

Tyr

Ser

Ala Ser
25

Gly Pro
40

Gly Asp

Thr Asp

Ser Glu

Pro Tyr

105

Ser Gly
120

Glu Asn

Glu Lys

His Trp

Ser Thr

185

Gly Ser

59

10

Gly

Glu

Thr

Thr

Asp

Tyr

Gly

Val

Val

Phe

170

Ser

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser

75

Thr

Phe

Gly

Leu

Thr

155

Gln

Asn

Thr

Asn

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Asp

Gly

Thr

140

Ile

Gln

Leu

Ser

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Ser

125

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

Ser

Lys

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp

110

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser

150

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Pro

Ser

Gly

175

Gly

Leu

Thr

Ser

Ile

Phe

Tyxr

80

Cys

Gln

Gly

Ala

Ala

160

Thr

Val

Thr



Ile

Arg

225

Lys

Glu

Gly

Gly

Thr

305

Lys

Asp

Leu

Gly

Asp

385

Glu

Asn

Asp

195

Ser Arg
210

Ser Ser

Ser Gly

Val Lys

Tyr Thr
275

Gln Gly

290

Asn Tyr

Ser Thr

Thr Ala

Asp Tyr
355

Thr Ser

370

Ile Val

Arg Ala

Trp Tyr

Thr Ser

Met

Tyr

Gly

Lys

260

Phe

Leu

Ala

Ser

Thr

340

Trp

Thr

Leu

Thr

Gln

420

Lys

Glu

Pro

Gly

245

Pro

Thr

Glu

Asp

Thr

325

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

405

Gln

Val

ES 2595091 T3

Ala

Leu

230

Gly

Gly

Arg

Trp

Ser

310

Ala

Tyr

Gln

Ser

Gln

390

Ser

Lys

Ala

Glu

215

Thr

Ser

Ala

Tyr

Ile

295

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

375

Ser

Cys

Pro

Ser

200

Asp

Phe

Asp

Ser

Thr

280

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

360

Pro

Arg

Gly

Gly

60

Ala

Gly

Val

val

265

Met

Tyr

Gly

Glu

Arg

345

Thr

Ser

Ala

Ala

Lys

425

Val

Ala

Ala

Gln

250

Lys

His

Ile

Arg

Leu

330

Tyr

Val

Gly

Thr

Ser

410

Ala

Pro

Thr

Gly

235

Leu

Val

Trp

Asn

Phe

315

Ser

Tyr

Thr

Gly

Leu

395

Gln

Pro

Ala

Tyr

220

Thr

Val

Ser

Val

Pro

300

Thr

Ser

Asp

Val

Ser

380

Ser

Ser

Lys

Arg

205

Tyr

Lys

Gln

Cys

Arg

2B5

Ser

Ile

Len

Asp

Ser

365

Gly

Leu

Val

Arg

Phe

Cys

Leu

Ser

Lys

270

Gln

Arg

Thr

Arg

His

350

Ser

Gly

Ser

Ser

Trp

430

Ser

Gln

Glu

Gly

255

Ala

Ala

Gly

Thr

Ser

335

Tyr

Gly

Ala

Pro

Tyr

415

Ile

Gly

Gln

Leu

240

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

320

Glu

Cys

Glu

Asp

Gly

400

Met

Tyr

Ser



10

435

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu

450

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

4865

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu
485

<210> 15

<211> 1506

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> CEA | VH-240VL x SEQ ID NO:

<400> 15

ES 2595091 T3

440 445

Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu

455 460

Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

470 475 480

Ile Lys
490

77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

gaggtgcage
tcetgtgeaa
ccaggaaagg
gagtacagtg

ctctatcttc

gataggggge
tcaggtggtyg
actcagcecgg
cgcaggggca
ccteeccagt
tccagccgcet
gggctccagt
geggtgttceg
caactggtge
aaggcttctg

cagggtctgg

agcgtcaagg

tggtcgagte
cttctgggtt
cacttgagtg
catctgtgaa

aaatgaacac

tacggttcta
gtggttctgg
cttcectete
tcaatgttygyg
atctcctgag
tctectgeatc
ctgaggatga
gcggagggac
agtcaggggce
gctacacctt
aatggattqgg

gccgcttcac

aggaggaggc
caccttcact
gttgggtttt

gggtcggttc

cctgagaget

ctttgactac
cggcggegge
tgcatctect
tgcctacagt
gtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat
caagttgacc
tgaagtgaaa
tactaggtac
atacattaat

aatcactaca

ttggtacagce
gattactaca
attggaaaca

accatctcca

gaggacagtg

tggggccaag
tceggtggtg
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggccaatg
tactgtatga
gtcctatecg
aaacctgggg
acgatgcact
cctageegtyg

gacaaatcca

61

ctgggggttce
tgaactgggt
aagctaatgg
gagataaate

ccacttatta

ggaccacggt
gtggttctca
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt
tttggcacag
gaggtggtygg
cctcagtgaa
gggtaaggca
gttatactzaa

ccagcacagc

tctgagactc
ccgccagcect
ttacacaaca
ccaaagcate

ctgtaccaga

caccgtctec
ggcegtgetg
ctgcaccttg
gccagggagt
ctctggagtc
actcatctcet
cggegettet
atccgacgtc
ggtgtcctge
ggcacctgga
ttacgcagac

ctacatggaa

6C

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020



10

ctgagcagcce
cattactgcc
actagtactg
cagtctccag
agtcaaagtg
tggatttatg
tctgggaccyg
tactgccaac

aaatag

<210> 16

<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tgcgttctga
ttgactactg
gttctggtgg
caactctgtc
taagttacat
acacatccaa

actactctct

agtggagtag

ES 2595091 T3

ggacactgca
gggccaaggce
aagtggaggt
tectgtcetceca
gaactggtac
agtggcecttet
cacaatcaac

taaccecgcetce

acctattact
accacggtca
tcaggtggag
ggggagcgtg
cagcagaagc
ggagtccctg
agcttggagg

acgttcggtg

gtgcaagata
ccgtctecte
cagacgacat
ccaccctgag
cgggcaaggce
ctcgctteag
ctgaagatgc

gcgggaccaa

ttatgatgat
aggcgaaggt
tgtactgacc
ctgcagagcc
acccaaaaga
tggcagtggyg
tgccacttat

ggtggagatc

<223> CEA | VH-A240VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 16

Glu Va

Ser

Tyr

Gly
50

Ser Va

65

Leu

Tyr

Gln

Leu Arg

Met Asn

Phe Ile

Tyr Leu

Cys Thr

Gly Thr

1 Gln Leu Val Glu Ser Gly

5

Leu Ser Ala Thr

20

Cys

val Gln Pro

40

TIp Arg

35

Gly Ala

55

Asn Lys Asn

Phe
70

1l Lys Gly Arg Thr Ile

Gln Met Thr

85

Asn Leu

Arg Leu

100

Asp Arg Gly

Thr Val Thr Val Ser

62

Gly

Ser
25

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

105

Ser

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Ala

Thr Thr

60

Tyr

Arg Asp

75

Lys

Ala
90

Glu Asp

Phe Tyr Phe

Gly Gly Gly

Gln Pro Gly

Phe Thr

30

Asp

Leu Glu

45

Trp

Glu Tyr Ser

Ser Gln Ser

Ala Thr

95

Ser

Asp Tyr

110

Gly Ser

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile

80

Tyr

Gly

Gly

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Gly

Ser

145

Arg

Lys

Asp

ASp

Glu

225

Ala

Gly

Gly

Arg

Trp

305

Ser

Ala

Tyx

Gly

130

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

210

Asp

Val

Ser

Ala

Tyr

290

Ile

Val

Tyr

Cys

115

Ser

Ser

Gly

Gly

Gln

195

Ser

Glu

Phe

Rsp

Ser

275

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

Gly

Ala

Ile

Ser

180

Gln

BAla

Bla

Gly

Val

260

Val

Met

Tyr

Gly

Glu

340

Arg

Gly

Ser

Asn

165

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly

245

Gln

Lys

His

Ile

Arg

325

Leu

Tyr

ES 2595091 T3

Gly

Pra

150

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

230

Gly

Leu

Val

Trp

Asn

310

Phe

Ser

Tyr

Gly

135

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

215

Tyr

Thr

Val

Ser

Val

295

Pro

Thr

Ser

Asp

120

Ser Gln

Ala Ser

Ala Tyr

Tyr Leu
185

Val Ser
200

Ile Leu

Cys Met

Lys Leu

Gln Ser
265

Cys Lys
280

Arg Gln

Ser Arg

Ile Thr

Leu Arg

345

Asp His

63

Ala

Ala

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr

250

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

330

Ser

Tyr

Val
Ser
155
Ile
Arg
Arg
Ile
Trp
235
Val
Ala
Ser
Pro
Tyr
315
Asp

Glu

Cys

Leu

140

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

220

His

Leu

Glu

Gly

Gly

300

Thr

Lys

Asp

Leu

125

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Ser

Val

Tyr

285

Gln

Asn

Ser

Thr

Asp

Gln

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

Gly

Lys

270

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

350

Tyr

Pro Ala

Thr Leu
160

Gln Gln
175

Asp Ser

Ser Lys

Gln Ser

Ala Ser
240

Gly Gly
255

Lys Pro

Phe Thr

Leu Glu

Ala Asp

320

Ser Thr
335

Thr Tyr

Trp Gly



10

ES 2595091 T3

355 360 365
Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Gly Thr Ser Thr Gly
370 375 380
Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ala Asp Asp Ile Val Leu Thr
385 390 395 400
Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu
405 410 415
Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln
420 425 430
Lys Prc Gly Lys Ala Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asg Thr Ser Lys Val
435 440 445
Ala Ser Gly Val Pro Rla Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
450 455 460
Tyr Ser Leu Thr Ile Asn Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr
465 470 475 480
Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr
485 4390 495
Lys Val Glu Ile Lys
500
<210>17
<211> 1503
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>
<223> A240VL - CEA | VH- x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico
<400> 17
caggccgtge tgactcagec ggettcectc tctgcatctc ctggagcatc agccagtctce
acctgcacct tgcgcagggg catcaatgtt ggtgectaca gtatatactg gtaccagcag
aagccaggga gtcctccececa gtatctectg aggtacaaat cagactcaga taagcagcag
ggctctggag tctccagccg cttctctgca tccaaagatg cttcggccaa tgcagggatt
ttactcatct ctgggctcca gtctgaggat gaggctgact attactgtat gatttggcac
agcggcgett ctgcggtgtt cggcggaggg accaagttga ccgtcctagg tggtggtggt

64

60

120

180

240

300

360
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tcotggeggeg
ggcttggtac
actgattact
tttattggaa
ttcaccatct
gctgaggaca
tactggggcce
ctggtgcagt
gcttctgget
ggtctggaat
gtcaagggcc
agcagccectge
tactgccttg
agtactggtt
tctccagcaa
caaagtgtaa
atttatgaca
gggaccgact
tgccaacagt

tag

gcggctcegg
agcctggggg
acatgaactg
acaaagctaa
ccagagataa
gtgccactta
aagggaccac
caggggctga
acacctttac
ggattggata
gcttcacaat
gttctgagga
actactgggg
ctggtggaag
ctctgtctet
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac

ggagtagtzaa

ES 2595091 T3

tggtggtggt
ttctetgaga
ggtccgecag
tggttacaca
atcccaaage
ttactgtacc
ggtcaccgte
agtgaaaaaa
taggtacacg
cattaatcct
cactacagac
cactgecaacc
ccaaggcacc
tggaggttca
gtctccaggg
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcaacagc

cccgcteacg

tctgaggtge
ctectectgtg
cctccaggaa
acagagtaca
atcctctate
agagataggg
tccteeggag
cctygggygect
atgcactggg
agcegtggtt
aaatccacca
tattactgtg
acggtcaccg
ggtggagcag
gagcgtgcecea
cagaagccqg
gtcecectgete
ttggaggctg

tteggtggeg

agetggtcga
caacttctgg
aggcacttga
gtgcatctgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gtggtggatc
cagtgaagyt
taaggcaggc
atactaatta
gcacagccta
caagatatta
tctecteagg
acgacattgt
ccetgagetg
gcaaggcace
gcttcagtygyg
aagatgctge

ggaccaaqggt

gtcaggagga
gttcaccttc
gtggttgggt
gaagggtcgg
caccctgaga
ctactttgac
cgacgtccaa
gtcctgcaag
acctggacag
cgcagacagc
catggaactg
tgatgatcat
cgaaggtact
actgacccag
cagagccagt
caaaagatqg
cagtgggtet
cacttattac

ggagatcaaa

<210> 18

<211> 500

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> A240VL - CEA | VH- x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 18
Gln Ala Val Leu Thr Gln Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Arg Gly Ile Asn Val Gly Ala
20 25 30

65

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1503



Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Thr

Glu

Tyr

Gln

Ala

225

Tyr

Ser

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Asp

Trp

Ser

Ser

210

Thr

Trp

Asp

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Gly

Tyr

Leu

Ala

195

Ile

Tyr

Gly

Val

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Tyr

Gly

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Gln
260

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

Gly

Val

Leu

Met

165

Phe

Val

Tyr

Cys

Gly

245

Leu

ES 2595091 T3

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

Asn

Ile

Lys

Leu

Thr

230

Thr

Val

Gln

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Gly

Gly

Gln

215

Arg

Thr

Gln

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Asn

Arg

200

Met

Asp

Val

Ser

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

185

Phe

Asn

Arg

Thr

Gly
265

66

Pro

Lys

Ala

Asp

90

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Ala

Thr

Thr

Gly

Val

250

Ala

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Thr

155

Pro

Asn

Ile

Leu

Leu

235

Ser

Glu

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Val

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

205

Ala

Phe

Gly

Lys

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

FPhe

Lys

Thr

190

Asp

Glu

Tyr

Gly

Lys
270

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Ala

175

Thr

Lys

Asp

Phe

Gly

255

Pro

Tyx

Val

Ile

80

Lys

Gly

Gln

Phe

160

Leu

Glu

Ser

Ser

Asp

240

Gly

Gly



5

<210> 19
<211> 1506
<212> ADN

Ala

Tyr

Tle

305

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

385

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

465

Cys

val

Ser

Thr

290

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

370

Gly

Pro

Arg

Gly

Gly

450

Leu

Gln

Glu

vVal

275

Met

Tyr

Gly

Glu

Arg

355

Thr

Ser

Ala

Ala

Lys

435

Val

Thr

Gln

Ile

Lys

His

Ile

Arg

Leu

340

Tyr

Val

Gly

Thr

Sexr

420

Ala

Pro

Ile

Trp

Lys
500

val

Trp

Asn

Phe

325

Ser

Tyr

Thr

Gly

Leu

405

Gln

Pro

Ala

Asn

Ser
485

ES 2595091 T3

Ser

Val

Pro

310

Thr

Ser

Asp

Val

Ser

390

Ser

Sex

Lys

Arg

Ser

470

Ser

Cys

Arg

295

Ser

Ile

Leu

Asp

Ser

375

Gly

Leu

Val

Arg

Phe

455

Leu

Asn

Lys

280

Gln

Arg

Thr

Arqg

His

360

Ser

Gly

Ser

Ser

Trp

440

Ser

Glu

Pro

Ala

Ala

Gly

Thr

Ser

345

Tyr

Gly

Ala

Pro

Tyr

425

Ile

Gly

Ala

Leu

67

Ser

Pro

Tyr

Asp

330

Glu

Cys

Glu

Asp

Gly

110

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
490

Gly

Thr

315

Lys

Asp

Leu

Asp

395

Glu

Asn

Asp

Gly

Asp

475

Fhe

Tyr

Gln

300

Asn

Ser

Thr

Asp

Thr

380

Ile

Arg

Trp

Thr

Ser

460

RAla

Gly

Thr

285

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

365

Ser

Val

Ala

Tyr

Ser

445

Gly

Ala

Gly

Phe

Leu

Ala

Ser

Thr

350

Trp

Thr

Leu

Thr

Gln

430

Lys

Thr

Thr

Gly

Thr

Glu

Asp

Thr

335

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

415

Gln

Val

Asp

Tyx

Thr
495

Arg

Trp

Ser

320

Ala

Tyr

Gln

Ser

Gln

400

Ser

Lys

Ala

Tyr

Tyr

480

Lys
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<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x CEA | VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 19
gacgtccaac

tcectgeaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtce
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtacagcctg
tactacatga
ggaaacaaag
atecteccagag
gacagtgcca
ggccaaggga
ggtggtggtg
gcatcagcca
tactggtacc
tcagataagc
gccaatgcag

tgtatgattt

ctatag

<210> 20
<211> 501
<212> PRT

tggtgcagtce
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggceceg
gcagcctgeg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtygg
ggggttctct
actgggtceg
ctaatggtta
ataaatccca
cttattactg
ccacggtcac
gttectgaget
gtctcacctg
agcagaagcc
agcagggctc

ggattttact

ggcacagcgg

<213> secuencia artificial

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaate
ttctgaggac
ctactgggge
tggtggaagt
tctgtctetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctcc
ccagcctcca
cacaacagag
aagcatcctc
taccagagat
cgtctccectcea
cgtgctgact
caccttgege
agggagtcct
tggagtctce
catctctggg

cgcttetgey

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagc
gcttctggag
atcaacagcet
ccgectcacgt
gtgcagctgg
tgtgcaactt
ggaaaggcac
tacagtgcat
tatcttcaaa
agggggctac
ggtggtggtg
cagccggett
aggggcatca
cccecagtatce
agccgettet

cteccagtetg

gtgttcggeg

68

ctggggcctc
tgcactgggt
gccgtaggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgeccac
agaagccggg
tceetgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
tcgagtcagg
ctgggttcac
ttgagtggtt
ctgtgaagygg
tgaacaccct
ggttctactt
gttctggegg
ccctectetge
atgttggtgc
tcctgaggta
ctgcatccaa
aggatgaggce

gagggaccaa

agtgaaggtg
aaggcaggcea
tactaattac
cacagcctac
zagatattat
ctcctcagge
cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccc
cttcagtgge
agatgctgee
gaccaaggtg
aggaggcttg
cttecactgat
gggttttatt
tcggttcacc
gagagctgag
tgactactgg
cggcggetec
atctcectgga
ctacagtata
caaatcagac
agatgctteg
tgactattac

gttgaccgtce

60

120

180

240

300

360

420

480

240

€00

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
1506
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<220>

<223> SEQ ID NO:

<400> 20

Asp

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

ES 2595091 T3

77 VHVL x CEA | VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

Val Gln Leu

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Thr

Ser

Ala

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

Val Gln Ser

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Leu
150

val

Arg

Lys

Gln

Arg

35

Thr

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

69

Glu Val Lys
10

Gly Tyr Thr

Gly Gln Gly

Thr Asn Tyr
60

Lys Ser Thr
75

Asp Thr Ala

Leu Asp Tyr

Gly Thr Ser

Asp Ile Val
140

Glu Arg Ala
155

Asn Trp Tyr
170

Asp Thr Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser



Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Thr

Pro

Asn

305

Ile

Leu

Leu

Ser

Ser

385

Ala

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Pro

290

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

370

Glu

Ser

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly
275

Gly

Tyr

Arg

Rla

Phe

355

Gly

Leu

Ala

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Leu

260

Phe

Lys

Thr

Asp

Glu

340

Tyr

Gly

Val

Ser

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Val

Thr

Ala

Thr

Lys

325

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu
405

ES 2595091 T3

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Phe

Leu

Glu

310

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

390

Thr

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Thr

Glu

295

Tyr

Gln

Ala

Tyr

Ser

375

Gln

Cys

185

Gly Ser

200

Ala Glu

Leu Thr

Gly Ser

Gly Gly

265

Asp Tyr

280

Trp Leu

Ser Ala

Ser Ile

Thr Tyr

345

Trp Gly

360

Gly Gly

Pro Ala

Thr Leu

70

Gly

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Tyr

Gly

Ser

Leu

330

Tyr

Gln

Gly

Ser

Arg
410

Ser

Ala

Gly

235

val

Leu

Met

FPhe

Val

315

Tyr

Cys

Gly

Gly

Leu

395

Arg

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Arg

Asn

Ile

300

Lys

Leu

Thr

Thr

Ser

380

Ser

Gly

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp
285

Gly

Gly

Gln

Arg

Thr

365

Ala

Ile

190

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

270

Val

Asn

Arg

Met

Asp

350

Val

Ser

Asn

Tyr Ser

Tyr Cys

Lys Val
240

Glu Ser
255

Cys Ala

Arg Gln

Lys Ala

Phe Thr
320

Asn Thr
335

Arg Gly

Thr Val

Gly Gly

Pro Gly

400

Val Gly
415
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Ala

Tyr

Val

Ile

465

Cys

Lys

Tyr

Leu

Ser

450

Leu

Meft

Leu

Ser

Leu

435

Ser

Leu

Ile

Thr

Ile

420

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

485

Leu

ES 2595091 T3

Trp

Lys

Ser

Gly

470

Ser

Tyr

Ser

Ala

455

Leu

Gly

Gln

Asp

440

Ser

Gln

Ala

Gln

425

Ser

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala
490

Pro

Lys

Ala

Asp

475

Val

Gly Ser Pro
430

Gln Gln Gly

445

Ser Ala Asn

460

Glu Ala Asp

Phe Gly Gly

Pro Glin

Ser Gly

Ala Gly

Tyr Tyr

480

Gly Thr
495

<210> 21

<211> 1506
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

500

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - CEA | VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 21

gacgtccaac
tcctgcaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact

gagatcaaat

tggtgcagte
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgcg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg

ccggaggtgg

aggggetgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggc
tggtggaagt
tctgtctcetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac

tggatcccag

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctcecagggg
tggtaccagc
gcttctggag
atcaacagct
ccgctcacgt

gcegtgetga

71

ctggggccte
tgcactgggt
gcegtggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgccac
agaagccggg
tecectgeteg
tggaggctga
tcggtggegg

ctcagecgge

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctcaggce
cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccc
cttcagtggce
agatgctgcce
gaccaaggtg

ttccectcectet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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gcatctectg
gcctacagta
tacaaatcag
aaagatgctt
gctgactatt
aagttgaccg
gaggtgcagc
tcctgtgcaa
ccaggaaagg
gagtacagtg
ctctatcttc

gatagggggc

tcctag

<210> 22

<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

gagcatcagce
tatactggta
actcagataa
cggccaatgce
actgtatgat
tectaggtgg
tggtcgagtce
cttctgggtt
cacttgagtg
catctgtgaa
aaatgaacac

tacggttcta

ES 2595091 T3

cagtctcace
ccagcagaag
gcagcaggge
agggatttta
ttggcacagc
tggtggttct
aggaggaggce
caccttcact
gttgggtttt
gggteggtte
cctgagagct

ctttgactac

tgcaccttge
ccagggagtc
tctggagtct
ctcatctctg
ggcgcttctg
ggcggeggeg
ttggtacage
gattactaca
attggaaaca
accatctcca
gaggacagtg

tggggccaag

gcaggggcat

ctccecagta
ccagccgcett
ggctccagtc
cggtgttcgg
gcteeggtgg
ctggggqgtte
tgaactgggt
aagctaatgg
gagataaatc
ccacttatta

ggaccacggt

caatgttggt
tctectgagg
ctctgcatcce
tgaggatgag
cggagggacc
tggtggttct
tctgagacte
ccgccagcect
ttacacaaca
ccaaagcatc
ctgtaccaga

caccgtctcc

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - CEA | VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 22

Asp Va

1

Ser Va

Thr Me

Gly
50

Lys Gl

65

Met

Tyr

Glu

1 Gln Leu

1 Val

20

Lys

His
35

t Trp

Ile Asn

y Arg Phe

Leu Ser

Val Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Ser Arg

55

Thr Ile

70

Thr

Ser Leu Arg

Ala Glu

10

Gly

Ala Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Gly Tyr Thr

Thr Asp Lys

Ser Glu

72

Asp

Val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr

60

Ser Thr

75

Thr Ala

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Lys Pro Gly

15

Thr Arg

30

Glu Trp

Asp Ser

Thr Ala

Tyr Tyr

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Ala

Leu

Gln

Ser

305

Lys

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Ser

Arg

Lys

290

Asp

Asp

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Leu

Arg

275

Pro

Lys

Bla

Tyr
100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Ser

260

Gly

Gly

Gln

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

ES 2595091 T3

Asp

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly

310

Asn

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Val

Pro
295

Ser

Ala

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Gly

280

Gln

Gly

Gly

73

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

265

Ala

Tyr

Val

Tle

90

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

250

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

315

Leu

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

300

Arg

Ile

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Tyr

285

Tyr

Phe

Ser

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Thr

Thr

270

Trp

Lys

Ser

Gly

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gln

255

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Fro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

320

Gln



10

Ser

Ser

Gly

Val
385

Ser

Val

Asn

Arg

Met
465

Asp

Val

<210> 23
<211> 1500
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Glu

Ala

Ser

370

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

450

Asn

Arg

Thr

Asp

Val

355

Gly

Ser

Ala

Gln

Ala

435

Thr

Thr

Cly

Val

Glu

340

Phe

Gly

Gly

Thr

Pro

420

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser
500

325

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

405

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

485

Ser

ES 2595091 T3

Asp

Gly

Gly

Gly

390

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

4790

Phe

Tyr

Gly

Serxr

375

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

455

Glu

Tyr

Tyr

Thr

360

Val

Thr

Ala

Thr

440

Lys

Asp

Phe

Cys

345

Lys

Gly

Gln

Phe

Leu

425

Glu

Ser

Ser

Asp

330

Met

Leu

Gly

Pro

Thr

410

Glu

Tyr

Gln

Ala

Tyr
490

Ile

Thr

Gly

Gly

385

Asp

Trp

Ser

Ser

Thr

475

Trp

Trp

Val

Ser

380

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile

460

Tyr

Gly

His

Leu

365

Glu

Ser

Tyr

Gly

Ser

445

Leu

Tyr

Gln

Ser

350

Gly

Val

Leu

Met

Phe

430

Val

Tyr

Cys

Gly

<223> A5 VH — A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 23

gaggtgcagc tggtcgagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtc cctgagactc

tcetgtgecag cctetggatt caccectcagt acctatgcca tgcactgggt cecgecagget

74

335

Gly

Gly

Gln

Arg

Asn

415

Ile

Lys

Leu

Thr

Thr
495

Ala

Gly

Leu

Leu

400

Trp

Gly

Gly

Gln

Arg

480

Thr

60

120
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ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
gggctacggt
ggtggtggtt
ccggcttcece
ggcatcaatg
cagtatctcc
cgcttctcetg
cagtctgagg
ttcggeggag
gtgcagtcag

tctggctaca

ctggaatgga
aagggecget
agcctgegtt
tgccttgact
actggttctg
ccagcaactc
agtgtaagtt
tatgacacat
accgactact

caacagtgga

<210> 24
<211> 499

<212>

PRT

ggctggagtyg
tgaagggccqg
acagcctgag
tectactttga
ctggcggegg
tctetgeate
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga
ggaccaagtt
gggctgaagt

cctttactag

ttggatacat
tcacaatcac
ctgaggacac
actggggcca
gtggaagtgg
tgtctectgte
acatgaactg
ccaaagtggc
ctctcacaat

gtagtaaccc

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac
ctactgggge
cggctccggt
tecetggagea
cagtatatac
atcagactca
tgcttcggece
ctattactgt
gaccgtccta
gaaaaaacct

gtacacgatg

taatcctage
tacagacaaa
tgcaacctat
aggcaccacg
aggttcaggt
tccaggggag
gtaccagcag
ttctggagte
caacagcttyg

getcacgtte

atatcaaatg
tccagagaca
acggccgtgt
caagggacca
ggtggtggtt
tcageccagtc
tggtaccagc
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttgge
tccggaggtyg
ggggcctcag

cactgggtaa

cgtggttata
tccaccagea
tactgtgcaa
gtcacegtct
ggagcagacg
cgtgecacce
aagccgggcea
cctgcteget
gaggctgaag

ggtggcggga

atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgce
cggtecacegt
ctgagctcgt
tcacctgceac
agaagccagyg
agggctetgg
ttttactcat
acagcggege
gtggatccga
tgaaggtgte

ggcaggcacc

ctaattacgc
cagcctacat
gatattatga
cctcaggecga
acattgtact
tgagctgeag
aggcacccaa
tcagtggcag
atgctgccac

ccaaggtgga

taaatactat
cacgctgtat
gagagatagg
ctcctecaggt
gctgactcag
cttgcgeagg
gagtcctecece
agtctccage
ctetgggetce
ttctgegatg
cgtccaactg
ctgcaaggct

tggacagggt

agacagcgte
ggaactgagc
tgatcattac
aggtactagt
gacccagtct
agccagtcaa
aagatggatt
tgggtctggg
ttattactgc

gatcaaatag

<223> A5 VH — A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400>

24

75

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Ser

Ser

145

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu
225

Val

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gly

130

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

210

Ala

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val

115

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly

135

Asn

Asp

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Gly

Pro

Val

Pro

180

Ser

Ala

Tyr

Val

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

a5

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

165

Gln

Gly

Gly

Tyr

ES 2595091 T3

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

150

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys
230

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

Glu

135

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

215

Met

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Leu

Ala

Ser

Leu

Ser

200

Leu

Ile

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Bsp

Glu

Tyr

105

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

185

Arg

Ile

Trp

76

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

Tyr

170

Tyr

Phe

Ser

His

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Thr

Thr

155

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser
235

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Gln
140

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

220

Gly

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Gly

125

Fro

Thr

Gln

Asp

Ser

205

Gln

Ala

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Ala

Leu

Gln

Ser

130

Lys

Ser

Ser

Gly

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

175

Asp

Asp

Glu

Ala

Arg

Tyr

Val

Val

Tyxr

80

Cys

Gly

Gly

Leu

Arg

160

Pro

Lys

Ala

Asp

Val
240



Phe

Asp

Ser

Thr

Gly

305

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

385

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu
465

Gly

Val

Val

Met

290

Tyr

Gly

Glu

Arg

Thr

370

Ser

Ala

Ala

Lys

Val
450

Thx

Gly

Gln

Lys

275

His

Ile

Arg

Leu

Tyr

355

Val

Gly

Thr

Ser

Ala
435

Pro

Ile

Gly

Leu

260

Val

Trp

Asn

Phe

Ser

340

Tyr

Thr

Gly

Leu

Gln
420

Pro

Ala

Asn

Thr

245

Val

Ser

Val

Pro

Thr

325

Ser

Asp

Val

Ser

Ser

405

Ser

Lys

Arg

Ser

ES 2595091 T3

Lys

Gln

Cys

Arg

Ser

310

Ile

Leu

Asp

Ser

Gly

390

Leu

Val

Arg

Phe

Leu
470

Leu

Ser

Lys

Gln

295

Arg

Thr

Arg

His

Ser

375

Ser

Ser

Trp

Ser
455

Glu

Thr

Gly

Ala

280

Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

360

Gly

Ala

Pro

Tyr

Ile
440

Gly

Ala

Val

Ala

265

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

345

Cys

Glu

Asp

Gly

Met
425

Tyr

Ser

Glu

77

Leu

250

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

410

Asn

Asp

Gly

Asp

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

315

Ser

Thr

Lsp

Thr

Tle

385

Arg

Trp

Thr

Ser

Ala
475

Gly

Lys

Thr

Gly

300

Tyr

Thr

Ala

Tyx

Ser

380

Val

Ala

Tyr

Ser

Gly
460

Ala

Gly

Lys

Phe

285

Leu

Ala

Ser

Thr

Trp

365

Thr

Leu

Thr

Gln

Lys
445

Thr

Thr

Gly

Pro

270

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

350

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln
430

Val

Asp

Tyr

Gly

255

Gly

Arg

Trp

Ser

Ala

335

Tyr

Gln

Ser

Gln

Ser

415

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Ile

Val

320

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

400

Cys

Fro

Ser

Ser

Cys
480



ES 2595091 T3

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val

78

485 490 495
Glu Ile Lys

<210> 25

<211> 1497

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> A240 VL - A5 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 25
caggccgtge tgactcagec ggcttcecte tetgecatctc ctggagcatc ageccagtctce 60
acctgcacct tgcgcagggg catcaatgtt ggtgectaca gtatatactg gtaccageag 120
aagccaggga gtcctcccca gtatctcctg aggtacaaat cagactcaga taagcagcag 180
ggctectggag tctcecagecg cttetctgea tccaaagatg cttcoggcoccaa tgcagggatt 240
ttactcatct ctgggctcca gtctgaggat gaggctgact attactgtat gatttggcac 300
agcggegett ctgcggtgtt cggcggaggg accaagttga cegtcecectagg tggtggtggt 360
tetggeggeg geggcteegg tggtggtggt tcoctgaggtgce agetggtcga gtctggggga 420
ggcgtggtcc agectgggag gtcectgaga ctetectgtg cagectctgg attcacccte 480
agtacctatg ccatécactg ggtccgccag gctccaggeca aggggctgga gtgggtggea 540
cttatatcaa atgatggaag caztaaatac tatgcagact ccgtgaaggg ccgattcace 600
atctccagag acaattccaa gaacacgctg tatctgcaaa tgaacagcct gagagetgag €60
gacacggcecg tgtattactg tgcgagagat agggggctac ggttctactt tgactactgg 720
ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctcecc ggaggtggtg gatccgacgt ccaactggtg 780
cagtcagggg ctgaagtgaa aaaacctggg gcctcagtga aggtgtcctyg caaggettet 840
ggctacacct ttactaggta cacgatgcac tgggtaaggc aggcacctgg acagggtctg go0
gaatggattg gatacattaa tcctagccgt ggttatacta attacgcaga cagcgtcaag 860
ggccgcttca caatcactac agacaaatcc accagcacag cctacatgga actgagcage 1020
ctgcgttctyg aggacactge aacctattac tgtgcaagat attatgatga tcattactge 1080
cttgactact ggggccaagg caccacggtce accgtctcoct caggcgaagg tactagtact 1140
ggttctggtg gaagtggagg ttcaggtgga gcagacgaca ttgtactgac ccagtctcca 1200
gcaactctgt ctctgtctee aggggagegt gcoccaccctga getgcagage cagtcaaagt 1260
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gtaagttaca tgaactggta
gacacatcca aagtggcttc
gactactctc tcacaatcaa

cagtggagta gtaacccgct

ES 2595091 T3

ccagcagaag ccgggcaagg

tggagtccct gctcgettca

cagcttggag gctgaagatg

cacgttcggt ggcgggacca

cacccaaaag atggatttat

gtggcagtgg gtctgggace

ctgccactta ttactgccaa

aggtggagat caaatag

<223> A240 VL - A5 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

Gln Ala Val Leu

<210> 26

<211> 498

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<400> 26
1
Ser Ala
Tyr Ser
Leu Leu

50
Ser Ser
65
Leu Leu
Met Ile
Leu Thr
Gly Gly
130

Pro Gly
145

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Thr Gln Pro Ala

5

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

Gly

Val

Leu

Cys

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg
150

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Ser

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

79

Leu

10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

90

Val

Gly

Ser

Ala

Ser Ala

Gly Ile

Gly Ser

Gln Gln
60

Ser Ala
75

Glu Ala

Phe Gly

Gly Gly

Gly Gly

140

Ala Ser
155

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Pro

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Val

Phe

Gly

15

Gln

Gly

Gly

Tyr

83

Thr

Gly

Val

Thr

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Leu
160

1320

1380

1440

1497



Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

225

Gly

val

Val

Met

Tyr

305

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser
385

Thr

Trp

Ser

Leu

210

Tyr

Gln

Gln

Lys

His

290

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

370

Gly

Tyr

Val

Val

195

Tyr

Cys

Gly

Leu

Val

275

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

355

Thr

Gly

Ala

Ala

180

Lys

Leu

Ala

Thr

Val

260

Sexr

Val

Pro

Thr

Ser

340

Asp

Val

Ser

Met

165

Leu

Gly

Gln

Arg

Thr

245

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

325

Leu

Asp

Ser

Gly

ES 2595091 T3

His

Ile

Arg

Met

Asp

230

val

Ser

Lys

Gln

Arg

310

Thr

Arg

His

Ser

Gly
390

Trp

Ser

Phe

Asn

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Ala

295

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

375

Ala

Val

Asn

Thr

200

Ser

Gly

val

Ala

Ser

280

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

360

Glu

Asp

Arg

Asp

185

Ile

Leu

Leu

Ser

Glu

265

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

345

Leu

Gly

Asp

80

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

250

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

330

Thr

Asp

Thr

Ile

Ala

Ser

Arg

Ala

FPhe

235

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

315

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val
395

Pro

Asn

Asp

Glu

220

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

300

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

380

Leu

Gly

Lys

Asn

205

Asp

Phe

Gly

Pro

Thr

285

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Gly

365

Thr

Tyr

190

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

270

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

350

Gln

Ser

Gln

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

255

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

335

Cys

Gly

Gly

Ser

Leu

Ela

Asn

Val

Trp

240

Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

320

Met

Ala

Thr

Gly

Pro
400
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Ala

Ala

Lys

Val

Thr

Ser

Ala

Pro

Leu Ser

Leu

ES 2595091 T3

Ser Pro

405

Gln Ser

420

Pro
435

Lys

Ala Arg

450

Thr
465

Gln

Ile

<210> 27

<211> 1500
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

Ile

Trp

Asn Ser

Ser Ser

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

Ser Tyr

Trp Ile

Ser Gly

455

Glu
470

Ala

Pro Leu

485

Lys

Gly Glu Arg

410

Met Asn

425

Trp

Tyr Thr

440

Asp

Ser Gly Ser

Glu Asp Ala

Thr Phe Gly

490

Ala Thr

Gln

Tyr

Ser Lys

Leu

Gln

Val

Ser Cys

415

Lys Pro

430

Rla Ser

445

Thr
460

Gly

Ala
475

Thr

Gly Gly

Asp

Tyr

Thr

Tyr Ser

Tyr

Cys

Val
495

Lys

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL — A5 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 27

gacgtccaac
tcctgcaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga

agtgggtctg

tggtgcagtc
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgcg
actgccttqga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac

ggaccgacta

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactgggge
tggtggaagt
tctgtctcetg
ttacatgaac
atccaaagtg

ctctetcaca

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tcteccagggg
tggtaccagce
gcttctggag

atcaacagct

81

ctggggectce
tgcactgggt
gcecgtggtta
aatccaccag
attactgtge
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgcecac
agaagccggyg
tccctgeteg

tggaggctga

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecagge
cgacattgta
cctgagctge
caaggcaccc
cttcagtggce

agatgctgcec

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

480

Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



10

acttattact
gagatcaaat
gcatctcectg
gcctacagta
tacaaatcag
aaagatgctt
gctgactatt
aagttgaccg
gaggtgcage
tcctgtgcag
ccaggcaagqg
gcagactccg
ctgcaaatga

gggctacggt

<210> 28

<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

gccaacagtg
ccggaggtygg
gagcatcagc
tatactggta
actcagataa
cggccaatge
actgtatgat
tcetaggtgg
tggtcgagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

tctactttga

ES 2595091 T3

gagtagtaac
tggatcccag
cagtctcacc
ccagcagaag
gcagcagggce
agggatttta
ttggcacagc
tggtggttct
tgggggagge
caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac

ctactggggce

ccgetcacgt
gccgtgcetga
tgcaccttge
ccagggagtce
tctggagtct
ctcatctctg
ggcgcttetg
ggcggceggceyg
gtggtccage
acctatgcca
atatcaaatg
tccagagaca
acggccgtgt

caagggacca

tecggtggegg
ctcagcegge
gcaggggcat
ctceccagta
ccagccgett
ggctccagtce
cggtgttegg
gctcecggtgg
ctgggaggte
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgc

cggtcaccgt

gaccaaggtg

ttccctctet
caatgttggt
tctcectgagg
ctctgcatce
tgaggatgag
cggagggacc
tggtggttcet
cctgagactc
ccgccagget
taaatactat
cacgctgtat
gagagatagg

ctcctectag

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL — A5 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 28

Asp
1

Ser

Thr

Gly Tyr Ile Asn Pro
50

Lys
65

Val Gln Leu

Val Lys Val

20

Met His Trp Val

35

Gly Arg Phe

Val

5

Ser

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Arg Gln Ala

Ala Glu

10

Ser
25

Gly

Pro

Val Lys

Tyr Thr

Gly Gln Gly Leu

Lys

Phe

Pro

Thr
30

Glu

Gly Ala

Arg Tyr

Trp Ile

40

Ser Arg Gly
55

Ile Thr Thr
70

Tyr

Asp

82

Thr

Lys

45

Asn Tyr Ala

60

Ser Thr
75

Ser

Asp

Thr

Ser Val

Ala Tyr
80

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Ala

Leu

Gln

Ser
305

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Ser

Arg

Lys

290

Asp

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Leu

Arg

275

Pro

Lys

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Ser

260

Gly

Gln

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Ala

Ile

Ser

Gln

ES 2595091 T3

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly
310

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Val

Pro

295

Ser

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Gly

280

Gln

Gly

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

265

Ala

Tyr

Val

83

Asp

90

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

250

Ser

Tyr

Leu

Ser

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser
315

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

300

Arg

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Tyr

285

Tyr

Phe

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Thr

Thr

270

Trp

Lys

Ser

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gln

255

Cys

Tyr

Ser

Ala

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser
320



10

<210> 29
<211> 1500
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Lys

Ser

Ser

Gly

Val

385

Ser

vzl

Asn

Thr

Ser

465

Gly

val

Asp

Glu

Ala

Ser

370

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

450

Leu

Leu

Ser

Ala

Asp

Val

355

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

435

Ser

Arg

Arg

Ser

Ser

Glu

340

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

420

Ser

Arg

Ala

Phe

Ala

325

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

405

Ero

Asn

Asp

Glu

Tyr
485

ES 2595091 T3

Asn

Asp

Gly

Gly

Gly

330

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

470

Phe

Ala

Tyr

Gly

Ser

375

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

455

Thr

Asp

Gly

Tyr

Thr

360

Val

Thr

Gly

Tyr

440

Lys

Ala

Tyr

Ile

Cys

345

Lys

Gly

Gln

Leu

Leu

425

Ala

Asn

Val

Trp

Leu

330

Met

Leu

Gly

Pro

Ser

410

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
490

Leu

Ile

Thr

Gly

Gly

395

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

475

Gln

Ile

Trp

Val

Ser

380

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

460

Cys

Gly

Ser

His

Leu

365

Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

445

Leu

Ala

Thr

Gly

Ser

350

Gly

Val

Leu

Met

Leu

430

Gly

Gin

Arg

Thr

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 29

84

Leu

335

Gly

Gly

Gln

Arg

His

415

Ile

Arg

Met

ASp

val
495

Gln

Ala

Gly

Leu

Leu

400

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

480

Thr



10

gacgtccaac
tcctgecaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagcctg
tatgeccatge
tcaaatgatg
agagacaatt
gccgtgtatt
gggaccacgg

ggtggttctg

gccagtctea
taccagcaga
aagcagcagg
gcagggattt

atttggcaca

<210> 30

<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tggtgcagte
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgceg
actgccttga
gtactggtte
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtgg
ggaggtccct
actgggtccg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtcte
agctcgtget
cctgcacctt
agccagggag
gctetggagt
tactcatctc

gcggegette

ES 2595091 T3

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggce
tggtggaagt
tctgtctetyg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatcecgag
gagactctec
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agataggggg
ctcaggtggt
gactcagccg
gcgcagggge
tcctececag
ctccagecge
tgggcteccag

tgcggtgtte

gtgaaazaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
czaggcacca
ggaggttcag
tcteccaggay
tggtaccage
gcttetggag
atcaacagct
ccgctcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagect
ggcaagggge
gactcegtga
caaatgaaca
ctacggttct
ggtggttctg
gcttccctct
atcaatgttg
tatctecctga
ttctctgecat
tctgaggatg

ggcggaggga

ctggggcctc
tgcactgggt
gccgtggtta
aatccaccag
attactgtgce
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgecac
agaagccggg
tcecetgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
tcgagtetgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actttgacta
gcggeggcegyg
ctgcatctcce
gtgcctacag
ggtacaaatc
ccaaagatgc
aggctgacta

ccaagttgac

agtgaaggtg
gaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecagge
cgacattgta
cctgagetge
caaggcacce
cttcagtggc
agatgctgce
gaccaaggtg
gggaggegtyg
cctcagtace
ggcacttata
caccatctee
tgaggacacg
ctggggccaa
ctcecggtggt
tggagcatca
tatatactgg
agactcagat
ttcggcecaat
ttactgtatg

cgtcectatag

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 30

85

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

ge0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln
225

Val

val

Met

Tyr

50

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

ES 2595091 T3

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn
230

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Sexr

Glu

215

Pro

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Tyr

Thr Asp

Ser Glu

Tyr Cys

105

Gly Glu
120

Ala Asp

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr

185

Gly Ser
200

Ala Glu

Leu Thr

86

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

BAsp

S0

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

155 .

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
235

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Tyr

Thr

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val
240



Glu

Gly

Ala

Ala

Ser

305

Arg

Ala

Phe

Gly

Leu

385

Ala

Ser

Leu

Ser

Leu
465

Iie

Gly

Ser

Pro

290

Asn

Asp

Glu

Tyr

Gly

370

Val

Ser

Ile

Arg

Arg

450

Ile

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

355

Leu

Leu

Tyr

Tyr

435

Phe

Ser

Ser

Val

260

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

340

Asp

Gly

Thr

Thr

Trp

420

Lys

Ser

Gly

Gly

245

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

325

Ala

Tyr

Ser

Gln

Cys

405

Tyr

Ser

Ala

Leu

ES 2595091 T3

Gly

Gln

Leu

Leu

Ala

310

Asn

Val

Trp

Gly

Pro

390

Thr

Gln

Asp

Ser

Gln
470

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

375

Ala

Leu

Gln

Ser

Lys

455

Ser

Gly

Gly

Thr

280

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gln

360

Gly

Ser

Arg

Lys

Asp

140

Asp

Glu

Ser

Arg

265

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

345

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

425

Lys

Ala

Asp

87

Glu

250

Ser

Ala

Ala

Lys

Leu

330

Ala

Thr

Ser

Ser

Gly

410

Gly

Gln

Ser

Glu

Val

Leu

Met

Leu

Gly

315

Gln

Arg

Thr

Gly

Ala

395

Ile

Ser

Gln

Ala

Ala
475

Gln

Arg

His

Ile

30C

Arg

Met

Asp

Val

Gly

380

Ser

Asn

Prc

Asn
460

Asp

Leu

Leu

Trp

285

Ser

Phe

Asn

Arg

Thr

365

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

445

Ala

Tyr

Val

Ser

270

Val

Asn

Thr

Ser

Gly

350

Val

Gly

Gly

Gly

Gln

430

Gly

Gly

Tyr

Glu

255

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

335

Leu

Ser

Ser

Ala

Ala

415

Tyr

Val

Ile

Cys

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

320

Arg

Arg

Ser

Glu

Ser

400

Tyr

Leu

Ser

Leu

Met
480



10

Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

ES 2595091 T3

485

Thr Val Leu

<210> 31

<211> 1506
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO:

<400> 31

gaggtgcage
tcctgtgeag
ccagggaagg
gaatacgccg
ctgtatctte
gatagggggce
tcaggtggtg
actcagcegqg
cgcaggggca
cctcececagt
tccagceget
gggctccagt
gcggtgtteg
caactggtgce
aaggcttctg
cagggtctgg
agcgtcaagg
ctgagcagec
cattactgcce

actagtactg

tggtcgagte
cgtctggatt
ggctggaatg
cgtctgtgaa
aaatgaacag
tacggttcta
gtggttctgg
cttcecctete
tcaatgttgg
atctcctgag
tctetgeatce
ctgaggatga
gceggagggac
agtcaggggc
gctacacctt
aatggattgg
gccgcettcac
tgcgttctga
ttgactactg

gttctggtgg

490

495

77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

tgggggaggce

caccgtcagt
ggtaggttte
aggcagattc
cctgagagcce
ctttgactac
cggcggegge
tgcatctect
tgcctacagt
gtacaaatca
caaagatgct
ggctgactac
caagttgacc
tgaagtgaaa
tactaggtac
atacattaat
aatcactaca
ggacactgca
gggccaagge

aagtggaggt

ttggtccage
agctactgga
attagaaaca
accatctcaa
gaggacacgg
tggggccaag
tccggtggtg
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcoggccaatg
tactgtatga
gtcctatceg
aaacctgggg
acgatgcact
cctagccgtg
gacaaatcca
acctattact

accacggtca

tcaggtggag

88

ctgggaggtc

tgcactgggt
aagctaatgg
gagatgattc
ccgtgtatta
ggaccacggt
gtggttctga
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt
tttggcacag
gaggtggtgg
cctcagtgaa
gggtaaggca
gttatactaa
ccagcacage
gtgcaagata
ccgtctecte

cagacgacat

cctgagactc
ccgcecaagcet
tgggacaaca
caagaacacg
ctgtgcaaga
caccgtctec
gctegtgetyg
ctgcaccttg
gccagggagt
ctctggagtc
actcatctct
cggcgcettet
atccgacgte
ggtgtcctge
ggcacctgga
ttacgcagac
ctacatggaa
ttatgatgat
aggcgaaggt

tgtactgacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200



10

cagtctccag
agtcaaagtg
tggatttatg
tctgggaccg
tactgccaac

aaatag

<210> 32

<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

caactctgte
taagttacat
acacatccaa

actactctct

agtggagtag

ES 2595091 T3

tctgteteca
gaactggtac
agtggecttct
cacaatcaac

taacccgcte

ggggagegtg
cagcagaagc
ggagtccctg
agcttggagg

acgttcggtg

ccaccctgag
cgggcaaggc
ctcgettcag
ctgaagatgc

gcgggaccaa

ctgcagagcce
acccaaaaga
tggcagtggg
tgccacttat

ggtggagatc

<223> B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 32

Glu

1

Ser

Trp

Gly

Leu

Met

Phe

Val Gln Leu Val Glu

Leu
20

Arg

His
35

Trp

Ile Arg

50

Ser

65

Leu

Tyxr

Gln

Gly

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

100

Thr
115

Thr

Sexr Gly

130

5

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Ala
55

Asn Lys

Phe
70

Arg Thr

Met
85

Asn Ser

Asp Arg Gly

Val Thr Val

Gly Gly

135

Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Asn Gly

Ile Ser

Leu Arg

Leu Arg

105

Ser Ser

120

Ser Glu

89

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

90

Phe

Gly

Leu

Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
10

Phe Thr

Lys Gly

Val

Leu

Gly
15

Ser Ser

30

Glu Trp

45

Thr Thr

60

Asp
75

Asp
Glu Asp
Phe

Tyr

Gly Gly

Glu

Ser

Thx

Bsp

Gly

Tyr Ala

Lys Asn

Ala Val

95

Tyr
110

Trp

Ser Gly

125

Val Leu

140

Thx

Gln Pro

1260
1320
1380
1440
1500

1506

Arg

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Gly

Gly

Ala



Ser

145

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

225

Ala

Gly

Gly

Arg

Trp

305

Ser

Ala

Tyr

Gln

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

210

Asp

Val

Ser

Ala

Tyr

290

Ile

val

Tyr

Cys

Gly
370

Ser

Gly

Gln

195

Ser

Glu

Phe

Asp

Ser

275

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

355

Thr

Ala

Ile

Ser

180

Gln

Ala

Ala

Gly

Val
260

Val

Met

Tyr

Gly

Glu

340

Arg

Thr

Ser

Asn

165

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly
245

Gln

Lys

His

Ile

Arg

325

Leu

Tyr

Val

ES 2595091 T3

Pro

150

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

230

Gly

Leu

Val

Trp

Asn

310

Phe

Ser

Tyr

Thr

Gly

Gly

Gln

Gly
215

Tyr

Thr

Val

Ser

Val

295

Pro

Thr

Ser

Asp

Val
375

Ala

Ala

Tyr

Val

200

Ile

Cys

Lys

Gln

Cys

280

Arg

Ser

Ile

Leu

Asp

360

Ser

Ser

Tyr

Leu

185

Ser

Leu

Met

Leu

Ser

265

Lys

Gln

Arg

Thr

Arg

345

His

Ser

90

Ala

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr
250

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

330

Ser

Tyr

Gly

Ser

155

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp

235

Val

Ala

Ser

Pro

Tyr

315

Asp

Glu

Cys

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

220

His

Leu

Glu

Gly

Gly

300

Thr

Lys

Asp

Leu

Gly
380

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Ser

Val

Tyr

285

Gln

Asn

Ser

Thr

Asp

365

Thr

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

Gly

Lys

270

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

350

Tyr

Ser

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly
255

Lys

Fhe

Leu

Ala

Ser

335

Thr

Trp

Thr

Leu

160

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser

240

Gly

Pro

Thr

Glu

Asp

320

Thr

Tyr

Gly

Gly



10

Ser

385

Gln

Ser

Lys

Ala

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser

Gly Ser

Pro Ala

Gly

Thr

ES 2595091 T3

Gly Ser
390

Leu Ser

405

Ala
420

Arg

Gly
435

Lys

Gly Val

450

Tyr
465

Tyr

Lys

<210> 33

<211> 1503
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

<223> A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO:

<400> 33

caggcecegtgce
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct
agcggcecgett
tctggeggeg
ggcttggtce

agtagctact

Ser

Cys

Val

Leu Thr

Gln Gln

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

Gln Ser

Pro Lys

Ala Arg
455

Asn Ser
470

Ser Ser

485

Glu Ile

500

tgactcagcc
tgcgcagggyg
gtcctecccea
tctccagecg
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggctecegg
agcctgggag

ggatgcactg

Lys

Gly Ala

Leu Ser Pro

410

Val Ser

425

Tyr

Arg Ile

440

Trp

Phe Ser Gly

Leu Glu Ala

Leu
490

Asn Pro

Asp
395

Gly Glu
Met

Asn

Tyr Asp

Asp Ile

Arg

Trp

Thr

Val Leu

Ala Thr

115

Tyr Gln

430

Ser Lys

445

Ser Gly

460

Glu
475

Asp

Thr Phe

Ser

Ala

Gly

Gly Thr

Ala Thr

Gly Gly

495

77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

ggcttecectce
catcaatgtt
gtatctcctg
cttectctgea
gtctgaggat
c€ggcggaggg
tggtggtggt
gtccctgaga

ggtccgccaa

tctgcatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtgce
ctctecctgtg

gctccaggga

91

ctggagcatce
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat
ccgtcectagg
agctggtcga
cagcgtctagg

aggggctgga

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga

attcaccgtc

atgggtaggt

Thr

400

Leu

Gln

Val

Asp

Tyr

480

Thr

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca
tactggggcc
ctggtgcagt
gcttctgget
ggtctggaat
gtcaagggcec
agcagcctgc
tactgccttg
agtactggtt
tcteccagceaa
caaagtgtaa
atttatgaca
gggaccgact
tgccaacaqgt

tag

<210> 34

<211> 500
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

acaaagctaa
caagagatga
cggcegtgta
aagggaccac
caggggctga
acacctttac
ggattggata
gcttcacaat
gttctgagga
actactgggg
ctggtggaag
ctctgtctct
gttacatgaa
catccaaagt
actctctecac

ggagtagtaa

ES 2595091 T3

tggtgggaca
ttccaagaac
ttactgtgcea
ggtcaccgte
agtgaazaaa
taggtacacg
cattaatcct
cactacagac
cactgcaacc
ccaaggcacc
tggaggttca
gtctccaggg
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcaacage

ccecgetcacy

acagaatacg
acgctgtatc
agagataggg
tectecggay
cctggggect
atgcactggg
agcegtgott
aaatccacca
tattactgtg
acggtcaccg
ggtggagcag
gagegtgcecea
cagaagccgg
gtccctgcectce
ttggaggetg

ttcggtggeg

ccgegtetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gtggtggatc
cagtgaaggt
taaggcagge
atactaatta
gcacagccta
caagatatta
tctcecteagg
acgacattgt
ccctgagcetg
gcaaggcace
gcttcagtgg
aagatgctge

ggaccaaggt

gaaaggcaga
cagcctgaga
ctactttgac
cgacgtccaa
gtcctgcaag
acctggacag
cgcagacagc
catggaactg
tgatgatcat
cgaaggtact
actgacccag
cagagccagt
caaaagatqgg
cagtgggtct
cacttattac

ggagatcaaa

<223> A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 34

Gln Ala Val Leu

1

Ser Ala Ser Leu

Tyr Ser Ile Tyr

Leu Leu Arg Tyr

5

20

35

Thr Gln

Thr Cys

Trp Tyr

Lys Ser

Pro

Thr

Gln

Asp

Ala
10

Leu
25

Gln Lys Pro Gly Ser

40

Ser

92

Ser Leu Ser Ala

Arg Arg Gly Ile

Asp Lys Gln Gln

45

Ser Pro

Asn Val

Pro Pro

Gly Ser

30

Gly Ala

Gly Ala

Gln Tyr

Gly Vval

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1503



Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Tyr

Lys

Ala

225

Tyr

Ser

Ala

Tyr

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Ser

Trp

Ala

Asn

210

Val

Trp

Asp

Ser

Thr

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

195

Thr

Tyr

Gly

Val

Val

275

Met

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Trp

Gly

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Gln

260

Lys

His

Ser

Gly

Ser

Gly

val

Leu

Met

165

Phe

Val

Tyr

Cys

Gly

245

Leu

Val

Trp

ES 2595091 T3

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Ile

Lys

Leu

Ala

230

Thr

Val

Ser

Val

35

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Arg

Gly

Gln

215

Arg

Thr

Gln

Cys

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Asn

Arg

200

Met

Asp

Val

Ser

Lys

280

Gln

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

185

Phe

Asn

Arg

Thr

Gly

265

Ala

Ala

93

Ala

Asp

Val

Gly

Ser

Rla

Gln

170

Ala

Thr

Ser

Gly

Val

250

Ala

Ser

Pro

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Asn

Ile

Leu

Leu

235

Ser

Glu

Gly

Gly

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

205

Ala

Phe

Gly

Lys

Thr

285

Gly

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

180

Asp

Glu

Tyr

Gly

Lys

270

Phe

Leu

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

val

Thr

Gly

175

Thr

Asp

Asp

Phe

Gly

255

Pro

Thr

Glu

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Val

160

Leu

Glu

Ser

Thr

Asp

240

Gly

Gly

Arg

Trp
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230

Ile Gly
305

Val Lys

Tyr Met

Cys Ala

Gly Thr
370

Gly Gly
385

Ser Pro

Cys Arg

Pro Gly

Ser Gly
450

Ser Leu
465

Cys Gln

Val Glu

<210> 35

<211> 1506

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Tyr

Gly

Glu

Arg

355

Thr

Ser

Ala

Ala

Lys

435

val

Thr

Gln

Ile

Ile

Arg

Leu

340

Tyr

Val

Gly

Thr

Ser

420

Ala

Pro

Ile

Trp

Lys
500

Asn

Phe

325

Ser

Tyr

Thr

Gly

Leu

405

Gln

Pro

Ala

Asn

Ser
485

ES 2595091 T3

Pro

310

Thr

Ser

Bsp

Val

Ser

390

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

470

Ser

295

Ser

Ile

Leu

Asp

Ser

375

Gly

Leu

val

Arg

Phe

455

Leu

Asn

Arg

Thr

Arg

His

360

Ser

Gly

Ser

Ser

Trp

440

Ser

Glu

Pro

Gly

Thr

Ser

345

Tyr

Gly

Ala

Pro

Tyr

425

Ile

Gly

Ala

Leu

Tyr

Asp

330

Glu

Cys

Glu

Asp

Gly

410

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
490

Thr
315
Lys
Asp
Leu
Gly
Asp
385
Glu
Asn
AsSp
Gly
Asp
475

Phe

300

Asn

Ser

Thr

Asp

Thr

380

Ile

Arg

Trp

Thr

Ser

460

Ala

Gly

Tyr

Thr

Ala

Tyr

365

Ser

Val

ARla

Tyr

Ser

445

Gly

RAla

Gly

Ala

Ser

Thr

350

Trp

Thr

Leu

Thr

Gln

430

Lys

Thr

Thr

Gly

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

94

Asp

Thr

335

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

415

Gln

Val

Asp

Tyr

Thr
495

Ser
320

Ala

Tyr

Gln

Ser

Gln

400

Ser

Lys

Ala

Tyr

Tyr

480

Lys
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<400> 35

gacgtccaac
teectgecaagg
cctggacagyg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagte
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagectyg
tactggatgce
agaaacaaag
atctcaagag
gacacggcceg
ggccaaggyga
ggtggtyggtg
gcatcagcca
tactggtacc
tcagataagc
gccaatgcag
tgtatgattt

ctatag

<210> 36

<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tggtgcagtc
cttctggeta
gtctggaatg
tcaagggecg
gcagcctgceg
actgccttga
gtactggtte
cteccagceaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtyg
ccggaggtgg
ggaggtcect
actgggtccg
ctaatggtgg
atgattccaa
tgtattacktg
ccacggtcac
gttctgagcet
gtctcacctg
agcagaagcc
agcagggcetce

ggattttact

ggcacagcgg

ES 2595091 T3

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggce
tggtggaagt
tctgtctetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctcc
ccaagctcca
gacaacagaa
gaacacgctg
tgcaagagat
cgtctcctca
cgtgctgact
caccttgege
agggagtcct
tggagtctcc
catctetggg

cgcttetgeg

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagc
gcttcetggag
atcaacagct
ccgcetcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagecgt
g9ggaaggggc
tacgccgegt
tatcttcaaa
agggggctac
ggtggtggtg
cagccggett
aggggcatca
ccccagtatce
agccgcgtct
ctcecagtctyg

gtgttcggeg

ctggggecte
tgcactgggt
gcecgtggtta
aatccaccag
attactgtgce
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgecac
agaagccggg
tecectgeteg
tggaggctga
tecggtggegg
tcgagtectgg
ctggattcac
tggaatgggt
ctgtgaaagg
tgaacagcct
ggttctactt
gttctggcgg
ccetetetge
atgttggtgce
tecctgaggta
ctgcatccaa
aggatgaggc

gagggaccaa

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctectecagge
cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccc
cttcagtgge
agatgctgcec
gaccaaggtg
gggaggcettyg
cgtcagtagce
aggtttcatt
cagattcacc
gagagccgag
tgactactgg
cggcggctce
atctectgga
ctacagtata
caaatcagac
agatgctteg
tgactattac

gttgaccgtc

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 36

95

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Val

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Thr

Ser

Ala

Pro
195

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

ES 2595091 T3

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Ser Arg

Ile Thr

70

Leu Arg

Asp His

Ser Ser

Gly Gly

135

Leu Ser

150

Val Ser

Arg Trp

Fhe Ser

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly
200

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

96

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

S0

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

73

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr
205

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser



Leu

Gln

225

Glu

Gly

Ala

Ala

Asn

305

Ile

Leu

Leu

Ser

Ser

385

Ala

Ala

Tyr

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Pro

290

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

370

Glu

Ser

Tyr

Leu

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Gly

BRrg

Ala

Phe

355

Gly

Leu

Ala

Ser

Leu
435

Asn

Ser

Ser

Leu
260

Phe

Lys

Thr

Asp

Glu

340

Tyr

Gly

Val

Ser

Ile

420

Arg

Ser

Ser

Gly

2453

Val

Thr

Gly

Thr

Asp

325

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

405

Tyr

Tyr

ES 2595091 T3

Leu

Asn

230

Gly

Gln

val

Leu

Glu

310

Ser

Thr

RAsp

Gly

Thr

390

Thr

Trp

Lys

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

375

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

280

Trp

Ala

Asn

Val

Trp

360

Gly

Pro

Thr

Gln

Asp
440

Glu

Thr

Ser

Arg
265

Tyr

Val

Ala

Thr

Tyr

345

Gly

Gly

Ala

Leu

Gln

425

Ser

97

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Trp

Gly

Ser

Leu

330

Tyr

Gln

Gly

Ser

Arg

410

Lys

Asp

Ala

Gly

235

Val

Leu

Met

Phe

Val

315

Tyr

Cys

Gly

Gly

Leu

395

Arg

Pro

Lys

Ala

220

Gly

Gln

Arg

His

Ile

300

Lys

Leu

Ala

Thr

Ser

380

Ser

Gly

Gly

Gln

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp

285

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

365

Gly

Ala

Ile

Ser

Gln
445

Tyr

Thr

Val

Ser
270

Val

Asn

Arg

Met

Asp

350

Val

Gly

Ser

Asn

Pro

430

Gly

Tyx

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

335

Arg

Thr

Gly

Pro

Val

415

Pro

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr

320

Ser

Gly

Val

Gly

Gly

400

Gly

Gln

Gly
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Val Ser Ser
450

Ile Leu Leu
465

Cys Met Ile

Lys Leu Thr

ES 2595091 T3

Arg Phe Ser Ala Ser Lys Asp Ala Ser Ala Asn Ala Gly

Ile Ser

Trp His

455 460

Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr
470 475 480

Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr

485 490 495

Val Leu

<210> 37

<211> 1506
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

500

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - B9 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 37

gacgtccaac
tcctgcaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gcatctcctg
gcctacagta

tacaaatcag

tggtgcagte
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgeg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtgg
gagcatcagc
tatactggta

actcagataa

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggce
tggtggaagt
tctgtctcectg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatcccag
cagtctcacc
ccagcagaag

gcagcagggc

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagce
gcttctggag
atcaacagct
ccgctcacgt
gccgtgcetga
tgcaccttge
ccagggagtc

tctggagtct

98

ctggggcectce
tgcactgggt
gecegtggtta
aatccaccag
attactgtge
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgecac
agaagccggg
tcecectgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
ctcagcecgge
gcaggggeat
ctccceccagta

ccagccgcett

agtgaaggtyg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctcagge
cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccc
cttcagtggce
agatgctgcc
gaccaaggtg
ttcecetetcet
caatgttggt
tctcectgagg

ctctgcatcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960



10

aaagatgctt
gctgactatt
aagttgaccg
gaggtgcagc
tcctgtgeag
ccagggaagg
gaatacgccg
ctgtatcttce

gatagggggc

tcctag

<210> 38

<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

cggccaatge
actgtatgat
tcctaggtgg
tggtcgagtc
cgtctggatt
ggctggaatg
cgtctgtgaa
aaatgaacag

tacggttcta

ES 2595091 T3

agggatttta
ttggcacagce
tggtggttct
tgggggaggc
caccgtcagt
ggtaggtttc
aggcagattc
cctgagagcece

ctttgactac

ctcatctctg
ggcgcttetg
ggcggceggceg
ttggtccage
agctactgga
attagaaaca

accatctcaa

gaggacacgg

tggggccaag

ggctccagtc
cggtgttcgg
gcteccggtgg

ctgggaggtc

tgcactgggt
aagctaatgg
gagatgattc
ccgtgtatta

ggaccacggt

tgaggatgag
c¢ggagggacc
tggtggttct
cctgagactce
ccgcecaagcet
tgggacaaca
caagaacacg
ctgtgcaaga

caccgtctcc

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - B9 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 38

Asp

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Val Gln Leu

Val
20

Lys

His
35

Trp

Ile Asn

Arg Phe

Leu Ser

Tyr Tyr

100

Val Gln
5

Ser

Sexr Cys

Val Arg Gln

Pro Ser Arg

55

Thr Ile Thr

70

Ser Leu

85

Asp Asp His

Lys Ala

Arg Ser

Glu
10

Gly Ala

Ser
25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Gly Tyr Thr

Thr Asp Lys

Glu Asp

Tyr Cys Leu

105

99

Val Lys Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr

60

Ser Thr

75

Thr Ala

Asp Tyr

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Pro Gly

15

Thr
30

Arg

Glu Trp

Asp Ser

Thr Ala

Tyr Tyr

95

Gly Gln

110

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Ala

Leu

Gln

Ser

305

Lys

Ser

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Ser

Arg

Lys

290

Asp

Asp

Glu

Val

115

Thr

Ser

BAla

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Leu

Brg

275

Pro

Lys

Ala

Asp

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Ser

260

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu
340

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

325

Ala

ES 2595091 T3

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly

310

Asn

Asp

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Val

Pro

235

Ser

Ala

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Gly

280

Gln

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Ala

265

Bla

Tyr

Val

Ile

Cys
345

100

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

250

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

330

Met

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

315

Leu

Ile

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

300

Arg

Ile

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Tyr

285

Tyr

Phe

Serxr

His

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Thr

Thr

270

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser
350

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gln

255

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

335

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

320

Gln

Ala



10

Ser

Gly

Val
385

Ser

Val

Asn

Arg

Met

465

Asp

Val

<210> 39

<211> 1500
<212> ADN

Ala

Ser

370

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

450

Asn

Arg

Thr

Val

355

Gly

Ser

Ala

Gln

Ala

435

Thr

Ser

Gly

Val

<213> secuencia artificial

<220>

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

420

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser
500

Gly

Gly

Gly

Ser

405

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

485

Ser

ES 2595091 T3

Gly

Gly

Gly

390

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

470

Phe

Gly

Ser

375

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

455

Glu

Tyr

Thr

360

Gly

Val

Thr

Gly

Thr

440

Asp

Asp

Phe

Lys Leu

Gly Gly

Gln Pro

Val Ser

410

Leu Glu

425

Glu Tyr

Ser Lys

Thr Ala

Asp Tyr
490

Thr

Gly

Gly

395

Ser

Trp

Ala

Asn

Val

475

Trp

Val

Ser

380

Arg

Tyr

Val

Ala

Thr

460

Tyr

Gly

Leu

365

Glu

Ser

Trp

Gly

Ser

445

Leu

Tyr

Gln

Gly

Val

Leu

Met

Phe

430

Val

Tyr

Cys

Gly

<223> D8 VH — A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 39

gaggtgcage tggtcgagtce
tcectgtgecag cctetggatt
ccaggcaagg ggctggagtg
gcagactccg tgaagggccg

ctgcaaatga

acagcctgag

tgggggaggc

caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc

agctgaggac

gtggtccage

acctatgcca

atatcaaatg

tccagagaca

acggctgtgt

101

Gly

Gln

Arg

His

415

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr
495

Gly

Leu

Leu

400

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

480

Thr

ctgggaggtc cctgagactc

tgcactgggt ccgccagget

atggaagcaa taaatactat

attccaagaa cacgctgtat

attactgtac tagagatagg

60

120

180

240

300



10

gggctacggt
ggtggtggtt
ccggcettece
ggcatcaatg
cagtatctcc
cgcttetetg
cagtctgagg
ttecggeggag
gtgcagtcag
tctggectaca
ctggaatgga
aagggccgct
agcctgegtt
tgccttgact
actggttctg
ccagcaacte
agtgtaagtt
tatgacacat
accgactact

caacagtgga

tctactttga
ctggcggcgyg
tetctgecatc
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga
ggaccaagtt
gggctgaagt
cctttactag
ttggatacat
tcacaatcac
ctgaggacac
actggggcca
gtggaagtgg
tgtctctgtc
acatgaactg
ccaaagtggc
ctctcacaat

gtagtaaccc

ES 2595091 T3

ctactgggygce
cggctcecggat
tcctggageca
cagtatatac
atcagactca
tgctteggee
ctattactgt
gaccgtecta
gaaaaaacct
gtacacgatg
taatcctagce
tacagacaaa
tgcaacctat
aggcaccacqg
aggttcaggt
tccaggggag
gtaccagcag
ttctggagtce
caacagcttg

gctcacgttce

caagggacca
ggtggtggtt
tcagccagtc
tggtaccage
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttggce
tceggaggtyg
ggggcctcag
cactgggtaa
cgtggttata
tccaccagca
tactgtgeaa
gtcaccgtct
ggagcagacg
cgtgccaccce
aagccgggca
cctgeteget
gaggctgaag

ggtggeggga

cggtcaccgt
ctgagctcgt
tcacctgcac
agaagccagyg
agggctctgg
ttttactcat
acagecggcegce
gtggatccga
tgaaggtgtc
ggcaggcacc
ctaattacge
cagcctacat
gatattatga
cctcaggcga
acattgtact
tgagctgcag
aggcacccaa
tcagtggcag
atgctgccac

ccaaggtgga

ctcctecaggt
gctgactcag
cttgcgcagg
gagtcctcecce
agtctccagc
ctectgggete
ttctgecggtyg
cgtccaactg
ctgcaaggcet
tggacagggt
agacagcgtce
ggaactgagc
tgatcattac
aggtactagt
gacccagtct
agecagtcecaa
aagatggatt
tgggtctggg
ttattactge

gatcaaatag

<210> 40

<211> 499

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> D8 VH — A240 VL x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 40
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Ser Thr Tyr
20 25 30

102

360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500



Ala

Lys

65

Leu

Thr

Thr

Ser

Ser

145

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu

225

Phe

Asp

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gly

130

RAla

Ile

Ser

Gln

Ala

210

Ala

Gly

Val

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val

115

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly

195

Asn

Asp

Gly

Gln

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Gly

Pro

Val

Pro

180

Ser

Ala

Tyr

Gly

Leu
260

Val

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

165

Gln

Gly

Gly

Tyr

Thr

245

Val

ES 2595091 T3

Arg

Asp

Ile

10

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

150

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys

230

Lys

Gln

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

Glu

135

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

215

Met

Leu

Ser

Rla

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Leu

Ala

Ser

Leu

Ser

200

Leu

Ile

Thr

Gly

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

165

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

i85

Arg

Ile

Trp

Val

Ala
265

103

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Phe

Gly

Leu

Leu

Tyr

170

Tyr

Phe

Ser

His

Leu

250

Glu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Thr

Thr

155

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

235

Ser

Val

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

220

Gly

Gly

Lys

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Gly

125

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

205

Gln

Ala

Gly

Lys

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Ala

Leu

Gln

Ser

190

Lys

Ser

Ser

Gly

Pro
270

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

175

Asp

Asp

Glu

Ala

Gly

255

Gly

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Leu

Arg

160

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

240

Ser

Ala



5

<210> 41
<211> 1497
<212> ADN

Ser

Thr

Gly

305

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

385

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

485

Gln

Glu

Val

Met

290

Tyr

Gly

Glu

Arg

Thr

370

Ser

Ala

Ala

Lys

Val

450

Thr

Gln

Ile

Lys val
275

His Trp

Ile Asn

Arg Phe

Leu Ser

340

Tyr Tyr

355

Val Thr

Gly Gly

Thr Leu

Ser Gln
420

Ala Pro

435

Pro Ala

Ile Asn

Trp Ser

Lys

Ser

Val

Pro

Thr

325

Ser

Asp

Val

Ser

Ser
405

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser
485

ES 2595091 T3

Cys

Arg

Ser

310

Ile

Leu

Asp

Ser

Gly

390

Leu

val

Arg

Phe

Leu

470

RAsn

Lys

Gln

295

Arg

Thr

Arg

His

Ser

375

Gly

Ser

Ser

Trp

Ser

455

Glu

Pro

Ala Ser Gly Tyr

280

Ala Fro

Gly Tyr

Thr Asp

Ser Glu

345

Tyr Cys

360

Gly Glu

Ala Asp

Pro Gly

Tyr Met
425

Ile Tyr

440

Gly Ser

Ala Glu

Leu Thr

104

Gly

Thr

Lys

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu
410

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe
490

Gln

Asn

315

Ser

Thz

Asp

Thr

Ile

395

Arg

Trp

Thr

Ser

Ala

475

Gly

Thr

Gly

300

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Ser

380

Val

Ala

Tyr

Ser

Gly

460

Ala

Gly

Phe

285

Leu

Ala

Ser

Thr

Trp

365

Thr

Leu

Thr

Gln

Lys

445

Thr

Thr

Gly

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

350

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln

430

vVal

Asp

Tyr

Thr

Arg

Trp

Ser

Ala

335

Tyr

Gln

Ser

Gln

Ser
415

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Lys
495

Tyr

Ile

Val

320

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

400

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

480

Val
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<213> secuencia artificial

<220>

<223> A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO:

<400> 41

caggccegtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttacteatcet
agcggcgctt
tectggeggeg
ggcgtggtee
agtacctatg
cttatatcaa
atctccagag

gacacggctg

ggccaaggga
cagtcagggg
ggctacacct
gaatggattg
ggccgcttca
ctgecgttctg
cttgactact
ggttctggtg
gcaactctgt
gtaagttaca
gacacatcca
gactactctc

cagtggagta

<210> 42

<211> 498
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tgactcagcc
tgcgecagggg
gtcctccceca
tcteccagecy
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggctceegg
agcctgggayg
ccatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
ccacggtcac
ctgaagtgaa
ttactaggta
gatacattaa
caatcactac
aggacactge
ggggccaagg
gaagtggagg
ctctgtctcece
tgaactggta
aagtggcttc
tcacaatcaa

gtaacccgcet

ES 2595091 T3

77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

ggcttceccte
catcaatgtt
gtatctecctg
cttctetgea
gtctgaggat
cggcggaqag
tggtggtggt
gtcecctgaga
ggtccgecag
caataaatac
gaacacgctyg
tactagagat
cgtctectec
aaaacctggg
cacgatgcac
tcectagecgt
agacaaatcc
aacctattac
caccacggtce
ttcaggtgga
aggggagcgt
ccagcagaaqg
tggagtccecet
cagcttggag

cacgttcggt

tctgcatcete
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatyg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
ctctectgtg
gctccaggea
tatgcagact
tatctgcaaa
agggggctac
ggagygtyggtg
gcctcagtga
tgggtaaggce
ggttatacta
accagcacag
tgtgcaagat
accgtctect
gcagacgaca
gccaccctga
ccgggcaagg
gctegettea
gctgaagatg

ggcgggacca

105

ctggageate
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat
ccgtectagg
agctggtcga
cagcctctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ggttctactt
gatccgacgt
aggtgtcctg
aggcacctgg
attacgcaga
cctacatgga
attatgatga
caggcgaagg
ttgtactgac
gctgcagage
cacccaaaag
gtggcagtgg
ctgccactta

aggtggagat

agccagtcte
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcaccctc
gtgggtggca
ccgatteace
gagagctgag
tgactactgg
ccaactggtg
caaggcttct
acagggtctg
cagcgtcaag
actgagcagc
tcattactgce
tactagtact
ccagtctcca
cagtcaaagt
atggatttat
gtctgggacc
ttactgccaa

caaatag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1497



ES 2595091 T3

<223> A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 42

Gln

1

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Ala Val Leu

Ala

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Thr

Trp

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Leu

20

TYIX

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala
180

Thr Gln Pro Ala
5

Thr Cys Thr Leu

Trp Tyr Gln Gln
40

Lys Ser Asp Ser
55

Ser Ala Ser Lys
70

Gly Leu Gln Ser

Ser Gly Ala Ser

Gly Gly Gly Gly
120

Val Gln Leu Val
135

Leu Arg Leu Ser
150

Met His Trp Val
165

Leu Ile Ser Asn

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp
185

106

Leu Ser Ala
10

Arg Gly Ile

Pro Gly Ser

Lys Gln Gln
60

Ala Ser Ala
75

Asp Glu RAla
90

Val Phe Gly

Gly Gly Gly

Ser Gly Gly
140

Ala Ala Ser
155

Gln Ala Pro
170

Gly Ser Asn

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Lys

Pro

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Val

Fhe

Lys

Tyr
190

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

175

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Leu

160

Leu

Ala



Asp

Thr

Tyr

225

Gly

Val

Val

Met

Tyr

305

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

385

Ala

Ala

Ser

Leu

210

Tyr

Gln

Gln

Lys

His

290

Ile

Arg

Leu

Tyr

val

370

Gly

Thr

Ser

Val

195

Tyr

Cys

Gly

Leu

Val

275

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

355

Thr

Gly

Leu

Gln

Lys

Leu

Thr

Thr

Val

260

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

340

Asp

val

Ser

Ser

Ser
420

ES 2595091 T3

Gly Arg

Gln Met

Arg Asp
230

Thr Val
245

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Ser Arg
310

Ile Thr
325

Leu Arg

Asp His

Ser Ser

Gly Gly
390

Leu Ser
405

Val Ser

Phe

Asn

215

Arg

Thr

Gly

Ala

Ala

295

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

375

Ala

Pro

Tyr

Thr Ile
200

Ser Leu

Gly Leu

Val Ser

Ala Glu

265

Ser Gly
280

Pro Gly

Tyr Thr

Asp Lys

Glu Asp

345

Cys Leu

360

Glu Gly

Asp Asp

Gly Glu

Met Asn
© 425

107

Ser

Arg

Arg

Ser

250

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

330

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

410

Trp

Arg

Rla

Fhe

235

Gly

Lys

Thr

Gly

Tyr

315

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

395

Ala

Tyr

Asp

Glu
220

Tyr

Gly

Lys

Phe

Leu

300

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

380

Leu

Thr

Gln

Asn

205

Asp

Phe

Gly

Pro

Thr

285

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

365

Gly

Thr

Leu

Gln

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

270

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

350

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys
430

Lys

Ala

Tyr

Ser

253

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

335

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

415

Pro

Asn

Val

Trp

240

Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

320

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

400

Arg

Gly
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Lys

Val

Ala Pro

Pro Ala

435

450

Thr
465

Gln

Ile

<210> 43

<211> 1500
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

Ile Asn

Trp Ser

ES 2595091 T3

Lys Arg Trp Ile

Arg Phe Ser Gly

455

Ser Leu Glu Ala

470

Ser Asn Pro Leu

485

Lys

Tyr Asp Thr Ser

440

Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Ala Ala

Thr Phe Gly Gly
490

Lys

Val Ala Ser

445

Thr
460

Thr
475

Gly

Asp Tyr Ser

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

495

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH — A240 VL, anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 43

gacgtccaac
tcectgeaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat

gtccagcctg

tggtgcagtc aggggctgaa gtgaaaaaac

cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccyg
gcagcctgcg
actgecttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggagatgg

ggaggtccct

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggce
tggtggaagt
tctgtctetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag

gagactctece

aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca

ggaggttcag

tcteccagggg

tggtaccagc.

gcttctggag
atcaacagct
ccgctcacgt
gtgcagctgg

tgtgcagect

108

ctggggcectce
tgcactgggt
gccgtggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgcecac
agaagccgagg
tcecetgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
tcgagtcectgg

ctggattcac

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctcagge
cgacattgta
cctgagctge
caaggcaccc
cttcagtgge
agatgctgce
gaccaaggtg
gggaggcgatg

cctcagtacc

Gly

Leu

Gln

480

Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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tatgccatgce
tcaaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
gggaccacgg

ggtggttctg

gccagtctca
taccagcaga
aagcagcagg
gcagggattt

atttggcaca

<210> 44

<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

actgggtccg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtactag
tcaccgtctc
agctcgtget
cctgcacctt
agccagggag
gctctggagt
tactcatctc

gecggcegette

ES 2595091 T3

ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agataggggg
ctcaggtggt
gactcagccg
gcgcaggggce
tcctcecceceag
ctccagccge
tgggctccag

tgcggtgttce

ggcaaggggce
gactccgtga
caaatgaaca
ctacggttct
ggtggttctg
gcttcecctet
atcaatgttg
tatctcctga
ttctctgeat
tctgaggatg

ggcggaggga

tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actttgacta
gcggeggegg
ctgcatctcece
gtgcctacag
ggtacaaatc
ccaaagatgc
aggctgacta

ccaagttgac

ggcacttata
caccatctcec
tgaggacacg
ctggggccaa
ctceggtggt
tggagcatca
tatatactgg
agactcagat
ttcggccaat
ttactgtatg

cgtcctatag

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 44

Asp
1

Ser

Thr

Val

Met

Val Gln Leu

Val
20

Lys

His
35

Trp

Ile Asn

Val Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Ser

Glu
10

Gly Ala

Ala Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Thr

Val Lys Lys Pro

Tyr Thr

Gln Le

45

Gly

Phe

Gly
15

Thr
30

Arg

u Glu Trp

Ala

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Tyr
50

Arg Phe

Glu Leu Ser

Arg Tyr Tyr

100

Arg Gly Tyr

Thr Ile Thr Thr

70

Asp

Ser Leu Ser Glu

85

Arg

Asp Asp His Tyr Cys

105

109

Lys

Asp
90

Leu

Asn Tyr Ala

60

Asp

Ser Thr Ser Thr

75

Thr Ala Thr Tyr

Asp Tyr Trp Gly

110

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Val

Tyr

80

Cys

Gly

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Ala

Ala

Ser

305

Arg

Ala

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Pro

290

Asn

Asp

Glu

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Lys

Asn

Asp

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

260

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr
340

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

325

Ala

ES 2595091 T3

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Leu

Leu

Ala

310

Asn

Val

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Asp

Thr

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Tle

Gly

200

2la

Leu

Gly

Gly

Thr

230

Trp

Ser

Leu

Tyr

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Arg

265

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys
345

110

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Ala

Ala

Lys

Leu

330

Thr

Thr

Ile

Arg

155

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Val

Leu

Met

Leu

Gly

315

Gln

Arg

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Arg

Eis

Ile

300

Arg

Met

Asp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp

285

Ser

Phe

Asn

Arg

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

270

Val

Asn

Thx

Sex

Gly
350

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

335

Leu

Gly

Sexr

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

320

Arg

Arg
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Phe

Gly

Leu

385

Ala

Ser

Leu

Ser

Leu

465

Ile

Thr

<210> 45
<211> 1500
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Tyr

Gly

370

Val

Ser

Ile

Arg

Arg

450

Ile

Trp

Val

Phe Asp

355

Gly

Leu

Leu

Tyr

Tyr

435

Phe

Ser

His

Leu

Gly

Thx

Thr

Trp

420

Lys

Ser

Gly

Ser

Tyr

Ser

Gln

Cys

405

Ser

Ala

Leu

Gly
485

ES 2595091 T3

Trp

Gly

Pro

390

Thr

Gln

Asp

Ser

Gln

470

Ala

Gly

Gly

375

Ala

Leu

Gln

Ser

Lys

455

Ser

Ser

Gln

360

Gly

Ser

Arg

Lys

Asp

440

Asp

Glu

Ala

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

425

Lys

Ala

Asp

Val

Thr

Ser

Ser

Gly

410

Gly

Gln

Ser

Glu

Phe
490

Thr Val

Gly Gly
380

Ala Ser
395

Ile Asn

Ser Pro

Gln Gly

Ala Asn
460

Ala Asp
475

Gly Gly

Thr

365

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

445

Ala

Tyr

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

Gln

430

Gly

Gly

Tyxr

Thr

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - D8 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 45

gacgtccaac tggtgcagtc
tcctgcaagg cttcectggceta
cctggacagg gtctggaatg

gcagacagcg tcaagggccg

Ser Ser

Ser Glu

Ala Ser
400

Ala Tyr
415

Tyr Leu

Val Ser

Ile Leu

Cys Met

480

Lys Leu
495

aggggctgaa gtgaaaaaac ctggggcctc agtgaaggtg

cacctttact aggtacacga tgcactgggt aaggcaggca

gattggatac attaatccta gccgtggtta tactaattac

111

cttcacaatc actacagaca aatccaccag cacagcctac

60

120

180

240
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atggaactga

gatgatcatt

gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtce
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gcatctcctg
gcctacagta
tacaaatcag
aaagatgctt
gctgactatt
aagttgaccg
gaggtgcage
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg

ctgcaaatga

gggctacggt

gcagcctgeg

actgccttga

gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtygg
gagcatcagc
tatactggta
actcagataa
cggccaatgce
actgtatgat
tcetaggtgg
tggtcgagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggceg
acagcctgag

tctactttga

ES 2595091 T3

ttctgaggac

ctactggggc

tggtggaagt
tctgtetctg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatcccag
cagtctcacc
ccagcagaag
gcagcagggce
agggatttta
ttggcacagce
tggtggttct
tgggggagge
caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac

ctactgggge

actgcaacct

caaggcacca

ggaggttcag
tctccagyggg
tggtaccagc
gcttctggag
atcaacagct
ccgetcacgt
gccgtgctga
tgcaccttgc
ccagggagtc
tetggagtcet
ctcatctcetg
ggcgcttctg
ggcggeggceyg
gtggtccage
acctatgcca
atatcaaatg
tccagagaca
acggctgtgt

caagggacca

attactgtge

cggtcaccgt

gtggagcaga
agcgtgccac
agaagccggg
tceectgeteg
tggaggctga
teggtggegg
ctcagceggce
gcaggggcat
ctccccagta
ccagccegett
ggctccagte
cggtgttegg
gcteeggtygg

ctgggaggte

tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtac

cggtcaccgt

aagatattat

ctcctcaggce

cgacattgta
cctgagetge
caaggcaccce
cttcagtgge
agatgctgcece
gaccaaggtg
tteccctetet
caatgttggt
tctcctgagg
ctctgcatce
tgaggatgag
cggagggacc
tggtggttct
cctgagacte
ccgccagget
taaatactat
cacgctgtat
tagagatagg

ctcctectag

<210> 46

<211> 499

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A240 VL - D8 VH; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 46
Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr

112

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Thr

Gly

Lys
65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

His
35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Thx

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly
245

ES 2595091 T3

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Arg

Thr

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Ala
40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

113

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln
250

Gln

Asn

Ser
75

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Ala

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Val

Leu
45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Lsp

Tyr

Thr

Thr

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Gln
255

Ile

Val

Tyr
B0

Gly

Ser

Cys

160

Prao

Ser

Ser

Cys

Val

240

Pro



Ala

Leu

Gln

Sexr

305

Lys

Ser

Ser

Gly

Val

385

Ser

Val

Asn

Thr

Ser
465

Ser

Arg

Lys

290

Asp

Asp

Glu

Ala

Ser

370

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

450

Leu

Gly Leu

Yal

Leu

Arg

275

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

355

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

435

Ser

Arg

Arg

Ser Ser

Ser

2¢0

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu

340

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

420

Ser

Arg

Ala

Phe

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

325

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

405

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
485

ES 2595091 T3

Ser

Asn

Pro

Gly

310

Asn

Asp

Gly

Gly

Gly

390

Gly

Gly

Lys

Asn

Rsp

470

Phe

Pro

Val

Pro

295

Ser

Ala

Tyr

Gly

Ser

375

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

455

Thr

Asp

Gly

Gly

280

Gln

Gly

Gly

Tyr

Thr

360

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

440

Lys

Ala

Tyr

Rla

265

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys

345

Lys

Gly

Gln

Leu

Leu

425

Ala

Asn

Val

Trp

114

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

330

Met

Leu

Gly

Pro

Ser

410

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
490

Ala

Ser

Leu

Ser

315

Leu

Ile

Thr

Gly

Gly

385

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

475

Gln

Ser

Ile

Arg

300

Arg

Ile

Trp

Val

Ser

380

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

460

Cys

Gly

Leu

Tyr

285

Tyr

Phe

Ser

Eis

Leu

365

Glu

Ser

Ala

Rla

Lys

4435

Leu

Thr

Thr

Thr

270

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

350

Gly

Val

Leu

Met

Leu

430

Gly

Gln

Arqg

Thr

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

335

Gly

Gly

Gln

Arg

His

415

Tle

Arg

Met

Asp

Val
455

Thr

Gln

Asp

Ser

320

Gln

Ala

Gly

Leu

Leu

400

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

480

Thr



10

15

20

<210>
<211>
<212>

47
756
ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> A5B7 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400>

<210>
<211>
<212>

47
gaggtgcage

tcctgtgcaa
ccaggaaagg
gagtacagtg
ctctatcttce
gataggggge
tcaggtggtyg
actcagcegg
cgcaggggca
cctecccagt
tccageeget
gggctccagt
gcggtgtteg

48
252
PRT

tggtcgagte
cttctgggtt
cacttgagtg
catctgtgaa
aaatgaacac
tacggttcta
gtggttctgg
cttecectcete
tcaatgttagg
atctcctgag
tctectgeate
ctgaggatga

gcggagggac

<213> secuencia artificial

<220>

aggaggaggc
caccttcact
gttgggtttt
gggtcggtte
cctgagagct
ctttgactac
cggcggcggce
tgcatctect
tgcctacagt
gtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat

caagttgacc

<223> A5B7 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400>

48

ttggtacagc
gattactaca
attggaaaca
accatctcca
gaggacagtg
tggggccaag
tccggtggtg
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggeccaatg
tactgtatga

gtccta

ctgggggttc
tgaactgggt
aagctaatgg
gagataaatc
ccacttatta
ggaccacggt
gtggttctca
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt

tttggcacag

tctgagactc
ccgecagect
ttacacaaca
ccaaagcate
ctgtaccaga
caccgtctec
ggccgtgetg

ctgcaccttg

.gccagggagt

ctctggagtc
actecatctet

cggcgcecttct

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

Tyr Met Asn Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu Trp Leu
35 40 45

115

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

756
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<210> 49
<211> 753
<212> ADN

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Gln

Gly

Ser

145

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

225

Ala

Fhe
50

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

130

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

210

Asp

Val

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A5 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400> 49

Ile

Lys

Leu

Thr

Thr

115

Ser

Ser

Gly

Gly

Gln

195

Ser

Glu

Phe

Gly

Gly

Gln

Arg

100

Thr

Gly

Ala

Ile

Ser

180

Gln

Ala

Ala

Gly

Asn

Arg

Met
85

Asp

Val

Gly

Ser

Asn

165

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly
245

ES 2595091 T3

Lys

Phe

70

Asn

Arg

Thr

Gly

Pro

150

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

230

Gly

Ala
55

Thr

Thr

Gly

Val

Gly

135

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

215

Tyr

Thr

Asn Gly

Ile Ser

Leu Arg

Leu Arg
105

Ser Ser

120

Ser Gln

Ala Ser

Ala Tyr

Tyr Leu

185

Val Ser

200

Ile Leu

Cys Met

Lys Leu

116

Tyr

Arg

Ala
90

Phe

Gly

Ala

Ala

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr
250

Thr

Asp

75

Glu

Tyr

Gly

Val

Ser

155

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp

235

Val

Thr
60

Lys

Asp

Phe

Gly

Leu

140

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

220

His

Leu

Glu

Ser

Ser

Asp

Gly

125

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Tyr

Gln

Ala

Tyr

110

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

Ser

Ser

Thr
95

Trp

Gly

Pro

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Gln

Ala

Ala

Ile

80

Tyr

Gly

Gly

Ala

Leu

160

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser
240



10

gaggtgcage
tcctgtgeag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
gggctacggt
ggtggtggtt
ccggetteec
ggcatcaatg
cagtatctcce
cgcttctctg
cagtctgagg

ttcggcggag

<210> 50

<211> 250

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

tggtcgagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggceg
acagcctgag
tctactttga
ctggcggcgg
tctetgeatce
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga

ggaccaagtt

<221> MISC_FEATURE
<223> A5 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400> 50

Glu Val Gln

1

Ser Leu Arg

Ala Met His

Ala Leu Ile
50

Leu
5

Leu
20

Trp
35

Ser

ES 2595091 T3

tgggggagge

caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac
ctactggggc
cggctceggt
tcctggagea
cagtatatac
atcagactca
tgcttcggec
ctattactgt

gaccgtccta

Val Glu Ser

Ser Cys Ala

Val Arg Gln

Asn Asp Gly

55

gtggtccage
acctatgccea
atatcaaatg
tccagagaca
acggccgtgt
caagggacca
ggtggtggtt
tcagccagtc
tggtaccagce
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttggce

tag

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly
25

Ala Pro Gly
40

Ser Asn Lys

117

ctgggaggte
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgce
cggtcaccgt
ctcaggccgt
tcacctgcac
agaagccagg
agggctctgg
ttttactcat

acagcggcge

Val

Phe

Lys
45

Tyr
60

cctgagactce
ccgecaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatagg
ctcctcaggt
gctgactcag
cttgcgcagg
gagtcctccc
agtctccage
ctctgggcte

ttctgeggtg

Val Gln Pro Gly Arg

15

Thr Leu Ser Thr Tyr

30

Gly Leu Glu Trp Val

Tyr Ala Asp Ser Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



10

Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Thr Thr Val
115

Ser Gly Gly
130

Ser Ala Ser
145

Gly Ile Asn

Gly Ser Pro

Gln Gln Gly

195

Ser Ala Asn

210
Glu Ala Asp
225
Phe Gly Gly
<210> 51
<211> 759
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Gly

Pro

Val

Pro

180

Ser

Ala

Tyr

Gly

ES 2595091 T3

Thr Ile
70

Ser Leu
85

Gly Leu

Val Ser

Gly Ser

Gly Ala
150

Gly Ala
165

Gln Tyr

Gly Val

Gly Ile

Tyr Cys

230

Thr Lys
245

<223> B9 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400> 51

Ser

Arg

Arg

Ser

Gln

135

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

215

Met

Leu

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

200

Leu

Ile

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

185

Arg

Ile

Trp

Val

118

Asn

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

Tyr

170

Tyr

Phe

Ser

His

Leu
250

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Thr

Thr

155

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser
235

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

220

Gly

Asn

Val

Trp

Gly

125

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

205

Gln

Ala

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Ala

Leu

Gln

Ser

130

Lys

Ser

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

175

Asp

Asp

Glu

Ala

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Leu

Arg

160

Proc

Lys

Ala

Asp

Val
240



10

gaggtgcagc
tcctgtgeag
ccagggaagg
gaatacgccg
ctgtatcttc
gatagggggc
tcaggtggtg
actcagcegg
cgcaggggea
cctceccagt
tccagecget

gggctccage

gcggtgtteg

<210> 52

<211> 252

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

tggtcgagtc
cgtctggatt
ggctggaatg
cgtctgtgaa
aaatgaacag
tacggttcta
gtggttctgg
cttccctcete
tcaatgttgg
atctcctgag
tctetgeate
ctgaggatga

geggagggac

<221> MISC_FEATURE
<223> B9 VH — A240VL; Fv monocatenario

<400> 52

Glu
1

Ser

Trp

Gly
50

Ser
65

Leu

Val Gln Leu

Leu

Met

Phe

Val

Tyr

5

Leu
20

Arg

His
35

Trp

Ile

Arg

Lys

Leu Gln

Val Glu

Ser

Val

Asn

Gly Arg

Met

ES 2595091 T3

tgggggaggce

caccgtcagt
ggtaggtttc
aggcagattc
cctgagagcc
ctttgactac
cggcggcggce
tgcatctcct
tgcctacagt
gtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat

caagttgace

Ser
Cys Ala
Gln

Arg

Ala
55

Lys

Phe
70

Thr

Asn Ser

ttggtccage
agctactgga
attagaaaca

accatctcaa

gaggacacgg
tggggccaag
tecggtggtg
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggecaatg
tactgtatga

gtectatag

Gly Gly Gly

10

BAla Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Asn Gly Gly

Ile Ser Arg

Leu Arg Ala

119

ctgggaggtc

tgcactgggt
aagctaatgg
gagatgattc
ccgtgtatta
ggaccacggt
gtggttctca
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt

tttggcacag

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Thr Thr

60

Asp
75

Asp

Glu Asp

Gln

Val

Leu

45

Glu

Ser

Thr

cctgagactce
ccgceccaagcet
tgggacaaca
caagaacacg
ctgtgcaaga
caccgtctcc
ggccgtgctg
ctgcaccttg
gccagggagt
ctctggagtc
actcatctct

cggcgcettet

Pro Gly

15

Arg

Ser Ser

30

Tyr

Glu Trp Val

Tyr Ala Ala

Thr
80

Lys Asn

Ala Val Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



10

Tyr

Gln

Gly

Ser

145

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

225

Ala

<210> 53
<211> 753
<212> ADN

Cys

Gly

Gly

130

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

210

Asp

vVal

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

Ala

Thr

115

Ser

Ser

Gly

Gly

Gln

195

Ser

Glu

Phe

Arg

100

Thr

Gly

Ala

Ile

Ser

180

Gln

Ala

Ala

Gly

85

Asp

Val

Gly

Ser

Asn

lesd

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly
245

ES 2595091 T3

Arg

Thr

Gly

Pro

150

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

230

Gly

<223> D8 VH — A240VL; Fv monocatenario

<400> 53

gaggtgcagc tggtcgagtc tgggggaggc gtggtccage ctgggaggtce cctgagactce
tcectgtgcag cctcectggatt caccctcagt acctatgcca tgcactgggt ccgccaggcet

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcactt atatcaaatg atggaagcaa taaatactat

Gly

Val

Gly

135

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

215

Tyr

Thr

Leu

Ser

120

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val

200

Ile

Lys

Arg

105

Ser

Gln

Ser

Tyr

Leu

185

Ser

Leu

Met

Leu

120

90

Phe

Gly

Ala

Ala

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr
250

Tyr

Gly

Val

Ser

155

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp

235

Val

Phe

Gly

Leu

140

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

220

Eis

Leu

Asp

Gly

125

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Tyr

110

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

95

Trp

Gly

Pro

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly

Gly

Ala

Leu

160

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser
240

60

120

180



10

gcagactecg
ctgcaaatga
gggctacggt
ggtggtggtt
ccggcettece
ggcatcaatg
cagtatctcc
cgcttctetg
cagtctgagg

ttcggcggag

tgaagggcecg
acagcctgag
tctactttga
ctggcggegg
tctctgcatc
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga

ggaccaagtt

ES 2595091 T3

attcaccatc
agctgaggac
ctactggggce
cggctceggt
tcctggagca
cagtatatac
atcagactca
tgctteggee
ctattactgt

gaccgtccta

tccagagaca
acggctgtgt
caagggacca
ggtggtggtt
tcagccagtce
tggtaccagc
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttggc

tag

attccaagaa
attactgtac
cggtcaccgt
ctcaggccgt
tcacctgcac
agaagccagg
agggctctgg

ttttactcat

acagcggege

cacgctgtat
tagagatagg
ctcctcaggt
gctgactcag
cttgcgcagg
gagtcctcce
agtctccagc
ctctgggcte

ttctgeggtg

<210> 54
<211> 250
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> D8 VH — A240VL; Fv monocatenario

<400> 54
Glu

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Thr

Val Gln Leu

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg
100

Val
5

Ser

val

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

121

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Phe

Val Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys
Thr

Ala

Asp Tyr

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

ASsp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



10

15

Thr

Ser

Thr

Gly

Val
115

Thr

Gly Gly

130

Ser

145

Gly

Gly

Gln

Ser

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

Ser Pro

Asn Val

Val

Gly

Gly

Gly

ES 2595091 T3

Ser Ser

Gln
135

Ser

Ala
150

Ser

Ala Tyr

165

Pro
180

Pro

Gly
195

Ser

Asn Ala

210

Glu
225

Phe

<210> 55

<211> 363

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature
<223> A5B7 VH; region VH

<400> 55

gaggtgcagce
tcectgtgeaa
ccaggaaagyg
gagtacagtg
ctctatcttce

gatagggggce
tca

<210> 56

<211> 121

<212> PRT

<213> Mus musculus

Ala

Gly

Asp Tyr

Gly Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

Thr

Tyr Leu

Val Ser

Ile Leu

215

Cys Met

230

Lys Leu

245

tggtcgagtc
cttctgggtt
cacttgagtg
catctgtgaa
aaatgaacac

tacggttcta

aggaggagge
caccttcact
gttgggtttt
gggtcggttc
cctgagagct

ctttgactac

Gly
120

Gly Gly

Ala Val Leu

Ala Ser Leu

Ser Ile Tyr

170

Leu Arg

185

Tyr

Ser Phe

200

Arg

Leu Ile Ser

Ile Trp His

Thr Val Leu

250

ttggtacage
gattactaca
attggaaaca
accatctcca
gaggacagtg

tggggccaag

122

Gly Ser

Gly

Gly Gly Gly

125

Thr Gln

140

Thr
155

Cys
Trp Tyr
Ser

Lys

Ser Ala

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

Ala Ser Leu

Leu Arg Arg

160

Gln Lys Pro

175

Ser Asp
190

Lys

Lys Asp Ala

205

Leu
220

Gly

Ser
235

Gly

ctgggggtte
tgaactgggt
aagctaatgg
gagataaatc
ccacttatta

ggaccacggt

Gln

Ala

Ser Glu Asp

Ser Ala Val

240

tctgagactc
ccgcecagect
ttacacaaca
ccaaagcatc
ctgtaccaga

caccgtctce

60

120

180

240

300

360
363



10

15

20

25

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> A5B7 VH; region VH

<400> 56

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

50

Ser

65

Leu

Tyr

Gln

<210> 57

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A5 VH; regién VH

<400> 57

gaggtgcagc
tcctgtgeag

ccaggcaagg
gcagactccg

ctgcaaatga

gggctacggt

<210> 58
<211>119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Leu

Met

Phe

Val

Tyr

Cys

Gly

Leu

Leu
20

Arg

Asn
35

Trp
Ile Gly
Lys

Gly

Leu Gln

Val

Ser

Val

Asn

Arg

Met

ES 2595091 T3

Glu Ser

Cys Ala
Gln

Arg

Ala
55

Lys

Phe
70

Thr

Asn Thr

85

Thr Arg

100

Thr
115

Thr

tggtcgagtc
cctetggatt

ggctggagtg
tgaagggcceg
acagcctgag

tctactttga

Asp

Val

Arg Gly

Thr Val

tgggggaggce
caccctecagt

ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac

ctactggggce

Gly Gly Gly

10

Thr Ser

25

Gly

Pro Pro

40

Gly

Asn Gly Tyr

Ile Ser Arg

Ala
90

Leu Arg

Leu Arg Phe

105

Ser Ser

120

gtggtccagce
acctatgcca

atatcaaatg
tccagagaca
acggecgtgt

caagggacca

123

Leu Val

Phe Thr

Lys Ala

Thr Thr

60

Asp
75

Lys

Glu Asp

Tyr Phe

ctgggaggtc
tgcactgggt

atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgc

cggtcaccgt

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro Gly

15

Thr
30

Asp

Glu Trp

Tyr Ser

Gln Ser

Ala Thr

95

Tyr Trp
110

cctgagactce
ccgeccaggct

taaatactat
cacgctgtat
gagagatagg

ctcctca

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile

80

Tyr

Gly

60
120

180

240

300

357



10

15

20

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> A5 VH; regiéon VH

<400> 58
Glu
1

Ser

Ala

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Thr

<210> 59
<211> 363
<212> ADN

Val

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val
118

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Val

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Val

ES 2595091 T3

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Serx

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

Val val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys
Thr

Ala

Asp Tyr

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Arg

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

<223> B9 VH; regién VH

<400> 59

gaggtgcagc
tcctgtgeag
ccagggaagg
gaatacgccg
ctgtatcttc

gatagggggce

tca

<210> 60

tggtcgagtc
cgtctggatt
ggctggaatg
cgtctgtgaa
aaatgaacag

tacggttcta

tgggggaggc
caccgtcagt
ggtaggtttc
aggcagattc
cctgagagcc

ctttgactac

ttggtccage
agctactgga
attagaaaca
accatctcaa
gaggacacgg

tggggccaag

124

ctgggaggtc

tgcactgggt
aagctaatgg
gagatgattc
ccgtgtatta

ggaccacggt

cctgagactc
ccgceccaaget
tgggacaaca
caagaacacg
ctgtgcaaga

caccgtcetcecce

60

120

180

240

300

360

363



10

15

20

25

<211> 121
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> B9 VH; regién VH

<400> 60
Glu
1

Ser

Trp

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Gln

Val

Leu

Met

Phe

50

Val

Tyr

Cys

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg
100
Thr

Val

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Val

ES 2595091 T3

Glu Ser

Cys Ala

Gln

Arg

Ala
55

Lys

Phe
70

Thr

Asn Ser

Arg Gly

Thr Val

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg
105
Ser

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

90

Phe

Leu Val Gln

Phe Thr Val

Leu
45

Lys Gly

Thr Thr

60

Glu

Asp Ser

15

Asp

Glu Asp Thr

Tyr Phe Asp

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Ala

Asn

Val
95

Trp

Arg

Tyr

vVal

Ala

Thr

80

Tyr

Gly

<210> 61

<211> 357

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> D8 VH; region VH

<400> 61

gaggtgcagc
tecetgtgeag
ccaggcaagg
gcagactcceg

ctgcaaatga

gggctacggt

<210> 62
<211> 119

115

tggtcgagtce
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

tctactttga

tgggggaggc

caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac

ctactggggce

120

gtggtccage
acctatgcca
atatcaaatg
tccagagaca
acggctgtgt

caagggacca

125

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtac

cggtcaccgt

cctgagactc
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
tagagatagg

ctcctca

60

120

180

240

300

357
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15

20

25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> D8 VH; region VH

<400> 62
Glu
1

Ser

Ala

Ala

Lys
65

Val Gln Leu

Leu Arg Leu
20

Met His Trp
35

Leu Ile Ser
50

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

Leu Gln Met Asn

Val Glu Ser Gly

5

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala

Asn Asp Gly Ser

Ser Leu Arg Ala

Thr Arg Asp Arg

Thr Thr Val Thr

<210> 63

<211> 348

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A240 VL; region VL

<400> 63

caggccgtgce
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct

agcggcecgett

<210> 64

<211> 116

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2595091 T3

55

70

85

100

115

tgactcagcc
tgcgecagggy
gtcctceeca
tctcecagecg
ctgggctcca

ctgcggtgtt

Gly Leu Arg Phe

Val Ser Ser

ggcttcccte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttctctgea
gtctgaggat

€ggcggagqg

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Pro Gly
40

Asn Lys

Asp Asn

Glu Asp

Tyr Phe
105

tctgcatctce
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact

accaagttga

126

Val Val

Phe Thr

Lys Gly Leu
45

Tyr Tyr
60

Ser Lys Asn Thr

75
Thr Ala

Asp Tyr

ctggagcate
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat

ccgtecta

Gln

Leu

Ala

Val

Pro Gly Arg

15

Ser
30

Thr Tyr

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys

Trp

85

Gly
110

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt

gatttggcac

Gln Gly

60

120

180

240

300

348
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15

20

25

30

35

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL,; region VL

<400> 64

<210> 65
<211>10
<212> PRT

Gln Ala Val
1

Ser Ala Ser

Tyr Ser Ile
35

Leu Leu Arg
50

Ser Ser Arg
65

Leu Leu Ile

Met Ile Trp

Leu Thr Val
115

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC _|
<223> CDR-H3* A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7, con D que corresponde a la posicion de Kabat 95; las

FEATURE

Leu

Leu
20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

ES 2595091 T3

Gln

Cys

Tyxr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Ala

Leu

Gln
40

Ser

Lys

Ser

Ser

Ser

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala
105

Leu
10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Ala

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Asn

Pro
45

Gly

Asn

Asp

Gly

Pro

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly
110

posiciones de Kabat 100, 100a, 100b, 101, 102 corresponden a FYFDY, respectivamente

<220>

<221> MISC _|
<223> con “X17, “X2”, “X3” y “X4” que corresponden a las posiciones de Kabat 96 (“X1”), 97 (“X27), 98 (“X3”) y 99
(“X4”), respectivamente, de CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7 y en las que “X” representa cualquier

FEATURE

residuo aminoacidico. “X1” es preferentemente “R”

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 65

Asp Xaal XaaZ2 Xaa3 Xaad Phe Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 66
<211>10
<212> PRT

5

1

10

27

Gly
15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

85

Thr

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys
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15
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25

30

35

40

45

50

55

<213> Mus musculus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 de VH del A5B7 que corresponde a las posiciones de Kabat 95, 96, 97, 98, 99, 100,

100a, 100b, 101, 102

<400> 66

Asp Arg Gly Leu Arg Phe Tyr Phe
1 5

<210> 67

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 B9; CDR-2 de VH B9

<400> 67
Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly
1 5

Val Lys Gly

<210> 68

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H1 B9; CDR1 de VH B9

<400> 68

Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210> 69

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 A5/D8; CDR-2 de VH A5/D8

Leu Ile Ser Asn Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

<400> 69
1 5
Gly

<210> 70

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H1 A5/D8; CDR-1 de VH A5/D8

ES 2595091 T3

Asp Tyr
10

Gly Thr Thr Glu Tyr Ala Ala Ser

10

10

128
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30

35
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50
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<400> 70

Thr Tyr Ala Met His
1 5

<210> 71

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-L3 A240; CDR-3 de VL A240

<400> 71

ES 2595091 T3

Met Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val

1 5

<210>72

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-L2 A240; CDR-2 de VL A240

<400> 72

10

Tyr Lys Ser Asp Ser Asp Lys Gln Gln Gly Ser

1 5

<210>73

<211>14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-L1 A240; CDR-1 de VL A240

<400> 73

1

<210> 74

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> 5" CEACAMS EcoRlI; oligonucledtido

<400> 74

10

Thr Leu Arg Arg Gly Ile Asn Val Gly Ala Tyr Ser Ile Tyr
5

10

gaattcgcca ccatggagtc tcectcggee cc

<210>75

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

129



10

15

<223> 3' CEACAMS Sall; oligonucleétido

<400> 75
gtcgacctat atcagagcaa cccc

<210>76
<211>702

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CEACAMS5 (NM_004363); proteina

<400> 76

ES 2595091 T3

Met Glu Ser Pro Ser Ala Pro

1 5

Arg Leu Leu Leu Thr Ala Ser

20

Thr Ala Lys Leu Thr Ile Glu

35

Lys Glu Val Leu Leu Leu Val

50

55

Pro His

Leu Leu
25

Ser Thr
40

His Asn

130

Arg

10

Thr

Pro

Leu

Trp Cys Ile Pro

Phe Trp Asn Pro
30

Phe Asn Val Ala
45

Pro Gln His Leu
60

24

Trp Gln

15

Pro Thr

Glu Gly

Phe Gly



Tyr

65

Gly

Gly

Ile

Leu

Pro

145

Asp

Leu

Leu

Asp

Arg

225

Thr

Leu

Val

Ile

Ser

Arg

Gln

Val

130

Lys

Ala

Trp

Ser

Thr

210

Ser

Ile

Ser

Asn

Thr
290

Trp

Val

Glu

Asn

115

Asn

Pro

Val

Trp

Asn

195

Ala

Asp

Ser

Cys

Gly

275

Val

Tyr

Ile

Ile

100

Asp

Glu

Ser

Ala

Val

180

Gly

Ser

Ser

Pro

His

260

Thr

Asn

Lys

Gly

85

Ile

Thr

Glu

Ile

Phe

165

Asn

Asn

Tyr

Val

Leu

245

Ala

Phe

Asn

ES 2595091 T3

Gly

70

Thr

Tyr

Gly

Ala

Ser

150

Thr

Asn

Arg

Lys

Ile

230

Asn

Ala

Gln

Ser

Glu

Gln

Pro

Phe

Thr

135

Ser

Cys

Gln

Thr

Cys

215

Leu

Thr

Ser

Gln

Gly
295

Arg Val

Gln Ala

Asn Ala
105

Tyr Thr
120

Gly Gln

Asn Asn

Glu Pro

Ser Leu
185

Leu Thr
200

Glu Thr

Asn Val

Ser Tyr

Asn Pro

265

Ser Thr
280

Ser Tyr

131

Asp

Thr

90

Ser

Leu

Phe

Ser

Glu

170

Pro

Leu

Gln

Leu

Arg

250

Pro

Gln

Thr

Gly

75

Pro

Leu

His

Arg

Lys

155

Thr

Val

Phe

Asn

Tyr

235

Ser

Ala

Glu

Cys

Asn

Gly

Leu

Val

Val

140

Pro

Gln

Ser

Asn

Pro

220

Gly

Gly

Gln

Leu

Gln
300

Arg

Pro

Ile

Ile

125

Tyz

Val

Asp

Pro

Val

205

Val

Pro

Glu

Tyr

Phe

285

Ala

Gln

Ala

Gln

110

Lys

Pro

Glu

Arg

190

Thr

Ser

Asp

Asn

Ser

270

Ile

His

Ile

Tyxr

95

Asn

Ser

Glu

Asp

Thr

175

Leu

Arg

Ala

Ala

Leu

255

Trp

Pro

Asn

Ile

80

Ser

Ile

Asp

Leu

Lys

160

Tyr

Gln

Asn

Arg

Pro

240

Asn

Phe

Asn

Ser



Asp

305

Glu

Asp

Thr

Leu

Arg

385

Val

Asp

Leu

Trp

Ser

465

Asn

Ser

Val

Asn

Thr

Pro

Glu

Tyr

Gln

370

Asn

Asp

Pro

Ser

Leu

450

Asn

Ser

Ala

Glu

Thr
530

Gly

Pro

Asp

Leu

355

Leu

Asp

His

Thr

Leu

435

Ile

Ile

Ala

Glu

Asp

515

Thr

Leu

Lys

Ala

340

Trp

Ser

Val

Ser

Ile

420

Ser

Asp

Thr

Ser

Leu

500

Lys

Tyr

Asn

Pro

325

Val

Trp

Asn

Gly

Asp

405

Ser

Cys

Gly

Glu

Gly

485

Pro

Asp

Leu

ES 2595091 T3

Arg
310

Phe

Val

Asp

Pro

390

Pro

Pro

His

Asn

Lys

470

His

Lys

Ala

Trp

Thr

Ile

Leu

Asn

Asn

375

Tyr

Val

Ser

Ala

Ile

455

Asn

Ser

Pro

Val

Trp
535

Thr Val

Thr Ser

Thr Cys
345

Asn Gln
360

Arg Thr

Glu Cys

Ile Leu

Tyr Thr
425

Ala Ser
440

Gln Gln

Ser Gly

Arg Thr

Ser Ile

505

Ala Phe
520

Val Asn

132

Thr

Asn

330

Glu

Ser

Leu

Gly

Asn

410

Tyr

Asn

His

Leu

Thr

490

Ser

Thr

Gly

Thx

315

Asn

Pro

Leu

Thr

Ile

395

Val

Tyr

Pro

Thr

Tyr

475

Val

Ser

Cys

Gln

Ile

Ser

Glu

Pro

Leu

380

Gln

Leu

Arg

Pro

Gln

460

Thr

Lys

Asn

Glu

Ser
540

Thr

Asn

Ile

Val

365

Leu

Asn

Tyr

Pro

Ala

445

Glu

Cys

Thr

Asn

Pro

525

Leu

Val

Pro

Gln

350

Ser

Ser

Glu

Gly

Gly

430

Gln

Leu

Gln

Ile

Ser

510

Glu

Pro

Tyr

Val

335

Asn

Pro

Val

Leu

Pro

415

Val

Tyr

Phe

Ala

Thr

495

Lys

Ala

Val

Ala

320

Glu

Thr

Arg

Thr

Ser

400

Asp

Asn

Ser

Ile

Asn

480

Val

Pro

Gln

Ser



ES 2595091 T3

Pro Arg Leu Gln Leu Ser Asn Gly Asn Arg Thr Leu Thr Leu Phe Asn
545 550 555 560

Val Thr Arg Asn Asp Ala Arg Ala Tyr Val Cys Gly Ile Gln Asn Ser
565 570 575

Val Ser Ala Asn Arg Ser Asp Pro Val Thr Leu Asp Val Leu Tyr Gly
580 585 580

Pro Asp Thr Pro Ile Ile Ser Pro Pro Asp Ser Ser Tyr Leu Ser Gly
595 600 605

Ala Asn Leu Asn Leu Ser Cys His Ser Ala Ser Asn Pro Ser Pro Gln
610 €15 620

Tyr Ser Trp Arg Ile Asn Gly Ile Pro Gln Gln His Thr Gln Val Leu
625 630 635 640

Phe Ile Ala Lys Ile Thr Pro Asn Asn Asn Gly Thr Tyr Ala Cys Phe
645 650 655

Val Ser Asn Leu Ala Thr Gly Arg Asn Asn Ser Ile Val Lys Ser Ile
660 665 670

Thr Val Ser Ala Ser Gly Thr Ser Pro Gly Leu Ser Ala Gly Ala Thr
675 680 685

Val Gly Ile Met Ile Gly Val Leu Val Gly Val Ala Leu Ile
690 695 700

<210> 77

<211> 243

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Fv monocatenario con VHVL anti-CD3 desinmunizado como se describe en el documento W02005/040220

<400> 77

Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr
20 25 30

133



10

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

<210>78
<211> 38
<212> ADN

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

val

Thr

210

Gln

Ile

<213> secuencia artificial

<220>

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

BAsp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

ES 2595091 T3

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

150

val

Arg

Phe

Leu

Asn
230

<223> 5-huVK1-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 78

Gln

Arg

55

Thr

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Ala Pro
40

Gly Tyr

Thr Asp

Ser Glu

Tyr Cys

105

Gly Glu
120

Ala Asp

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr

185

Gly Ser
200

Bla Glu

Leu Thr

134

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly
235

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

RAla

220

Gly

Leu
45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Trp

Ser

Alz

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val
240
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ES 2595091 T3

gagccgcacg agcccgaget ccagatgacc cagtcetcce

<210>79

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVK2/4-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 79
gagccgcacg agcccgagcet cgtgatgacy cagtctcce

<210> 80

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVK3-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 80
gagccgcacg agcccgagct cgtgwtgacr cagtctcc

<210> 81

<211> 38

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVK5-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 81
gagccgcacg agcccgaget cacactcacg cagtctcce

<210> 82

<211> 38

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> 5-huVK6-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 82
gagccgcacg agcccgaget cgtgctgact cagtctec

<210> 83

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J1-Spel-BsiW]I; oligonucledtido

<400> 83

gacgacacta gttgcagcca ccgtacgttt gatttccacc ttggtcce

<210> 84

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

135

38

38

38

38

38

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2595091 T3

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J2/4-Spel-Bsi/WI; oligonucledtido

<400> 84
gacgacacta gttgcagcca ccgtacgttt gatctccasc ttggtcc

<210> 85

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J3-Spel-BsiW]I; oligonucledtido

<400> 85
gacgacacta gttgcagcca ccgtacgttt gatatccact ttggtcce

<210> 86

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vk-J5-Spel-BsiW]I; oligonucledtido

<400> 86
gacgacacta gttgcagcca ccgtacgttt aatctccagt cgtgtcc

<210> 87

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL1a-Sacl-2001; oligonucleétido

<400> 87
gagccgcacg agcccgaget cgtgttgacg cagceccgeccet ¢

<210> 88

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL1b-Sacl-2001; oligonucleétido

<400> 88
gagccgcacqg agcccgagcet cgtgcetgact cagecaccect ¢

<210> 89

<211> 44

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL2-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 89

136

47

47

47

41

41
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ES 2595091 T3

gagccgcagg agcccgagcet cgeccctgact cagectscet cegt

<210> 90

<211> 35

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL4-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 90
acctgcgagc tcgtgctgac tcarycmycc tctgce

<210> 91

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL5-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 91
acctgcgagc tcgtgctgac tcageccrsct tcc

<210> 92

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL6-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 92
acctgcgagce tcatgctgac tcagccccac tc

<210> 93

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL3/9-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 93
gagccgcacg agcccgagcect cgwgctgact cagccaccyt ¢

<210> 94

<211> 41

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVL7/8-Sacl-2001; oligonucledtido

<400> 94
gagccgcacg agcccgagct cgtggtgacy caggagcecmt ¢

<210> 95

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

137

44

35

33

32

41

41
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ES 2595091 T3

<220>
<223> 3’-hu-Vlam-BInl-Spel-2001; oligonucledtido

<400> 95
cgtgggacta gtcttggget gacctaggac ggt

<210> 96

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-Vlam2-BInl-Spel-2002; oligonucledtido

<400> 96
cgtgggacta gtcttggget gaccgaggac ggt

<210> 97

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador en 5’ 5’-AVH-Xhol; oligonucledtido

<400> 97
gtcacactcg agtcaggagg aggcttggta c

<210> 98

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador en 3’ 3'-AVH-BstEll; oligonucledtido

<400> 98
gtcacaggtg accgtggtcc cttggcccca g

<210> 99

<211>10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> marca Flag

<400> 99

Thr Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1 5

<210> 100

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVH1, 3, 5-Xhol-2001; oligonucledtido

<400> 100

138

33

33

31

31
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ES 2595091 T3

aggtgcagct gctcgagtct gg 22

<210> 101

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVH4-Xhol-2001; oligonucledtido

<400> 101
caggtgcagc tgctcgagtce ggg 23

<210> 102

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5-huVH4B-Xhol-2001; oligonucledtido

<400> 102
caggtgcagc tactcgagtg ggg 23

<210> 103

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-VH-BstEII-2001; oligonucledtido

<400> 103
ctgaggagac ggtgacc 17

<210> 104

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’-hu-VH-J3-BstEII-2001; oligonucledtido

<400> 104
ctgaagagac ggtgacc 17

<210> 105

<211> 51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3-A134-VH1A; oligonucledtido

<400> 105
gtagtcaaag tagaaccgta gccccctatce tctygcacag taatacacgg c 51

<210> 106
<211> 51
<212> ADN

139
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3-A134-VH1B; oligonucledtido

<400> 106

gtagtcaaag tagaaccgta gcccecctatc tctygecacag taatacayrg c

<210> 107

<211> 51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3-A134-VH3A; oligonucledtido

<220>

<221> variacion

<222> (34)..(34)

<223> [reemplazar = “@”
/reemplazar = “c”

/reemplazar = “g”

<400> 107

gtagtcaaag tagaaccgta gccccctatc tcttgyacag taatacacrg ¢

<210> 108

<211> 51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3’ -A134-VH3B; oligonucledtido

<220>

<221> variacion

<222> (34)..(34)

<223> [reemplazar = “@”
/reemplazar = “c”

/reemplazar = “g”

<400> 108

gtagtcaaag tagaaccgta gccccctatc tcttgcacag taatacaarg ¢

<210> 109

<211> 51

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3-A134-VH4; oligonucledtido

<400> 109

gtagtcaaag tagaaccgta gcccectatce tcetsgcacag taatacacrg c

<210> 110

<211> 53

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2595091 T3

140

51

51

51

51
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15

ES 2595091 T3

<220>
<223> 3’ A134-JH6-BstEll; oligonucledtido

<400> 110
cgagacggtg accgtggtcc cttggcccca gtagtcaaag tagaaccgta gcc

<210> 111

<211> 207

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> CD3 épsilon (NM_000733); proteina

<400> 111

141

53



10

<210> 112
<211>5
<212> PRT

Met

Val

Gln

Cys

Asn

65

His

Val

Tyr

Ser

Leu

145

Pro

Lys

Lys

Gln

Gly

Thr

Pro

50

Ile

Leu

Cys

Leu

val

130

Leu

Val

Glu

Gly

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7 con D correspondiente a las posiciones de Kabat 100,

100a, 100b, 101, 102

<400> 112

Ser

Val

Pro

35

Gln

Gly

Ser

Tyr

Arg

115

Ala

Leu

Thr

Arg

Gln
195

Gly

Trp

Tyr

Tyr

Gly

Leu

Pro

100

Ala

Thr

Val

Arg

Pro

180

Arg

Thr

Gly

Lys

Pro

Asp

Lys

85

Arg

Arg

Ile

Tyr

Gly

165

Pro

Asp

ES 2595091 T3

His

Gln

val

Gly

Glu

70

Glu

Gly

Val

Val

Tyr

150

Ala

Pro

Leu

Trp

Asp

Ser

Ser

55

Asp

Phe

Ser

Cys

Ile

135

Trp

Gly

Val

Tyr

Arg Val

Gly Asn
258

Ile Ser
40

Glu Ile

Asp Lys

Ser Glu

Lys Pro
105

Glu Asn
120

Val Asp

Ser Lys

Ala Gly

Pro Asn

185

Ser Gly
200

142

Leu Gly Leu

Glu

Gly

Leu

Asn

Leu

%0

Glu

Cys

Ile

Asn

Gly

170

Pro

Leu

Glu

Thr

Trp

Ile

75

Glu

Asp

Met

Cys

Arg

155

Arg

Asp

Asn

Met

Thr

Gln

60

Gly

Gln

Ala

Glu

Ile

140

Lys

Gln

Tyr

Gln

Cys

Gly

Val

45

His

Ser

Ser

Asn

Met

125

Thr

Ala

Arg

Glu

Arg
205

Leu

Gly
30

Ile

Asp

Gly

Phe

110

Asp

Gly

Lys

Gly

Pro

190

Arg

Leu

15

Ile

Leu

Asp

Glu

Tyr

95

Tyr

Val

Gly

Ala

Gln

175

Ile

Ile

Ser

Thr

Thr

Lys

Asp

80

Tyr

Leu

Met

Leu

Lys

160

Asn

Arg
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Phe Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 113

<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

5

<221> MISC_FEATURE

<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 99, 100, 100a,

100b, 101, 102

<400> 113
1

<210> 114

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

Arg Phe Tyr Phe Asp Tyr
5

<221> MISC_FEATURE

<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 98, 99, 100,

100a, 100b, 101, 102

<400> 114

Leu Arg Phe Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 115

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

5

<221> MISC_FEATURE

<223> CDR-H3 A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 97, 98, 99, 100,

100a, 100b, 101, 102

<400> 115

ES 2595091 T3

Gly Leu Arg Phe Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

5

<221> MISC_FEATURE

<223> DR-H3 A5B7 CDR-3 mas corta de VH del A5B7 correspondiente a las posiciones de Kabat 96, 97, 98, 99,
100, 100a, 100b, 101, 102

<400> 116

Arg Gly Leu Arg Phe Tyr Phe Asp Tyr

1

<210> 117
<211> 759

5

143



10

15

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> A240 VL-A5B7 VH; Fv monocatenario

<400> 117

caggccegtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct
agcggcgett
tetggeggeg
ggcttggtac
actgattact
tttattggaa
ttcaccatct
gctgaggaca

tactggggce

<210> 118
<211> 252
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

tgactcagee
tgcgcagggyg
gtcctcceccca
tctcecagecg
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggeteegg

agectggggyg

acatgaactg
acaaagctaa
ccagagataa
gtgccactta

aagggaccac

ggcttececte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttctctgea
gtctgaggat
€ggcggaggyg
tggtggtggt
ttctctgaga
ggtccgecag
tggttacaca
atcccaaagc
ttactgtacc

ggtcaccgte

<223> A240 VL -A5B7 VH; Fv monocatenario

<400> 118

tctgcatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
ctctccectgtg
cctccaggaa
acagagtaca
atcctctatc
agagataggg

teectectga

144

ctggagcatc
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat
ccgtectagg
agctggtcga
caacttctgg
aggcacttga
gtgcatctgt
ttcaaatgaa

ggctacggtt

agccagtctce
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtcaggagga
gttcaccttc
gtggttgggt
gaagggtcgg
caccctgaga

ctactttgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



<210> 119

Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Thr

Glu

Tyr

Gln

Ala

225

Tyr

Ala

Ala

Ser

Leu

30

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Asp

Trp

Val

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Gly

Tyr

Leu

Ser Ala

Ser
210

Thr

Trp

195

Ile

Tyr

Gly

Leu

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Tyr

Gly
180
Ser

Leu

Tyr

Gln

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

Gly

Val

Leu

Met

165

Phe

Val

Tyr

Cys

Gly
245

ES 2595091 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

Asn

Ile

Lys

Leu

Thr

230

Thr

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Gly

Gly

Gln

215

Arg

Thr

Ala

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Asn

Arxg

200

Met

Asp

Val

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys
185
Phe

Asn

Arg

Thr

145

Leu

10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

90

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Ala

Thr

Thr

Gly

Val
250

Sexr

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Thr

155

Pro

Asn

Ile

Leu

Leu

235

Ser

Ala

Ile

Serxr

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Tyr
Arg
205

Ala

Phe

Prc

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr
190

Asp

Glu

Tyr

Gly

15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Ala

175

Thr

Lys

Asp

Phe

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Phe

160

Leu

Glu

Ser

Ser

Asp
240



10

15

20

<211> 753
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A240VL -A5 VH; Fv monocatenario

<400> 119

caggccgtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct
agcggegcett
tetggeggeg
ggcgtggtce
agtacctatg
cttatatcaa
atctccagag
gacacggccg

ggccaaggga

<210> 120
<211> 250
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

tgactcagcc
tgcgcagggg
gtccteccea
tctccageeg
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggctccgg
agcctgggag
ccatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg

ccacggtcac

<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL -A5 VH; Fv monocatenario

<400> 120

ES 2595091 T3

ggcttcccte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttctctgea
gtctgaggat
€ggcggaggg
tggtggtggt
gtccctgaga
ggtccgcecag
caataaatac
gaacacgctg
tgcgagagat

cgtctectee

tctgcatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
Cctctcctgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatctgcaaa

agggggctac

tga

146

ctggagcatc
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat
cegtectagg
agctggtcga
cagcctctgg
aggggcetgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct

ggttctactt

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcaccctc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagctgag

tgactactgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

560

720

753



Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr
225

Gly

Ala

Ala

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Thr

Trp

Ser

Leu
210

Tyx

Gln

Val

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

195

Tyr

Cys

Gly

Leu

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

180

Lys

Leu

Ala

Thr

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

Gly

Val

Leu

Met

165

Leu

Gly

Gln

Arg

Thr
245

ES 2595091 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Ile

Arg

Met

Asp
230

Val

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn
215

Arg

Thr

Ala

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Asn

Thr

200

Ser

Gly

val

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

185

Ile

Leu

Leu

Ser

147

Leu

10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser
250

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Ser

Arg

Ala

Phe
235

Ala

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu
220

Tyr

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

205

Asp

Phe

Pro

Val
30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Val

Phe

Lys

Tyr

190

Ser

Thr

Asp

Gly

15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Leu

160

Leu

Ala

Asn

Val

Trp
240



10

15

20

<210> 121

<211> 759

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A240VL- B9 VH; Fv monocatenario

<400> 121

caggecegtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactcatct
agcggcegcett
tctggeggeg
ggcttggtcece
agtagctact
ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca

tactggggcc

<210> 122
<211> 252
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

tgactcagee
tgcgcaggygy
gtcectcccca
tctecageceg
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggetecgg
agcectgggag
ggatgcactg
acaaagctaa
cazgagatga
cggeegtgta

aagggaccac

<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL- B9 VH; Fv monocatenario

<400> 122

ES 2595091 T3

ggcttcecte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttctctgca
gtctgaggat
c€ggcggaggyg
tggtggtggt
gtccctgaga
ggtccgccaa
tggtgggaca
ttccaagaac
ttactgtqgca

ggtcaccgtc

tctgcatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
ctctcctgtg
gctccaggga
acagaatacg
acgctgtatec
agagataggg

tcctectga

148

ctggagceatc
gtatatactg
cagactcaga
cttcggccaa
attactgtat
ccgtcctagg
agctggtcga
cagcgtctgg
aggggctgga
ccgegtetgt
ttcaaatgaa

ggctacggtt

agccagtcte
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcaccgtc
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagcctgaga

ctactttgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Tyr

Lys

Ala
225

Tyr

Ala Val

Rla Ser

Ser Ile

35

Leu Arg
S0

Ser Arg

Leu Ile

Ile Trp

Thr val
115

Gly Ser
130

Gly Arg

Ser Tyr

Trp Val

Ala Ala
195

Asn Thr
210

Val Tyr

Trp Gly

Leu

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Trp

Gly

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

Gly

Val

Leu

Met

165

Phe

Val

Tyr

Cys

Gly
245

ES 2595091 T3

Gln Pro

Cys Thr

Tyr Gln

Ser Asp

Ala Ser
70

Leu Gln

Gly Ala

Gly Gly

Gln Leu
135

Arg Leu
150

His Trp

Ile Arg

Lys Gly

Leu Gln
215

Ala Arg
230

Thr Thr

Ala

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

vVal

Asn

Arg

200

Met

Asp

Val

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

185

Phe

Asn

Arg

Thr

149

Leu Ser
10

Arg Gly

Pro Gly

Lys Gln

Ala Ser
75

Asp Glu
S0

Val Phe

Gly Gly

Ser Gly

Ala Ala
155

Gln Ala
170

Ala Asn

Thr Ile

Ser Leu

Gly Leu
235

Val Ser
250

Rla

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

205

Ala

Phe

Pro

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

180

Asp

Glu

Tyr

Gly
15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

175

Thr

Asp

Asp

Phe

Ala

Ala

Tyxr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Val

160

Leu

Glu

Ser

Thr

Asp
240



10

15

20

<210> 123
<211> 753
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<223> A240VL -D8 VH; Fv monocatenario

<400> 123

caggccegtge
acctgcacct
aagccaggga

ggctctggag

ttactcatct
agcggcgcett
tctggeggeg
ggcgtggtcee
agtacctatg
cttatatcaa
atctccagag
gacacggctg

ggccaaggga

<210> 124
<211> 250
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

tgactcagcc
tgcgecagggg
gtccteccca
tctccagceg
ctgggctcca
ctgcggtgtt
gcggeteegg
agcctgggag
ccatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg

ccacggtcac

<221> MISC_FEATURE
<223> A240VL -D8 VH; Fv monocatenario

<400> 124

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

1

Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Arg Gly Ile Asn Val Gly Ala

5

ES 2595091 T3

ggcttecccte
catcaatgtt
gtatctcectg
cttctctgca
gtctgaggat
cggcggaggg
tggtggtggt
gtccectgaga
ggtcegecag
caataaatac
gaacacgctg
tactagagat

cgtctcctce

tctgecatctce
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
ctcteetatg
gctccaggea
tatgcagact
tatctgcaaa

agggggctac

tga

10

150

ctggagcate
gtatatactg
cagactcaga
cttcggcecaa
attactgtat
ccgtectagg
agctggtega
cagcctcetgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcect

ggttctactt

agccagtcete
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcaccctce
gtgggtggea
ccgattcace
gagagctgag

tgactactgg

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



<210> 125
<211> 1500

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr
225

Gly

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Thr

Trp

Ser

Leu
210

Tyr

Gln

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Val

195

Tyr

Cys

Gly

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

180

Lys

Leu

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

Gly

val

Leu

Met

165

Leu

Gly

Gln

Arg

Thr
245

ES 2595091 T3

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Ile

Arg

Met

Asp
230

Val

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn
215

Arg

Thr

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

12¢

val

Ser

Val

Asn

Thr

200

Ser

Gly

Val

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

185

Ile

Leu

Leu

Ser

151

Pro

Lys

Ala

Asp

20

Val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser
250

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Ser

Arg

Ala

Phe
235

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu
220

Tyr

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

205

Asp

Phe

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Val

Phe

Lys

Tyr

190

Ser

Thr

Asp

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

175

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

Leu

160

Leu

Ala

Asn

Val

Trp
240



10

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<221> A5 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 125

gaggtgcagce
tcetgtgeag
ccaggcaagg
gcagactceg
ctgcazatga
gggctacggt
ggtggtggtt
ccggettece
ggcatcaatg
cagtatctcc
cgcttctetg
cagtctgagg
ttecggcggag
gtgcagtcag
tetggetaca
ctggaatgga
aagggccgcet
agcctgegtt
tgccttgact
actggttctg
ccagcaactc
agtgtaagtt
tatgacacat
accgactact

caacagtgga

<210> 126
<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

tggtcgagtc
cctctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccyg
acagcctgag
tctactttga
ctggcggegg
tctctgcatce
ttggtgecta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga
ggaccaagtt
gggctgaagt
cctttactag
ttggatacat
tcacaatcac
ctgaggacac
actggggcca
gtggaagtgg
tgtetetgte
acatgaactg
ccaaagtgge
ctctecacaat

gtagtaaccc

tgggggaggc

caccctcagt
ggtggecactt
attcaccatc
agctgaggac
ctactggggc
cggctcecggt
tcectggagea
cagtatatac
atcagactca
tgctteggee
ctattactgt
gaccgtccta
gaaaaaacct
gtacacgatg
taatcctage
tacagacaaa
tgcaacctat
aggcaccacg
aggttcaggt
tecaggggag
gtaccagceag
ttctggagtc
caacagcttg

gctecacgtte

gtggtccage
acctatgcca
atatcaaatg
tccagagaca
acggeccgtgt
caagggacca
ggtggtggtt
tcagccagtc
tggtaccagc
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttggce
tceggaggtg
ggggccetceag
cactgggtaa
cgtggttata
tccaccagca
tactgtgcaa
gtcaccgtct
ggagcagacyg
cgtgccacce
aagccgggca
cctgcteget
gaggctgaag

ggtggcggga

152

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtgce
cggtcaccgt
ctcaggecgt
tcacctgcac
agaagccagg
agggctcetgg
ttttactcat
acagdggcgc
gtggatccga
tgaaggtgtc
ggcaggcacc
ctaattacgce
cagcctacat
gatattatga
cctcaggcga
acattgtact
tgagctgcag
aggcacccaa
tcagtggcag
atgctgecac

ccaaggtgga

cctgagacte
ccgccaggcet
taaatactat
cacgctgtat
gagagatagg
ctcctecaggt
gctgactcag
cttgcgcagyg
gagtcctece
agtctccagce
ctctgggcetce
ttctgcggtg
cgtccaactg
ctgcaaggct
tggacagggt
agacagcgtc
ggaactgagc
tgatcattac
aggtactagt
gacccagtct
agccagtcaa
aagatggatt
tgggtctggy
ttattactge

gatcaaatag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



5

<220>

ES 2595091 T3

<223> A5 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 126

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1

Ser Leu

Ala Met

Ala Leu

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Thr

Ser Gly

130

Ser Ala
145

Gly Ile

Gly Ser

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Val

115

Gly

Ser

Asn

Pro

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Gly

Pro

Val

Pro
180

5

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

85

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

165

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Ser

Ser

Ala

150

Ala

Tyr

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Ser

Gln

135

Ser

Tyr

Leu

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Ala

Ala

Ser

Leu

Gly Gly Vval Val Gln Pro

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Val

Ser

Ile

Arg
185

153

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Phe

Gly

Leu

Leu

Tyr

170

Tyr

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Asp

Gly

Thr

Thr

155

Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Cys

Tyr

Ser

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Trp

Gly

125

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Ala

Leu

Gln

Ser
180

Gly

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Arg

Lys

175

Asp

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Leu

Arg

160

Pro

Lys



Gln

Ser

Glu

225

Phe

Asp

Ser

Thr

Gly

305

Lys

Met

Ala

Thr

Gly

385

Pro

Arg

Gln

Ala

210

Ala

Gly

Val

vVal

Met

290

Tyr

Gly

Glu

Arg

Thr

370

Ser

Ala

Ala

Gly

185

Asn

Asp

Gly

Gln

Lys

275

His

Ile

Arg

Leu

Tyr

355

Val

Gly

Thr

Ser

Ser

Ala

Tyr

Gly

Leu

260

Val

Trp

Asn

Phe

Ser

340

Tyr

Thr

Gly

Leu

Gln
420

Gly

Gly

Tyr

Thr

245

Val

Ser

Val

Pro

Thr

325

Ser

Asp

Val

Ser

Ser

405

Ser

ES 2595091 T3

Val

Ile

Cys

230

Lys

Gln

Cys

Arg

Ser

310

Ile

Leu

Asp

Ser

Gly

390

Leu

Val

Ser

Leu

215

Met

Leu

Ser

Lys

Gln

295

Arg

Thr

Arg

His

Ser

375

Ser

Ser

Ser

200

Leu

Ile

Thr

Gly

Ala

280

Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

360

Cly

Ala

Pro

Tyr

Arg

Ile

Trp

Val

Ala

265

Ser

Pro

Tyr

Bsp

Glu

345

Cys

Glu

Asp

Gly

Met
425

154

Phe

Ser

His

Leu

250

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

410

Asn

Ser

Ser

235

Ser

Val

Tyr

Gln

Asn

315

Ser

Thr

Asp

Thr

Ile

395

Arg

Trp

Ala

Leu

220

Gly

Gly

Lys

Thr

Gly

300

Tyr

Thr

Ala

Tyx

Ser

380

Val

Ala

Tyr

Ser

205

Gln

Ala

Gly

Lys

Phe

285

Leu

Ala

Ser

Thr

Trp

365

Thr

Leu

Thr

Gln

Lys

Ser

Ser

Gly

Pro

270

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

350

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln
430

Asp

Glu

Ala

Gly

255

Gly

Arg

Trp

Ser

Ala

335

Tyr

Gln

Ser

Gln

Ser

415

Lys

Ala

Asp

Val

240

Ser

Ala

Tyr

Ile

Val

320

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

400

Cys

Pro



10

Gly Lys

Val
450

Gly

Leu Thr

465

Gln Gln

Ala

435

Pro

Ile

Trp

Pro

Ala

Asn

Ser

ES 2595091 T3

Lys Arg Trp

Arg Phe Ser
455

Ser Leu Glu
470

Ser Asn Pro
485

Glu Ile Lys
<210> 127
<211> 1500
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Ile Tyr Asp Thr

440

Gly Ser Gly Ser

Ala Glu Asp Ala

Leu Thr Phe Gly

490

475

Ser Lys Val
445

Gly Thr Asp
460

Ala Thr Tyr

Gly Gly Thr

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Ser

Cys

480

Val

495

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH — A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 127

gacgtccaac
tcetgeaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagcctg

tatgccatgce

tggtgcagte
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgeg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtyy
ggaggtccct

actgggtccg

aggggctgaa

cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggc
tggtggaagt
tctgtetctg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctcc

ccaggctcca

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagc
gcttctggag
atcaacagct
ccgctcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagcct

ggcaagggygc

155

ctggggecte
tgcactgggt
gcegtggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgccac
agaagccggg
tccectgceteg
tggaggctga
tcggtggegg
tcgagtctgg
ctggattcac

tggagtgggt

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctcaggce
cgacattgta
cctgagctgce
caaggcaccc
cttcagtggc
agatgctgcec
gaccaagqgtg
gggaggegtyg
cctcagtace

ggcacttata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



10

tcaaatgatg
agagacaatt
gccgtgtatt
gggaccacgg
ggtggttctc
gccagtctca
taccagcaga
aagcagcagg
gcagggattt

atttggcaca

<210> 128
<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtcte
aggccgtgcet
cctgcacctt
agccagggag
gctctggagt
tactcatctc

gcggegette

ES 2595091 T3

atactatgca
gctgtatctg
agataggggyg
ctcaggtggt
gactcagccg
gcgcaggggce
tcctececcag
ctccagecge
tgggctccag

tgcggtgtte

gactccgtga
caaatgaaca
ctacggttct
ggtggttctg
gctteectet
atcaatgttg
tatctcctga
ttctctgeat
tctgaggatg

ggcggaggga

agggccgatt
gectgagagce
actttgacta
gcggeggegg
ctgcatctcc
gtgcctacag
ggtacaaatc
ccaaagatgc
aggctgacta

ccaagttgac

caccatctcc
tgaggacacg
ctggggccaa
ctceggtggt
tggagcatca
tatatactgg
agactcagat
ttcggecaat
ttactgtatg

cgtcctatag

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x A5 VH — A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 128

Asp Va
1

Ser Va

Thr Me

Gly
50

Lys Gl

65

Met Gl

Ala

Tyr

Arg

1l Gln Leu

1 Val

20

Lys

t His
35

Trp

Ile Asn

y Arg Phe

u Leu Ser

Tyr Tyr

100

Val Gln Ser

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Ser Arg

55

Thr Ile Thr

70

Ser Leu

85

Arg

Asp Asp His

Gly Ala Glu
10

Ala Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Gly Tyr Thr

Thr Asp Lys

Ser Glu Asp

Tyr Cys Leu

105

156

Val Lys Lys Pro Gly Ala
15
Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr
30
Gln Gly Leu Glu Trp Ile
45
Asn Tyr Ala Asp Ser Val
60
Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 80
Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
95
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
110

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Thr

Gly

Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Ala

Ala

Ser

305

Arg

Ala

Thr

Ser

130

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Fro

290

Asn

Asp

Glu

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Lys

Asn

Asp

Thx

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Val

260

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr
340

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

325

Ala

ES 2595091 T3

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Leu

Leu

Ala

310

Asn

Val

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Asp

Thr

Tyr

Gly

120

Ala

Ero

Tyr

Ile

Gly

200

Alz

Leu

Gly

Gly

Thr

280

Trp

Ser

Leu

Tyr

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Arg

265

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys
345

157

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Ala

Ala

Lys

Leu

330

Ala

Thr

Ile

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

233

Val

Leu

Met

Leu

Gly

315

Gln

Arg

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Arg

His

Ile

300

Arg

Met

Asp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp

285

Ser

Phe

Asn

Arg

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

270

Val

Asn

Thr

Ser

Gly
350

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

335

Leu

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

320

Arg

Arg



10

Phe

Gly

Ala

385

Ser

Leu

Ser

Leu
465

Ile

Thr

<210> 129
<211> 1506
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Tyr

Gly

370

Val

Ser

Ile

Arg

Arg

450

Ile

Trp

Val

Phe

335

Gly

Leu

Leu

Tyr

Tyr
435

Phe

Ser

His

Leu

Asp

Gly

Thr

Thr

Trp

420

Lys

Ser

Gly

Ser

Tyr

Ser

Gln

Cys

405

Tyr

Ser

Ala

Leu

Gly
485

ES 2595091 T3

Trp

Gly

Pro

390

Thr

Gln

Asp

Ser

Gln
470

Ala

Gly

Gly

375

Ala

Leu

Gln

Ser

Lys
455

Ser

Ser

Gln

360

Gly

Ser

Arg

Lys

Asp
440

Asp

Glu

Ala

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

425

Lys

Ala

Asp

Val

Thr

Ser

Ser

Gly

410

Gly

Gln

Ser

Glu

Phe
490

Thr

Gly

Ala

395

Ile

Ser

Gln

Ala

Ala
475

Gly

Val

Gly

380

Ser

Asn

Pro

Gly

Asn
460

Asp

Gly

Thr

365

Gly

Pro

Val

Pro

Ser
445

Ala

Tyr

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

Gln

430

Gly

Gly

Tyr

Thr

<223> B9 VH -A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 129

gaggtgcagc tggtcgagtc tgggggaggce
tcctgtgecag cgtctggatt caccgtceagt

ccagggaagg ggctggaatg ggtaggtttc

gaatacgccg cgtctgtgaa aggcagattc

Ser

Ser

Ala

Ala

415

Tyr

Val

Ile

Cys

Lys
495

Ser

Gln

Ser

400

Tyr

Leu

Ser

Leu

Met
480

Leu

ttggtcecage ctgggaggte cctgagactc

agctactgga tgcactgggt ccgccaagcet

attagaaaca aagctaatgg tgggacaaca

accatctcaa

158

gagatgattc caagaacacg

60

120

180

240



10

ctgtatectte

gatagggggc
tcaggtggtg
actcagccgg
cgcaggggca
cctececagt
tccageceget
gggctccagt
geggtgtteg
caactggtgc
aaggcttctg
cagggtctygg
agcgtcaagg
ctgagcagcc
cattactgee
actagtactg
cagtctccag
agtcaaagtg
tggatttatg
tctgggaceg
tactgeccaac

aaatag

<210> 130
<211> 501
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

aaatgaacag
tacggttcta
gtggttetgg
cttcectete
tcaatgttgg
atctectgag
tctetgeatc
ctgaggatga
gcggagggac
agtcaggggc
gctacacctt
aatggattgg
gecegetteac
tgcgttctga
ttgactactg
gttctggtgg
caactctgtc
taagttacat
acacatccaa

actactctct

agtggagtag

ES 2595091 T3

cctgagagcc
ctttgactac
c€ggcggeggce
tgcatctect
tgcctacagt
gtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat
caagttgacc
tgaagtgaaa
tactaggtac
atacattaat
aatcactaca
ggacactgca
gggccaaggce
aagtggaggt
tctgtcteca
gaactggtac
agtggettct
cacaatcaac

taacccgcetce

gaggacacgg
tggggccaag
tceggtggtyg
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggccaatg
tactgtatga
gtcctatceg
aaacctgggg
acgatgecact
cctagecegtg
gacaaatcca
acctattact
accacggtca
tcaggtggag
ggggagegtyg
cagcagaagc
ggagtccctg
agcttggagg

acgttcggtg

ccgtgtatta
ggaccacggt
gtggttctca
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt
tttggecacag
9aggtggtgyg
cctcagtgaa
gggtaaggca
gttatactaa
ccagcacagc
gtgcaagata
ccgtetecte
cagacgacat
ccaccctgag
cgggcaaggce
ctcgettcag
ctgaagatgc

gcgggaccaa

ctgtgcaaga
caccgtctee
ggccgtgetg
ctgecaccttg
gccagggagt
ctctggagte
actcatctct
cggcgettet
atccgacgte
ggtgtcctgce
ggcacctgga
ttacgcagac
ctacatggaa
ttatgatgat
aggcgaaggt
tgtactgacc
ctgcagagcc
acccaaaaga
tggcagtggg

tgccacttat

ggtggagatc

<223> B9 VH -A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL,; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 130

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg

1

5

10

159

15

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

30cC

960

1020

1080C

114¢C

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Ser

Trp

Gly

Ser

65

Leu

Tyr

Gln

Gly

Ser

145

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

225

Ala

Leu

Met

Phe

50

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

130

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

210

AsSp

vVal

Arg Leu
20

His Trp
35

Ile Arg

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg

100

Thr Thr
115

Ser Gly

Ser Ala

Gly Ile

Gly Ser

180

Gln Gln

195

Ser Ala

Glu Ala

Phe Gly

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Val

Gly

Ser

Asn

165

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly
245

ES 2595091 T3

Cys Ala

Arg Gln

Lys Ala
55

FPhe Thr
70

Asn Ser

Arg Gly

Thr Val

Gly Gly
135

Prc Gly
150

Val Gly

Pro Gln

Ser Gly

Ala Gly
215

Tyr Tyr
230

Gly Thr

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser

120

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val

200

Ile

Cys

Lys

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Brg

Arg

105

Ser

Gln

Ser

Tyr

Leu

185

Ser

Leu

Met

Leu

160

Gly

Gly

Gly

Brg

Ala

20

Phe

Gly

Ala

Ala

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr
250

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Tyr

Gly

Val

Ser

155

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp

235

Val

Thr

Gly

Thr

60

Asp

Asp

Phe

Gly

Leu

140

Leu

Tyx

Tyr

Phe

Ser

220

His

Leu

Val

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Asp

Gly

125

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Ser

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr

110

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

Trp

Ala

Asn

Val

98

Trp

Gly

Pro

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly
255

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Gly

Gly

Ala

Leu

160

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser

240

Gly



Gly

Gly

Arg

Trp

305

Ser

Ala

Tyr

Gln

Ser

385

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

465

Tyr

Ser

Ala

Tyr

290

Ile

Val

Tyr

Cys

Gly

370

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser

450

Ser

Cys

Asp

Ser

275

Thr

Gly

Lys

Met

Bla

355

Thr

Gly

Pro

Arg

Gly

435

Gly

Leu

val

260

Val

Met

Tyr

Gly

Glu

340

Arg

Thr

Ser

Bla

Bla

420

Lys

Val

Thr

Gln

Lys

His

Ile

Arg

325

Leu

Tyr

Val

Gly

Thr

405

Ser

Ala

Pro

Ile

ES 2595091 T3

Leu

Val

Trp

Asn

310

Phe

Ser

Tyr

Thr

Gly

3580

Leu

Gln

Fro

Ala

Asn
470

Cln Gln Trp Ser

485

Lys Val Glu Ile Lys

500

val

Ser

Val

295

Pro

Thr

Ser

Asp

Val

375

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

455

Ser

Ser

Gln

Cys

280

Arg

Ser

Ile

Leu

Asp

360

Ser

Gly

Leu

Val

440

Phe

Leu

Asn

Ser

265

Lys

Gln

Arg

Thr

Arg

345

His

Ser

Gly

Ser

Ser

425

Trp

Ser

Glu

Pro

161

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

330

Ser

Tyr

Gly

Ala

Pro

410

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
490

Ala

Ser

Pro

Tyr

315

Asp

Glu

Cys

Glu

Asp

395

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

475

Thr

Glu

Gly

Gly

300

Thr

Lys

Asp

Len

Gly

380

Asp

Glu

Asn

Asp

Gly

460

Asp

Phe

Val

Tyr

285

Gln

Asn

Ser

Thr

Asp

365

Thr

Ile

Arg

Trp

Thr

445

Ser

Ala

Gly

Lys

270

Thr

Gly

Tyr

Thr

Ala

350

Tyr

Ser

Val

Ala

Tyr

430

Ser

Gly

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

335

Thr

Trp

Thr

Leu

Thr

415

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
495

Pro

Thr

Glu

Asp

320

Thr

Tyr

Gly

Gly

Thr

400

Leu

Gln

Val

Asp

Tyr

480

Thr
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<210> 131
<211> 1506
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 131
gacgtccaac

tcctgecaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtc
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagectg
tactggatge
agaaacaaag
atctcaagag
gacacggcey
ggccaaggga
ggtggtggtyg
gcatcagcca
tactggtacc

tcagataagc

gccaatgcag
tgtatgattt

ctatag

<210> 132
<211> 501

tggtgcagtc
cttctggcta
gtctggaatg
tcaagggccg
gcagcctgeg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtgg
ggaggtcect
actgggtccg
ctaatggtgg
atgattccaa
tgtattactg
ccacggtcac
gttctcagge
gtctcacctg
agcagaagcc

agcagggctc
ggattttact

ggcacagcgg

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggc
tggtggaagt
tctgtctctg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctcc
ccaagctcca
gacaacagaa
gaacacgctg
tgcaagagat
cgtctcctca
cgtgctgact
caccttgege
agggagtcct

tggagtctcc
catctctggg

cgcttetgeg

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccagce
gcttectggag
atcaacagcet
ccgctcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagcgt
gggaaggggc
tacgccgegt
tatcttcaaa
agggggctac
ggtggtggtg
cageeggcett
aggggcatca
ccececagtate

agccgcttcet
ctccagtctg

gtgttcggeg

162

ctggggeccte
tgcactgggt
gcegtggtta
aatccaccag
attactgtgc
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgccac
agaagccggg
tceetgeteg
tggaggctga
tcggtggegg
tcgagtctge
ctggattcac
tggaatgggt
ctgtgaaagg
tgaacagcct
ggttctactt
gttctggcgg
ccctetetge
atgttggtgce
tectgagota

ctgcatccaa

aggatgaggc

gagggaccaa

agtgaaggtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecagge
cgacattgta
cctgagctge
caaggcaccce
cttcagtggce
agatgctgce
gaccaaggtg
gggaggcttyg
cgtcagtagce
aggtttcatt
cagattcacc
gagagccgag
tgactactgg
cggcggctce
atctecetgga
ctacagtata
caaatcagac

agatgcttcy
tgactattac

gttgaccgtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
1440

1500

1506



<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2595091 T3

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x B9 VH - A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 132

Asp Val Gln Leu

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Pro

145

Arg

Val

Met

Tyr

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Ser

139

Ala

Ala

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Val Gln Ser Gly

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

150

val

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Als

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

163

Glu Val Lys
10

Gly Tyr Thr

Gly Gln Gly

Thr Asn Tyr
60

Lys Ser Thr

15

Asp Thr Ala
90

Leu Asp Tyr

Gly Thr Ser

Asp Ile Val
140

Glu Arg Ala
155

Asn Trp Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro



Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Ala

Ala

Asn

305

Ile

Leu

Leu

Ser

Ser

385

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Pro

290

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

370

Gln

Ser

Ala

Pre

195

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Gly

Arg

Ala

Phe

355

Gly

Ala

Ala

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Leu

260

Phe

Lys

Thr

Asp

Glu

340

Tyr

Gly

Val

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

Val

Thr

Gly

Thr

Asp

325

Asp

Phe

Gly

Leu

Leu

ES 2595091 T3

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Val

Leu

Glu

310

Ser

Thr

Asp

Gly

Thr

390

Thr

Trp

Ser

Glu

215

Prec

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

375

Gln

Cys

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

280

Trp

Ala

Asn

Val

Trp

360

Gly

Pro

Thr

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Serxr

Arg

265

Tyxr

Val

Ala

Thr

Tyr

345

Gly

Gly

Ala

Leu

164

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Trp

Gly

Ser

Leu

330

Tyr

Gln

Gly

Ser

Arg

Thr

Ser

Ala

Cly

235

Val

Leu

Met

Phe

Val

315

Tyr

Cys

Gly

Gly

Leu

395

Arg

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Arg

His

Ile

300

Lys

Leu

Ala

Thr

Ser

380

Ser

Gly

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp

285

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

365

Gly

Ala

Ile

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

270

Val

Asn

Arg

Met

Asp

350

Val

Gly

Ser

Asn

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

335

Arg

Thr

Gly

Pro

Val

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr

320

Ser

Gly

Val

Gly

Gly

400

Gly



10

Ala

Tyr

Val

Tyr

Leu

Ser

ES 2595091 T3

405

Ile
420

Ser

Leu
435

Arg

Ser Arg

450

Ile
465

Cys

Lys

<210> 133
<211> 1500
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

Leu

Met

Leu

Leu Ile

Ile Trp

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

Trp Tyr

Ser

Lys

Ala
455

Ser

Gly Leu

470

Ser Gly

485

Thr Val

500

Leu

410

Gln Gln

425

Lys

Asp Ser

440

Asp

Ser Lys Asp

Gln Ser Glu

Ala Ala

490

Ser

Pro

Lys

Ala

Asp

475

Val

Gly Ser Pro
430

Gln Gln
445

Gly

Ser Ala
460

Asn

Glu Ala Asp

Phe Gly Gly

415

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

480

Thr

495

<223> D8 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 133

gaggtgcagce
tecetgtgeag
ccaggcaagg
gcagactccg

ctgcaaatga

gggctacggt
ggtggtggtt
cecggcettecce
ggcatcaatg
cagtatctcc
cgcttctcetg

cagtctgagg

tggtcgagtce
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggeceg
acagcctgag
tctactttga
ctggcggegg
tctctgcate
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga

atgaggctga

tgggggaggc

caccctcagt
ggtggcactt
attcaccatc
agctgaggac
ctactggggce
cggctceggt
tcctggagea
cagtatatac
atcagactca
tgctteggece

ctattactgt

gtggtccagce
acctatgcca
atatcaaatg
tccagagaca
acggctgtgt
caagggacca
ggtggtggtt
tcagccagtc
tggtaccagce
gataagcagc
aatgcaggga

atgatttgge

165

ctgggaggtc

tgcactgggt
atggaagcaa
attccaagaa
attactgtac
cggtcaccgt
ctcaggecegt
tcacctgcac
agaagccagg
agggctctgg
ttttactcat

acagcggege

cctgagactc
ccgccagget
taaatactat
cacgctgtat
tagagatagg
ctcctcaggt
gctgactcag
cttgcgcagg
gagtcctcce
agtctccagc
ctctgggcectce

ttectgeggtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

ttcggcggag
gtgcagtcag
tctggctaca
ctggaatgga
aagggccgct
agcctgegtt
tgcettgact
actggttctg
ccagcaactc
agtgtaagtt
tatgacacat
accgactact

caacagtgga

<210> 134
<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

ggaccaagtt
gggctgaagt
cctttactag
ttggatacat
tcacaatcac
ctgaggacac
actggggcca
gtggaagtgg
tgtctctgtc
acatgaactg
ccaaagtggce
ctctcacaat

gtagtaaccc

ES 2595091 T3

gaccgtccta
gaaaaaacct
gtacacgatg
taatcctagce
tacagacaaa
tgcaacctat
aggcaccacg
aggttcaggt
tccaggggag
gtaccagcag
ttctggagte
caacagcttg

gctcacgttc

tccggaggtyg
ggggectcag
cactgggtaa
cgtggttata
tccaccagca
tactgtgcaa
gtcaccgtct
ggagcagacg
cgtgccacce
aagccgggcea
cctgecteget
gaggctgaag

ggtggcggga

gtggatccga
tgaaggtgte
ggcaggcacc
ctaattacgc
cagcctacat
gatattatga
cctcaggcega
acattgtact
tgagctgcag
aggcacccaa
tcagtggcag
atgctgccac

ccaaggtgga

cgtccaactg
ctgcaaggcet
tggacagggt
agacagcgtc
ggaactgagc
tgatcattac
aggtactagt
gacccagtct
agccagtcaa
aagatggatt
tgggtctggg
ttattactge

gatcaaatag

<223> D8 VH - A240 VL# x SEQ ID NO: 77 VHVL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 134

Glu

Ser

Ala

Ala
50

Lys
65

Leu

Val Gln

Leu Arg

Met His

Leu Ile

Gly Arg

Gln Met

Leu

Leu
20

Trp

35

Ser

Phe

Asn

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

Val Glu Ser Gly
5

Cys Ala

Arg Gln
Asp

Gly

Ile
70

Ser

Leu Arg

Gly Gly

10

Ala Ser

25

Gly

Ala
40

Pro Gly

Ser Asn Lys

Arg Asp Asn

Ala Glu

166

Asp

Val Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser
75

Lys

Thr Ala

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro Gly Arg

Ser Thr

30

Tyr

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Thr

Thr

Ser

Ser

145

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu

225

Phe

Asp

Ser

Thr

Gly

305

Lys

Arg

Thr

Gly

130

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

210

Ala

Gly

Val

val

Met

290

Tyr

Gly

Asp

Val

115

Gly

Ser

Asn

Pro

Gly

195

Asn

Asp

Gly

Gln

Lys

275

His

Ile

Arg

Arg

100

Thr

Gly

Pro

Val

Pro

180

Ser

Ala

Tyr

Gly

Leu

260

Val

Trp

Asn

Phe

85

Gly

Val

Gly

Gly

Gly

1€5

Gln

Gly

Gly

Tyr

Thr

245

Val

Ser

Val

Pro

Thr

ES 2595091 T3

Leu

Ser

Ser

Ala

150

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys

230

Lys

Gln

Cys

Arg

Ser

310

Ile

Arg

Ser

Gln

135

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

215

Met

Leu

Ser

Lys

Gln

295

Arg

Thr

Phe

Gly

120

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

200

Leu

Ile

Thr

Gly

Ala

280

Ala

Gly

Thr

Tyr

105

Gly

Val

Ser

Ile

Arg

185

Arg

Ile

Trp

Val

Ala

265

Ser

Pro

Tyr

Asp

167

80

Phe

Cly

Leu

Leu

Tyr

170

Tyr

Phe

Ser

His

Leu

250

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

Thr

Thr

155

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

235

Ser

Val

Gln

Asn
315

Ser

Tyr

Ser

Gln

140

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

220

Gly

Gly

Lys

Thr

Gly

300

Tyr

Thr

Trp

Gly

125

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

205

Gln

Ala

Gly

Lys

Phe

285

Leu

Ala

Ser

Gly

110

Gly

Ala

Leu

Gln

Ser

190

Lys

Ser

Ser

Gly

Pro

270

Thr

Glu

Asp

Thr

95

Gln

Ser
Arg
Lys
175
Asp
Asp
Glu
Ala
Gly
255
Gly
Arg
Trp

Ser

Ala

Gly

Gly

Leu

Arg

160

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

240

Ser

Ala

Tyr

Ile

Val

320

Tyr



10

Met

Ala

Thr

Gly

385

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

465

Gln

Glu

<210> 135
<211> 1500
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

Glu

Arg

Thr

370

Ser

Ala

Ala

Lys

Val

450

Thr

Gln

Ile

Leu

Tyr

355

Val

Gly

Thr

Ser

Ala

435

Pro

Ile

Trp

Lys

Ser

340

Tyr

Thr

Gly

Leu

Gln

420

Pro

Ala

Asn

Ser

325

Ser

Asp

Val

Ser

Ser

405

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser
485

ES 2595091 T3

Leu

Asp

Ser

Gly

390

Leu

Val

Arg

Phe

Leu

470

Asn

Arg

His

Ser

375

Gly

Ser

Ser

Trp

Ser

455

Glu

Pro

Ser

Tyr

360

Gly

Ala

Pro

Tyr

Ile

440

Gly

Rla

Leu

Glu

345

Cys

Glu

Asp

Gly

Met

425

Tyr

Ser

Glu

Thr

330

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

410

Asn

Asp

Gly

Asp

Phe
490

Thr

Asp

Thr

Ile

395

Arg

Trp

Thr

Ser

Ala

475

Gly

Ala

Tyr

Ser

380

Val

Ala

Tyr

Ser

Gly

460

Ala

Gly

Thr

Trp

365

Thr

Leu

Thr

Gln

Lys

445

Thr

Thr

Gly

Tyr

350

Gly

Gly

Thr

Leu

Gln

430

Val

Asp

Tyr

Thr

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH — A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 135

335

Tyr

Gin

Ser

Gln

Ser

415

Ala

Tyr

Tyr

Lys
495

Cys

Gly

Gly

Ser

400

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

480

Val

gacgtccaac tggtgcagtc aggggctgaa gtgaaaaaac ctggggcctc agtgaaggtg

tcctgcaagg cttctggcecta cacctttact aggtacacga tgcactgggt aaggcaggca

168

60

120



10

cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccagt
agagccagtce
aaaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagcectg
tatgccatge
tcaaatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
gggaccacgg
ggtggttcte
gccagtctca
taccagcaga
aagcagcagg
gcagggattt

atttggcaca

<210> 136
<211> 499
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

gtctggaatg
tcaagggcecg
gcagcctgeg
actgccttga
gtactggttc
ctccagcaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtyg
ccggaggtgg
ggaggtccct
actgggtceg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtactag
tcaccgtctc
aggcegtget
cctgcacctt
agccagggag
gctctggagt
tactcatctc

gcggegette

ES 2595091 T3

gattggatac
cttcacaatc
ttctgaggac
ctactggggc
tggtggaagt
tctgtctetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctectectcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agataggggg
ctcaggtggt
gactcagccg
gcgcaggggce
tcctecceag
ctccagcegce
tgggctcecag

tgcggtgtte

attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctccagggg
tggtaccage
gcttctggag
atcaacagcet
ccgctcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagcct
ggcaagggge
gactccgtga
caaatgaaca
ctacggttet
ggtggttctyg
gcttecectcet
atcaatgttg
tatctcectga
ttctctgeat
tctgaggatg

ggcggaggga

gccgtggtta
aatccaccag
attactgtge
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgcceac
agaagccggg
tecectgeteg
tggaggctga
tcggtggeag
tcgagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
actttgacta
gcggcggcgy
ctgcatctce
gtgcctacag
ggtacaaatc
ccaaagatgc
aggctgacta

ccaagttgac

tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcectcagge
cgacattgta
cctgagcetgce
caaggcaccc
cttcagtggc
agatgctgcece
gaccaaggtg
gggaggcgty
cctcagtacc
ggcacttata
caccatctce
tgaggacacy
ctggggccaa
ctecegglggt
tggagcatca
tatatactgg
agactcagat
ttcggccaat
ttactgtatg

cgtcctatag

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x D8 VH — A240 VL#; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 136

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

169

180

240

300

360

420

480

540

800

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Ser Val

Thr Met

Gly Tyr
50

Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Thr Thr

Gly Ser
130

Pro Ala
145

Arg Ala

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr
210

Gln Gln
225

Glu Ile

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

Val

115

Gly

Thr

Ser

Ala

Pro

195

Ile

Trp

Lys

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Ser

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

ES 2595091 T3

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Gly

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Arg

His

Ser

Gly

135

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Gly

120

Ala

Pro

Tyr

Tle

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

105

Glu

Asp

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

170

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Gly

Asp

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Thr

Ile

Arg

135

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val

140

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Val

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

Tyr

Ile

Val

Tyr

B0

Cys

Gly

Gly

Ser

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser



Gly

Ala

Ala

Ser

305

Arg

Ala

Phe

Cly

Ala

385

Ala

Ser

Leu

Ser

Leu
465

Gly

Ser

Pro

250

Asn

Asp

Glu

Tyr

Gly

370

Val

Ser

Ile

Arg

Arg

450

Ile

Gly

Gly

275

Gly

Lys

Asn

Asp

Phe

355

Leu

Leu

Tyr

Tyr

435

Phe

Ser

Val

260

Phe

Lys

Tyxr

Ser

Thr

340

Asp

Gly

Thr

Thx

Trp

420

Lys

Ser

Gly

245

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

325

Ala

Tyr

Ser

Gln

Cys

405

Tyr

Ser

Ala

Leu

ES 2595091 T3

Gln

Leu

Leu

Ala

310

Asn

Val

Trp

Gly

Pro

320

Thr

Gln

Asp

Ser

Gln
470

Pro

Ser

Glu

295

Asp

Thr

Tyr

Gly

Gly

375

Ala

Leu

Gln

Ser

Lys

455

Ser

Gly

Thr

280

Ser

Leu

Tyr

Gln

360

Gly

Ser

Arg

Lys

Asp

440

Asp

Glu

Arg

265

Tyr

Val

Val

Tyr

Cys

345

Gly

Gly

Leu

Arg

Pro

425

Lys

Ala

Asp

171

250

Ser

Ala

Ala

Lys

Leu

330

Thr

Thr

Ser

Ser

Gly

410

Gly

Gln

Ser

Glu

Leu

Met

Leu

Gly

315

Gln

Arg

Thr

Gly

Ala

395

Ile

Ser

Gln

Ala

Ala
475

Arg

His

Ile

300

Arg

Met

Asp

Val

Gly

380

Ser

Asn

Pro

Gly

Asn

460

Asp

Leu

Trp

285

Ser

Phe

Asn

Arg

Thr

365

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

445

Ala

Tyr

Ser

270

Val

Asn

Thr

Ser

Gly

350

Val

Gly

Gly

Gly

Gln

430

Gly

Gly

Tyr

2535

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

335

Leu

Ser

Ser

Ala

Rla

415

Tyr

Val

Ile

Cys

Ala

Gln

Gly

Ser

320

Arg

Arg

Ser

Gln

Ser

400

Tyr

Leu

Ser

Leu

Met
480



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2595091 T3

Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

485 490

Thr Val Leu

<210> 137

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’CEAI LH; oligonucledtido

<400> 137
aggtgtacac tccgacattg agctcaccca g

<210> 138

<211> 47

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 3'CEAI VL Enlazador; oligonucledtido

<400> 138
ggagccgecg ccgccagaac caccaccace tttgatctcg agettgg

<210> 139

<211> 48

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> 5’CEAI VH Enlazador; oligonucleétido

<400> 139
ggcggcggceg gctecggtgg tggtggttcet caggtccaac tgcaggag

<210> 140

<211> 22

<212> ADN

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> 3'CEAI LH; oligonucledtido

<400> 140
aatccggagg agacggtgac cg

<210> 141

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> enlazador polipeptidico desinmunizado

<400> 141

172

495

31

47

48

22
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ES 2595091 T3

Gly Glu Gly Thr Ser Thr Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ala Asp

1 5

<210> 142
<211> 1524
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

10

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x E12 VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 142

gacgtccaac
tecctgeaagg
cctggacagg
gcagacagcg
atggaactga
gatgatcatt
gaaggtacta
ctgacccacgt
agagccagtc
azaagatgga
agtgggtctg
acttattact
gagatcaaat
gtccagectg
tactggatgt
ctcaacaaag
atctcaagag
gacacggccg
ggccaaggga

ggtggtggtyg

tggtgcagte
cttctggcta
gtctggaatg
tczagggeceg
gcagectygeg
actgccttga
gtactggtte
ctccagecaac
aaagtgtaag
tttatgacac
ggaccgacta
gccaacagtg
ccggaggtyg
ggaggtccct
actgggtccg
ctaatggtgg
atgattccaa
tgtattactg
ccacggtcac

gttctgagcet

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
cttcacaate
ttctgaggac
ctactggggce
tggtggaagt
tctgtctetg
ttacatgaac
atccaaagtg
ctctctcaca
gagtagtaac
tggatccgag
gagactctece
ccaagctcca
aacaacagaa
gaacacgctg
tgcaagagat
cgtctcctea

cgtgctgact

gtgaaaaaac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
actgcaacct
caaggcacca
ggaggttcag
tctecaggqgg
tggtaccagce
gcttctggag
atcaacagct
ccgetcacgt
gtgcagctgg
tgtgcagegt
gggaaggggce
tacgecegegt
tatcttcaaa
agggggctac
ggtggtggtg

cagcecggett

173

ctggggecte
tgcactgggt
gccgtggtta
aatccaccag
attactgtge
cggtcaccgt
gtggagcaga
agcgtgecac
agaagccqgyyg
tcectgeteg
tggaggctga
tcggtggegyg
tcgagtctgg
ctggattcac
tggaatgggt
ctgtgaaagg
tgaacagcct
ggttctactt
gttctggcgg

ccectetetge

agtgaaqgqtg
aaggcaggca
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctectcagge
cgacattgta
cctgagcetge
caaggcaccc
cttcagtggce
agatgctgec
gaccaaggtg
gggaggcttg
cgtcagtagc
aggtttcatt
cagattcacc
gagagccgag
tgactactgg
cggcggetcece

atctccetgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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gcatcagcca
tactggtacc
tcagataagc
gccaatgcag
tgtatgattt

ctacatcatc

gtctcacctg
agcagaagcc
agcagggcetc
ggattttact

ggcacagcgg

accatcatca

ES 2595091 T3

caccttgcegce
agggagtcct
tggagtctcc
catctctggg
cgcttectgeg

ttag

aggggcatca
ccecagtatce
agccgcttcet

ctccagtcectg

gtgttcggeg

atgttggtge
tcetgaggta
ctgcatccaa
aggatgaggc

gagggaccaa

ctacagtata
caaatcagac
agatgcttcg
tgactattac

gttgaccgtce

<210> 143
<211> 507
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> SEQ ID NO: 77 VHVL x E12 VH — A240 VL; anticuerpo monocatenario biespecifico

<400> 143
Asp

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Thr

Gly

Val Gln

Val Lys

Met His

35

Tyr Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Tyr

Thr vVal

115

Ser
130

Gly

Leu

vVal

20

Trp

Asn

Phe

Ser

Tyr

100

Thr

Cly

Val Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Ser Arg

55

Thr Ile

70

Thr

Ser
85

Leu Arg

Asp Asp His

Val Ser Ser

Ser Gly Gly

135

Gly Ala

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Gly Tyr

Thr Asp

Ser Glu

Tyr Cys

105

Gly Glu

120

Ala Asp

174

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln
Thr

Asn

Ser
75

Lys

Thr

Asp

Leu

Thr

Gly

Asp Ile

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Val
140

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Thr

Trp

Thr

125

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thr

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Gln

Ala

Tyr

Tle

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Ser

1260

1320

1380

1440

1500

1524



Pro

145

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Glu

Gly

Ala

Ala

Asn
305

Ile

Leu

Leu

Ser

Ala

Ala

Lys

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gly

Ser

Pro

290

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser
370

Thr

Ser

Ala

Pro

185

Ile

Trp

Lys

Gly

Gly

275

Gly

Gly

Arg

Ala

Phe
355

Gly

Leu

Gln

Pro

180

Ala

Asn

Ser

Ser

Leu

260

Phe

Lys

Thr

Asp

Glu
340

Tyr

Gly

Ser

Ser

165

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

245

val

Thr

Gly

Thr

Asp

325

Asp

Phe

Gly

ES 2595091 T3

Leu

150

Val

Arg

Phe

Leu

Asn

230

Gly

Gln

Val

Leun

Glu
310

Ser

Thr

Asp

Gly

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

215

Pro

Gly

Pro

Ser

Glu

295

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser
375

Pro

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Leu

Gly

Gly

Ser

280

Trp

Ala

Asn

Val

Trp

360

Gly

Gly

Met

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Ser

Arg

265

Tyr

Val

Ala

Thr

Tyr

345

Gly

Gly

175

Glu

Asn

170

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

250

Ser

Trp

Gly

Ser

Leu

330

Tyr

Gln

Gly

Arg

155

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

235

Val

Leu

Met

Phe

Val
315

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Arg

His

Ile

300

Lys

Leu

Ala

Thr

Ser
380

Thr

Gln

Lys

Thr

205

Thr

Gly

Leu

Leu

Trp

285

Leu

Gly

Gln

Arg

Thr

365

Gly

Leu

Gln

Val

190

Asp

Tyr

Thr

Val

Ser

270

Val

Asn

Arg

Met

Asp

350

Val

Gly

Ser

Lys

175

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

255

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

335

Arg

Thr

Gly

Cys

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

240

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr
320

Ser

Gly

Val

Gly



10

15

20

25

<210> 144
<211>5
<212> PRT

Ser

385

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

465

Cys

Lys

Glu

Ser

Tyr

Leu

Ser

450

Leu

Met

Leu

<213> HOMO SAPIENS

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H1 E12; CDR1 de VH E12

<400> 144

Leu

Ala

Ser

Leu

435

Ser

Leu

Ile

Thr

Ser Tyr Trp Met His

1

<210> 145
<211>19
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> CDR-H2 E12; CDR2 de VH E12

<400> 145

Val

Ser

Ile

420

Arg

Arg

Ile

Trp

Val
500

Leu

Leu

405

Tyr

Tyr

Phe

Sexr

His

485

Leu

ES 2595091 T3

Thr

390

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

470

Ser

His

Gln Pro

Cys Thr

Tyr Gln

Ser Asp

440

Ala Ser

455

Leu Gln

Gly Ala

His His

Ala

Leu

Gln

425

Ser

Lys

Ser

Ser

His
505

Ser

Arg

410

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

490

His

Leu

395

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

475

Val

His

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

460

Glu

Phe

Ala

Ile

Ser

Gln

445

Ala

Ala

Gly

Ser

Asn

Pro

430

Gly

Asn

Asp

Gly

Phe Ile Leu Asn Lys Ala Asn Gly Gly Thr Thr Glu Tyr Ala Ala Ser
15

1

Val Lys Gly

<210> 146

5

10

176

Pro

Val

415

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly
495

Gly

400

Gln

Gly

Gly

Tyr

480

Thr
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<211> 121
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> E12 VH; region VH

<400> 146

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu

Trp Met

Gly Phe
50

Ser Val
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

<210> 147
<211> 252
<212> PRT

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr
115

Leu

20

Trp

Leu

Gly

Gln

Arg

100

Thr

Val
5

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Val

<213> HOMO SAPIENS

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> E12 VH — A240 VL; Fv monocatenario

<400> 147

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

Ala

55

Thr

Ser

Gly

Val
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Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

105

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

90

Phe

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Tyr

177

Val

Thr

Gly

Thx

60

Asp

Asp

Phe

Gln

Val

Leu

45

Glu

Ser

Thx

Asp

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Ala

Asn

Val
95

Trp

Arg

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Gly



Glu

Ser

Trp

Gly

Ser

65

Leu

Tyx

Gln

Gly

Ser

145

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu Asp Glu Ala Asp Tyr

225

Ala Val Phe Gly Gly Gly

Val

Leu

Met

Phe

50

Val

Tyr

Cys

Gly

Gly

130

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala
210

Gln Leu

Arg Teu
20

His Trp
35

Ile Leu

Lys Gly

Leu Gln

Ala Arg
100

Thr Thr
115

Ser Gly

Ser Ala

Gly Ile

Gly Ser
180

Gln Gln
195

Ser Ala

Val

Ser

Val

Asn

Arg

Met

85

Asp

Val

Gly

Ser

Asn

165

Pro

Gly

Asn

245
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Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Asn

Arg

Thr

Gly

Pro

150

Val

Pro

Ser

Ala

230

Ser

Ala

Gln

Rla

55

Thr

Ser

Gly

Val

Gly

135

Gly

Gly

Gln

Gly
215

Tyr

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser

120

Ser

Ala

Ala

Tyr

Val

200

Ile

Cys

Lys

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg
105

Ser

Glu

Ser

Tyr

Leu

185

Ser

Leu

Met

Leu

178

Gly

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

Phe

Gly

Leu

Bla

Ser

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Thr
250

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

75

Glu

Tyr

Gly

Val

Ser

155

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp
235

val

Val

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

Phe

Gly

Leu

140

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser
220

His

Leu

Gln

Val

Leu

45

Glu

Ser

Thr

Asp

Gly
125

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

205

Gly

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr
110

Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

190

Ala

Leu

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Ala

Asn

Val

95

Trp

Gly

Pro

Thr

Gln

175

Asp

Ser

Gln

Ala

Arg

Tyr

Val

Ala

Thr

80

Tyr

Gly

Gly

Ala

Leu

160

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser
240
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REIVINDICACIONES

Una composicion farmacéutica para el tratamiento de un tumor epitelial en un ser humano, comprendiendo
dicha composicion farmacéutica un anticuerpo monocatenario biespecifico que tiene

(a) un primer dominio de unién que se une especificamente a CD3 humano, y
(b) un segundo dominio de union que se une especificamente a CEA humano,
en el que dicho segundo dominio de unidn especifico para CEA humano comprende

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene
la secuencia de aminoacidos “FIRNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 67), una CDR-L1 que tiene la
secuencia de aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de
aminoacidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71);

(i) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “SYWMH” (SEQ ID NO. 68), una CDR-H2 que tiene
la secuencia de aminoacidos “FILNKANGGTTEYAASVKG” (SEQ ID NO. 145), una CDR-L1 que tiene la
secuencia de aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de
aminoacidos “YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos
“MIWHSGASAV” (SEQ ID NO. 71); 0

(iii) una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos “TYAMH” (SEQ ID NO. 70), una CDR-H2 que tiene la
secuencia de aminoacidos “LISNDGSNKYYADSVKG” (SEQ ID NO. 69), una CDR-L1 que tiene la secuencia de
aminoacidos “TLRRGINVGAYSIY” (SEQ ID NO. 73), una CDR-L2 que tiene la secuencia de aminoacidos
“YKSDSDKQQGS” (SEQ ID NO. 72) y una CDR-L3 que tiene la secuencia de aminoacidos “MIWHSGASAV”
(SEQID NO.71);y

en el que dicho segundo dominio de unién comprende al menos la secuencia de aminoacidos
“DX1Xo2X3X4sFYFDY” (SEQ ID NO. 65), en la que “X2”, “X3” 0 “X4” representa cualquier residuo aminoacidico, y el
residuo aminoacidico “D” corresponde a la posicién de Kabat 95 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal
murino A5B7 y los residuos aminoacidicos “FYFDY” corresponden a las posiciones de Kabat 100, 100a, 100b,
101, y 102, respectivamente, de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que

- “X1” representa “R” (arginina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina);
- “X2” representa “G” (glicina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina);

- “X3” representa “L” (leucina), “F” (fenilalanina), “M” (metionina), “E” (acido glutamico), o “T” (treonina); y
- “X4” representa “R” (arginina), “Y” (tirosina), “A” (alanina), “D” (acido aspartico), o “S” (serina).

La composiciéon farmacéutica de la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho segundo dominio de unién especifico
para CEA humano comprende al menos la secuencia de aminoacidos “DRGLRFYFDY” (SEQ ID NO. 66)
correspondiente a las posiciones de Kabat 95 — 102 de la CDR-H3 del anticuerpo monoclonal murino A5B7.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho primer dominio de
union especifico para CD3 esta situado de forma C-terminal.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dichos dominios de unién
estan diSpUEStOS en el orden VHcea-VL0Lcea-VHceps-V0icps 0 VLcea-VHcea-VHcps-V0icps.

La composicidon farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la secuencia de
aminoacidos de la region VH del segundo dominio de unién especifico para CEA humano es SEQ ID NO. 60 o
146.

La composicidn farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la secuencia de
aminoacidos de la region VH del segundo dominio de unién especifico para CEA humano es SEQ ID NO. 58 o
SEQ ID NO.62.

La composicidon farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la secuencia de
aminoacidos de la region VL del segundo dominio de unién especifico para CEA humano es SEQ ID NO. 64.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que las regiones V del
segundo dominio de union especifico para CEA se seleccionan del grupo que consiste en:

(a) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 60 y la region VL
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consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(b) la regidon VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 146 y la region VL
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64

(c) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 58 y la region VL
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;

(d) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 62 y la region VL
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64;y

(e) la region VH consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 56 y la region VL
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO. 64.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que dicho anticuerpo
monocatenario biespecifico comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO. 6, 8, 16, 18, 24, 32,
34, 40, 42, 126, 130, 134 0 143;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico como se muestra en las
SEQID NO. 5,7, 15,17, 23, 25, 31, 33, 39, 41, 125, 129, 133 0 142; y

(c) una secuencia de aminoacidos codificada por una secuencia de acido nucleico que se degenera como
resultado del cddigo genético a una secuencia de nucleétidos de (b).

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dicho anticuerpo
monocatenario biespecifico comprende una marca His.

La composicidon farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que dicho tumor epitelial es un
adenocarcinoma gastrointestinal, un adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 12, en la que dicho adenocarcinoma gastrointestinal es un
adenocarcinoma colorrectal, pancreatico, esofagico o gastrico.

La composiciéon farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que dicha composicién
farmacéutica es para el tratamiento de tumores progresivos, tumores en estadio tardio, pacientes con tumores
con carga/masa tumoral alta, tumores metastasicos, o pacientes con tumores con una concentracion sérica de
CEA mayor de 100 ng/ml.

La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que al menos uno de dichos
dominios de union primero o segundo es quimérico, humanizado, injertado con CDR, y/o desinmunizado o
humano.

Una composicion farmacéutica que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo
monocatenario biespecifico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

Una composiciéon farmacéutica que comprende un vector que comprende una secuencia de acido nucleico
como se define en la reivindicacion 16.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 17, en la que dicho vector comprende ademas una secuencia
reguladora que esta unida de forma funcional a dicha secuencia de acido nucleico definida en la reivindicacion
16.

La composicion farmacéutica de la reivindicacién 17 o 18, en la que dicho vector es un vector de expresion.

Una composicion farmacéutica que comprende un huésped transformado o transfectado con un acido nucleico
definido en la reivindicacion 16 o un vector definido en cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, que comprende
ademas un compuesto proteinaceo que puede proporcionar una sefial de activacion para células efectoras
inmunitarias.

Un procedimiento para la produccién de una composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 21, comprendiendo dicho procedimiento cultivar un huésped definido en la reivindicaciéon
20 en condiciones que permitan la expresion del anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 y recuperar el anticuerpo monocatenario biespecifico producido del
cultivo.

La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, que comprende ademas
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formulaciones adecuadas de vehiculos, estabilizantes y/o excipientes.

Uso de un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15,
una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacién 16, un vector como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 17 a 19, o u huésped como se define en la reivindicacion 20, para la preparacién de una
composicion farmacéutica para la prevencion, tratamiento o mejoria de un tumor epitelial en un ser humano.

El uso de la reivindicacion 24, en el que dicho tumor epitelial es un adenocarcinoma gastrointestinal, un
adenocarcinoma de mama o un adenocarcinoma pulmonar.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 25, en el que dicho adenocarcinoma gastrointestinal es un
adenocarcinoma colorrectal, pancreatico, esofagico o gastrico.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, en el que la composicion farmacéutica es
para el tratamiento de tumores progresivos, tumores en estadio tardio, pacientes con tumores con carga/masa
tumoral alta, tumores metastasicos, o pacientes con tumores con una concentracion sérica de CEA mayor de
100 ng/ml.

El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, en el que dicha composicion farmacéutica es
adecuada para administrarse en combinacién con un farmaco adicional.

El uso de la reivindicacion 28, en el que dicho farmaco adicional es un compuesto no proteinaceo o un
compuesto proteinaceo.

El uso de la reivindicacion 29, en el que dicho compuesto proteinaceo puede proporcionar una sefial de
activacion para células efectoras inmunitarias.

El uso de la reivindicacién 29 o 30, en el que dicho compuesto proteindceo o compuesto no proteinaceo se
administra simultaneamente o no simultdneamente con un anticuerpo monocatenario biespecifico como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, una molécula de acido nucleico como se define en la
reivindicacién 16, un vector como se define en cualquiera de las reivindicaciones 17 to 19, o un huésped como
se define en la reivindicacion 20.

Un kit que comprende un anticuerpo monocatenario biespecifico como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15, una molécula de acido nucleico como se define en la reivindicacién 16, un vector como
se define en cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19 o un huésped como se define en la reivindicacion 20.

La composicién farmacéutica de la reivindicacion 14 o el uso de la reivindicacion 27, en el que dicha
concentracion sérica de CEA se determina por ELISA.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
3
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5

CEA I VLVH x SEQ ID NO.77 VHVL
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FIGURA 6
SEQ ID NO.77 VHVLXCEAI VHVL
100-
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FIGURA 7
CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL
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FIGURA 8
CEAI VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL
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FIGURA 9
CEAIl VHVLXSEQ ID NO.77 VHVL
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14

159

1415
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FIGURA 10
CEAI VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
100-
90-
80-
G 70+ 1
& gg: sCEA 1ug/ml
2 40- sCEA 0,5ug/ml
0 30- sCEA 0,1ug/mi
20- sCEA 0,02ug/mi
10- sCEA 0,004pg/ml
0- sCEA Opg/mi
10° 10" 102 103 10* 10% 105 107
pg/ml
CEAIl VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
100+
90+
801
701
¢ 601
2 501
= 30- 4 sCEA 0,5ug/ml
20 v sCEA 0,1ug/mi
10- ¢ sCEA 0,02ug/mi
0- e sCEA 0,004ug/ml
100 107 102 10° 104 105 106 107
- pg/ml
CEA sol. [ug/ml] 0 0,004 0,1 0,5 1,0
CEA 1 VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 3,6 3,6 65,4 6,3 5,1
CEA Il VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] -- 1,2 36,5 77,9 578
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FIGURA 11
CEAII VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL
188: = sCEA 1ug/ml
804 4 sCEA 0,5ug/ml
. 704" sCEA 0,1ug/mi
§ g0]* SCEAO0,02ug/ml
6 p5ole® SCEA 0,004pg/ml
Z . 401 .
X 30..
20-
10
0_4
100 101 102 10% 104 105 108 107
pg/mi
CEA sol. [ug/ml] 0,004 0,02 0,1 0,5
CEA 1l VHVL x SEQ ID NO.77 VHVL CE50 [ng/ml] 4,0 16 60 432
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FIGURA 12
3
é A-121
(5}
3 o
i 109 10! 102 103 104
FL2-H
2 4
€ A-183
3
3 o
x
109 10" 102 108 104
FL2-H
@ P4
5 A-240
3
[&]
& o -

100 10" 102 103 104
aFlagM2 X GaM PE

Recuentos Recuentos

Recuentos
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A-290
00 10! 102 103 10
aFlagM2 X GaM PE

A-315

100 10! 102 103 o
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FIGURA 13

Recuentos

Recuentos

Recuentos

Recuentos
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120

MP510_3-A5.3

100 10! 102 103 104

aFlagM2 X GaMPE

120

MP510_3-B9.1

100 10?102 103 104
aFlagM2 X GaMPE

120

MP510_3-D8.1

100 10! 102 103 10t
aFlagM2 X GaMPE
(=4
o
240 Vlambda.3

100 10! 102 103 10
aFlagM2 X GaMPE
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FIGURA 14

Recuentos Recuentos Recuentos

Recuentos

100 © 100 © 100

100 0

0

Kato Il (positivas para CEA)

100 101 102 103 10%
FL2-H
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CEA | VH-A240
VLxSEQ ID
NO.77 VHVL

A5 VH-A240
VL x SEQ ID
NO.77 VHVL

B9 VH-A240
VL x SEQID
NO.77 VHVL

D8 VH-A240

VL x SEQ ID
NO.77 VHVL
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FIGURA 15
s CEAIVH-A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
Y B9 VH-A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
® D8 VH-A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
¢ A5 VH-A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
100 -
90 A
S 80 T
8 70 1
4 60 -
@
2 50 -
X 40 |
30 4
20 A
10 -
0 -
[ T ) ¥ T ¥ T 1 1 1
102 10' 109 10' 102 103 10% 105 10® 107
pg/ml
CE50 [ng/ml]
B9 VH — A240 VL x SEQ ID 0,58
NO.77 VHVL
CEA | VH - A240 VL x SEQ ID 1,61
NO.77 VHVL
D8 VH — A240 VL x SEQ ID 10,1
NO.77 VHVL
A5 VH - A240 VL x SEQ ID 10,5
NO.77 VHVL
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FIGURA 16

% lisis espec.
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A240 VL - CEA | VH x SEQ ID NO.77 VHVL
A240 VL - A5 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
A240 VL - D8 VH x SEQ ID NO.77 VHVL

>

<

*

10210 10° 10" 102 10° 10* 105 106 107

pg/ml
CE50 [ng/ml]
A240 VL-D8 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 5,1
A240 VL-A5 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 7,7
A240 VL-B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 6,7
A240 VL-CEAI VH x SEQ ID NO.77 VHVL 135,9
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FIGURA 17

% lisis espec.
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® 4 > E o

SEQ ID NO.77 VHVL x B9 VH -A240 VL
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VLVH

SEQ ID NO.77 VHVL x A5 VH-A240 VL
SEQ ID NO.77 VHVL x D8 VH-A240 VL
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VH-A240 VL

10210 10° 10" 102 10% 10¢ 105 108 107

pg/mil

CE50 [ng/ml]

SEQID NO.77 VHVL x B9 VH-A240 VL 0,042
SEQID NO.77 VHVL x CEA I VLVH 0,092
SEQID NO.77 VHVL x A5 VH-A240 VL 7,5

SEQID NO.77 VHVL x D8 VH-A240 VL 13,8
SEQID NO.77 VHVL x CEA | VH-A240 VL 15,6
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FIGURA 18
100 -
90 -
80 -
70 -
. 60 -
§ 50 - 4 SEQ ID NO:77 VHVLxA240 VL - CEA | VH
& 40 - ¥V SEQ ID NO.77 VHVLxA240 VL - A5 VH
3 30 1 * SEQID NO.77 VHVLx A240 VL - B9 VH
= 20 - ® SEQ ID NO.77 VHVLx A240 VL - D8 VH
10 A X SEQ ID NO.77 VHVLXCEA | VLVH
0 -
10-210-'10° 10" 102 10°% 104 105 10® 107
pg/ml
CE50 [ng/ml]
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - D8 VH 11,0
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - A5 VH 13,5
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - B9 VH 18,4
SEQ ID NO.77 VHVL x A240 VL - CEA | VH 29,8
SEQ ID NO.77 VHVL x CEA | VLVH 40,0
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FIGURA 19

B9 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL

100
90: m sCEA 1ug/ml
704 4 SCEAO,1ug/ml
v sCEA Opg/mi

% lisis espec.
n
@

10210-110° 10" 102 102 104 105 106 107
pg/mi

100- A5 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL

90+
80+
701
60
90+
40-
30+
20
10-

0-

% lisis espec.

10-210-10° 10 102103 104 105 106 107
pg/mi

CEA sol. [ug/ml] 0 0,1 1

B9 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL 0,58 1,04 3,65
CE50 [ng/ml]

A5 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL 10,5 10,4 14,0
CE50 [ng/ml]
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FIGURA 20
D8 VH — A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
100+
90-
801 = SCEA 1pg/ml Ak
s 104 4 sCEAO,1pg/mi ’
2 gg: v SCEA Oug/ml
: 40_
2 304
3 20-
10
O_
10210110910 102103 10* 105 106 107
pg/ml
100- CEAI VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL
90-
80-
70
. 60]  m SCEAfugm
g 50- Ao sCEA0,1ug/mi
S 401 v SCEA Opg/ml
2 304
X 204
104
0_
102101 10° 101 102 103 104 105 106 107
pg/ml
CEA sol. [ug/ml] 0 0,1 1
D8 VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL 15,1 24 1 17,5
CE50 [ng/ml]
CEAI VH - A240 VL x SEQ ID NO.77 VHVL 31,6 28,8 39,0
CE50 [ng/ml]
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FIGURA 21

% lisis espec.
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100+
90+
80
70-
604
50+
40
30+
204
104
0-
) | i ! I | I 1 | 1 I 1
10-510-410-310-210-'10° 10 102 103 10* 105 108
pg/mi
CE50 [ng/ml]
—8  A240 (VL)-B9 (VH) x SEQ ID NO.77 VHVL 5,3

-& SEQID NO.77 VHVL x A240 (VL) — B9 (VH) 22,9

-==0 SEQIDNO.77 VHVL x B9 (VH) — A240 (VL) 74,2

—_—O B9 (VH)-A240 (VL) x SEQ ID NO.77 VHVL 178,2

--=<¥ SEQIDNO.77 VHVL x CEA | 538,6

----- ¢  Control negativo n.a.
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FIGURA 22
100+ Y v
904 * i—i——-!
80
70
604
¢ 50
2 40
2 5l = 1,0 pg/ml SCEA
; 20- 4 0,1 pg/ml sCEA
10- . v 0,0 ug/ml sCEA
0_
I 1 I 1 | I I ' L} |
10-3 102 10" 10° 10" 102 103 104 105 10%
pg/ml
CEA sol. [ug/ml] 0 0,1 1
A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL 1,0 1,0 8,9

CE50 [ng/ml]
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FIGURA 23
Cromatografia de intercambio cationico de alta resolucion
de A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL
oAU
1%
100

30

fpr— ——— — e — _—

e T e e R R R A A e e D
.a.m_LAl 1_LmJ_B 1J_Bd_ss_l];l_am_]_xs_l_sc_[_m_]_ss_zg_:oism_LBl;_Lmz _l_c1J_cn_L-:3_Lc4_Lcs_Lco_£:¢_LcaJ_cg_Lcm_Lv:11_Lcn D1,

100 2350 1
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FIGURA 24

Pruebas de estabilidad de proteina de A240 VL - B9 VH x SEQ ID NO.77 VHVL en plasma humano

% lisis espec.
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1001
90+
80+
70- I ‘4
60 .
50+
40
30+
204
104
0-
102 10 100 10" 102 10° 105 108
pg/ml
CE50 [ng/ml]
n Incubacién durante 24 h en plasma a 37 °C 4,0
A Incubacién durante 24 h en plasma a 4 °C 16,5
®  Dilucién de proteina de inmediato antes del
71
ensayo en RPMI
¢ Dilucion de proteina de inmediato antes del 9.4
ensayo en plasma ’
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FIGURA 25
Cromatografia de intercambio cationico de alta resolucion
de SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL
DAl
600
500
400
300
17l

00
100
[s]1]

onn -~ — A
-0b

I e e e e N

Ml|m|n|m|nz|m|n|mln1|m|m|mann|m|u|c2|c3'c4
190 uo 160 160 200 220 10 260
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FIGURA 26
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Pruebas de estabilidad de proteina de SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH-A240 VL en plasma humano

% lisis espec.

100+
90+
80
70
60+
50
40-
30
20
10+
0-
I T T T T T T T —
102 10-' 10° 10' 102 10%® 104 10° 108
pg/ml
CE50 [ng/ml]
n Incubacién durante 24 h en plasma a 37 °C 111,4
A Incubacioén durante 24 h en plasma a 4 °C 214,0
®  Dilucién de proteina de inmediato antes del
159,5
ensayo en RPMI
¢ Dilucién de proteina de inmediato antes del 59.1
ensayo en plasma ’
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FIGURA 27
1001
90- y v
80
704
60
J 504 = 1 ug/ml sCEA
3 40- a 0,1 ug/ml sCEA
- v 0,0 ug/ml sCEA
< 304
20-
104
0_
10-® 102 10' 10° 10' 102 10%® 104 105 10°%
pg/ml
CEA sol. [ug/ml] 0 0,1 1
SEQ ID NO.77 VHVL x E12 VH - A240 VL 28,2 37,6 55,3

CE50 [ng/ml]
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