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DESCRIPCION
Complementacion funcional bipartita inducida por antigenos duales

La presente invencion se refiere a un conjunto de polipéptidos y a sus usos. En particular, la presente invencion se
refiere a un conjunto de polipéptidos segun el cual este conjunto comprende dos polipéptidos cada uno de los cuales
comprende un resto diana “T” que se une a un antigeno “A” y a un fragmento de “F” de un dominio funcional, en el
que dichos dos polipéptidos no se asocian entre si en ausencia de un sustrato que tiene “A” en (sobre) su superficie
y en el que, al dimerizarse “F”, el dimero resultante se vuelve funcional. Ademas, se describen los usos médicos y
de diagndstico de dicho conjunto. Igualmente, la presente invencion se refiere a molécula o moléculas de acido
nucleico que codifican dicho conjunto de polipéptidos. La presente invencion también se refiere a un vector que
comprende la secuencia de nucleétidos de molécula o moléculas de acido nucleico que codifican dicho conjunto de
polipéptidos. Ademas, la presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dicho
conjunto de polipéptidos. Igualmente, la presente invencion se refiere a un kit que comprende dicho conjunto de
polipéptidos.

En los ultimos afios se ha observado un nimero de documentos de referencia que informan la eficacia destacada de
construcciones de anticuerpos biespecificas para terapia inmune de tumores in vitro y en pruebas pre-clinicas y
clinicas tempranas. En la actualidad, esta disponible un numero sustancial de diferentes construcciones
biespecificas, que difieren en tamafio, composicion, farmacocinética y capacidad para eliminar directamente células
neoplasicas o para emplear células efectoras de la inmunidad para lisis celular tumoral.

Las estrategias de inmunidad al cancer a base de anticuerpos son opciones terapéuticas altamente prometedoras
debido a su excelente sensibilidad y especificidad hacia las estructuras diana.

La organizacion estructural modular y funcional de los anticuerpos permite la manipulacion extensiva por la
ingenieria genética. Los diferentes dominios similares a inmunoglobulina pueden separarse y/o unirse sin perder
caracteristicas funcionales asociadas al dominio especifico. Ademas, pueden combinarse y enlazarse con dominios
de proteina heterélogos pero también con porciones no peptidicas. Por lo tanto, es posible desarrollar
construcciones de fusién en una manera racional desprovista de las limitaciones naturales de anticuerpos
convencionales.

Las proteinas de fusion a base de anticuerpos pueden generarse con nuevas propiedades bioldgicas y/o
farmacéuticas. Existen esfuerzos prometedores para modificar la capacidad del dominio Fc para producir ADCC
(citotoxicidad mediada por células dependientes del anticuerpo) y CDC (citotoxicidad dependiente del complemento)
por mutagénesis, dependiente de la aplicacion prevista, ya sea para reducir los efectos secundarios (mutaciones
inhibidoras) o para mejorar la eficacia terapéutica (mutaciones de activacion). Las nuevas aplicaciones que se
vuelven posibles por ingenieria genética son incluso mas variadas cuando se considera el dominio de union a
antigeno de los anticuerpos.

El antigeno que reconoce los dominios variables de la cadena pesada (Vu) y ligera (VL) de un anticuerpo, puede
unirse por un conector peptidico a través de la ingenieria genética mientras conserva la capacidad de unién a
antigeno. Tales fragmentos variables de cadena sencilla de unién a antigeno (scFvs) pueden utilizarse como
sustitutos de anticuerpos pequefios con alta capacidad de penetracion en el tejido y bajo tiempo de retencion en
suero para procedimientos de formacion de imagenes clinicas y radioterapia y otras aplicaciones. De manera mas
importante, estas porciones de scFv pueden emplearse facilmente como mdédulos especificos de antigeno en el
desarrollo de nuevas terapias recombinantes.

Los informes recientes indican un tremendo potencial de los anticuerpos biespecificos recombinantes en terapia anti-
tumoral. Dichos anticuerpos biespecificos reconocen dos antigenos, uno de los cuales se expresa por el tumor,
mientras que el otro se encuentra habitualmente en una célula inmune. La mayoria de los anticuerpos biespecificos
en terapia anti-tumoral se dirigen a un marcador de linaje asociado al tumor por un lado y CD3g, una molécula
invariable del compuesto del receptor de célula T/CD3 por el otro lado, reclutando de esta manera células T para
destruir el tumor [Miller and Kontermann, Bispecific antibodies for cancer immunotherapy: Current perspectives.
BioDrugs 2010, 24(2):89-98].

A pesar de las opciones extensivas para manipular la funcion y estructura del anticuerpo, la eficacia terapéutica de
dichos reactivos a base de anticuerpo se limita por la naturaleza del antigeno dirigido, la accesibilidad del antigeno
en tumor y en tejidos asociados a tumor y la aptitud del anticuerpo para obtener o mediar una funcion que induce la
muerte celular deseada.

Por ejemplo, cuando los pacientes se tratan con construcciones biespecificas dirigidas contra antigenos también
expresados en tejidos con funciones vitales, se observan efectos secundarios graves. Este es un problema grave, ya
que, con la excepcion de un numero desconocido de moléculas de superficie celular individualmente mutadas y el
receptor de célula B o T monoclonal en caso de linfomas, no estan disponibles los antigenos especificos de tumor
que discriminan una célula transformada de su progenitor saludable.
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Ya que los conceptos terapéuticos basados en el uso de anticuerpos biespecificos habitualmente se basan en el
reclutamiento de células efectoras, parece que cuanto mas efectiva sea la herramienta (construccion biespecifica),
es mas probable que ocurran los efectos secundarios, e incluso la expresion minuta de antigeno en tejido no
transformado puede causar efectos fuera de la diana no controlables.

En 2008, SCIENCE publicé el primer informe acerca de la eficacia clinica del anticuerpo que emplea la célula T
biespecifica (BiTE) de cadena unica, MT103/blinatumomab; induce las remisiones en aproximadamente el 80 % de
los pacientes con linfoma en recaida o resistentes a inmunoquimioterapia convencional en niveles de suero de
aproximadamente 5 6rdenes de magnitud inferiores a los niveles de suero informados para el anticuerpo
monoclonal, rituximab (Bargou, R. et al Science 321, 974-977, 2008). Esta publicacion y los informes posteriores en
las pruebas de fase |l de confirmacion en leucemia linfatica aguda (ALL) dieron lugar a una nueva era de anticuerpos
biespecificos, hasta entonces en desaparicion grave durante casi dos décadas debido a la toxicidad sistémica y
poca o nada de actividad terapéutica. Principalmente en la secuela de ese articulo de SCIENCE, los anticuerpos
biespecificos se vuelven un campo en crecimiento de nuevo, en el cual se contaron mas de 35 formatos diferentes
(Reichert, Drug Discov Today. 17 (2012) 954-963). Estos formatos difieren en tamafio y se optimizan por afinidad al
antigeno, estabilidad, capacidad para reclutar células efectoras (principalmente células T) y farmacocinéticas. La
afinidad o avidez de las construcciones se manipulan mediante maduracion por afinidad utilizando diversas técnicas
o simplemente al unir multiples dominios de scFV en linea para crear una construccién multivalente. Incluso se
informan anticuerpos triespecificos que se disefian para desplegar capacidades de unién mejoradas al dirigir dos en
lugar de una molécula diana. La estabilidad de los formatos puede optimizarse al afiadir dominios similares a
inmunoglobulina para imitar los anticuerpos de origen natural y mejorar simultdneamente las propiedades
farmacocinéticas como vida media prolongada en suero y proteccion de digestién proteolitica por proteasas.
Igualmente, la estabilidad de los formatos puede mejorarse al optimizar la produccion. Ya que las secuencias
conectoras que se utilizan para unir covalentemente los dominios de scFV con frecuencia conducen a agregados, se
han establecido lineas de produccién que primero producen dos o tres polipéptidos que pueden reensamblarse
facilmente para generar un farmaco funcional. Tales técnicas utilizan puentes de disulfuro dirigidos o reactivos de
reticulaciéon para unir covalentemente dos polipéptidos diferentes. Otras técnicas hacen uso de dominios de hetero-
u homo-dimerizacion como dominios de cremallera de leucina, dominios Fc y otros como perilla en tecnologias de
agujero (véase, por ejemplo, el documento WO 2007/062466). Igualmente, las interacciones de V4 y Vi, que pueden
estabilizarse por la union del antigeno, se han utilizado en los asi llamados inmunoensayos sandwich abiertos para
la deteccion del antigeno (Ueda, Nature Biotechnology 14 (1996), 1714-1718; Ohmuro-Matsuyama (2012) Detection
of Protein Phosphorylation by Open-Sandwich Immunoassay, Integrative Proteomics, Dr. Hon-Chiu Leung (Ed.),
ISBN: 978-953-51-0070-6; WO 2004/016782/EP-A1 1536005).

Sin embargo, las construcciones bi/triespecificas y bi o multivalentes escritas en la técnica tienen desventajas.
Primero, la ausencia de antigenos de tumor realmente especificos que pueden dirigirse como molécula diana. De
hecho, cuanto mas potente sea el formato de anticuerpo biespecifico, mas graves seran los dafios colaterales,
debido a que los antigenos diana dirigidos hasta ahora son antigenos de diferenciaciéon compartidos por tumores y
células no malignas. En consecuencia, los formatos bi- o tri-especificos de la técnica anterior no pueden discriminar
las células malignas de no las no malignas. En este aspecto, las construcciones tri-especificas, desarrolladas para
alta avidez uniéndose a células dirigidas, pueden formarse para conferir un alto grado de efectos fuera del diana
debido a la unién de una molécula diana en general suficiente para reclutar células inmunes para destrucciéon de una
célula que expresa cualquier molécula diana. De esta manera, construccion tri-especifica mejora la avidez en el
costo de especificidad. Los analisis de multiples parametros recientes indican que las células de tumor pueden
distinguirse de sus tejidos no transformados respectivos de origen debido a la expresidon de firmas de antigeno
aberrantes. En la actualidad, estos descubrimientos constituyen una parte integral del sistema de clasificacion de la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) de neoplasmas hematopoyéticos, y también se mantiene real para cancer y
células que inician cancer o madre de cancer de otra procedencia. De esta manera, seria ventajoso que las células
dirigidas que expresan simultdneamente una combinaciéon de antigenos que juntos significan un estado maligno.
Ninguno de los anticuerpos descritos por la técnica anterior es capaz de discriminar entre células que expresan una
combinacién de antigenos dirigidos de células positivas de antigeno unico. Segundo, un problema principal de
tecnologias de anticuerpo biespecifico que usan, por ejemplo, moléculas CD3 completas (por ejemplo, un scFv anti
Cd3) es la capacidad inherente de estas proteinas ara estimula o pre-estimular las células T independientemente de
la unién al antigeno dirigido en células dirigidas y muchos efectos secundarios observados hasta ahora parecen
asociarse con funcion de célula T errante.

También los Demibodies™ como se desvelan en el documento W02007/062466 y como se hacen referencia en la
cita de Internet de BIOLINK PARTNERS LTD (Bio-Link: Demibodies™: Dimerization-activated therapeutic antibodies;
2007; URL: http://biolink.org.au/library/File/Demibodies.pdf) podrian dar lugar a una actividad |ndeseada Debido a su
caracter técnico (por ejemplo la presencia de cremalleras de leucina) un par de Demibodies™ podria formar un
dimero incluso en ausencia de su diana, es decir, en ausencia de una superficie celular que IIeve ambos antigenos a
los que los dos miembros del par de Demibodies™ se unen. Por lo tanto, los Demibodies™ también pueden dar
lugar a una activacion indeseada de las funciones efectoras a aplicarse.

Igualmente, también el par de sondas FRET como se desvelan en el documento W02004/042404 podria dar lugar a
una actividad de falso positivo. Cada miembro de dicho par de sondas comprende un anticuerpo unido a biotina y un
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fluorocromo (miembro de un par FRET). Una vez que la avidina esta presente, las sondas forman un dimero y se da
una sefial FRET. De nuevo, esta sefial FRET podria darse incluso en ausencia de la diana del par de sondas FRET
que lleva los dos antigenos a los que los anticuerpos comprendidos se unen.

Lo mismo se aplica al par marcado con variante de GFP de scFV como se desvela en Ohiro (ANALYTICAL
CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, EE.UU., 74, 22, 2002, 5786-5792) que también hace uso de un
par de cremalleras de leucina.

Las tecnologias descritas anteriormente también requieren componentes adicionales (cremalleras de leucina,
biotina/avidina etc.) ademas de sus dominios funcionales.

De esta manera, hay una necesidad en la técnica de opciones de tratamiento mas especificas en el tratamiento de
cancer, en particular hay una necesidad de maneras mejoradas para identificar y/o eliminar células cancerigenas
con especificidad mas alta y reducir efectos secundarios.

Existen necesidades similares en el campo de trasplante alogénico de células madre, es decir, el trasplante de
células madre obtenidas de otra persona a un paciente. Un paciente que padece de leucemia en recaida o resistente
u otra enfermedad hematolégica puede tratarse por quimioterapia/irradiacion (para eliminar las células
hematopoyéticas malignas) en combinacién con un trasplante de células hematopoyéticas saludables de un
donante. Si esta incompleta la eliminacién de células malignas, el tumor puede crecer de nuevo a partir de las
células receptoras malignas supervivientes a pesar de la presencia de células saludables proporcionadas por el
trasplante. Como un resultado, se reducen significativamente las tasas de supervivencia entre pacientes que
experimentan tratamiento de tumor y trasplante alogénico.

Sin embargo, es dificil eliminar (y, de manera similar, identificar) las células malignas supervivientes con alta
especificidad, y de esta manera a pesar de varios intentos, no se han encontrado buenas soluciones a este
problema. De acuerdo con lo anterior, existe una necesidad en la materia de proporcionar maneras mejoradas para
identificar y/o eliminar especificamente tales células receptoras malignas con efectos secundarios minimos en otras
células.

El injerto (células madre alogénicas), dado poco después de la terapia de acondicionamiento
(radiacion/quimioterapia) puede reemplazar y reconstituir la hematopoyesis. El injerto se recolecta de ya sea médula
6sea o de globulos periféricos estimulados y contiene aproximadamente un por ciento de células madre
hematopoyéticas que son la fuente de glébulos recientemente formados. Ademas, el injerto normalmente contiene
un nimero enorme de células inmunes, especialmente linfocitos T, que son parte del sistema inmune adoptivo y que
pueden ser muy benéficos en casos donde estas células T montan un ataque inmune contra células de leucemia.
Esta situacion se describe y conoce bien como efecto de injerto contra leucemia. Por el otro lado, también se
observa frecuentemente una respuesta inmune errante que dirige las células T contra el paciente, conocida como
enfermedad de injerto contra hospedador.

Para minimizar la enfermedad de injerto contra hospedador, los injertos se seleccionan habitualmente en la base de
HLA (antigeno leucocitario humano) o MHC (complejo mayor de histocompatibilidad). Cuanto mas cercanos son los
antigenos entre donante y receptor, mas baja sera la probabilidad de enfermedad grave de injerto contra
hospedador. Sin embargo, para muchos pacientes, no puede encontrarse un injerto que coincida completamente. En
estos casos, se utilizan células madre de sangre periférica o médula ésea que difieren en una o incluso mas
molécula HLA. Esta situacion clinica requiere un régimen inmunosupresor estricto después del trasplante para
mantener el sistema de célula T estrictamente bajo control.

Es por lo tanto un objeto de la presente invencidon proporcionar maneras mejoradas para identificar y/o eliminar
especificamente clases especificas de células. Igualmente, es un objeto de la presente invencién proporcionar
maneras mejoradas para identificar y/o eliminar especificamente células que tienen una combinacién especifica de
dos antigenos especificos en su superficie celular. Adicionalmente, es un objeto de la presente invencion
proporcionar maneras mejoradas para identificar y/o eliminar especificamente células cancerosas. Ademas, es un
objeto de la presente invencion proporcionar maneras mejoradas para identificar y/o eliminar especificamente
células que (1) son de un cierto origen (tal como, en la situacion de un trasplante de célula o tejido, células que se
originan del receptor o donante) y que (2) pertenecen a un tipo celular especifico o linaje celular (tales como células
hematopoyéticas).

Los objetos de la presente invencion se resuelven por un conjunto de polipéptidos que comprende:

un primer polipéptido P1 que comprende
(i) un resto diana T1,
en el que dicho resto diana T1 se une especificamente a un antigeno A1,y
(i) un fragmento F1 de un dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F1 por si mismo ni dicho polipéptido P1 por si mismo son funcionales con respecto
a la funcién de dicho dominio F,
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y
un segundo polipéptido P2 que comprende

(i) un resto diana T2,
en el que dicho resto diana T2 se une especificamente a un antigeno A2, y
(i) un fragmento F2 de dicho dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F2 por si mismo ni dicho polipéptido P2 por si mismo son funcionales con respecto
a la funcién de dicho dominio F,
en el que dicho antigeno A1 es diferente de dicho antigeno A2,
en el que dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no se asocian entre si en la ausencia de una célula que tiene
ambos antigenos, A1 y A2, en o sobre su superficie celular, mas especificamente una célula que lleva ambos
antigenos, A1y A2, en o sobre su superficie celular, y
en el que, al dimerizarse dicho fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con dicho fragmento F2 de dicho polipéptido
P2, el dimero resultante es funcional con respecto a la funcién de dicho dominio F y
en el que
dicho fragmento F1 comprende un dominio V. de un anticuerpo y dicho fragmento F2 comprende un dominio Vu
del mismo anticuerpo; o en el que dicho fragmento F1 comprende un dominio Vy de un anticuerpo y dicho
fragmento F2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo.

Se desvelan en el presente documento los siguientes articulos:

1. Un conjunto de polipéptidos que comprende:
un primer polipéptido P1 que comprende
(i) un resto diana T1,
en el que dicho resto diana T1 se une especificamente a un antigeno A1,y
(i) un fragmento F1 de un dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F1 por si mismo ni dicho polipéptido P1 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,

un segundo polipéptido P2 que comprende
(i) un resto diana T2,
en el que dicho resto diana T2 se une especificamente a un antigeno A2, y
(i) un fragmento F2 de dicho dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F2 por si mismo ni dicho polipéptido P2 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,
en el que dicho antigeno A1 es diferente de dicho antigeno A2,
en el que dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no se asocian entre si en la ausencia de un sustrato que tiene
ambos antigenos, A1y A2, en su superficie, mas especificamente un sustrato que lleva ambos antigenos, A1y A2,
en su superficie celular, y
en el que, al dimerizarse dicho fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con dicho fragmento F2 de dicho polipéptido
P2, el dimero resultante es funcional con respecto a la funciéon de dicho dominio F.

2. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con el articulo 1, en el que una célula que lleva ambos antigenos, A1y A2,
en su superficie celular induce la dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de
dicho polipéptido P2, mientras que una célula que no lleva ambos antigenos, A1 y A2, en su superficie celular no
induce la dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2.

3. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con el articulo 1 0 2, en el que dicho resto diana T1 comprende un médulo
de inmunoglobulina, preferentemente un moédulo de inmunoglobulina 11 que comprende un dominio V. unido a un
dominio Vu, mas preferentemente un médulo de inmunoglobulina I1 que comprende un scFv (fragmento variante de
cadena sencilla) de un anticuerpo, o un médulo de inmunoglobulina que comprende un dominio variable VyH de un
anticuerpo de llama, anticuerpo de camello o anticuerpo de tiburén,

y/o dicho resto diana T2 comprende un médulo de inmunoglobulina, preferentemente un médulo de inmunoglobulina
12 que comprende un dominio V. unido a un dominio Vy, mas preferentemente un médulo de inmunoglobulina 12 que
comprende un scFv (fragmento variante de cadena sencilla) de un anticuerpo, o un médulo de inmunoglobulina que
comprende un dominio variable V4H de un anticuerpo de llama, anticuerpo de camello o anticuerpo de tiburén,

o en el que dicho resto diana T1 y/o dicho resto diana T2 comprende un aptamero o un ligando natural de dicho
antigeno A1 o antigeno A2, respectivamente.

4. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho antigeno A1 y/o
dicho antigeno A2 es un antigeno expresado en la superficie de células de un tumor o en la superficie de células
progenitoras/precursoras de un tumor, preferentemente un antigeno expresado en la superficie de células de un
tumor hematoldgico o un antigeno expresado en la superficie de células de un tumor no hematolégico.

5. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que la combinacion de
antigeno A1y antigeno A2 solamente se encuentra en células cancerosas, y no en células que no son cancerosas, y
en el que, preferentemente, la combinacion de antigeno A1y antigeno A2 es especifica para células cancerosas de
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un cierto tipo de cancer.

6. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho antigeno A1 es
un antigeno MHC, preferentemente una variante alélica de cualquiera de HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ, HLA-DR,
o HLA-DM, mas preferentemente una variante alélica de una molécula MHC de clase |, mas preferentemente una
variante alélica seleccionada del grupo que consiste en HLA-A1, HLA-A2, HLA-A3, HLA-A25, HLA-B7, HLA-BS,
HLA-B35, HLA-B44, HLA-Cw3, HLA-Cw4, y HLA-Cw7, y/o dicho antigeno A2 es un antigeno que es especifico para
un cierto tipo celular o linaje celular.

7. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho dominio
funcional F es un médulo de inmunoglobulina, preferentemente un scFv (fragmento variante de cadena sencilla) de
un anticuerpo, o una molécula fluorescente, preferentemente GFP o una variante GFP, o una molécula capaz de
mediar bioluminiscencia, preferentemente luciferasa de Gaussia.

8. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho dominio
funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula portadora, preferentemente una molécula
portadora que es un péptido o una molécula de carbohidrato, o una etiqueta de afinidad, preferentemente una
etiqueta de afinidad seleccionada del grupo que consiste en una etiqueta FLAG, una etiqueta myc, una etiqueta de
glutation-S-transferasa (GST), una etiqueta de hemaglutinina (HA), una etiqueta de polihistidina (His) y una etiqueta
de proteina de union de maltosa (MBP).

9. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho dominio
funcional F es un dominio que se une especificamente a un compuesto radiactivo, un dominio que se une
especificamente a una molécula de toxina que por si misma no es capaz de penetrar a través de la membrana
celular de una célula de humano y que se interioriza en una célula de humano al asociar con la membrana celular de
dicha célula, un dominio que se une especificamente a una molécula fluorescente, o un dominio que se une
especificamente a una molécula capaz de mediar bioluminiscencia.

10. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores, en el que dicho fragmento F1
comprende un dominio V. de un anticuerpo y dicho fragmento F2 comprende un dominio Vy del mismo anticuerpo,
en el que, preferentemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo anti-CD3, o en el que dicho fragmento F1 comprende
un dominio Vy de un anticuerpo y dicho fragmento F2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo, en el que,
preferentemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo anti-CD3.

11. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos anteriores para utilizarse en el tratamiento
de un paciente quien padece de un tumor o para uso de diagndstico en un paciente quien padece de un tumor,
preferentemente para utilizarse en el tratamiento de un paciente quien padece de un tumor y que experimenta
trasplante alogénico de célula o tejido o significa que experimenta tal trasplante o para uso de diagndstico en un
paciente quien padece de un tumor y que experimenta o significa que experimenta trasplante alogénico de célula o
tejido, en el que, preferentemente, dicho conjunto de polipéptidos se administra a dicho paciente.

12. Una molécula de acido nucleico o un conjunto de moléculas de acido nucleico que codifica el conjunto de
polipéptidos o uno de los polipéptidos del conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos
anteriores.

13. Un vector que comprende la secuencia de nucleétidos de la molécula de acido nucleico de acuerdo con el
articulo 12 o la secuencia de una de las moléculas de acido nucleico del conjunto de moléculas de acido nucleico de
acuerdo con el articulo 12.

14. Una composicion farmacéutica que comprende ya sea el conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de
los articulos 1 a 11 o la molécula de acido nucleico/conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo con el
articulo 12 o el vector de acuerdo con el articulo 13, en el que, preferentemente, dicha composicién farmacéutica
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Un kit que comprende el conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de los articulos 1-11.

Preferentemente, dicho antigeno A1 es una molécula de superficie celular. Preferentemente, dicho antigeno A2 es
una molécula de superficie celular. Preferentemente, dicho antigeno A1 es especifico para el estado maligno de una
célula. Preferentemente, dicho antigeno A2 es especifico para un cierto tipo celular o linaje celular o para el estado
maligno de una célula. Preferentemente, dicho antigeno A1 es especifico para un tipo celular maligno.
Preferentemente, dicho antigeno A2 es especifico para un tipo celular maligno.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al conjunto de polipéptidos como se define y describe en la presente,
en el que, sin embargo, el antigeno A1 es el mismo que el antigeno A2. Por consiguiente, en tal un conjunto de
polipéptidos P1 y P2, el fragmento F1 puede unirse a la porcion dirigida T1 y el fragmento F2 puede unirse a la
porcion dirigida T2, mientras que tanto T1 como T2 se unen especificamente al mismo antigeno. En este contexto, el
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epitopo en el antigeno A1, al cual se une la porcion dirigida T1, puede ser el mismo o un epitopo diferente que el
epitopo en el antigeno A2, al cual se une la porcién dirigida T2. En el caso donde el epitopo en el antigeno A1 es el
mismo que el epitopo en el antigeno A2, el polipéptido P1 puede comprender un resto diana que es idéntica a la
porcion dirigida comprendida en P2. También este aspecto de la invencién se basa en la ventaja que el conjunto de
polipéptidos P1 y P2 con el dominio F interrumpido despliega efectos no fuera del diana (por ejemplo sin pre-
activacion de Células T que despliegan CD3 y, por consiguiente, efectos secundarios y/o propiedades menos
toxicas, por ejemplo en comparacion con anticuerpos biespecificos convencionales).

En el contexto de la invencion, dicho fragmento F1 y dicho fragmento F2 juntos son dicho dominio funcional F.

En una realizacion, dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no estan unidos covalentemente entre si en la
ausencia de un sustrato que tiene ambos antigenos, A1 y A2, en su superficie, mas especificamente una célula que
lleva ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular.

En una realizacion, dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no estan unidos covalentemente entre si.

Dicho polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular, dicho fragmento F1 y fragmento F2 como se comprenden en
los mismos, mas particular Vy y Vi que pueden comprenderse en los mismos, no se asocian entre si, en particular
cuando se administran a un sujeto en necesidad de intervencion médica. Es decir, en necesidad de terapia y/o
diagndstico. De acuerdo con lo anterior, los medios de diagndstico o farmacéuticos proporcionados en el presente
documento comprenden los dos polipéptidos P1 y P2 como se comprende en los mismos, definido “conjunto de
polipéptidos” en forma no asociada. La asociacion de dichos dos polipéptidos tiene lugar in vivo bajo la presencia de
dicho sustrato o célula. Bajo la presencia de dicho sustrato o célula, la asociaciéon de dichos dos polipéptidos puede
estabilizarse (ademas) por un agente estabilizador (por ejemplo un antigeno, como, por ejemplo, CD3, HIS o DIG
como se describe en la presente). Preferentemente, no se asocian entre si en la ausencia de dicho sustrato o célula
y/o no se dimerizan en la ausencia de dicho sustrato o célula. Mas preferentemente, no se asocian entre si en la
ausencia de dicho sustrato o célula y/o no se dimerizan en la ausencia de dicho sustrato o célula incluso si un
agente esta presente, que estabiliza la asociacion y/o dimerizacion de polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en
particular, fragmento F1 y fragmento F2, es decir, incluso si dicho polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular,
dicho fragmento F1 y fragmento F2 esta presente en un complejo trimérico de agente estabilizador/P1(F1)/P2(F2)
(por ejemplo en un complejo trimérico de antigeno/VH/VL).

En el contexto de la invencion, dicho polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular, dicho fragmento F1 vy
fragmento F2 como se comprenden en los mismos, mas particular V4 y V. que pueden comprenderse en los
mismos, se asocian entre si y/o dimerizan en una formaciéon de complejo de tres partes, preferentemente por una
interaccion mediada por un agente que estabiliza la asociacion y/o dimerizacion de polipéptido P1 y polipéptido P2
y/o, en particular, fragmento F1 y fragmento F2 (por ejemplo por una interaccién mediada por antigeno), en el que
esta asociacion y/o dimerizacion solamente ocurre en la presencia de dicho sustrato o célula.

La fuerza de afinidad con la cual, por ejemplo, cremalleras de leucina y/o dominios constantes, como fragmentos Fc
o CH3 de |nmun08globullna se hetero- y homodimerizan, se estima que esta a una constante de disociacion Kp en el
intervalo de ~ 10% a 10™"" M (véase, por ejemplo, Zhu (1997) Protein Sci. 6, 781-8; Pliickthun (1997) Immunotech. 3,
83-105). Este intervalo Kp esta claramente debajo de la Kp con la cual, en la ausencia de dicho sustrato o célula, la
asociacion y/o dimerizacion de dichos polipéptidos P1 y P2, en particular de dichos fragmentos F1 y F2, de esta
invencion puede ocurrir. Por consiguiente, en una realizacion, el polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular,
fragmento F1 y fragmento F2 como se comprenden en los mismos, mas particular V4 y VL que pueden
comprenderse en los mismos, se asocian entre si y/o dimerizan en la ausencia de dicho sustrato o célula solamente
con una Kp que esta por encima de la Kp de, por ejemplo, hetero- y homodimerizacion de cremalleras de leucina y/o
dominios constantes, como fragmentos Fc o CH3 de inmunoglobulina. En la presencia de dicho sustrato o célula, se
contempla que el polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular, fragmento F1 y fragmento F2 como se
comprenden en los mismos, mas particular V4 y Vi que pueden comprenderse en los mismos, se asocian entre si
y/o dimerizan con una Kp que esta en el intervalo de la Kp de, por ejemplo, hetero- y homodimerizacion de
cremalleras de leucina y/o dominios constantes, como fragmentos Fc o CH3 de inmunoglobulina, o incluso debajo de
este intervalo.

La fuerza de interaccion de, por ejemplo, dominios VH y VL aislados, en general, es de baja afinidad. Utilizando
espectroscopia de diferencia ultravioleta, quorometrlca o calorimétrica y/o técnicas de dicroismo circular, se han
determinado constantes de disociacion Kp de 10° a 10° M (véase, por ejemplo, Worn JMB (2001) 305, 989-1010;
Plickthun (1992) Immunological Reviews No 130). Utilizando técnicas de resonancia de plasmén de superficie
(biosensor SPR BlAcore o BlAcore 2000, Pharmacia) y un sistema Anticuerpo anti HEL (anticuerpo anti-lisozima de
huevo de gallina HyHEL-10), Ueda (loc. cit. ) y Ohmuro-Matsuyama (loc. cit.) encontraron que los dominios VH y VL
aislados no se dimerizan del todo (Ka < 10°/M, debajo del limite de deteccién). Sin embargo, la aSOC|aC|on de los
péptidos VH y VL se mejord significativamente en la presencia de antigenos similares (Ka ~ 10° /M) con una
reduccion remarcable de la tasa de disociacion del complejo trimérico de antigeno/VH/VL con una Ky calculada ~
2.73x10° +1.43 x 10%/sa1.4 MM del antigeno. Por consiguiente, se contempla particularmente en el contexto de
esta invencién que la Kp con la cual, en la ausencia de dicho sustrato o célula, la asociacion y/o dimerizacion de
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dichos polipéptidos P1 y P2, en particular de dicho fragmentos F1 y F2, de esta invencién puede ocurrir, esta
solamente en, o incluso arriba de, la Kp o intervalo de Kp de dominios VH y VL aislados, por ejemplo como se ha
estimado en el contexto de Wérn (loc. cit.), Plickthun (1992; loc. cit.), Ueda (loc. cit.) y Ohmuro-Matsuyama (loc. cit.),
en particular por encima de la Kp o intervalo de Kp del complejo trimérico de antigeno/VH/VL como se ha estimado
en el contexto de Worn (loc. cit.), Plickthun (1992;loc. cit.), Ueda (loc. cit.) y Ohmuro-Matsuyama (loc. cit.). En la
presencia de dicho sustrato o célula, se contempla que el polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular,
fragmento F1 y fragmento F2 como se comprenden en los mismos, mas particular V4 y VL que pueden
comprenderse en los mismos, se asocian entre si y/o dimerizan con una Kp que esta (lejos) debajo de la Kp o
intervalo de Kp de dominios VH y VL aislados, por ejemplo como se ha estimado en el contexto de Wérn (loc. cit.),
Plickthun (1992;loc. cit.), Ueda (loc. cit.) y Ohmuro-Matsuyama (loc. cit.), preferentemente en, o incluso debajo de,
la Kp o intervalo de Kp del complejo trimérico de antigeno/VH/VL como se ha estimado en el contexto de Pliickthun
(loc. cit.), Ueda (loc. cit.) y Ohmuro-Matsuyama (loc. cit.).

En un aspecto, polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular, fragmento F1 y fragmento F2 como se comprenden
en los mismos, mas particular V4 y Vi que pueden comprenderse en los mismos, no estan asociados en la ausencia
de dicho sustrato o célula y/o no se dimerizan en la ausencia de dicho sustrato o célula. Si del todo, se asocian entre
si y/o dimerizan en la ausencia de dicho sustrato o célula solamente con una Ko por encima de 10% M,
preferentemente por encima de 10° M, mas preferentemente por encima de 10° M y mas preferentemente por
encima de 10 M. En otro aspecto, si del todo, se asoman entre si g/o dimerizan en la ausenua de dicho sustrato o]
célula solamente con una KD en el intervalo de 10® M a 102 M, preferentemente 107 M a 10° M, mas
preferentemente 10® M a 10 M e incluso mas preferentemente 10° M a 10 M. En otro aspecto, polipéptido P1 y
polipéptido P2 y/o, en particular, fragmento F1 y fragmento F2 como se comprenden en los mismos, mas particular
Vh y VL que pueden comprenderse en los mismos, se asocian en la presencia de dicho sustrato o célula y/o
dimerizan en la presencia de dicho sustrato o célula. En particular, se asocian entre si y/o dimerizan en la presencia
de dicho sustrato o célula con una Kp debajo de 10° M, preferentemente debajo de 107 M, mas preferentemente
debajo de 10% M y mas preferentemente debajo de 10° M. También pueden asoaarse entre si y/o puede
dimerizarse en la presenma de dicho sustrato o célula con una KD en eI intervalo de 10" M a 10° M, mas
preferentemente 10" M a 107 M e incluso mas preferentemente 10" Ma 108 M.

En una realizacion preferida, lo anterior incluso se aplica en caso donde un agente esta presente, el cual estabiliza la
asociacion y/o dimerizacion de polipéptido P1 y polipéptido P2 y/o, en particular, fragmento F1 y fragmento F2. Por
ejemplo, tal un agente estabilizador de acuerdo con esta invencion puede ser un antigeno, como, por ejemplo, CD3,
HIS o DIG como se describe en la presente, capaz de unirse al dominio F que, por ejemplo, puede comprender Vi y
V_ de un anticuerpo (F1y F2, respectivamente, o F2 y F3, respectivamente).

Estando “presente”, en el contexto de esta invencion y, en particular, en el contexto de lo anterior (es decir, con
respecto a dicho agente y/o dicho sustrato o célula y/o dichos antigenos A1y A2), particularmente significa estando
presente en una concentracién en un intervalo de 0.01 uM a 1 mM, en un intervalo de 0.1 a 500 uM, en un intervalo
de 0.1 a 300 pM, en un intervalo de 0.1 a 100 uM, en un intervalo de 1 a 500 uM, en un intervalo de 10 a 500 pM.
Estando “ausente”, en el contexto de esta invencion y, en particular, en el contexto de arriba (es decir, con respecto
a dicho agente y/o dicho sustrato o célula y/o dichos antigenos A1y A2), particularmente significa estando presente
en una concentracion debajo de los intervalos anteriores o debajo de 1 mM, 500 uM, 300 uM, 100 uM, 10 pM, 1 M,
0.1 uM, 0.01 uM, 0.001 uM o 1 nM en el que se prefieren los valores inferiores.

La persona experta en la materia esta facilmente en la posicién para medir la Kp de dimerizacion, en particular, de
P1 y P2, mas particular de F1 y F2 como se comprenden en los mismos, mas particular de Vy y V. que pueden
comprenderse en los mismos. Los ejemplos de métodos de medicion respectivos son cristalografia de rayos x;
resonancia magnética nuclear (NMR); calorimetria isotérmica (ITC); criomicroscopia electronica (CEM);
espectrometria de masa (MS); resonancia de plasmones de superficie (SPR). Tales métodos son, por ejemplo,
descritos en Protein Surface Recognition: Approaches for Drug Discovery: Approaches for the Inhibition of Protein-
Protein Interactions for Drug Discovery (Eds: Ernest Giralt, Mark Peczuh, Xavier Salvatella John Wiley & Sons; 12 de
Noviembre de 2010). Los ejemplos adicionales de métodos de medicién respectivos son Analisis de Dicroismo
circular; Cromatografia de Filtracion en Gel de Zona pequefa; Retardo en Gel de Fluorescencia; Equilibrio de
Sedimentacién; Ensayo de Polarizacion de Fluorescencia; Analisis Far Western Blot o Blot Overlay; Analisis de
Electroforesis Capilar por Afinidad; Transferencia de Energia de Resonancia de Fluorescencia (FRET); tales
métodos, por ejemplo se describen en Protein'Protein Interactions: Methods and Applications: 261 (Methods in
Molecular Biology); Haian Fu (Editor); Humana Press; 1 (23 de Marzo de 2004). Un método preferido para medir la
Kp de acuerdo con esta invencion es Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia (FCS). Este método, por
ejemplo, se describe en Douglas Magde (Physical Review Letters 29, 11, 1972, S. 705-708).

En un aspecto particular, las Kp referidas en el presente documento (i) se aplican a, (ii) estan a o (iii) estan por
medirse a una temperatura de 4 a 38 °C, preferentemente 4 a 20 °C (por ejemplo 10 °C) o 20 a 38 °C (por ejemplo
30 °C), y/o un pH de 4,5 a 8 (por ejemplo un pH de 7).
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“No asociado” en el contexto de la presente invencion particularmente significa no asociado funcionalmente con
respecto de la funcién del dominio F, es decir, no permitiendo a F1 y F2 formar un F funcional. Por consiguiente, en
un aspecto de la invencién, P1 y P2 pueden unirse entre si (por ejemplo covalentemente) en cuanto a que ningun
dominio funcional F se forma por F1 y F2. Sin embargo, se prefiere que P1y P2 se separen.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 es una molécula.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 es proteico.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 no es proteico.

En una realizacion, dicho resto diana T1 se une no covalentemente a dicho antigeno A1.
En una realizacion, dicho resto diana T2 se une no covalentemente a dicho antigeno A2.

Se describe en el presente documento que un sustrato que tiene ambos antigenos, A1y A2, en su superficie induce
la dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2, mientras que
un sustrato que no tiene ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular no induce la dimerizacién del fragmento
F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2.

En el contexto de la invencion, una célula que lleva ambos antigenos, A1 y A2, en su superficie celular induce la
dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2, mientras que
una célula que no lleva ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular no induce la dimerizacion del fragmento
F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2. En este contexto “induce dimerizacion”
particularmente significa “permite la yuxtaposicion y dimerizacion subsiguiente”.

En una realizacion, dicho resto diana T1 comprende un médulo de inmunoglobulina y/o dicho resto diana T2
comprende un médulo de inmunoglobulina.

En una realizacion, dicho resto diana T1 comprende un moédulo de inmunoglobulina [1 que comprende un dominio
V_ unido a un dominio Vy, preferentemente un médulo de inmunoglobulina 11 que comprende un scFv (fragmento
variante de cadena sencilla) de un anticuerpo, un Fab o a F(ab’)2 (por ejemplo con partes adicionales de, por
ejemplo, un dominio Fc) de un anticuerpo o un anticuerpo completo,

y/o dicho resto diana T2 comprende un médulo de inmunoglobulina 12 que comprende un dominio V. unido a un
dominio Vy, preferentemente un médulo de inmunoglobulina 12 que comprende un scFv (fragmento variante de
cadena sencilla) de un anticuerpo, un Fab o un F(ab’)2 (por ejemplo con partes adicionales de, por ejemplo, un
dominio Fc) de un anticuerpo o un anticuerpo completo.

En una realizacion, dicho resto diana T1 y/o dicho resto diana T2 comprende un mdédulo de inmunoglobulina que
comprende un dominio variable VyH de un anticuerpo de llama, un anticuerpo de camello, o un anticuerpo de
tiburdn.

En una realizacion, dicho resto diana T1 y/o dicho resto diana T2 es un aptamero, o un ligando natural de dicho
antigeno A1 o antigeno A2, respectivamente.

En una realizacion, dicho resto diana T1 y/o dicho resto diana T2 comprende un Fv o scFv (fragmento variante de
cadena sencilla) de un anticuerpo.

En una realizacion, el médulo de inmunoglobulina comprendido en la porcion dirigida T1 y T2 comprende un dominio
V seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un dominio V de un anticuerpo anti-HLA-A2 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 78 y 79
(CDR 1y 3) y DAS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 75-77 (CDR 1-3);

(ii) un dominio V de un anticuerpo anti-HLA-Cw6 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 83 y 84
(CDR 1y 3)y DDS (CDR 2) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 80-82 (CDR 1-3);

(iii) un dominio V de un anticuerpo anti-EpCAM que comprende un dominio V, que comprende SEQ ID NO: 88 y 89
(CDR 1y 3) y WAS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 85-87 (CDR 1-3);

(iv) un dominio V de un anticuerpo anti-Her2 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 93 y 94
(CDR 1y 3)y SAS (CDR 2) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 90-92 (CDR 1-3);

(v) un dominio V de un anticuerpo anti-EGFR1 que comprende un dominio V| que comprende SEQ ID NO: 98 y 99
(CDR 1y 3) y DAS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 95-97 (CDR 1-3);

(vi) un dominio V de un anticuerpo anti-CEA que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 103 y 104
(CDR 1y 3)y SAS (CDR 2) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO:100-102 (CDR 1-3);

(vii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD45 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 107 y 108
(CDR 1y 3)yLAS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 105y 106 (CDR 1y 2) y CDR3 o
SEQ ID NO:132-134 (CDR 1-3);
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(viii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD138 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 112 y
113 (CDRy 1y 3)y YTS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 109-111 (CDR 1-3); y

(ix) un dominio V de un anticuerpo anti-CD19 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 158 y 159
(CDR 1y 3) y DAS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 155-157 (CDR 1-3).

En una realizacion preferida adicional, el médulo de inmunoglobulina comprendido en la porcién dirigida T1 y/o T2
comprende un dominio V seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un dominio V de un anticuerpo anti-HLA-A2 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 52 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 51;

(ii) un dominio V de un anticuerpo anti-HLA-Cw6 que comprende un dominio Vi que comprende la SEQ ID NO: 54
y/o un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 53;

(iii) un dominio V de un anticuerpo anti-EpCAM que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 56 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 55;

(iv) un dominio V de un anticuerpo anti-Her2 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 58 y/o un
dominio Vi que comprende la SEQ ID NO: 57;

(v) un dominio V de un anticuerpo anti-EGFR1 que comprende un dominio V| que comprende la SEQ ID NO: 60 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 59;

(vi) un dominio V de un anticuerpo anti-CEA que comprende un dominio V| que comprende la SEQ ID NO: 62 y/o un
dominio Vi que comprende la SEQ ID NO: 61;

(vii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD45 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 64 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 63; y

(viii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD138 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 66 y/o
un dominio Vi que comprende SEQ ID NO: 65;

(ix) un dominio V de un anticuerpo anti-CD19 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 153 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 152.

En una realizacion preferida adicional, el médulo de inmunoglobulina comprendido en la porcién dirigida T1 y/o T2
comprende un dominio V que comprende cualquiera de las SEQ ID NO: 67-74 y 154.

En una realizacion, polipéptido P1 tiene la estructura general F1-T1 y/o polipéptido P2 tiene la estructura general F2-
T2. Las porciones de fragmento F y T pueden separarse por un conector (por ejemplo, F1-conector-T1 y/o F2-
conector-T2) y/o flanquearse por (un) tramo(s) de aminoacido adicional(es) 1 y/o 2 (tramo-F1-(conector)-T1-tramo2
y/o tramo1-F2-(conector)-T2-tramo2). Se prefiere que la estructura general de arriba es del término N al término C de
los polipéptidos, es decir, N-F1-T1-C y/o N-F2-T2-C, N-F1-conector-T1-C y/o N-F2-conector-T2-C y N-tramo1-F1-
(conector)-T1-tramo2-C y/o N-tramo1-F2-(conector)-T2-tramo2-C. En el caso donde la porcion dirigida es o
comprende un modulo de inmunoglobulina I, como un Fv o scFv, el polipéptido P1 puede tener la estructura general
F1-VH1-VL1 y/o el polipéptido P2 puede tener la estructura general F2-VH2-VL2 o el polipéptido P1 puede tener la
estructura general F1-VL1-VH1 y/o el polipéptido P2 puede tener la estructura general F2-VL2-VH2. También en
estos casos las porciones de fragmento F y T pueden separarse por un conector (por ejemplo, F1-conector-VH/VL1-
VL/VH1 y/o F2-conector-VH/VL2-VL/VH2) y/o flanquearse por (un) tramo(s) de aminoacido adicional (es) 1 y/o 2
(tramo1-F1-(conector)-VH/VL1-VL/VH1-tramo2 y/o tramo1-F2-(conector)-VH/VL2-VL/VH2-tramo2). También en este
caso, se prefiere que la estructura general de arriba sea del término N al término C de los polipéptidos, es decir, N-
F1-VH/VL1-VL/VH1-C y/o N-F2-VH/VL2-VL/VH2-C, N-F1-conector-VH/VL1-VL/VH1-C y/o N-F2-conector-VH/VL2-
VL/VH2-C y N-tramo1-F1-(conector)-VH/VL1-VL/NVH1-tramo2-C y/o N-tramo1-F2-(conector)-VH/VL2-VL/VH2-tramo2-
C. También puede estar presente un conector entre VHy VL o VL y VH.

El conector descrito arriba, en particular entre los dominios V, puede comprender 1 a 25 aminoacidos,
preferentemente 12 a 20 aminoacidos, preferentemente 12 a 16 o 15 a 20 aminoacidos. El conector descrito arriba
puede comprender uno o mas motivos (G3S) y/o (G4S), en particular 1, 2, 3, 4, 5 0 6 motivos (G3S) y/o (G4S),
preferentemente 3 o0 4 motivos (G3S) y/o (G4S), mas preferentemente 3 0 4 motivos (G4S).

En una realizacién, dicho moédulo de inmunoglobulina 11 y dicho fragmento F1 se separan por un conector que
comprende 1 a 12, preferentemente 3 a 12, aminoacidos, y/o dicho médulo de inmunoglobulina 12 y dicho fragmento
F2 se separan por un conector que comprende 1 a 12, preferentemente 3 a 12, aminoacidos.

En una realizacién, el dominio V. de 11 esta unida al dominio Vy de 11 por un conector que comprende 12 a 25
aminoacidos, preferentemente un conector con la secuencia (G3S)3 0 (G3S)4 0 (G4S)3 0 (G4S)4 y/o el dominio V. de
I2 esta unida al dominio Vy de 12 por un conector que comprende 12 a 25 aminoacidos, preferentemente un conector
con la secuencia (G3S)3 0 (G3S)4 0 (G4S)3 0 (G4S)a.

Como se menciona, el conector como se describe arriba puede comprender motivos (G3S) y/o (G4S). Los conectores

alternativos pueden consistir de o comprender el motivo GEGTSTGSGGSGGSGGAD. La persona experta en la
materia puede, sin mas, encontrar y utilizar conector de (péptido) adicional conocido en la técnica.
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Dichos tramos de aminoacido adicionales 1 y/o 2 pueden consistir de o comprender 1 a 200, 1 a 100, 1 a 70, 1 a 65,
1a50,1a2501a20 aminoacidos.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 es un antigeno expresado en la superficie de células de
un tumor o en la superficie de células progenitoras/precursoras de un tumor, preferentemente un antigeno
expresado en la superficie de células de un tumor hematoldgico, mas preferentemente un antigeno expresado en la
superficie de células seleccionadas del grupo que consiste en células de leucemia mielégena aguda, células de
leucemia mieldgena croénica, células de leucemia linfatica aguda, células de leucemia linfatica cronica, células de
linfoma, células de sindrome mieloproliferativo, células mielodisplasticas, mas preferentemente células de mieloma,
o dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 es un antigeno expresado en la superficie de células de un tumor no
hematolégico, preferentemente una célula seleccionada del grupo que consiste en células de carcinoma celular
renal, células de cancer de vejiga, células de cancer de pulmon, células de mesotelioma, células de cancer de
prostata, células de cancer de cerebro, células de cancer de hueso, células de sarcoma, células de cancer de tejido
suave, células de cancer de ovario, células de cancer de cérvix, células de cancer de mama, células de cancer
endometrial, células de cancer uterino, células de tumor de célula germinal, células de cancer anal, células de
carcinoma rectal, células de carcinoma de colon, células de carcinoma de intestino delgado, células de carcinoma
gastrico, células de tumor de estroma gastrointestinal, células de carcinoma de higado, células de carcinoma de
pancreas, células de carcinoma del ducto biliar, células de carcinoma de vesicula biliar, células de cancer de cabeza
y cuello, células de cancer hipofaringeal, células de cancer laringeal, células de un cancer del eso6fago, células de
cancer de piel, preferentemente células de melanoma, células de un cancer infantil, células de un tumor enddcrino,
células de un tumor carcinoide, células de timoma, células de cancer de tiroides, células de un tumor de célula de
isleta, células de un tumor de célula adrenal, células de un tumor neuroenddcrino y células de un cancer o de
primario desconocido (cancer de origen primario desconocido). La informacion detallada en tales canceres puede
encontrarse en la bibliografia relevante, tal como “Cancer Medicine”, JF Holland, E Frei (editores), Mcgraw-Hill
Professional, 8a edicion (2010) y referencias citadas en la misma.

En una realizacién, la combinacién de antigeno A1 y antigeno A2 solamente se encuentra en glébulos o células
precursoras de glébulos, preferentemente en solamente un tipo de glébulos.

En una realizacion, la combinaciéon de antigeno A1 y antigeno A2 solamente se encuentra en células dirigidas, en
particular, cancerosas, y no (o solamente a un grado insignificante) en células que no son células dirigidas, en
particular, que no son cancerosas. En una realizacion preferida, la combinacién de antigeno A1 y antigeno A2 es
especifica para células cancerosas de un cierto tipo de cancer.

En una realizacion, la combinacion de antigeno A1 y antigeno A2 distingue una cierta clase de células,
preferentemente un cierto tipo de células de cancer, de cualquier otra célula.

“Cierto tipo de cancer” en este contexto puede significar tipo de cancer caracterizado por el mismo 6rgano en el cual
se forma el cancer o, preferido, tipo de cancer caracterizado por el mismo par de antigenos (aberrante) A1y A2.

En una realizacion, la combinacion de antigeno A1y antigeno A2 se encuentra en células progenitoras/precursoras
que son células progenitoras/precursoras de un tumor y no en células progenitoras/precursoras que no son células
progenitoras/precursoras de un tumor.

En una realizacion, dicho antigeno A1 es un antigeno que es especifico para el estado maligno de una célula y dicho
antigeno A2 es un antigeno que es especifico para el tipo celular o linaje celular de dicha célula.

En una realizacion,

a) antigeno A1 es EpCAM (molécula de adhesion de célula epitelial) y antigeno A2 es CD10 (grupo de diferenciacion
10), HER2/neu (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico de humano), VEGF-R (receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular), EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico; también llamado HER1
(receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico de humano) o ErbB1) o MDR (proteina con resistencia a
multiples farmacos), o

b) antigeno A1 es MCSP (proteoglicano de sulfato de condroitina asociado a melanoma) y antigeno A2 es
melanoferrina o EpCAM, o

c) antigeno A1 es CA125 (antigeno de cancer 125/antigeno de carbohidrato 125) y antigeno A2 es CD227 (PEM
(mucina epitelial polimérfica) o MUC1 (mucina-1)), o

d) antigeno A1 es CD56 y antigeno A2 es CD140b (PDGFR (receptor beta del factor de crecimiento derivado de
plaqueta)) o gangliésido GD3, o

e) antigeno A1 es EGFR y antigeno 2 es HER2, o

f) antigeno A1 es PSMA (antigeno de membrana especifico de prostata) y antigeno 2 es HER2, o

g) antigeno 1 es Sialyl Lewis y antigeno 2 es EGFR, o

h) antigeno 1 es CD44 y antigeno 2 es ESA (antigeno de superficie epitelial) (CD326, EpCAM), CD24, CD133, MDR
(proteina con resistencia a multiples farmacos) o CD117, o

i) antigeno 1 es CD34 y antigeno 2 es CD19, CD79a, CD2, CD7, HLA-DR (DR de antigeno de leucocito humano),
CD13, CD117,CD33 0 CD15, 0
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j) antigeno 1 es CD33 y antigeno 2 es CD19, CD79a, CD2, CD7, HLA-DR (DR de antigeno de leucocito humano),
CD13, CD117 0 CD15, 0

k) antigeno 1 es MUC1 y antigeno 2 es CD10, CEA o CD57, o

1) antigeno 1 es CD38 y antigeno 2 es CD138, o

m) antigeno 1 es CD24 y antigeno 2 es CD29 o CD49f, o

n) antigeno 1 es anhidrasa carbodnica IX y antigeno 2 es acuaporina, preferentemente acuaporina-2.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 se selecciona del grupo que consiste en HLA-A
(complejo mayor de histocompatibilidad HLA-A, clase |, A [Homo sapiens]; ID de Gen: 3105 actualizada el 13 de
Enero de 2013; DAQB-90C11.16-002; Cromosoma: 6; NC_000006.11 (29910247..29913661); para HLA-A2: 1.
ARNmM = LOCUS NM_001242758 = Version NM_001242758.1 GI:337752169 = GenBank: AY191309.1 PRI 13 DE
ENERO DE 2013; 2. Proteina = P79495 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de Mayo de 1997. Version 1.; para
HLA-Cw6: ARNm = LOCUS HUMMHCCWBA = GenBank: VERSION M28160.1 GI:531197PRI (18-AGOSTO-1994);
Proteina = Q29963 [UniParc]. Modificada por tltima vez el 22 de Agosto de 2003. Version 2.); EpCAM (molécula de
adhesioén de célula epitelial EPCAM [Homo sapiens]; también conocida como ESA; KSA; M4S1; MK-1; DIAR5; EGP-
2; EGP40; KS1/4; MIC18; TROP1; EGP314; HNPCCS8; TACSTD1.; ID de Gen: 4072, actualizada el 6 de Enero de
2013; ARNm = VERSION NM_002354.2 Gl:218505669PR| 06 DE ENERO DE 2013; Proteina = P16422 [UniParc].
modificada por ultima vez el 13 de Noviembre de 2007. Version 2.); CD45 (fosfatasa de tirosina proteinica PTPRC,
tipo de receptor, C [Homo sapiens]; también conocido como LCA; LY5; B220; CD45; L-CA; T200; CD45R; GP180; ID
de Gen: 5788, actualizada el 13 de Enero de 2013; ARNm = VERSION NM_002838.4 GI:392307006 PRI 13 DE
ENERO DE 2013; Proteina = P08575-1 = Isoforma 1, Modificada por ultima vez el 19 de Julio de 2003. Version 2.;
Proteina = P08575-2 = Isoforma 2); Her2 (ERBB2 v-erb-b2 homdlogo 2 de oncogén viral de leucemia eritroblastica,
homologo de oncogén (aviar) derivado de neuro/glioblastoma [Homo sapiens]; también conocido como NEU; NGL;
HER2; TKR1; CD340; HER-2; MLN 19; HER-2/neu; ID de gen: 2064, actualizada el 13 de Enero de 2013; variante 1
de transcripcion de ARNm = VERSION NM_004448.2 GI:54792095, PRI 06 DE ENERO DE 2013; variante 2 de
transcripcion de ARNm = VERSION NM_001005862.1 GI:54792097, PRI 06 DE ENERO DE 2013; Proteina =
P04626-1 = Isoforma 1, Modificada por ultima vez el 13 de Agosto de 1987. Version 1.; Proteina = P04626-2=
Isoforma 2; Proteina = P04626-3= Isoforma 3; Proteina = P04626-4= Isoforma 4); EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico EGFR [Homo sapiens]; también conocido como ERBB; HER1; mENA; ERBB1; PIG61; ID de
Gen: 1956, actualizada el 13 de Enero de 2013; variante 1 de transcripcion de ARNm = VERSION NM_005228.3
Gl:41327737, PRI 13 DE ENERO DE 2013; variante 2 de transcripcion de ARNm = VERSION NM_201282.1
Gl:41327731, PRI 13 DE ENERO DE 2013; variante 3 de transcripcion de ARNm = VERSION NM_201283.1
Gl:41327733, PRI 13 DE ENERO DE 2013; variante 4 de transcripcion de ARNm = VERSION NM_201284.1
Gl:41327735, PRI 13 DE ENERO DE 2013; Proteina = P00533-1 = Isoforma 1, Modificada por ultima vez el 1 de
Noviembre de 1997. Version 2.; Proteina = P00533-2 = Isoforma 2; Proteina = P00533-3 = Isoforma 3; Proteina =
P00533-4 = Isoforma 4); CD138 (sindecan 1SDC1 [Homo sapiens]; ID de Gen: 6382, actualizada el 6 de Enero de
2013; variante 1 de transcripcién de ARNm = VERSION NM_001006946.1 GI:55749479, PRI 06 DE ENERO DE
2013; variante 2 de transcripcién de ARNm = VERSION NM_002997.4 GI:55925657, PRI 06 DE ENERO DE 2013;
Proteina = P18827 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 5 de Mayo de 2009. Version 3.); CEA (molécula 5 de
adhesion celular relacionada con antigeno carcinoembrionico CEACAMS [Homo sapiens]; también conocido como
CEA; CD66¢; ID de Gen: 1048, actualizada el 13 de Enero de 2013; ARNm = VERSION NM_004363.2 G1:98986444,
PRI 13 DE ENERO DE 2013; P06731, Modificada por ultima vez el 11 de Enero de 2011. Version 3.); y CD19
(molécula CD19 [Homo sapiens]; también conocido como B4; CVID3; ID de Gen: 930, actualizada el 5 de Enero de
2013; transcripcion 1 de ARNm = VERSION NM_001178098.1 Gl:296010920, PRI 06 DE ENERO DE 2013;
transcripcion 2 de ARNm = VERSION NM_001770.5 Gl:296010919, PRI 06 DE ENERO DE 2013; Proteina =
P15391 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 13 de Noviembre de 2007. Version 6).

En una realizacién, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 es un antigeno MHC, preferentemente una variante
alélica de cualquiera de HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQ, HLA-DR, o HLA-DM, mas preferentemente una variante
alélica de una molécula MHC de clase |, mas preferentemente una variante alélica seleccionada del grupo que
consiste en HLA-A1, HLA-A2, HLA-A3, HLA-A25, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B35, HLA-B44, HLA-Cw3, HLA-Cw4, HLA-
Cw6, y HLA-Cw7.

En una realizacion, dicho antigeno A1 es HLA-A2.

En una realizacion, dicho antigeno A1 y/o dicho antigeno A2 se selecciona del grupo que consiste en CD45,
acuaporina, preferentemente acuaporina-2, miembro 1 del receptor depurador clase B (SCARB1), CD34, CD33,
CD138, CD15, CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD20, CD23, CD31, CD43, CD56, CD57, CD68, CD79a, CD146,
sinaptofisina, CD56, CD57, receptor de acetilcolina nicotinico, quinasa especifica muscular (MUSK), canal de calcio
dependiente de voltaje (tipo P/Q), canal de potasio dependiente de voltaje (VGKC), receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA), receptor TSH (hormona estimulante de tiroides), amfifisina, HepPar-1, gangliésido GQ1B, gangliésido GD3,
gangliésido GM1 y glicoforina-A.

En una realizacion preferida, dicho antigeno A1 es un antigeno MHC y dicho antigeno A2 es un antigeno que es
especifico para un cierto tipo celular o linaje celular.
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En una realizacion, dicho dominio funcional F es un mddulo de inmunoglobulina, preferentemente un scFv
(fragmento variante de cadena sencilla) de un anticuerpo mas preferentemente un Fv (fragmento variante) de un
anticuerpo. Se desvela en el presente documento también que el dominio funcional F es una molécula fluorescente,
preferentemente una molécula de complementacion de fluorescencia bimolecular, mas preferentemente GFP o una
variante GFP, o una molécula capaz de mediar bioluminiscencia, preferentemente una molécula de luciferasa, mas
preferentemente luciferasa de Gaussia.

En una realizacion, dicho dominio funcional F es un Fv (fragmento variante) de un anticuerpo.

En una realizacién, dicho dominio funcional F especificamente se une o es capaz de unirse especificamente a un
antigeno. En un aspecto especifico, dicho antigeno puede ser un antigeno que esta presente en células del sistema
inmune humano. En una realizacién preferida, dicha uniéon activa dichas células del sistema inmune humano.

En una realizacién, dicho dominio funcional F es un dominio que emplea célula T, preferentemente un dominio que
emplea célula T uniéndose especificamente a CD2, CD3, CD5, receptor de célula T o CD28, mas preferentemente
un dominio que emplea célula T uniéndose especificamente a CD3¢g, un dominio que emplea célula NK (célula
asesina natural), preferentemente un dominio que emplea célula NK uniéndose especificamente a CD1a, CD16a o
CD56, un dominio que emplea células de macrofago, preferentemente un dominio que emplea células de macrofago
uniéndose especificamente a CD16a, CD32a, CD32b, CD89 o CD64, un dominio que emplea monocito,
preferentemente un dominio que emplea monocito uniéndose especificamente a CD32a, CD32b, CD64 o CD89, un
dominio que emplea granulocito, preferentemente un dominio que emplea granulocito uniéndose especificamente a
CD16b, CD32a, CD32b, CD64, o CD89, un dominio que emplea granulocitos de neutréfilo, preferentemente un
dominio que emplea granulocitos de neutréfilo que se une especificamente a CD89 (FcaRl), o un dominio que
emplea macréfagos, monocitos y/o granulocitos de neutréfilo activados, preferentemente un dominio que emplea
macrofagos, monocitos y/o granulocitos de neutréfilo activados que se une especificamente a CD64 (FcyRI).

En una realizacion, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a un antigeno unido a un
compuesto terapéutico o de diagndstico.

En una realizacioén, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula portadora o
una etiqueta de afinidad. Preferentemente, dicha molécula portadora esta unida a un compuesto terapéutico o de
diagndstico. Preferentemente, dicha etiqueta de afinidad esta unida a un compuesto terapéutico o de diagnostico.

Preferentemente, dicha etiqueta de afinidad se selecciona del grupo que consiste en una etiqueta FLAG, una
etiqgueta myc, una etiqueta de glutation-S-transferasa (GST), una etiqueta de hemaglutinina (HA), una etiqueta de
polihistidina (His), una etiqueta de digoxigenina (DIG) y una etiqueta de proteina de unién de maltosa (MBP).

Preferentemente, dicha molécula portadora es un péptido o una molécula de carbohidrato. En una realizacion
preferida, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula portadora,
preferentemente una molécula portadora enlazada a un compuesto terapéutico o de diagndstico, en el que dicha
molécula portadora se selecciona del grupo que consiste en gelatina, inulina, dextrano y almidén de hidroexietilo.

En una realizacién, dicho comPuesto terapéutico es un compuesto radiactivo, preferentemente un compuesto
radiactivo que comprende QOY, ! 7Lu, 131I, 32P, 10B, 0 2"Bi. En una realizacién, dicho compuesto terapéutico es una
toxina. Preferentemente, dicha toxina se selecciona del grupo que consiste en factor de edema B. anthracis, factor
letal B. anthracis, toxina iota C. perfringens, toxina C2 C. botulinum, ADP-ribosiltransferasa C. difficile, fragmento A
de toxina de difteria C. diphtheriae, toxina shiga (subunidad A) Burgholderia sp, toxina pfoA perfringolisina O
Clostridium perfringens str. 13, cadena de Ricina A, bouganina RIP de planta, ribonucleasa RNASE3 de Humano
(familia RNasa A, 3) y factor letal del antrax endopeptidasa. Un ejemplo no limitante adicional de una toxina de
acuerdo con esta invencién es una toxina siendo o que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO 160 a 168.

En una realizacion, dicho compuesto de diagndstico es un compuesto radiactivo, preferentemente un compuesto
radiactivo que comprende 9S"‘“Tc, 111In, 82Rb 0 ®'TI. En una realizacion, dicho compuesto de diagndstico es un
compuesto fluorescente, preferentemente GFP, una variante GFP, o un compuesto de molécula pequefa
fluorescente tal como FITC (isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), un tinte alexa fldor (tal como
AlexaFluor488 o tintes relacionados) o un tinte de cianina (tales como Cy3 (Indocarbocianina) o Cy5
(Indodicarbocianina) o tintes relacionados). En una realizacién, dicho compuesto de diagnostico es una molécula
capaz de mediar bioluminiscencia, preferentemente una molécula de luciferasa, mas preferentemente luciferasa de
Gaussia.

En el contexto de la invencion, dicho fragmento F1 comprende un dominio V. de un anticuerpo y dicho fragmento F2
comprende un dominio V4 del mismo anticuerpo, en el que, preferentemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo anti-
CD3, mas preferentemente un anticuerpo anti-CD3g, o un anticuerpo anti-His o anti-DIG o dicho fragmento F1
comprende un dominio V4 de un anticuerpo y dicho fragmento F2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo,
en el que, preferentemente, dicho anticuerpo es un anticuerpo anti-CD3, mas preferentemente un anticuerpo anti-
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CD3g, o un anticuerpo anti-His o anti-DIG.

Se desvela en el presente documento que los dominios V. y V4 como se comprenden en el fragmento F1 y F2,
respectivamente, o en el fragmento F2 y F1, respectivamente también pueden ser de dos diferentes anticuerpos, ya
sea especificos para el mismo Antigeno (y para el mismo o un diferente epitopo) o para diferente Antigeno. Es decir,
por ejemplo, contemplado para emplearse donde nuevas especificaciones estan por crearse (por ejemplo en
planteamientos de despliegue de fago).

En ofra realizacion, el moédulo de inmunoglobulina comprendido en el dominio F comprende un dominio V
seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V, que comprende SEQ ID NO: 18-20 (CDR
1-3) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 15-17 (CDR 1-3);

(ii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 24-26 (CDR
1-3) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 21-23 (CDR 1-3);

(iii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 30-32 (CDR
1-3) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 27-29 (CDR 1-3);

(iv) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 36 y 37
(CDR 1y 3)y DTS (CDR 2) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 33-35 (CDR 1-3);

(v) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 41 y 42
(CDR 1y 3)y YTN (CDR 2) y/o un dominio Vi que comprende SEQ ID NO: 38-40 (CDR1-3); y

(vi) un dominio V de un anticuerpo anti-His que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 46 y 47 (CDR
1y 3)y KVS (CDR 2) y/o un dominio Vy que comprende SEQ ID NO: 43-45 (CDR 1-3);

(vii) un dominio V de un anticuerpo anti-DIG que comprende un dominio V. que comprende SEQ ID NO: 50 y 131
(CDR 1y 3)y YSS (CDR 2) y/o un dominio V4 que comprende SEQ ID NO: 48 y 49 (CDR 1y 2) y A (CDR 3).

En ofra realizacion preferida, el modulo de inmunoglobulina comprendido en el dominio F comprende un dominio V
seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 2 y/o un
dominio V4 que comprende la SEQ ID NO: 1;

(ii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 4 y/o un
dominio V4 que comprende la SEQ ID NO: 3;

(iii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 6 y/o un
dominio V4 que comprende la SEQ ID NO: 5;

(iv) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 8 y/o un
dominio V4 que comprende la SEQ ID NO: 7;

(v) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 10 y/o un
dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 9; y

(vi) un dominio V de un anticuerpo anti-His que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 12 y/o un
dominio Vi que comprende la SEQ ID NO: 11;

(vii) un dominio V de un anticuerpo anti-DIG que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 14 y/o un
dominio Vi que comprende la SEQ ID NO: 30.

En una realizacién, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula de toxina,
preferentemente una molécula de toxina que por si misma no es capaz de penetrar a través de la membrana celular
de una célula de humano y que, preferentemente, se interioriza en una célula de humano al asociar con la
membrana celular de dicha célula, en el que, preferentemente, dicha asociacién con la membrana celular de dicha
célula se media al unirse especificamente a un heterodimero formado de dos moléculas, preferentemente dos
moléculas asociadas con dicha membrana celular, en el que, preferentemente, dichas dos moléculas son los
polipéptidos P1y P2 como se describe en la presente. En una realizacién, dicho dominio funcional F es un dominio
que se une especificamente al componente A (componente activo) de una toxina bacteriana de dos componentes A-
B. En una realizacion dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una toxina
seleccionada del grupo que consiste en factor de edema B. anthracis, factor letal B. anthracis, toxina iota C.
perfringens, toxina C2 C. botulinum, ADP-ribosiltransferasa C. difficile, fragmento A de toxina de difteria C.
diphtheriae, toxina shiga (subunidad A) Burgholderia sp, toxina pfoA perfringolisina O Clostridium perfringens str. 13,
cadena de Ricina A, bouganina RIP de planta, ribonucleasa RNASE3 de Humano (familia RNase A, 3) y factor letal
del antrax endopeptidasa. Un ejemplo no limitante adicional de una toxina de acuerdo con esta invencion es una
toxina siendo o que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO
160 a 168.

En una realizacién, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula
fluorescente, preferentemente una molécula fluorescente que por si misma no es capaz de penetrar a través de la
membrana celular de una célula de humano. Preferentemente, dicha molécula fluorescente es GFP o una variante
GFP o una molécula que es o comprende un compuesto de molécula pequefia fluorescente tal como FITC
(isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), un tinte alexa flior (tal como AlexaFluor488 o tintes relacionados) o
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un tinte de cianina (tal como Cy3 (Indocarbocianina) o Cy5 (Indodicarbocianina) o tintes relacionados).

En un aspecto, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a una molécula capaz de
mediar bioluminiscencia, preferentemente a una molécula de luciferasa, mas preferentemente una luciferasa de
Gaussia.

En una realizacién, dicho dominio funcional F es una molécula fluorescente, preferentemente una molécula de
complementacion de fluorescencia bimolecular, mas preferentemente GFP o una variante GFP, tal como YFP, CFP,
Venus, o Cerulean.

Los ejemplos de polipéptidos particulares P1 o P2 comprendidos en el conjunto de polipéptidos de acuerdo con esta
invencion son polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NO: 114-129 y 197.

En general, la presente invencion se refiere al tratamiento o eliminacion de cualquier poblacion celular indeseada y
el tratamiento o prevencién de cualquier trastorno o enfermedad que acompania a esta poblacién celular indeseada.
Para este proposito, esta por utilizarse el conjunto de polipéptidos de esta invencion.

En una realizacion, dicho conjunto de polipéptidos es un conjunto de polipéptidos para utilizarse en el tratamiento de
un paciente quien padece de un tumor o cancer o para uso de diagndstico en un paciente quien padece de un tumor
o cancer, preferentemente para utilizarse en el tratamiento de un paciente quien padece de un tumor o cancer y que
experimenta trasplante alogénico de célula o tejido o significa que experimenta tal trasplante, o para uso de
diagndstico en un paciente quien padece de un tumor o cancer y que experimenta o significa que experimenta
trasplante alogénico de célula o tejido, en el que, preferentemente, dicho conjunto de polipéptidos se administra a
dicho paciente.

Ejemplos de tumores a tratarse o diagnosticarse son aquellos para los cuales el tumor o células de cancer se
describen arriba en el presente documento con respecto a los antigenos A1 y/o A2.

En una realizacion, dicho tratamiento incluye la eliminacién de tejido/células receptoras de un cierto tipo de célula,
preferentemente un tipo celular canceroso, o células precursoras receptoras que dan origen a un cierto tipo de
célula, preferentemente a un tipo celular canceroso, opcionalmente después o en paralelo al trasplante al receptor
de tejidos/células donantes de dicho mismo tipo celular o células precursoras del donante que dan origen a dicho
mismo tipo de célula.

En una realizacién, el conjunto de polipéptidos de la invencidon es para utilizarse en un escenario de trasplante
alogénico para neoplasias hematopoyéticas, por ejemplo, con antigenos HLA incompatibles, en particular para uso
en explotar terapéuticamente esta situacion de incompatibilidad. En esta situacion ejemplificativa, la informacion dual
del haplotipo HLA receptor (HLApaciente) Y Origen de linaje hematopoyético (CD45) se despliega exclusivamente en
blastocitos leucémicos y otras células hematopoyéticas del paciente. Todas otras células de origen receptor
expresan el haplotipo receptor pero no el antigeno de linaje hematopoyético CD45 (por ejemplo, células no
hematopoyéticas receptoras son positivas para HLA-A2 pero negativas para CD45). Del mismo modo, todas las
células hematopoyéticas donantes expresan moléculas de haplotipo HLA donantes que significan que son positivas
para CD45 pero negativas para HLA-A2 en la situacién de un trasplante incompatible donde el paciente pero no el
donante es positivo para HLA-A2. Consecuentemente, la presente invencion también se refiere a construcciones de
anticuerpo de cadena sencilla de complementacion y bimolecular dirigidas contra HLA-A2, en casos donde el
paciente pero no el donante es positivo para HLA-A2, y una segunda construccion especifica para el marcador de
linaje hematopoyético CD45 para dirigir especificamente todas las células hematopoyéticas del paciente incluyendo
todos los neoplasmas hematoldgicos. Por consiguiente, el primer polipéptido P1 puede comprender una
construccion de anticuerpo de fragmento variable de cadena sencilla dirigida contra el HLA del paciente (porcion
dirigida T1) fusionada al fragmento V. de F1 antiCD3 (por ejemplo, fragmento F1). El segundo polipéptido P2 puede
comprender una construccion de fragmento variable de cadena sencilla especifica para un marcador de linaje
hematopoyético (por ejemplo, CD45; porcion dirigida T2), fusionada al fragmento de division Vy de F2 anti CD3-Fv
(fragmento F2).

En una realizacién, dicha eliminacion incluye la destruccion de dicho tejido/células receptoras o dichas células
precursoras receptoras por células del sistema inmune, por una toxina o por un compuesto radiactivo.

En una realizacioén, dicho conjunto de polipéptidos es un conjunto de polipéptidos para uso de diagndstico en un
paciente que se somete a trasplante alogénico de célula o tejido, en el que, preferentemente, dicho paciente es un
paciente que padece un tumor.

En una realizacion, dicho uso de diagnostico incluye la deteccion especifica de células receptoras de un cierto tipo

celular o linaje celular entre células receptoras de diferente tipo celular o linaje celular y células donantes del mismo
o diferente tipo o linaje celular.
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En una realizacion, dicho uso de diagnostico incluye la deteccion especifica de células receptoras que son células
malignas entre células receptoras que no son malignas y entre células donantes. En una realizacion, dicho conjunto
de polipéptidos se administra a un paciente.

Preferentemente, dicho paciente es un mamifero, mas preferentemente un ser humano.
En una realizacién, dicha administracién ocurre por administracién en bolo o por administraciéon continua.

En una realizacion, los polipéptidos P1 y P2 de dicho conjunto de polipéptidos se administran en paralelo. En otra
realizacion, los polipéptidos P1 y P2 de dicho conjunto de polipéptidos se administran secuencialmente.

En una realizacion, uno de los polipéptidos P1 o P2 de dicho conjunto de polipéptidos se administra por
administracion en bolo, mientras que el otro se administra por administracién continua.

En una realizacion, la cantidad de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 0.5 ug/m por dia a 500

g/m por dia para el polipéptido P1 o para el gollpeptldo P2 o para cada uno de los polipéptidos P1 y P2,
preferentemente en el intervalo de desde 5 pg/m” por dia a 200 ug/m por dia para el polipéptido P1 o para eI
polipéptido P2 o para cada uno de los polipéptidos P1 y P2, mas preferentemente en el intervalo de desde 10 pg/m
por dia a 80 pg/m por dia para el polipéptido P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los polipéptidos P1y
P2.

En una realizacion, la cantidad de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 0.05 ug/m2 por dia a 0.5
pg/m2 por dia para el polipéptido P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los polipéptidos P1 y P2.

En una realizacién, la cantidad de polipéptido P1 administrada es diferente de la cantidad de polipéptido P2
administrada.

En una realizacion, la cantidad de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 0.5 ug/m2 por dia a 50
pg/m2 por dia para el polipéptido P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los poll[z)eptldos P1y P2. En una
realizacion, la cantidad de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 50 ug/m” por dia a 100 ug/m por
dia para el polipéptido P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los polipéptidos P1 y P2. En una realizacion,
la cantidad de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 100 ug/m2 por dia a 200 ug/m por dia para el
polipéptido P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los pollpeptldos P1yP2. En una realizacion, la cantidad
de polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 200 pg/m por dia a 300 ug/m por dia para el polipéptido
P1 o para el polipéptido P2 o para cada uno de los pollpeptldos P1y P2. En una realizacién, la cantidad de
polipéptido administrada esta en el intervalo de desde 300 pg/m por dia a 400 ug/m por dia para el polipéptido P1
o para el polipéptido P2 o para cada uno de los pollpeptldos P1yP2. En una realizacion, la cantidad de polipéptido
administrada esta en el intervalo de desde 400 ug/m por dia a 500 ug/m por dia para el polipéptido P1 o para el
polipéptido P2 o para cada uno de los pollpeptldos P1y P2. En una realizacion, la cantidad de polipéptido
administrada esta en el intervalo de desde 500 ug/m por dia a 1 mg/m por dia para el polipéptido P1 o para el
polipéptido P2 o para cada uno de los polipéptidos P1y P2.

Los articulos de referencia adicionales para derivar las cantidades de los polipéptidos P1 y P2 a administrarse,
también pueden obtenerse al consultar estudios llevados a cabo con construcciones de anticuerpos biespecificas
(por ejemplo, Bargou R et al., Tumor regression in cancer patients by very low doses of a T cell-engaging antibody.
Science. 2008; 321(5891):974-7; y Topp MS et al. La terapia dirigida con el anticuerpo que emplea célula T,
blinatumomab, de enfermedad residual minima resistente a quimioterapia en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda de linaje B, resulta en alta tasa de respuesta y supervivencia libre de leucemia prolongada. J Clin Oncol.
2011, 29:2493-8).

En una realizacion, dicha administracion ocurre continuamente durante al menos 12 horas o durante al menos 1 dia
o durante al menos 2 dias o durante al menos 3 dias o durante al menos 4 dias o durante al menos 5 dias o durante
al menos 6 dias o durante al menos 7 dias o durante al menos 8 dias o durante al menos 9 dias o durante al menos
10 dias o durante al menos 11 dias o durante al menos 12 dias o durante al menos 13 dias o durante al menos 14
dias o durante al menos 15 dias o durante al menos 16 dias o durante al menos 17 dias o durante al menos 18 dias
o durante al menos 19 dias o durante al menos 20 dias o durante al menos 21 dias o durante al menos 22 dias o
durante al menos 23 dias o durante al menos 24 dias o durante al menos 25 dias o durante al menos 26 dias o
durante al menos 27 dias o durante al menos 28 dias o durante al menos 29 dias o durante al menos 30 dias o
durante al menos 5 semanas o durante al menos 6 semanas.

En una realizacién, dicha administracion de dicho conjunto de polipéptidos o de uno de los polipéptidos de dicho
conjunto de polipéptidos ocurre intravenosamente, preferentemente por inyeccion intravenosa.

En una realizacién, dicha administracion de dicho conjunto de polipéptidos o de uno de los polipéptidos de dicho
conjunto de polipéptidos ocurre subcutaneamente, preferentemente por inyeccién subcutanea.
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En una realizacién, dicho conjunto de polipéptidos se administra en combinacion con uno o mas farmacos
seleccionados del grupo que consiste en un farmaco inmunomodulador, y/o un esteroide, preferentemente
prednisolona o prednisona.

En una realizacion, dicho conjunto de polipéptidos se administra en combinacién con un compuesto radiactivo,
preferentemente un compuesto radiactivo unido a un antigeno, una molécula portadora o una etiqueta de afinidad,
en el que dicho compuesto radiactivo, dicho antigeno, dicha molécula portadora o dicha etiqueta de afinidad se une
especificamente por dicho dominio funcional F.

En una realizacion, dicho conjunto de polipéptidos se administra en combinacién con una toxina, preferentemente
una toxina enlazada a un antigeno, una molécula portadora o una etiqueta de afinidad, en el que dicha toxina, dicho
antigeno, dicha molécula portadora o dicha etiqueta de afinidad se une especificamente por dicho dominio funcional
F.

En una realizacion, dicho conjunto de polipéptidos se administra en combinacién con una molécula fluorescente,
preferentemente una molécula fluorescente enlazada a un antigeno, una molécula portadora o una etiqueta de
afinidad, en el que dicho fluoréforo, dicho antigeno, dicha molécula portadora o dicha etiqueta de afinidad se une
especificamente por dicho dominio funcional F.

En una realizacion, dicho dominio funcional F es un dominio que se une especificamente a un antigeno que no se
reconoce como extrafio por el sistema inmune de dicho paciente a quien se administra dicho conjunto de
polipéptidos.

En una realizacion dos conjuntos de polipéptidos como se describe arriba (un primer conjunto de polipéptidos y un
segundo conjunto de polipéptidos) se administran simultanea o secuencialmente. En una realizacion preferida, dicho
primer conjunto de polipéptidos tiene fragmentos F1 y F2 diferentes a dicho segundo conjunto de polipéptidos. En
una realizaciéon preferida, dicho primer conjunto de polipéptidos tiene los mismos fragmentos F1 y F2 que dicho
segundo conjunto de polipéptidos. En una realizacion preferida, las porciones dirigidas T1 y T2 de dicho primer
conjunto de polipéptidos se unen a los mismos antigenos que las porciones dirigidas T1 y T2, respectivamente, de
dicho segundo conjunto de polipéptidos. En una realizacion preferida, las porciones dirigidas T1'y T2 de dicho primer
conjunto de polipéptidos se unen a antigenos diferentes que las porciones dirigidas T1 y T2 de dicho segundo
conjunto de polipéptidos.

En una realizacién, dicho paciente se ha sometido a tratamiento de cancer antes del tratamiento con dicho conjunto
de polipéptidos, dicho tratamiento de cancer preferentemente siendo quimioterapia, terapia de radiaciéon o retiro
operativo del tumor, o se somete a tratamiento de cancer paralelo al tratamiento con dicho conjunto de polipéptidos,
dicho tratamiento de cancer preferentemente siendo quimioterapia, terapia de radiacién o retiro operativo del tumor.

En una realizacioén, dicho conjunto de polipéptidos o uno de los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos se ha
producido por medios de un sistema de expresion procariota o eucariota o por sintesis de péptido de novo.

En una realizacion, dicho conjunto de polipéptidos o uno de los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos se
genera dentro de dicho paciente por expresion de proteina de un acido nucleico introducido en dicho paciente.

Muchos pacientes padecen enfermedades alérgicas o auto-inmunes. En muchos de estos casos, una poblacion de
célula B clonal produce un anticuerpo errante que reacciona con antigenos expresados por los tejidos de los
pacientes o complejo con un alérgeno, causando reacciones anafilacticas. En ambos casos, es deseable eliminar
especificamente el clon de célula B errante.

Para este fin, uno puede modificar el sistema combinatorio en una manera que un brazo (P1 o P2, en particular T1 o
T2) reconoce un antigeno asociado a célula B (por ejemplo, CD19, CD20, CD38 o CD138) y el otro brazo (P2 o P1,
en particular T2 o T1, respectivamente) es el alérgeno o el sustrato unido por el anticuerpo que causa la enfermedad
autoinmune. Cuando estas dos construcciones se unen a una célula B que es positiva para CD19 (CD20, CD38 o
CD138) y simultaneamente despliega el anticuerpo clonotipico en la superficie, VH y VL anti-CD3 unidas pueden
interactuar y reconstituir el sitio de union CD3 exactamente en la célula B. Este ensamble especifico de antigeno o
especifico de alérgeno resultara por ultimo en la eliminacion clonal de las células B marcadas como diana.

Por consiguiente, de acuerdo con esta invencion, cualquiera de dichos antigenos A1 y A2 también puede ser un
anticuerpo clonotipico en la superficie de una célula B, en particular una célula B que causa un trastorno
autoinmune.

En este contexto, por ejemplo, uno de dichos antigenos A1y A2 puede ser CD19 y el otro puede ser un anticuerpo
clonotipico en la superficie de una célula B, en particular una célula B que causa un trastorno autoinmune.

De acuerdo con este aspecto de la invencion, cualquiera de dicho resto diana T1 y T2 puede comprender un
alérgeno o sustrato que se une al anticuerpo clonotipico en la superficie de la célula B y/o que, uniéndose al
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anticuerpo clonotipico, es capaz de causar un trastorno autoinmune. Los ejemplos no limitantes de un alérgeno
comprendido en cualquiera de dicho resto diana T1 y T2 son alérgenos pilosos, como, por ejemplo, alérgenos de
pelo de perro, pelo de gato (por ejemplo, Fel d 1, Feld d1A, Feld d1B) o pelo de conejillo de Indias, o alérgenos de
polen, como, por ejemplo, abedul, césped, alérgenos de polen. Los ejemplos adicionales no limitantes son alérgenos
de acaro (por ejemplo Tyr p 2, Der P1, Der f 2), alérgenos de gato (por ejemplo Fel d 1, Feld d1A, Feld d1B),
alérgenos de cacahuate (por ejemplo Conglutina-7), alérgenos de hongo putrefacto (por ejemplo Alt a 1), alérgenos
de perro (por ejemplo Can f 1), alérgenos de trigo celiaco (por ejemplo Alfa/beta-gliadina), alérgenos de cucaracha
alemana (por ejemplo alérgeno variante Bla g 1.02), alérgenos de arbol de betula o polen (graves) (por ejemplo Cyn
d1,Phaa1, Dac g 3, Phlp 2, Phl p 1, Profilin, Bet v 1-L, Bet v 1-A), alérgenos de manzana graves (por ejemplo Mal
d 1), alérgenos de leche de vaca (por ejemplo alfa-lactalbumina, alfa-S1-caseina), alérgenos de huevo de gallina
(por ejemplo lisozima C, ovalbumina) y alérgenos de caballo (por ejemplo laterina, Equ ¢ 1), y lo similar. Un ejemplo
preferido y no limitante adicional de un alérgeno comprendido en cualquiera de dicho resto diana T1 y T2 es el
antigeno para anticuerpo U266 de estirpe de mieloma de humano IgE-ND. Un ejemplo preferido y no limitante
adicional de un alérgeno comprendido en cualquiera de dicho resto diana T1 y T2 es un alérgeno siendo o que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO 169 a 195.

También se desvela en el presente documento el conjunto de polipéptidos como se describe en la presente, y, en
particular en el aspecto anterior, para utilizarse en el tratamiento o prevencién de un trastorno seleccionado del
grupo que consiste en

(i) un trastorno autoinmune; y
(i) un trastorno de hipersensibilidad.

Los ejemplos no limitantes de un trastorno autoinmune a tratarse o prevenirse de acuerdo con esta invencion se
seleccionan del grupo que consiste en

(i) trastornos alérgicos;

(i) Esclerosis Multiple;

(iii) Psoriasis;

(iv) Lupus Eritematoso Sistémico;
(v) Sindrome de Sjogren;

(vi) Artritis Reumatoide;

(vii) Parpura Trombocitopénica Idiopatica;
(viii) Diabetes;

(xi) Vascullitis;

(x) enfermedad de Crohn;y

(xi) Amiloidosis.

Los ejemplos no limitantes de un trastorno de hipersensibilidad a tratarse o prevenirse de acuerdo con esta
invencion se seleccionan del grupo que consiste en alergias (reaccion de hipersensibilidad tipo | de acuerdo con
clasificacion de Coombs y Gell), una reaccion citotoxica dependiente de anticuerpo (reaccion de hipersensibilidad
tipo Il), una enfermedad compleja inmune (reaccion de hipersensibilidad tipo Ill), hipersensibilidad de tipo retrasado
(reaccion de hipersensibilidad tipo IV) y una enfermedad autoinmune mediada por receptor (reaccién de
hipersensibilidad tipo V).

En un aspecto preferido, dicho trastorno autoinmune o de hipersensibilidad viene con o se activa por trasplante de
célula madre alogénico (es decir, cualquier trastorno de hipersensibilidad de tipo | a tipo V de acuerdo con la
clasificacion de Coombs y Gell).

Muchas células que se infectan por un patégeno (por ejemplo un virus, como, por ejemplo, VIH, EBV, CMV)
expresan proteinas codificadas por patdgeno en su superficie celular. Por consiguiente, de acuerdo con esta
invencion, cualquiera de dichos antigenos A1 y A2 también puede ser tal proteina codificada por patdégeno, como,
por ejemplo, una proteina de HIV, EBV o CMV en la superficie de una célula. En este contexto, también se desvela
en el presente documento el conjunto de polipéptidos como se describe en el presente documento para utilizarse en
el tratamiento o prevencion de una enfermedad infecciosa, por ejemplo una enfermedad infecciosa virica. Los
ejemplos particulares de proteinas codificadas por patégeno pueden derivarse de http://www.uniprot.org/uniprot/ y
son HIV gp120 (Q78706); EBV LMP-2 (P13285); CMV gB (P06473); HBV HBS (Q9JG36); HCV E1 (C4B751); HCV
E2 (Q6TRB1); serotipo 2 de adenovirus humano C HAdV-2 (P03276).

Los objetos de la presente invencion también se resuelven por una molécula de acido nucleico o un conjunto de
moléculas de acido nucleico que codifica el conjunto de polipéptidos o uno de los polipéptidos del conjunto de
polipéptidos como se define en las realizaciones de arriba, en el que, preferentemente, dicha molécula de acido
nucleico o las moléculas de acido nucleico de dicho conjunto de moléculas de acido nucleico comprende una sefal
de exportacién que media la secrecion del polipéptido o polipéptidos codificados por una célula bacteriana o
eucariotica.

Un ejemplo no limitante de la molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo con
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esta invencién comprende una o mas de las secuencias nucleétidas como se representa en cualquiera de las SEQ
ID NO: 135-150 y 196.

Los objetos de la presente invencién también se resuelven por un vector que comprende la secuencia de nucleétidos
de la molécula de acido nucleico como se define arriba o la secuencia de una de las moléculas de acido nucleico del
conjunto de moléculas de acido nucleico como se define arriba.

Los objetos de la presente invencion también se resuelven por una célula que comprende dicho acido
nucleico/conjunto de acidos nucleicos o dicho vector.

Los objetos de la presente invencion también se resuelven por una composicion farmacéutica que comprende ya
sea el conjunto de polipéptidos como se define arriba o la molécula de acido nucleico/conjunto de moléculas de
acido nucleico como se define arriba o el vector como se define arriba, en el que, preferentemente, dicha
composicion farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los objetos de la presente invencion también se resuelven por un kit que comprende el conjunto de polipéptidos
como se define arriba y/o la molécula de acido nucleico o el conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo con
la invencion y/o el vector de acuerdo con la invencion.

En una realizacion, los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos comprendido por dicho kit se contienen en un
frasco unico.

En una realizacion preferida, los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos comprendido por dicho kit se
contienen en frascos separados.

En una realizacion, uno o mas de los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos comprendido por dicho kit se
liofilizan.

En una realizacion, uno o mas de los polipéptidos de dicho conjunto de polipéptidos comprendido por dicho kit estan
en solucion.

Se desvela también en el presente documento un método para tratamiento de un paciente quien padece

(i) un tumor o cancer y/o quien se somete a trasplante de tejido o célula alogénico;
(i) un trastorno autoinmune; o
(iii) un trastorno de hipersensibilidad.

Dicho método puede comprender las etapas de:
-obtener un conjunto de polipéptidos, dicho conjunto de polipéptidos que comprende
un primer polipéptido P1 que comprende
(i) un resto diana T1,
en el que dicho resto diana T1 se une especificamente a un antigeno A1,y
(i) un fragmento F1 de un dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F1 por si mismo ni dicho polipéptido P1 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,
y
un segundo polipéptido P2 que comprende
(i) un resto diana T2,
en el que dicho resto diana T2 se une especificamente a un antigeno A2, dicho antigeno A2 siendo una
molécula de superficie celular que es especifica para un cierto tipo celular o linaje celular, y
(i) un fragmento F2 de dicho dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F2 por si mismo ni dicho polipéptido P2 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,
en el que dicho antigeno A1 es diferente de dicho antigeno A2,
en el que dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no se asocian entre si en la ausencia de un sustrato que
tiene ambos antigenos, A1 y A2, en su superficie, mas especificamente una célula que lleva ambos antigenos,
A1y A2, en su superficie celular, y
en el que, al dimerizarse dicho fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con dicho fragmento F2 de dicho
polipéptido P2, el dimero resultante es funcional con respecto a la funcién de dicho dominio F,
-administrar dicho conjunto de polipéptidos a dicho paciente.

En tal método de tratamiento, dicho conjunto de polipéptidos es como se define en las realizaciones anteriores.
También se desvela en el presente documento un método para utilizar el conjunto de polipéptidos como se describe

arriba para tratamiento de un paciente que se somete a trasplante de tejido o célula.
Los objetos de la presente invencion también se resuelven por el uso de un conjunto de proteinas como se define en
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las realizaciones de arriba para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de un paciente que padece las
enfermedades definidas y descritas arriba, un trastorno o, por ejemplo, un paciente que padece cancer y/o que se
somete a trasplante de célula o tejido.

Como se utiliza en la presente, el término “polipéptido” se refiere a una cadena molecular lineal de aminoacidos que
contiene mas de 30 aminoacidos. Opcionalmente, un polipéptido puede incluir uno o mas enlaces de disulfuro o
modificarse quimicamente. Igualmente, opcionalmente un elemento no proteico (tal como un fluoréforo, aptamero de
ARN, aptamero de ADN, o molécula pequefia) puede unirse a dicha cadena molecular lineal de aminoacidos. Tales
polipéptidos pueden producirse por cualquier método conocido. El polipéptido, por ejemplo, puede generarse por
expresion de un acido nucleico que codifica dicho polipéptido, o puede sintetizarse por métodos de sintesis de fase
solida, o producirse por conjugacion o enlace de moléculas existentes, por ejemplo, por enlace quimico.

El término “polipéptido P1” se utiliza para referirse a un polipéptido que comprende (i) un resto diana, en el que
dicho resto diana se une especificamente a un antigeno, y (ii) un fragmento de un dominio funcional, en el que ni
dicho fragmento por si mismo ni dicho polipéptido P1 por si mismo es funcional con respecto a la funcién de dicho
dominio funcional. El término “polipéptido P2” se utiliza para referirse a un polipéptido que comprende (i) un resto
diana, en el que dicho resto diana se une especificamente a un antigeno, y (ii) un fragmento de un dominio
funcional, en el que ni dicho fragmento por si mismo ni dicho polipéptido P2 por si mismo es funcional con respecto
a la funcién de dicho dominio funcional.

El término “dominio”, como se utiliza en la presente, se refiere a una cadena molecular lineal de aminoacidos que
incluye la secuencia de aminoacidos de un polipéptido entero o una porciéon de un polipéptido. Opcionalmente, un
dominio puede incluir uno o mas enlaces de disulfuro o modificarse quimicamente. Igualmente, opcionalmente un
dominio puede comprender un elemento no proteico (tal como un fluoréforo). En una realizacion, sin embargo, el
término “dominio” no comprende compuestos que se modifican quimicamente o comprenden elemento o elementos
no proteicos.

Un “dominio funcional”’, como se utiliza en la presente, es un dominio que es capaz de cumplir una cierta funcion, tal
como union especifica a un cierto compafiero de unién o antigeno, activacion especifica de un cierto receptor,
mediacion de efectos tdxicos, o fluorescencia en excitacion con luz de una longitud de onda apropiada.

La expresion “dominio funcional F” significa preferentemente incluir también compuestos que no son proteicos. En
una realizacion, sin embargo, se refiere a un compuesto proteico o una parte funcional del mismo.

La expresion “un fragmento de un dominio”, como se utiliza en la presente, se refiere a una cadena molecular lineal
de aminoacidos que corresponde a una parte de un dominio, pero no el dominio completo. Opcionalmente, un
fragmento de un dominio puede incluir uno o mas enlaces de disulfuro o modificarse quimicamente. Igualmente,
opcionalmente un dominio puede comprender un elemento no proteico o parte de tal un elemento no proteico.

La expresion “fragmento F1” se utiliza para referirse a un fragmento de un dominio funcional. El término “fragmento
F2” se utiliza para referirse a un fragmento de un dominio funcional.

Las abreviaturas por pares P1, P2; T1, T2; F1, F2; A1, A2; y I1, 12, como se utiliza en la presente, significan designar
diferentes polipéptidos, porciones dirigidas, fragmentos, antigenos, y médulos de inmunoglobulina, respectivamente.
Son sinénimos de un primer polipéptido, segundo polipéptido; primera porcion dirigida, segunda porcion dirigida;
primer fragmento, segundo fragmento; primer antigeno, segundo antigeno; y primer médulo de inmunoglobulina,
segundo modulo de inmunoglobulina, respectivamente.

El término “resto”, como se utiliza en la presente, se refiere a una cadena molecular lineal de aminoacidos que
incluye la secuencia de aminoacidos de un polipéptido entero o una porcidon de un polipéptido. Opcionalmente, una
porcién puede incluir uno o mas enlaces de disulfuro o modificarse quimicamente. Igualmente, opcionalmente una
porcién puede comprender un elemento no proteico (tal como un oligonucleétido). En una realizacién, sin embargo,
el término “porciéon” no comprende compuestos que se modifican quimicamente o comprende elemento o elementos
no proteicos.

La expresion “resto diana T1” se utiliza para referirse a un resto que se une especificamente a un antigeno, por
ejemplo antigeno A1. El término “porciéon dirigida T2” se utiliza para referirse a una porcién que se une
especificamente a un antigeno, por ejemplo antigeno A2.

Como se utiliza en la presente, un “conector” es una secuencia de aminoacidos dentro de un polipéptido que
conecta dos partes de dicho polipéptido o dos dominios comprendidos por dicho polipéptido.

El término “molécula de acido nucleico”, como se utiliza por la presente invencién, define una cadena molecular
lineal que consiste en mas de 30 nucledtidos. El término incluye ADN, tal como ADNc o ADN genémico, y ARN.

El término “construccion”, como se utiliza en la presente, se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende
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una o mas secuencias nucleotidas recombinantes. El término también incluye polipéptidos que se expresan de una
secuencia de nucleétidos recombinante o que se hacen artificialmente o moléculas recombinantes que comprenden
dos 0 mas secuencias de aminoacidos que no se encuentran de manera natural dentro de la misma proteina.

El término “se une especificamente a” o “especificamente se une”, como se utiliza por la presente invencién en el
contexto de una molécula o dominio que se une especificamente a un compafiero de interaccion o antigeno o que
especificamente une un compariero de interacciéon o antigeno, significa que una molécula o dominio se une a dicho
compafiero de interaccion o antigeno, preferentemente por enlace no covalente, o es capaz de unir dicho
compariero de interaccién o antigeno, preferentemente por enlace no covalente, y no o esencialmente no reacciona
de manera cruzada con cualquier otro compariero de interaccién o antigeno con una estructura similar a aquella del
compafiero de interaccién o antigeno.

En el contexto de un resto diana (tal como porcion dirigida T1 o T2) uniéndose especificamente a un antigeno (tal
como antigeno A1 o A2), el término “se une especificamente a” significa referirse a una situacion donde ya sea dicho
resto diana es capaz de unirse especificamente a dicho antigeno, o donde en efecto se une al mismo.

En el contexto de un dominio que emplea célula T, un dominio que emplea célula NK, dominio que emplea células
macrofago, un dominio que emplea monocito, un dominio que emplea granulocito, un dominio que emplea
granulocitos de neutréfilo, o un dominio que emplea macréfagos, monocitos y/o granulocitos de neutrdéfilo activados,
el término “uniéndose especificamente a” un antigeno o molécula o “se une especificamente a” un antigeno o
molécula significa referirse a una situacion donde ya sea el dominio respectivo es capaz de unirse especificamente a
dicho antigeno o molécula, o donde se une especificamente al mismo.

En el contexto de un dominio funcional siendo un dominio que “se une especificamente a” un antigeno, una
molécula, un compuesto, una molécula portadora o una etiqueta de afinidad, el término “se une especificamente a”
significa referirse a una situacion donde ya sea dicho dominio funcional es capaz de unirse especificamente a dicho
antigeno, molécula, compuesto, molécula portadora o etiqueta de afinidad, o donde se une especificamente al
mismo.

En el contexto de una toxina, fluoréforo, antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad siendo “especificamente
unida por” un dominio funcional, esto significa referirse a una situacién donde ya sea dicho dominio funcional es
capaz de unirse especificamente a dicha toxina, fluoréforo, antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad, o
donde se une especificamente al mismo.

Como se usa en el presente documento, una molécula o antigeno es “especifico para un cierto tipo celular o linaje
celular” si se expresa por dicho tipo de célula/células de dicho linaje celular, pero no (o solamente a un grado
insignificante) por otros tipos de células o células de otro linaje celular. En algunas realizaciones, una molécula o
antigeno es “especifico para un cierto tipo celular o linaje celular” si se expresa por dicho tipo de célula/células de
dicho linaje celular, y no mas de unos otros pocos tipos de células o células de otro linaje celular ademas dicho tipo
de célula/células de dicho linaje celular expresan dicho antigeno también, mientras la mayoria de otros tipos de
células o células de otro linaje celular ademas dicho tipo de célula/células de dicho linaje celular no expresan dicho
antigeno (o solamente a un grado insignificante). El término “especifico para un cierto tipo celular o linaje celular”
también puede significar que dicha molécula o antigeno se expresa por dicho tipo de célula/células de dicho linaje
celular a una tasa mas alta o a una cantidad o proporcién mas alta que por otros tipos de células/células de otros
linajes celulares, en el sentido que puede haber una expresion pequefia pero detectable de dicha molécula también
en otros tipos de células/células de otros linajes celulares. El término “marcador”, como se utiliza en el presente
documento en el contexto de un marcador para un cierto tipo celular o linaje celular, puede referirse a una molécula
0 antigeno que es especifico para un tipo celular o células de un linaje celular, respectivamente, como se describe
arriba.

Como se utiliza en la presente, el término “aptamero” se refiere a un compuesto pequefio compuesto de acido
oligonucléico (tal como ARN o ADN) o molécula peptidica o no peptidica que se une a una molécula diana especifica
con alta afinidad.

Como se utiliza en la presente, el término “molécula portadora” se refiere a una molécula o parte de una molécula
que no se reconoce como extrafia por el sistema inmune de un paciente a quien el conjunto de polipéptidos de
acuerdo con la invencién se administra 0 que no causa o solamente causa una reacciéon inmune débil por un
paciente a quien se administra el conjunto de polipéptidos de acuerdo con la invencion. Preferentemente, tal una
“molécula portadora” uniéndose por o capaz de unirse por otra molécula, tal como un anticuerpo. En algunas
realizaciones, una “molécula portadora” es una molécula o parte de una molécula que en ciertas realizaciones, la
molécula portadora se une covalentemente o no covalentemente a una segunda molécula o parte de una segunda
molécula, por ejemplo un fluoréforo o toxina.
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El término “MHC” se refiere al Complejo Mayor de Histocompatibilidad, que es un conjunto de genes que codifica un
grupo de moléculas que comprenden moléculas de superficie celular que se requieren para presentacion de
antigeno a células T y que también son responsables de rechazos rapidos de injerto. En humanos, MHC incluye los
genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DP, HLA-HQ, y HLA-DR. En la presente solicitud, el término se utiliza para
referirse a los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad asi como a los productos genéticos codificados por
estos genes. El término “HLA” se refiere a Antigenos Leucocitarios Humanos. Como se utiliza en la presente, “HLA”
es la forma humana de “MHC”.

El término “variante alélica”, como se utiliza en la presente, denota cualquiera de dos o mas formas alternativas de
un gen que ocupa el mismo lugar cromosoémico. Por ejemplo, HLA-A1, HLA-A2, y HLA-A3 son tres de las variantes
alélicas de HLA-A. El término variante alélica también se utiliza en el presente documento para denotar una proteina
codificada por una variante alélica de un gen.

El término “antigeno”, como se utiliza en la presente, se refiere a una molécula conocida por unirse especificamente
por o capaz de unirse especificamente por un anticuerpo o la parte de union a antigeno de un anticuerpo. En su
significado mas amplio, “antigeno A1” se refiere a un antigeno como se define arriba. En su significado mas amplio
“antigeno A2” se refiere a un antigeno como se define arriba. Las designaciones “antigeno A1” y “antigeno A2” se
han elegido para permitir la distinciéon entre “antigeno A1” y “antigeno A2”. Un “antigeno MHC” es un antigeno que
también es una molécula perteneciente al complejo de histocompatibilidad principal. Antigenos MHC incluyen
antigenos MHC clase | (en humanos, los antigenos HLA-A, -B, y -C) y antigenos MHC clase Il (en humanos, los
antigenos HLA-DP, -DQ, y -DR). La frase que una célula “lleva un antigeno” o “lleva un antigeno en su superficie
celular” significa referirse a una situacion donde una célula expresa un antigeno que esta presente en la superficie
celular de dicha célula y accesible para un anticuerpo desde afuera de dicha célula. La frase que un sustrato “tiene
un antigeno en su superficie” significa referirse a una situacion donde dicho antigeno esta presente en la superficie
de dicho sustrato y accesible para un anticuerpo aplicado a dicho sustrato.

La expresion “un antigeno que es especifico para el estado maligno de una célula”, como se utiliza en la presente,
se refiere a un antigeno que lleva una célula maligna de un cierto tipo celular (tal como una célula de tumor de célula
B maligna) en su superficie celular, pero que no lleva (o solamente a un grado insignificante) una célula del mismo
tipo celular que no es maligna (tal como una célula B no maligna) en su superficie celular.

La expresion “un antigeno/molécula que es especifica para un tipo celular maligno”, como se utiliza en la presente,
se refiere a un antigeno/molécula que lleva una célula maligna de un cierto tipo celular (tal como célula de tumor de
célula B maligna) en su superficie celular, pero que no lleva (o solamente a un grado insignificante) una célula del
mismo tipo celular que no es maligna (tal como una célula B no maligna) o células de otros tipos de células (tales
como células T o hepatocitos) en su superficie celular. En algunas realizaciones, el término “un antigeno/molécula
que es especifica para un tipo celular maligno” se refiere a un antigeno/molécula que lleva una célula maligna de un
cierto tipo celular (tal como célula de tumor de célula B maligna) en su superficie celular, pero que no lleva (o
solamente a un grado insignificante) una célula del mismo tipo celular que no es maligna (tal como una célula B no
maligna) en su superficie celular, y que solamente lleva células de unos otros pocos tipos de células ademas de
cierto tipo celular en su superficie celular, mientras no lleva (o solamente a un grado insignificante) las células de la
mayoria de otros tipos de células. El término “un antigeno/molécula que es especifica para un tipo celular maligno”
también puede significar que dicho antigeno/molécula se expresa por dicha célula maligna de un cierto tipo celular a
una tasa mas alta o a una cantidad o proporcién mas alta que por una célula del mismo tipo celular que no es
maligna, en el sentido que puede haber una expresion pequefia pero detectable de dicha molécula también en una
célula del mismo tipo celular que no es maligna. El término “marcador”, como se utiliza en el presente documento en
el contexto de un marcador para el estado maligno de una cierta célula o para un tipo celular maligno, puede
referirse a una molécula o antigeno que es especifico para el estado maligno de una cierta célula o para un tipo
celular maligno, respectivamente, como se describe arriba.

La expresion “dominio de inmunoglobulina”, como se utiliza en la presente, se refiere a un dominio que
esencialmente consiste en una region globular de una cadena de anticuerpo. Dominios de inmunoglobulina se
caracterizan en que retienen la caracteristica de doblado de inmunoglobulina de moléculas de anticuerpo.
Inmunoglobulinas, tales como IgG, IgE, o IgM, se componen de un numero variable de cadenas pesadas vy ligeras.
Cada cadena pesada y ligera contiene una region constante y una region variable. Cada region variable de cadena
ligera (VL) y cada regién variable de cadena pesada (V) contiene tres regiones hipervariables, también llamadas
“regiones que determinan la capacidad de complementacion” o “CDR”. Las CDR son principalmente responsables
de la unién de la inmunoglobulina a un antigeno.

Los términos “Vy” o “dominio Vy” se utilizan de manera intercambiable y se refieren a la region variable de una
cadena pesada de inmunoglobulina de un anticuerpo. Los términos “V\” o “dominio V.” se utilizan de manera
intercambiable y se refieren a la region variable de una cadena ligera de inmunoglobulina de un anticuerpo.

La expresion “modulo de inmunoglobulina”, como se utiliza en la presente, se refiere a una molécula, parte de una

molécula o ensamble molecular que comprende uno o mas, preferentemente dos o mas, dominios de
inmunoglobulina y que es capaz de unirse a un antigeno. Preferentemente, un “médulo de inmunoglobulina”
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comprende una cadena molecular lineal de aminoacidos que incluye la secuencia de aminoacidos de uno o mas,
preferentemente dos o mas, dominios de inmunoglobulina. Opcionalmente, un “mdédulo de inmunoglobulina”
comprende uno o mas, preferentemente dos o mas, enlaces de disulfuro. Se incluyen en el término “mdédulo de
inmunoglobulina” las moléculas o partes de una molécula que comprenden o consisten de un “fragmento variante de
cadena sencilla” de un anticuerpo. También se incluyen en el término “modulo de inmunoglobulina” moléculas o
partes de una molécula que comprenden o consisten de un dominio VyH de un anticuerpo de llama, un anticuerpo
de camello, o un anticuerpo de tiburén.

La expresion “modulo de inmunoglobulina 117 se utiliza para referirse a un modulo de inmunoglobulina que
comprende un dominio V unido a un dominio V4. Preferentemente, dicho dominio V. y dicho dominio Vy de dicho
modulo de inmunoglobulina 11 se derivan del mismo anticuerpo. Preferentemente, dicho dominio V. y dicho dominio
V4 de dicho modulo de inmunoglobulina 11 forman un dimero. Preferentemente, dicho dimero es capaz de unirse
especificamente a un antigeno. Dicho antigeno puede ser, por ejemplo, el antigeno A1. En una realizacién, dicho
“moédulo de inmunoglobulina 11" comprende un “fragmento variante de cadena sencilla” de un anticuerpo que es
capaz de unirse especificamente a un antigeno, por ejemplo el antigeno A1.

El término “mddulo de inmunoglobulina 12” se utiliza para referirse a un médulo de inmunoglobulina que comprende
un dominio V. unido a un dominio Vy. Preferentemente, dicho dominio V. y dicho dominio V4 de dicho médulo de
inmunoglobulina |12 se derivan del mismo anticuerpo. Preferentemente, dicho dominio V. y dicho dominio V4 de dicho
moédulo de inmunoglobulina 12 forman un dimero. Preferentemente, dicho dimero es capaz de unirse
especificamente a un antigeno. Dicho antigeno puede ser, por ejemplo, el antigeno A2. En una realizacién, dicho
“mdédulo de inmunoglobulina 12" comprende un “fragmento variante de cadena sencilla” de un anticuerpo que es
capaz de unirse especificamente a un antigeno, por ejemplo el antigeno A2.

Dentro de una construccion de un médulo de inmunoglobulina que comprende un dominio Vi unido a un dominio V4,
el dominio V. puede posicionarse N- o C-terminalmente del dominio Vy correspondiente. La persona experta es
capaz de determinar qué orden de los dominios V4 y Vi es mas adecuado para un dominio de fragmento variante de
cadena sencilla especifico.

Los términos “Fv” y “fragmento variante”, como se utiliza en la presente, se refiere a un fragmento de un anticuerpo
que es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un reconocimiento de antigeno completo y sitio de union.
Esta region consiste en un dimero de una region variable de cadena pesada y ligera en una asociacion no covalente,
hermética (dimero Vu-V\). En esta configuracion, los dominios Vy y Vi juntos definen un sitio de union de antigeno
con especificidad de unién de antigeno en la superficie del dimero Vy-V..

Los términos “scFv”, “Fv de cadena sencilla”, y “fragmento variante de cadena sencilla” se utilizan de manera
intercambiable y significan designar un anticuerpo o porcién de un anticuerpo en el cual la region variable de la
cadena pesada (Vh) y la region variable de la cadena ligera (V) de un anticuerpo de cadena doble tradicional se han
unido para formar una cadena. Tipicamente, un conector se inserta entre las dos cadenas para permitir el doblado y
creacioén apropiada de un sitio de unién activo.

La expresion “anticuerpo de llama”, como se utiliza en la presente, se refiere a un anticuerpo o parte de un
anticuerpo derivado de llama. El término “anticuerpo de camello”, como se utiliza en la presente, se refiere a un
anticuerpo o parte de un anticuerpo derivado de camello. El término “anticuerpo de tiburén”, como se utiliza en la
presente, se refiere a un anticuerpo o parte de un anticuerpo derivado de tiburén. Los anticuerpos de llama, camello
y tiburén tienen una porcién de unién de antigeno que se forma por un dominio sencillo, V4H, (en lugar de una
cadena Vu y VU).

La expresion “dominio que emplea célula T”, como se utiliza en la presente, significa referirse a un dominio que se
une especificamente a un antigeno que esta presente en la superficie celular de células T. Preferentemente, la union
de dicho dominio que emplea célula T a dicho antigeno activa dicha célula T. De manera similar, la expresion
“dominio que emplea célula NK” se refiere a un dominio que se une especificamente a un antigeno que esta
presente en la superficie celular de células Asesinas Naturales. Preferentemente, la unién de dicho dominio que
emplea célula NK a dicho antigeno activa dichas células Asesinas Naturales. La expresion “dominio que emplea
células macréfago” se refiere a un dominio que se une especificamente a un antigeno que esta presente en la
superficie celular de células macréfago. Preferentemente, la unién de dicho dominio que emplea células macrofago a
dicho antigeno activa dichas células macréfago. La expresion “dominio que emplea monocito” se refiere a un
dominio que se une especificamente a un antigeno que esta presente en la superficie celular de monocitos.
Preferentemente, la union de dicho dominio que emplea monocito a dicho antigeno activa dichos monocitos. La
expresion “dominio que emplea granulocito” se refiere a un dominio que se une especificamente a un antigeno que
esta presente en la superficie celular de granulocitos. Preferentemente, la unidon de dicho dominio que emplea
granulocito a dicho antigeno activa dichos granulocitos. La expresion “dominio que emplea granulocitos de
neutréfilo” se refiere a un dominio que se une especificamente a un antigeno que esta presente en la superficie
celular de granulocitos de neutrofilo. Preferentemente, la union de dicho dominio que emplea granulocitos de
neutrdfilo a dicho antigeno activa dichos granulocitos de neutrofilo. La expresion “dominio que emplea macréfagos,
monocitos y/o granulocitos de neutréfilo activados” se refiere a un dominio que se une especificamente a un
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antigeno que esta presente en la superficie celular de macrofagos, monocitos y/o granulocitos de neutrdfilo
activados. Preferentemente, la union de dicho dominio que emplea macréfagos, monocitos y/o granulocitos de
neutrdfilo activados a dicho antigeno activa dichos monocitos y/o macroéfagos.

La expresién “molécula capaz de mediar bioluminiscencia”, como se utiliza en la presente, se refiere a una molécula
(o parte funcional de una molécula) que tiene una actividad enzimatica, la cual en la presencia del sustrato o
sustratos apropiados cataliza una reaccién que causa bioluminiscencia. El término incluye luciferasas, tales como las
luciferasas de luciérnaga o Gaussia.

La expresion “variante GFP”, como se utiliza en la presente, se refiere a una molécula que tiene una secuencia de
aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos de proteina fluorescente verde de Aequorea victoria al
introducir alteraciones que resultan en mayor fluorescencia o luz irradiada en diferentes colores. El término significa
incluir, entre otros, YFP (proteina fluorescente amarilla), CFP (proteina fluorescente cian), Venus (Nagai T et al., A
variant of yellow fluorescent protein with fast and efficient maturation for cell-biological applications. Nat Biotechnol.
2002 Jan;20(1):87-90), Cerulean (CFP aumentada con sustituciones de S72A, Y145A y H148D).

“GFP Aumentada” (y, analogamente, “YFP aumentada”, “CFP aumentada”) se refiere a una GFP (YFP, CFP) que se
ha “humanizado”, como se reporta en Kain et al. (1995) Biotechniques 19(4):650-55. “Humanizado” se refiere a
cambios hechos a la secuencia de acido nucleico de GFP (YFP, CFP) para optimizar los codones para expresion de
la proteina en células humanas.

La expresién “molécula de complementacion de fluorescencia bimolecular”, como se utiliza en la presente, se refiere
a una molécula fluorescente que puede proporcionarse como dos fragmentos, que por si mismos no son
fluorescentes, pero que en la heterodimerizaciéon entre los dos fragmentos forman un dimero que es capaz de
fluorescencia.

La expresidén “compuesto terapéutico”, como se utiliza en la presente, se refiere a un compuesto adecuado para
prevenir, tratar, aliviar o curar una enfermedad o estado de enfermedad. Preferentemente, un “compuesto
terapéutico” es un compuesto que, en la entrada en una célula, es capaz de causar la muerte de esa célula. En
algunas realizaciones, un compuesto terapéutico puede ser un compuesto radiactivo o quimico que dafa estructuras
celulares vitales o interrumpe procesos celulares vitales.

La expresion “compuesto de diagndstico”, como se utiliza en la presente, se refiere a un compuesto que puede
detectarse por métodos de deteccion comunes, tales como métodos utilizados en los laboratorios de diagndstico
clinico o bioquimico o médico, por ejemplo un compuesto fluorescente, un compuesto radiactivo, o una molécula que
media bioluminiscencia.

La expresion “células progenitoras/precursoras” significa referirse a células inmaduras, no diferenciadas o
parcialmente diferenciadas que se encuentran tipicamente en animales/humanos post-natales y tienen el potencial
para diferenciarse en un tipo celular especifico o en tipos de células especificos. El término “células
progenitoras/precursoras de un tumor” designa células progenitoras/precursoras con propiedades alteradas (por
ejemplo, considerando su conducta de proliferacion o patrén de expresidon genética) que da origen a células de
tumor. Los ejemplos para tales células progenitoras/precursoras de un tumor son por ejemplo, células progenitoras o
precursoras leucémicas.

El término “cancer”’, como se utiliza en la presente, se refiere a una célula maligna, grupo de células, o neoplasia
maligna. El término significa comprender carcinomas, sarcomas, linfomas, leucemias, tumores de célula germinal, y
blastomas. Una “célula cancerosa” es una célula que es parte de o derivada de un cancer. El término “tumor” se
utiliza de manera intercambiable con el término “cancer”.

Como se utiliza en la presente, La expresion “tumor hematolégico” se refiere a un cancer de la sangre o sistema
formador de sangre (tales como células de médula 6sea, células de formadoras de sangre, y células precursoras de
células sanguineas maduras). En algunas realizaciones, el término “tumor hematoldgico” se refiere a una neoplasia
hematoldgica. Como se utiliza en la presente, el término “tumor no hematolégico” se refiere a un tumor que no es un
tumor hematolégico.

La expresion “un paciente que se somete a trasplante alogénico de célula o tejido”, como se utiliza en la presente, se
refiere a una situacion donde un paciente recibe o ha recibido células trasplantadas o tejido trasplantado que se
ha(n) obtenido de otra persona. Una situacion preferida en cuanto a este aspecto es la situacion con antigenos HLA
incompatibles. La unidad “pg/mz", como se utiliza en el presente documento en el contexto de una cantidad de un
polipéptido administrado, se refiere a una cierta cantidad de polipéptido por metro cuadrado de superficie corporal
del paciente a quien se administra dicho polipéptido (el péptido puede administrarse por cualquier via de
administracion adecuada, tal como por inyeccion intravenosa o subcutanea). Por ejemplo, la expresion “la cantidad
de polipéptido administrada es 50 ug/m2 por dia para el polipéptido P1.” significa referirse a una situacion donde la
cantidad de polipéptido P1 administrada por dia es 50 ug por metro cuadrado de superficie corporal del paciente a
quien se administra el polipéptido P1. En el caso de un paciente que tiene una superficie corporal de 2 m? esto
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significaria que se administran 100 ug de polipéptido P1 por dia.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que con un conjunto de polipéptidos de acuerdo con la
invencion pueden superarse los problemas indicados por encima de la técnica anterior y pueden realizarse los
objetos descritos arriba. Igualmente, los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que con un
conjunto de polipéptidos de acuerdo con la invencion, las células con una combinacion especifica de dos antigenos
pueden identificarse y/o eliminarse con alta especificidad y efectos secundarios reducidos.

Es una ventaja de la estrategia combinatoria de la invencidon que se utilicen las unidades F no preformadas (por
ejemplo unidades anti-CD3). F1 y V4 y V. CD3 no se heterodimerizan per se, no incluso en la presencia de un
agente que estabiliza su dimerizacion (por ejemplo un antigeno capaz de unirse al dominio F, como por ejemplo,
CD3, HIS o DIG), y de esta manera no resulta en un dominio F funcional (por ejemplo no estimula células T).
Exclusivamente en situaciones donde ambas construcciones complementarias, P1 y P2, se unen en la superficie de
una célula dada, los dos componentes F1 y F2 reconstituyen el dominio F (por ejemplo, el sitio de unién CD3). De
esta manera, la funcion del dominio F (por ejemplo activacion de célula T) tiene lugar precisamente donde sea
necesario pero no sistémicamente. Por consiguiente, puede asumirse que la estrategia combinatoria de la invencion
tiene menos efectos téxicos, por ejemplo en comparacion con estrategias de anticuerpo biespecificas normales. Esto
también se pone en evidencia por los ejemplos anexos, en particular por el modelo in vivo para trasplante alogénico,
donde ratones positivos para HLA-A2 no sufren de ningun efecto clinico después de infusion de construcciones
reactivas HLA-A2.

En particular, a células de etiqueta que expresan una firma de antigeno predefinida, se designan dos polipéptidos de
cadena sencilla como partes de la construccion bipartita (bimolecular) final (construccion de anticuerpo
bimolecular/triespecifica), cada uno compuesto de un fragmento variable de cadena sencilla de unién a antigeno
(scFv) y ya sea el dominio de cadena ligera variable (VL) o pesada variable (VH) de un anticuerpo. Cuando estos
dos fragmentos hibridos unen sus antigenos respectivos en la superficie de una sola célula, los dominios VL y VH
interactian entre si para reconstituir el sitio de unidn a antigeno original y de esta manera cumplir los requerimientos
deseados.

Como se menciona, es una ventaja del conjunto de polipéptidos de la invencion que la unién de ambos antigenos
dirigidos en la superficie celular es requisito para heterodimerizacion funcional. El auto-ensamble de las dos partes
complementarias y la estimulacion de la célula T subsiguiente después de la unién de solamente un brazo a su
antigeno puede regularse, corroborando de esta manera los datos publicados que demuestran que la unién de V4 o
V_ por si mismo es de baja afinidad y que los heterodimeros Vu/V, tienden a disociarse rapidamente en la ausencia
de antigeno (Colman, 1987, Nature 326, 358-363; Amit, 1986, Science 233, 747-753; Law, 2002, Int Immunol 14,
389-400; Ueda, 1996, Nat Biotechnol 14, 1714-1718).

En contraste a los dominios de homo- o hetero-dimerizacion bien conocidos en la materia (cremallera de leucina,
dominios Fc, perilla en el agujero etc), las interacciones de VH y HL son de baja afinidad. Sin embargo, se ha
mostrado que la interaccion de VH/VL puede estabilizarse después de unirse al antigeno especifico. Sin limitarse por
teoria, la interaccion de VH/VL de acuerdo con esta invencion tiene lugar solamente en situaciones después de que
ambos fragmentos se han unido previamente a sus antigenos dirigidos similares, por ejemplo en la superficie de una
célula dirigida. También sin limitarse por teoria, después de unién en diana simultaneo, las construcciones se
acercan de manera que forman un complejo trimérico con el antigeno. El heterodimero triespecifico de esta manera
complementado en diana de la invencién es funcional con respecto a la funciéon del dominio F, por ejemplo, emplea y
estimula las células T para destruccion de la célula de tumor si se reconstituye anti CD3.

Ademas de la ventaja de las construcciones de la invencion P1 y P2, por ejemplo, la naturaleza combinatoria de la
respuesta inmune obtenida, se encontré sorprendentemente en el contexto de esta invencién que la construccion
bimolecular con el dominio F interrumpido, por ejemplo, scFv-anti CD3, despliega efectos no fuera de diana.

El conjunto de polipéptidos de acuerdo con esta invencion, en particular los polipéptidos P1y P2 comprendidos en el
mismo, tienen la ventaja adicional de ser mas estable y/ o tener una vida en el estante mejorada (en particular a 4
°C) en comparacién con construcciones biespecificas convencionales como construcciones BIiTE. Estas
construcciones biespecificas convencionales tienden a afiadirse (en particular a 4 °C).

Se contempla que los polipéptidos de esta invencion P1y P2, mas particular de F1 y F2 como se comprenden en los
mismos, mas particular de V4 y Vi que pueden comprenderse en los mismos, debido a su interfase hidrofébica, son
capaces de unir albumina. Esto conduce a un tiempo de retencién mejorado; es decir, biodisponibilidad mas larga in
vivo pero también in vitro, como, o ejemplo, en muestras de sangre o suero.

El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la presente invencion comprende un primer polipéptido P1 y un segundo
polipéptido P2. El primer polipéptido P1 comprende a primera porcion dirigida T1 (que es capaz de unirse
especificamente a un antigeno A1) fusionado a un primer fragmento F1 de un dominio funcional F (véase Figura 1A,
parte superior). El segundo polipéptido P2 comprende una segunda porcién dirigida T2 (que es capaz de unirse
especificamente a un antigeno A2) enlazada a un segundo fragmento F2 del dominio funcional F (véase Figura 1A,
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parte inferior). De manera importante, los fragmentos F1 resp. F2 del dominio funcional son no toxicos por si mismos
e incapaces de ejercer cualquier funcion bioldgica al menos que haya compafierismo entre los dos polipéptidos P1'y
P2. Cuando ambos polipéptidos P1 y P2 simultaneamente se unen a sus antigenos en la superficie de una sola
célula que expresa ambos antigenos A1y A2, los fragmentos F1 y F2 del dominio funcional F se acercan, se hetero-
dimerizan y de esta manera complementan la funcion bioldgica deseada (véase Figura 1B). Por el otro lado, una
célula que expresa ya sea solamente antigeno A1 (Figura 1C) o solamente antigeno A2 (Figura 1D) o ninguno de los
antigenos no causa complementacion de la funcién biologica. De esta manera, la funcion biolégica se logra con alta
especificidad solamente en la presencia de células que tienen ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular en
la unién simultanea de ambos polipéptidos P1 y P2 a tal una célula. Dependiendo de la naturaleza del dominio
funcional F, pueden realizarse diferentes objetos, tales como identificacion/deteccion o eliminacion especifica de
células que expresan ambos antigenos A1y A2.

En una realizacién ejemplificativa, este principio inventivo se aplica para la eliminacién especifica de células de
tumor:

Nuevos analisis histopatoldgicos o de citometria de flujo han revelado que las células de tumor pueden detectarse y
distinguirse de sus contrapartes no transformadas no por marcadores de superficie Unica sino por la expresion de
combinaciones/perfiles de antigeno aberrante, como se sabe para neoplasias hematopoyéticas y cancer y células
madre de cancer de varias otras procedencias. De esta manera, aunque un solo antigeno no puede ser suficiente
para identificar especificamente una cierta célula de tumor, una combinacion especifica de dos antigenos puede
permitir discriminar la célula de tumor de cualquier otro tipo de célula.

Por ejemplo, el conjunto de polipéptidos de acuerdo con la invencion puede utilizarse para eliminar especificamente
células de cancer caracterizadas por la expresion simultanea de los antigenos CD33 y CD19 en su superficie celular.
Esta combinacion de antigenos se encuentra en ciertos tipos de células de leucemia aguda y distingue estas células
de cualquier otra célula (tal como células no malignas), que pueden llevar ya sea CD33 o CD19 en su superficie
celular, pero no llevan ambos, CD33 y CD19, en su superficie celular (Ossenkoppele et al., Review of the relevance
of aberrant antigen expression by flow cytometry in myeloid neoplasms. Br J Haematol 2011, 153(4):421-36).

Para eliminar especificamente estas células leucémicas que llevan tanto CD33 como CD19 en su superficie celular,
la primera porcioén dirigida T1 del primer polipéptido P1 puede ser un fragmento variable de cadena sencilla (scFv)
especifico para CD33. Como fragmento F1 del dominio funcional F, puede elegirse el dominio variable de cadena
ligera V. de un anticuerpo anti CD3. La segunda porcion dirigida T2 del segundo polipéptido P2 puede ser un scFv
especifico para CD19. Como el fragmento F2 del dominio funcional F, puede elegirse el dominio variable de cadena
pesada Vy de aquel anticuerpo anti CD3. El dominio variable de cadena ligera V. y el dominio variable de cadena
pesada Vy del anticuerpo anti CD3 son cada uno no téxico por si mismo. También son incapaces de ejercer su
funcién bioldgica (es decir, para unir efectivamente el antigeno CD3) al menos que exista compafierismo entre los
polipéptidos P1y P2.

En la presencia de una célula leucémica que tiene tanto CD33 como CD19 en su superficie celular, ambos
polipéptidos P1 y P2 simultdneamente se unen a esa célula. Como una consecuencia, los fragmentos F1 y F2 del
grupo funcional F (es decir, la cadena pesada y ligera del dominio variable anti CD3 Fv de ese anticuerpo anti-CD3)
se acercan, se hetero-dimerizan y de esta manera complementan la funcién biolégica deseada, permitiendo que el
dimero de P1y P2 se una especificamente a CD3.

CD3 es una molécula de superficie celular que esta presente en la superficie de células T. La molécula es parte del
complejo de sefalizacion de célula T, y la reticulacion de las moléculas CD3 en la superficie de una célula T
después de la union de un anticuerpo especifico CD3 conduce a activacion de la célula T. Al emplear los antigenos
CD3 en la superficie de células T, los heterodimeros de polipéptidos P1 y P2 son capaces de reclutar células T y
activarlas. Como un resultado, se obtienen los mecanismos efectores tipicos de una respuesta de célula T citotoxica,
conduciendo a lisis celular: liberacion de granulos liticos que contienen las proteinas citotdxicas, perforina,
granzimas, y granulisina. Perforina forma poros en la membrana de la célula diana a través de los cuales pueden
entrar las granzimas e inducir apoptosis. Estos efectos conducen a destruccion especifica de células leucémicas que
llevan tanto el antigeno CD33 como CD19 en su superficie celular.

Otras células diferentes a las células leucémicas no tienen tanto el antigeno CD33 como CD19 en su superficie
celular. Por lo tanto, no pueden reclutar ambos polipéptidos P1 y P2, y no se logra la complementacion de la
capacidad de unién CD3 y empleo de linfocitos T positivos CD3. Consecuentemente, no se afectan otras células
ademas de las células leucémicas, y se logra la destruccion de las células malignas con especificidad exquisita.

Esto estd en contraste grave con anticuerpos biespecificos convencionales. Una construccion biespecifica
convencional que emplea células T y tiene especificidad para células que expresan CD33 mediaria la destruccion de
todas las células positivas CD33. Ya que CD33 es marcador de linaje de mieloide que se expresa en muchas células
mieloide y células progenitoras mieloide, la destruccion de estas células resultaria en aplasia de larga duracioén y
probablemente muerte del paciente. Una construccion biespecifica convencional que emplea células T y tiene
especificidad para células positivas CD19 conduciria a la eliminacion de todas las células que llevan el antigeno
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CD19 en su superficie celular. CD19 se expresa en un subconjunto significativo de B-linfocitos. La destruccion de
estas células conduciria a un defecto grave del sistema inmune. De esta manera, ademas de eliminar las células
leucémicas que expresan simultaneamente CD33 y CD19 en la superficie, la aplicacion de anticuerpos biespecificos
convencionales con especificidad para CD33 y CD19 conduciria a eliminacion de células mieloide y un subconjunto
sustancial de B-linfocitos.

De esta manera, aunque los anticuerpos biespecificos convencionales reconocen solamente un antigeno en la
célula a eliminarse, la activacién efectora de acuerdo con la presente invencion requiere el reconocimiento
simultaneo de dos antigenos especificos en la superficie de la célula a identificarse/eliminarse. En consecuencia, la
presente invencion logra especificidad significativamente mejorada y efectos secundarios reducidos.

Esta claro para una persona experta en la materia que, dentro del principio de la presente invencién, son posibles
diversas variaciones a la realizacion ejemplificativa descrita arriba.

Por ejemplo, el planteamiento descrito en la realizacion ejemplificativa de arriba puede adaptarse facilmente para la
identificacion/eliminacion de otros tipos de células de tumor ademas de células de leucemia aguda positivas CD33 y
CD19 simplemente al elegir porciones dirigidas apropiadas T1 y T2 que se unen especificamente a antigenos A1y
A2, respectivamente, que estan presentes simultineamente en las células a identificarse/eliminarse, pero no
presentes simultaneamente en otros tipos de células. Como se cita arriba, muchas si no todas las células de cancer
(pero también células progenitoras/precursoras de células de cancer) expresan un nimero moléculas de superficie
celular que per se se expresan ampliamente en tejidos normales, pero son indicativas del fenotipo maligno si se
expresan en una combinacion no fisiolégica. Por ejemplo, CD34 es un marcador para células madre
hematopoyéticas y CD7 puede detectarse en un subconjunto de células linfoide. La combinacion de CD34 y CD7,
sin embargo, se asocia fuertemente con malignidad, y la co-expresion aberrante de los dos antigenos puede
detectarse en una proporcion sustancial de leucemias mieldgenas agudas (Ossenkoppele et al., Review of the
relevance of aberrant antigen expression by flow cytometry in myeloid neoplasms. Br J Haematol 2011, 153(4):421-
36.). De manera similar, la co-expresion aberrante de CD44 y CD117 se ha descrito para células madre de cancer
ovarica, CD44 y CD24 para células que inician cancer de pancreas y la combinacién de EpCAM y CD44 en células
madre de cancer de colon y mama (Natasha Y. Frank, Tobias Schatton, Markus H. Frank; The therapeutic promise
of the cancer stem cell concept. J Clin Invest. 2010; 120:41-50). Se ha encontrado que la expression de CD24 y
CD29, asi como CD24 y CD49f es especifica para carcinoma de mama (Vassilopoulos A et al. Identification and
characterization of cancer initiating cells from BRCA1 related mammary tumours using markers for normal mammary
stem cells. Int J Biol Sci 2008; 4:133-142). Igualmente, las combinaciones con niveles de antigeno altamente
expresados son indicativas de un numero de malignidades, como CD38 y CD138 para mieloma.

Ademas de las combinaciones de antigeno especificas de cancer listadas arriba y aquellas conocidas de la
bibliografia cientifica, las combinaciones adicionales de dos antigenos que se expresan simultaneamente en células
de tumor especificas pero no en otras células, pueden derivarse en una manera directa por la persona experta en la
materia.

Primeramente, la persona experta puede llegar a una combinacién de antigenos que es especifica para un cierto
cancer al combinar un antigeno que es especifico para el estado maligno del tipo celular respectivo con un marcador
del tipo celular o marcador de linaje celular apropiado. Por ejemplo, anhidrasa carbonica IX es un marcador
fuertemente asociado con carcinoma de célula renal y metastasis de carcinoma de célula renal y de esta manera
representa un marcador para el estado maligno de células renales. Este marcador ubicado en la membrana, sin
embargo, también se expresa en células normales del tracto intestinal. Al seleccionar como segundo antigeno un
marcador de linaje renal como acuaporina, la combinacion resultante de dos antigenos es especifica para células de
carcinoma celular renal y células que resultan de metastasis de carcinoma celular renal, mientras ni las células de
rindn no malignas (que no expresan anhidrasa carbdnica 1X) ni las células del tracto intestinal (que no expresan
acuaporinas) se caracterizan por el par seleccionado de antigenos.

La informacion detallada acerca de marcadores para el estado maligno de varios tipos de células y acerca de
marcadores para numerosos tipos de células o linajes celulares, esta disponible en la bibliografia y fuentes en la web
(véase abajo para detalles) o puede obtenerse por experimentacion directa (véase abajo).

Ejemplos para marcadores del estado maligno de una célula incluyen: E-cadherina para células epiteliales y células
de carcinoma de mama tipo ductal; Ca-125 para enfermedades Epiteloides y células de cancer de ovario, células de
adenocarcinoma y células de cancer de mama; Her-2/neu para células de cancer de mama; proteina de fluido de
enfermedad quistica densa (proteina BRST-2) para células de cancer de mama; BCA-225 (glicoproteina asociada a
carcinoma de mama) para células de cancer de mama y pulmén; CA 19-9 (antigeno de carbohidrato 19-9) para
células de cancer de pancreas, via biliar y tracto intestinal; CEA para células de cancer colorectal; CD117 (c-kit) para
células de médula (tumor estromal gastrointestinal (y células mieloides y mastocitos); CD30 para células de Reed-
Sternberg (células B y células T activadas por Ki-1); antigeno Epitelial (BER-EP4), antigeno de membrana Epitelial, y
Antigeno Relacionado al Epitelio (MOC-31) para células de cancer epitelial; receptor del factor de crecimiento
Epidérmico (HER1) para células de varios canceres; receptor del factor de crecimiento derivado de Plaqueta
(PDGFR) alfa para células de varios canceres; marcador asociado con Melanoma/Mart 1/Melan-A para células de
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melanoma; CD133 para poblaciones de células madre de cancer y otras; TAG 72 (gp 72 asociado a tumor) para
células de adenocarcinoma.

Ejemplos adicionales para marcadores para un estado maligno de una célula/células incluyen: EpCAM, CD19, HER-
2, HER-3, HER-4, PSMA, MUC-1 (mucina), MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, Lewis-Y, CD20, CD33,
CD44v6, Wue-1, Antigeno de Célula de Plasma, IgE (unida a membrana), Proteoglicano de Sulfato de Condroitina
de Melanoma (MCSP), STEAP, mesotelina, Antigeno de Célula Madre de Prostata (PSCA), sTn (antigeno Tn
sialilado), FAP (antigeno de activacion de fibroblasto), EGFRVIII, Iga, 1gB, MT-MMPs, antigeno Cora, EphA2, L6 y
CO-29, CCR5, BHCG, gangliésido GD3, 9-O-Acetil-GD3, GM2, Globo H, fucosil GM1, Poly SA, GD2,
Carboanhidrasa IX (MN/CA IX), Sonic Hedgehog (Shh), CCRS8, precursor TNF-alfa, Antigeno A33, Ly-6,
desmogleina 4, neoepitopo de E-cadherina, Receptor de Acetilcolina Fetal, CD25, Sustancia del inhibidor
Muelleriano (MIS) Receptor tipo Il, endosialina, SAS, CD63, TF-antigeno, CD7, CD22, Iga(CD79a), IgB (CD79b),
G250, gp100, F19-antigeno y EphA2.

Ejemplos para antigenos que son especificos para un cierto tipo de célula/linaje celular o para unos pocos tipos de
células/linajes celulares (marcadores del tipo celular/marcadores de linaje celular) incluyen: CD45 para células
hematopoyéticas; CD34 para células endoteliales, células madre, y células estromales; CD33 para células mieloide;
CD138 para células de plasma y un subconjunto de células epiteliales; CD15 para células epiteliales, mieloide, y
Reed-Sternberg; CD1a para timocictos corticales, y células de Langerhans; CD2 para células timicas, células T, y
células Asesinas Naturales (NK); CD3 para células T; CD4 para células T auxiliares; CD5 para células T, un
subconjunto de células B, y células de carcinoma timico; CD8 para células T citotdxicas; CD20 para células B; CD23
para células B activadas; CD31 para células endoteliales; CD43 para células T, células mieloide, un subconjunto de
células B, histiocitos, y células de plasma; CD56 para células NK; CD57 para células neuroenddcrinas, y células NK;
CD68 para macrofagos; CD79a para células B y de plasma; CD146 para el linaje celular endotelial; proteinas de
agente tensioactivo para células de pulmon; sinaptofisina, CD56 o CD57 para células neuroendocrinas; receptor de
acetilcolina nicotinico o quinasa especifica muscular (MUSK) para células musculares; canal de calcio dependiente
de voltaje (tipo P/Q) o canal de potasio dependiente de voltaje (VGKC) o receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA)
para células musculares y neuronas; receptor TSH (hormona estimulante de tiroides) para glandula tiroides;
amfifisina para células musculares; HepPar-1 para hepatocitos; gangliésido GQ1B, GD3 o GM1 para células
neuronales; y glicoforina-A para células del linaje celular eritropoyético.

Debe observarse que hay situaciones donde puede ser ventajoso depender de los propositos de la presente
invencion en un antigeno con una especificidad menos que perfecta para el tipo celular o linaje celular de interés.
Por ejemplo en situaciones donde se sabe que no se encuentra un antigeno exclusivamente en el tipo de
célula/linaje celular de interés y no en cualquier otro tipo de células/linajes o en situaciones donde no es posible
confirmar la especificidad exclusiva de un antigeno, también antigenos que estan presentes en uno o mas otros
tipos de células/linajes celulares ademas puede considerarse el tipo de célula/linaje celular de interés. Se aplica
consideracion similar para marcadores para el estado maligno de una célula, o incluso para la especificidad de la
combinacién de dos antigenos. De esta manera, hay por ejemplo situaciones donde para los propositos de la
presente invencion se selecciona una combinacion de dos antigenos que es especifica no solamente para las
células de interés, sino que también para uno o mas (unos pocos) otros tipos de células/linajes celulares/clases de
células malignas.

Segundo, la persona experta puede llegar a una combinacion de antigenos que es especifica para un cierto cancer
por experimentacion directa. Esta puede comprender los pasos de (1) determinar los antigenos de superficie en las
células de tumor a eliminarse y (2) identificar entre estos antigenos de superficie de célula de tumor, dos antigenos
que no estan presentes simultineamente en otros tipos de células (o, en algunas realizaciones, presentes en
solamente unos otros pocos tipos de células).

Con frecuencia, la experimentacion no puede ser necesaria para determinar los antigenos de superficie en células
de tumor a eliminarse, debido a que tal informacion puede ya estar disponible para el tipo de cancer respectivo de la
bibliografia impresa (véase, por ejemplo, David J. Dabbs, Diagnostic immunohistochemistry, Churchill Livingstone,
3rd edition (2010); o F Lin y J Prichard, Handbook of Practical Immunohistochemistry: Frequently Asked Questions,
Springer, New York, 1st edition (2011)). Incluso informacién mas extensiva esta disponible a través de fuentes en la
web. Por ejemplo, el Proyecto de Anatomia de Genoma de Cancer (CGAP) del Instituto de Cancer Nacional de
EE.UU. (NCI) ha determinado sistémicamente el perfil de expresion genética de varias células normales, precancer
o de cancer (Strausberg R.. The Cancer Genome Anatomy Project: building a new information and technology
platform for cancer research. En: Molecular Pathology of Early Cancer, 1999, (Srivastava, S., Henson, D.E., Gazdar,
A., eds. |IOS Press), pp. 365-370). Los recursos generados por la iniciativa CGAP estan libremente disponibles
(http://cgap.nci.nih.gov/) e incluyen acceso a todos los datos CGAP y las herramientas de analisis necesarias. De
manera similar, la Iniciativa de Caracterizacion de Genoma de Cancer (CGCI) del Instituto Nacional se enfoca en
herramientas para caracterizar los cambios gendmicos incluidos en diferentes tumores, por ejemplo métodos de
caracterizacion genémicos incluyendo analisis de eczema y transcriptoma utilizando segunda secuenciacion de
generacion. La informacion generada por CGCI esta disponible a través de una base de datos publicamente
accesible (http://cgap.nci.nih.gov/cgci.html). De esta manera, en muchos casos la informacién acerca de la presencia
0 ausencia de varias proteinas de superficie celular conocidas en las células de tumor de interés puede derivarse al
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verificar simplemente estas bases de datos publicamente accesibles. Si se desea, esta informacién puede entonces
verificarse en un segundo paso por analisis inmunocitoquimico/inmunohistoquimico de células/tejido de tumor de
acuerdo con los métodos descritos abajo.

Si no hay informacién disponible en las proteinas expresadas por las células/tejido de tumor de interés, la persona
experta puede llevar a cabo una caracterizacion de los antigenos en las células/tejido de tumor por métodos
inmunocitoquimicos/inmunchistoquimicos con un panel de anticuerpos (véase, por ejemplo, “Handbook of Practical
Immunohistochemistry: Frequently Asked Questions” por F Lin y J Prichard, Springer New York, 1st edition (2011); o
“Using Antibodies: A Laboratory Manual” por E Harlow y D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1998)). En
breve, una preparacion histolégica o células aisladas del tumor se incuban con un primer anticuerpo dirigido en un
antigeno de superficie potencial y, después de un paso de enjuague, la incubacién de un segundo anticuerpo
dirigido contra el dominio Fc del primer anticuerpo. Este segundo anticuerpo se etiqueta con un fluoréforo o una
enzima como HRP (peroxidasa de rabano picante), para visualizar la expresion del antigeno dirigido. Los paneles de
anticuerpos que pueden utilizarse para propésitos de evaluar por perfil el antigeno de alto rendimiento de antigenos
de superficie celular estan comercialmente disponibles de numerosos fabricantes.

Ademas, estan comercialmente disponibles las herramientas especificamente dedicadas a caracterizacion celular
protedmica de alto rendimiento para identificar y analizar la expresion de proteina de superficie celular, tales como la
tecnologia de conjunto de alto rendimiento a base de FACS (clasificacion celular activada por Fluorescencia) BD
FACS™ CAP (Perfil de Anticuerpo Combinatorio) de Becton, Dickinson & Company.

El analisis inmunocitoquimico/inmunohistoquimico/proteémico descrito arriba puede precederse (o, en algunos
casos, reemplazarse) por evaluacion por perfil de la expresion del gen de genoma amplio de células de tumor o por
analisis espectrométrico de masa de las proteinas expresadas por las células/tejido de tumor de interés. Por
ejemplo, evaluacion por perfil de la expresion del gen de genoma amplio de células de tumor puede llevarse a cabo
para verificar la expresion de varias moléculas de superficie celular, y la presencia de tales antigenos en la superficie
celular de las células de tumor puede confirmarse entonces a través de los métodos de coloracién a base de
anticuerpo como se describe arriba.

Esta disponible informacion adicional acerca de los planteamientos para caracterizar los antigenos de superficie de
células (cancer) en la bibliografia cientifica relevante (por ejemplo, Zhou J, Belov L, Huang PY, Shin JS, Solomon
MJ, Chapuis PH, Bokey L, Chan C, Clarke C, Clarke SJ, Christopherson RI. La evaluacion por perfil de antigeno de
superficie de cancer colorectal utilizando microconjuntos de anticuerpo con multiplexacién de fluorescencia. J
Immunol Methods. 2010;355:40-51; o Carter P, Smith L, Ryan M. Identification and validation of cell surface antigens
for antibody targeting in oncology. Endocr Relat Cancer. 2004;11:659-87).

En una siguiente etapa, la persona experta puede identificar entre los antigenos de superficie celular de las células
de tumor, una combinacién de dos antigenos que no se expresa simultaneamente en otros tipos de células.

Con frecuencia, ya la bibliografia o bases de datos publicamente disponibles pueden proporcionar informacion
detallada acerca de la presencia o ausencia de antigenos de otros tipos de células:

La expresion de diversas moléculas de superficie celular en diversos tipos de células se ha estudiado
sistematicamente por investigadores en las décadas pasadas por inmunofenotipo y evaluacién por perfil de
expresion genética de casi cualquier tipo celular del cuerpo. Por ejemplo, la informacion detallada en la expresion de
mas de 360 antigenos del “grupo de diferenciacion” (o antigenos CD) esta disponible en publicacion (por ejemplo,
“Leukocyte and Stromal Cell Molecules: The CD Markers” por Zola H, Swart B, Nicholson I, and Voss E; John Wiley
& Sons, 1st ed. (2007)) y en bases de datos en linea (por ejemplo,
www.hcdm.org/Moleculelnformation/tabid/54/Default.aspx), e incluye informacién en niveles de expresion y
distribucion de tejido de antigenos, asi como informacion acerca de los anticuerpos reactivos de antigeno y los
epitopos a los que se unen estos anticuerpos.

Igualmente, hay bases de datos publicamente disponibles que proporcionan acceso a una gran cantidad de datos
gendmicos generados por la comunidad cientifica. Por ejemplo, la plataforma de Omnibus de Expresion Genética
(GEO) del Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia (NCBI) de los Estados Unidos (Barrett T et al., NCBI
GEO: archive for functional genomics data sets--10 years en Nucleic Acids Res. 2011;39(Database issue):D1005-10)
archiva y da acceso a una enorme coleccidon de microconjunto, secuenciacion de siguiente generacion, y otras
formas de datos gendmicos funcionales de alto rendimiento, y proporciona ademas interfaces en base a la red y
aplicaciones para facil acceso a esta informacion (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/).

Una vez que un par de dos antigenos se ha identificado a través de estos recursos que parece estar ausente de
otros tipos de células ademas de las células de tumor de interés, una persona experta en la materia puede validar
facilmente la capacidad de adecuacion de la combinacion de antigenos para desarrollo adicional de las
construcciones de polipéptido P1 y P2. Tal validaciéon de que la combinacion identificada de dos antigenos de hecho
no se expresa simultdneamente en otros tipos de células ademas de las células de tumor, puede llevarse a cabo por
analisis immunohistoquimico/immunocitoquimico de una coleccién (opcionalmente grande) de tipos de células y/o
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tejidos clasificados con anticuerpos contra los dos antigenos. Las células y tejidos de cualquier clase pueden
obtenerse de ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo), de los departamentos de patologia y de bancos de
tejido asociados con las universidades e instituciones de investigacién. Una combinacion de antigenos adecuada se
define como un par de anticuerpos que colorea exclusivamente las células de tumor, pero no tejidos saludables o
células saludables (es decir, ambos anticuerpos del par colorean las células de tumor, pero no otros tejidos/células
se colorean por ambos anticuerpos).

Debe observarse que, aunque en muchas situaciones el grado mas alto de especificidad (preferentemente
especificidad absoluta) es, por supuesto, deseable, hay situaciones en el que es aceptable un grado inferior de
especificidad. Por ejemplo, si el conjunto de polipéptidos se utiliza para propédsitos de diagndstico, algun grado de
reactividad cruzada con otros tipos de células o tejidos puede ser aceptable (especialmente en el caso de tumores
solidos, ya que la informacion de posicion adicional ayuda a distinguir las células de tumor de células de reaccion
cruzada). Igualmente, si el conjunto de polipéptidos se utiliza para propdsitos terapéuticos, algun grado de
reactividad cruzada con otros tipos de células o tejidos también puede ser aceptable, dependiendo de la severidad
de la enfermedad en un paciente tratado y del tipo de células/tejidos afectados por la reactividad cruzada. Otras
situaciones donde puede ser aceptable un grado inferior de especificidad pueden originarse en el contexto de un
escenario de trasplante (véase abajo).

En casos donde ningun indicio acerca de que una combinaciéon de antigenos adecuada puede derivarse de la
bibliografia o bases de datos publicas, la presencia/ausencia de los antigenos de superficie celular de las células de
tumor de otros tipos de células puede verificarse por experimentacion directa. Para este fin, una variedad de tipos de
células y/o tejidos obtenibles de las fuentes indicadas arriba, puede someterse a la caracterizacion de célula
protedmica, analisis inmunocitoquimico/inmunohistoquimico y/o evaluacion por perfil de expresion genética. (Debe
observarse que tal analisis de células/tejidos de no tumor tiene que llevarse a cabo solamente una vez para obtener
datos que pueden utilizarse para el disefio de varias construcciones de acuerdo con la invenciéon que pueden
adaptarse para diversas situaciones de diagnostica o terapéuticas diferentes). Al comparar los resultados obtenidos
con la informacién acerca de los antigenos de superficie celular de las células de tumor de interés, puede
identificarse facilmente una combinacion de dos antigenos que no esta presente en cualquier otra célula ademas de
las células de tumor de interés.

Un planteamiento sistematico similar para identificar un par de dos antigenos que es especifico para células de
tumor también se describe en una publicacion reciente por Balagurunathan, que se basa en evaluacion por perfil de
la expresion genética de genoma amplio seguida por inmunohistoquimica (Yoganand Balagurunathan, Gene
expression profiling-based identification of cell-surface targets for developing multimeric ligands in pancreatic cancer.
Mol Cancer Ther 2008;7. 3071-3080). Al utilizar los microconjuntos de ADN, los autores de ese manuscrito
generaron bases de datos de perfiles de expresion genética de ARNm para un numero sustancial de especimenes
de cancer pancreatico y muestras de tejido normal. Los datos de expresion para genes que codifican moléculas de
superficie celular se analizaron por un planteamiento computacional a base de regla multivariada para identificar
combinaciones genéticas que se expresan preferencialmente en células de tumor pero no en tejidos normales. La
co-expresion aberrante de antigenos que constituyen una combinacion de antigenos especifica de tumor se
confirmé entonces utilizando técnicas de inmunohistoquimica convencional en tejido de tumor pancreatico y
microconjuntos de tejido normal.

Habiendo identificado y validado tal una combinacion de antigenos que es especifica para las células de tumor de
interés, las construcciones de polipéptido P1 y polipéptido P2 pueden disefarse por técnicas de ingenieria de
proteina convencional y métodos de biologia molecular (véase, por ejemplo, G Howard y M Kaser, Making and Using
Antibodies: A Practical Handbook, CRC Press, 1st edition (2006); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring narbor Laboratory Press, New York (2001)).

Para muchas moléculas de superficie celular, se caracterizan los anticuerpos monoclonales especificos y por lo
tanto facilmente disponibles. De esta manera, en muchos casos la persona experta puede tener acceso a las células
de hibridoma de anticuerpos monoclonales que son especificos para los antigenos de la combinacion identificada de
antigenos. Teniendo la opcion de elegir de un panel de anticuerpos especifico para un antigeno dado, una persona
experta en la materia puede elegir un anticuerpo reactivo que une un epitopo cercano a la membrana, para
minimizar la distancia de la célula que expresa antigeno de la célula efectora (Bluemel C, Hausmann S, Fluhr P,
Sriskandarajah M, Stallcup WB, Baeuerle PA, Kufer P. Epitope distance to the target cell membrane and antigen size
determine the potency of T cell-mediated lysis by BiTE antibodies specific for a large melanoma surface antigen.
Cancer Immunol Immunother. 2010 Ago;59(8):1197-209). Si no esta disponible tal anticuerpo contra uno o ambos
antigenos de la combinacion identificada de antigenos, los anticuerpos monoclonales contra los antigenos pueden
generarse por técnicas convencional (por ejemplo, G Howard and M Kaser, Making and Using Antibodies: A
Practical Handbook, CRC Press, 1st edition (2006)). Igualmente, varias compafiias ofrecen servicios completos para
la generacion de anticuerpos monoclonales hechos a la medida y células de hibridoma.

La codificacion de ADN o ARNm para los dominios variables de los anticuerpos monoclonales de interés puede

obtenerse de hibridomas por amplificacion PCR o clonacién (Orlandi R, Gussow PT, Jones: Cloning immunoglobulin
variable domains for expression by the polymerase chain reaction. Proc Natl Acad Sci U S A 1989, 86(10):3833-

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 653 287 T3

3837; Wang Z, Raifu M, Howard M, Smith L, Hansen D, Goldsby R, Ratner D: Universal PCR amplification of mouse
immunoglobulin gene variable regions: the design of degenerate primers and an assessment of the effect of DNA
polymerase 3' to 5'exonuclease activity. J Immunol Methods 2000, 233(1-2):167-177; Essono S, Frobert Y, Grassi J,
Cremino C, Boquet D: A general method allowing the design of oligonucleotide primers to amplify the variable
regions from immunoglobulin cDNA. J Immunol Methods 2003, 279:251-266; G Howard and M Kaser, Making and
Using Antibodies: A Practical Handbook, CRC Press, 1st edition (2006)) o de vectores ya establecidos que
comprenden la secuencia de ADN del fragmento variable del anticuerpo respectivo. Con frecuencia, la secuencia
puede extraerse de bases de datos publicas, donde se depositan muchas secuencias, y entonces la construccion
puede generarse incluso por sintesis de gen como se ofrece por varios proveedores de servicio comercial (por
ejemplo, Creative Biolabs, Shirley, USA).

Para formar la construccion de polipéptido P1, la secuencia que codifica el fragmento variable Fv de un anticuerpo
especifico para el primer antigeno del par de antigenos identificados (u, opcionalmente, la secuencia de un
fragmento variable de cadena sencilla derivada de esa secuencia) se utiliza para la primer porcion dirigida (T1) y
esta unida a través de un conector adecuado (codificacion, por ejemplo, para menos de 12 aa) a una secuencia que
codifica el primer fragmento F1 de un dominio funcional (por ejemplo, el dominio V| de un anticuerpo anti CD3). Del
mismo modo, para formar la construccion de polipéptido P2 la secuencia que codifica el fragmento variable Fv de un
anticuerpo especifico para el segundo antigeno del par de antigenos identificados (u, opcionalmente, la secuencia
de un fragmento variable de cadena sencilla derivada de esa secuencia) se utiliza para la segunda porcion dirigida
(T2) y esta unida a través de un conector adecuado a una secuencia que codifica el segundo fragmento F2 de ese
dominio funcional (por ejemplo, el dominio Vy de un anticuerpo anti CD3).

Para cualquier construcciéon de un polipéptido P1 o P2 de acuerdo con la invencién, se consideran las
modificaciones a la construccion o a las secuencias utilizadas para formar la construccion para adaptar la
construccion a necesidades especificas. Por ejemplo, puede modificarse una construccion en una manera que
reduce o anula su inmunogenicidad en humanos. En caso de que una secuencia se derive de un anticuerpo de
origen no humano, tal como un anticuerpo de murino, pueden llevarse a cabo las modificaciones a la secuencia, que
resultan en una inmunogenicidad reducida en humanos mientras retiene o retiene sustancialmente las propiedades
de unién a antigeno del anticuerpo de origen (conocido por la persona experta como “‘humanizar” un
anticuerpo/construccion).

Diversas modificaciones del procedimiento anteriormente descrito y adaptaciones para acomodar las realizaciones y
variaciones descritas en esta aplicacion son evidentes para la persona experta en la materia.

Ademas de las variaciones con respecto a los antigenos a los que se unen especificamente las porciones dirigidas
T1y T2, son posibles varias otras modificaciones. Por ejemplo, en lugar de fragmentos variantes de cadena sencilla
(scFv) como porcion dirigida T1 y/o T2, pueden emplearse otros tipos de anticuerpos monovalentes o estructuras
similares a anticuerpo. Por ejemplo, puede utilizarse un anticuerpo/estructura similar a anticuerpo derivado de un
anticuerpo de llama, camello o tiburén. Ya que los anticuerpos de llama, camello y tiburén tienen una porcion de
union de antigeno que se forma por un dominio sencillo (en lugar de una cadena Vy y V), el polipéptido resultante
P1 o P2 es mucho mas pequefo y de esta manera puede penetrar mejor en tejidos de tumor.

Ademas, ya que muchos antigenos relevantes de tumor son receptores unidos a la superficie celular, Fv de cadena
sencilla de porcion dirigida T1 y/o T2 puede reemplazarse por el ligando natural o artificial de tal un receptor unido a
superficie celular. Como anticuerpos, estos ligandos naturales o artificiales confieren excelente especificidad hacia el
receptor dirigido. Alternativamente, la porcion dirigida T1 y/o T2 puede ser un aptamero.

Igualmente, para mejorar la afinidad de unién de un resto diana hacia el antigeno, la porcion dirigida puede
multimerizarse y/o alterarse por glicosilacion u otros tipos de modificacion post-traslacional o quimica u optimizarse a
través de mutagénesis dirigida en sitio o un proceso de seleccion de despliegue en fago.

Igualmente, los fragmentos F1 y F2 (es decir, los fragmentos V. y Vi de Fv anti CD3 en la realizacion ejemplificativa
anteriormente descrita) pueden reemplazarse por fragmentos de un dominio funcional F diferente, resultando en un
efecto bioldgico diferente en la complementacion de los dos fragmentos. Al utilizar fragmentos de anti CD56, anti
CD1a, o anti CD16a, pueden reclutarse y activarse células asesinas naturales. Al utilizar fragmentos de anti CD16,
pueden reclutarse y activarse células asesinas naturales, leucocitos polimorfonucleares de neutréfilo, monocitos y
macrofagos. Al utilizar fragmentos de anti CD32a, anti CD32b, anti CD89, anti CD16a, o anti CD64, pueden
reclutarse y activarse macréfagos. Al utilizar fragmentos de anti CD32a, anti CD32b, anti CD64, o anti CD89, pueden
reclutarse y activarse monocitos. Al utilizar fragmentos de anti CD16b, anti CD89, anti CD32a, anti CD32b, o anti
CD64, pueden reclutarse y activarse granulocitos. Igualmente, alternativamente a anti CD3, también pueden
reclutarse y activarse células T al utilizar fragmentos de anti CD2, anti CD5, anti CD28, o anti TCR (receptor de
célula T). Informacién adicional u opciones adicionales que consideran el reclutamiento y activacion de células
efectoras a través de union de anticuerpo, estan disponibles a partir de la bibliografia publicada, por ejemplo,
“Bispecific Antibodies” por Roland E. Kontermann (editor), Springer Berlin Heidelberg; 1a Edicion. (2011).
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Una opcidn adicional es utilizar un conjunto de polipéptidos P1 y P2 con fragmentos F1 y F2 de un dominio funcional
F que une un antigeno en una célula efectora en la complementacion de los dos fragmentos, pero en el que la unién
a este antigeno de la célula efectora no causa activacion de dicha célula efectora. Este conjunto de polipéptidos
(“primer conjunto de polipéptidos”) se utiliza entonces (por ejemplo, administra a un paciente) en combinacién con un
segundo conjunto de polipéptidos con fragmentos de un dominio funcional F que en la complementacién se une a un
segundo antigeno diferente en la misma célula efectora, pero en el que unir de nuevo a este antigeno de la célula
efectora no causa activacion de la célula efectora. Los antigenos a los cuales el primer y el segundo conjuntos de
polipéptidos se unen se eligen en una manera que, mientras la unién de solamente uno de los dos antigenos en las
células efectoras no resulta en activacion de la célula efectora, la unién de ambos antigenos en la célula efectora
simultaneamente conduce a activacion de la célula efectora. Esto tiene las ventajas que (1) pueden utilizarse los
antigenos en células efectoras que no funcionan individualmente, pero requieren la coestimulacion de un segundo
antigeno, y (2) el numero de diferentes antigenos que dicta la especificidad con la cual una cierta célula (tal como
una célula cancerigena) se diferencia de otras células, puede incrementarse de dos (si el primer y segundo conjunto
de polipéptidos tienen las mismas porciones dirigidas T1 y T2, respectivamente) hasta cuatro antigenos diferentes
(si el primer y segundo conjunto de polipéptidos no tienen porcién dirigida en comun).

Los efectos similares pueden lograrse con dos conjuntos de polipéptidos con diferentes porciones dirigidas, pero el
mismo dominio funcional. Estos conjuntos de polipéptidos se disefian para tener un dominio funcional dirigido contra
un antigeno de célula efectora que permite normalmente que cada conjunto de polipéptidos por si mismo active la
célula efectora. Sin embargo, ambos conjuntos de polipéptidos se utilizan en una concentracién que es solamente
demasiado baja para causar la activacion eficiente de la célula efectora. Si ambos conjuntos de polipéptidos estan
presentes simultaneamente (por ejemplo, en la administracion simultdnea a un paciente), cada conjunto de
polipéptidos por si mismo no es capaz de activar la célula efectora (debido a su baja concentracion), mientras la
combinacién de ambos conjuntos de polipéptidos si lo es (debido a que los efectos de los dos conjuntos de
polipéptidos actian sinergisticamente y de esta manera la suma de los efectos causados por los dos conjuntos de
polipéptidos es suficiente para activar la célula efectora).

Como otra alternativa para reclutamiento/activacion de células efectoras, puede seguirse un planteamiento
“predirigido”, como se establece bien para construcciones de anticuerpos biespecificas (Cancer Imaging and
Therapy with Bispecific Antibody Pretargeting. Goldenberg DM, Chatal JF, Barbet J, Boerman O, Sharkey RM.
Update Cancer Ther. 2007 Mar;2(1):19-31). Para este fin, F1 y F2 se sustituyen por fragmentos V4 y V. de un
anticuerpo especifico para un antigeno, una molécula portadora (es decir, una molécula/parte de una molécula que
no se reconoce como extrafia por el sistema inmune del paciente a quien se administra dicho conjunto de
polipéptidos o una molécula que no causa o solamente causa una reaccién inmune débil por un paciente a quien se
administra) o una etiqueta de afinidad. Subsiguiente (o simultaneamente) a administrar los polipéptidos P1y P2, se
administra un compuesto de diagndstico o terapéutico acoplado a dicho antigeno, molécula portadora o etiqueta de
afinidad. Solamente las células que llevan ambos antigenos A1y A2 en su superficie se unen por ambos polipéptido
P1 y polipéptido P2. Consecuentemente, solamente en estas células, la complementacion funcional conduce a la
generacion de un sitio de unién capaz de reclutar el compuesto de diagndstico o terapéutico a través de dicho
antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad. Este planteamiento permite el direccionamiento exclusivo de
células dirigidas combinadas con la posibilidad de administracién y dosificacion precisa de compuestos terapéuticos
como toxinas o sustancias radioactivas o compuestos de diagndstico, mientras las células que no expresan los
antigenos o expresan solamente uno de los antigenos no se afectan.

Una molécula portadora adecuada, puede por ejemplo ser un péptido o una molécula de carbohidrato.
Preferentemente, la molécula portadora puede ser gelatina, dextrano, o almidén de hidroexietilo, que son
expansores de plasma comunes que son metabdlicamente inertes, permanecen en la sangre y, si son
suficientemente pequefos, se eliminan renalmente. Alternativamente, la molécula portadora puede ser inulina, una
molécula metabdlicamente inerte que se utiliza rutinariamente en la clinica para la determinacion de espacio
glomerular (y, ademas, existen anticuerpos que reconocen especificamente inulina).

Una etiqueta de afinidad adecuada puede ser, por ejemplo, una etiqueta FLAG, una etiqueta myc, una etiqueta de
glutation-S-transferasa (GST), una etiqueta de hemaglutinina (HA), una etiqueta de polihistidina (His), o una etiqueta
de proteina de union de maltosa (MBP), una etiqueta de digoxigenina (DIG).

El compuesto terapéutico acoplado al antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad puede, por ejemplo, ser
un compuesto radiactivo o una toxina.

Los compuestos radiactivos adecuados son, por ejemplo, compuestos que comprenden QOY, 177Lu, 131I, 32P, 10B, o
213Bj. El reclutamiento del antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad enlazada al compuesto radiactivo a
células que expresan tanto el primer como el segundo antigeno conduce a acumulacion de radioactividad sobre el
sitio de tumor, resultando en destruccion especifica de células/tejido de tumor.

Alternativamente, el compuesto terapéutico acoplado al antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad puede,

por ejemplo, ser un compuesto téxico que no es capaz de cruzar la membrana celular sin unidn previa a la superficie
celular.
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Este prerrequisito se cumple por los componentes A de las toxinas AB clasicas derivadas de un nimero de bacterias
patogénicas como Clostridium perfringens, C. botulinum, C. difficile, B. anthracis y otros. Las toxinas AB son
complejos de proteina de dos componentes que interfieren con las funciones internas de la célula. El componente A
es el componente “activo” (es decir, mata una célula en la penetraciéon de membrana), pero no es capaz de cruzar la
membrana celular por si mismo. El componente B es el componente de “unién” que por si mismo no es toéxico, pero
es esencial para la toma y penetracion de membrana del componente A.

Por ejemplo, el antigeno protector (PA) Bacillus anthracis es un componente B de toxina clasica que media la toma
del factor de edema de exotoxinas de antrax actual y el factor letal (LF). LF sin el componente PA no es téxico ya
que LF por si mismo no penetra las membranas y de esta manera no puede ejecutar sus capacidades patogénicas
(Pezard C, Berche P, Mock M. "Contribution of individual toxin components to virulence of Bacillus anthracis" 1991
Infect. Immun. 59 (10): 3472). Sin embargo, cuando se une a moléculas de superficie celular, LF se interioriza y es
altamente toxico a la célula.

En la dimerizacion de los polipéptidos P1 y P2, se reconstituye la funciéon del dominio funcional F. A través de la
interaccion del dominio funcional reconstituido con el antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad acoplada a
la toxina, la toxina se recluta a la membrana celular de las células dirigidas, se incorpora en las células y mata las
células.

Este principio se adapta facilmente a los propdsitos de la invencién por la persona experta, ya que se utiliza
ampliamente en las asi llamadas inmunotoxinas, donde un resto diana, principalmente un dominio similar a
anticuerpo o ligando natural, se acopla al componente de toxina (véase, por ejemplo, Immunotoxins for targeted
cancer therapy. Kreitman RJ, AAPS J. 2006 Aug 18;8(3):E532-51). Los ejemplos incluyen inmunotoxinas en base a
toxina de difteria (tal como Denileukin diftitox (marca comercial de EE.UU. Ontak) que se ha aprobado por FDA para
el tratamiento de algunos linfomas de célula T) o a base del Factor Letal B. anthracis (Pastan |, Hassan R,
FitzGerald DJ, Kreitman RJ (2007). “Immunotoxin treatment of cancer”. Annu. Rev. Med. 58: 221-37).

Los componentes A adecuados de las toxinas AB pueden, por ejemplo, ser factor de edema B. anthracis, factor letal
B. anthracis, toxina iota C. perfringens, toxina C2 C. botulinum, ADP-ribosiltransferasa C. difficile, fragmento A de
toxina de difteria C. diphtheriae.

Alternativamente, el compuesto terapéutico puede, por ejemplo, ser un compuesto citotéxico que es toxico en la
entrada en una célula y que es capaz de cruzar la membrana celular por si mismo sin unién previa a la superficie
celular. En este caso, el antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad al(la) cual se acopla el compuesto
terapéutico se selecciona de manera que previene que el conjugado resultante (es decir, el compuesto terapéutico
unido al antigeno/molécula portadora/etiqueta de afinidad) cruce las membranas celulares y entre en las células sin
union anterior del conjugado a la superficie celular (una molécula portadora adecuada puede, por ejemplo, ser un
portador de almidén de hidroexietilo). De esta manera, tal un conjugado no entra en las células sin union previa a su
superficie celular; una vez que tal un conjugado se une a la superficie celular, sin embargo, se interioriza en la célula
y el compuesto toxico mata la célula. El conjugado no se une a las células, al menos que se reclute en la presencia
del conjunto inventivo de polipéptidos a células que simultaneamente expresan ambos antigenos, A1y A2, en su
superficie celular. Tales células se unen y reclutan ambos polipéptidos P1 y P2, y el dominio funcional reconstituido
se une especificamente a y recluta el antigeno/molécula portadora/etiqueta de afinidad que, a su vez, resulta en la
interiorizacion del compuesto terapéutico. En consecuencia, se realiza una muerte especifica de células que llevan
ambos antigenos, A1 y A2, en su superficie celular. Los compuestos citotoxicos que pueden utilizase en este
contexto incluyen por ejemplo, auristatina, ricina, saponina, briodina 1, bouganina, gelonina, proteina antiviral de
Phytolacca americana (PAP), antifolatos, alcaloides vinca, antraciclinas, caliqueamicina, ribonucleasa, abrina,
modecina, o Listeriolisina O.

El compuesto de diagnostico acoplado al antigeno, molécula portadora o etiqueta de afinidad puede, por ejemplo,
ser un compuesto radiactivo, un fluoréforo, o un compuesto capaz de mediar bioluminiscencia.

Los compuestos radiactivos adecuados son, por ejemplo, compuestos que comprenden ®mTe, "In, ¥Rb o 2'7I.
Tales compuestos se detectan por procedimientos de formacion de imagenes médicos bien conocidos en la clinica.

Alternativamente, un compuesto fluorescente puede utilizarse como compuesto de diagnoéstico, tal como GFP
(proteina fluorescente verde) o una variante GFP (por ejemplo, BFP (proteina fluorescente azul), CFP (proteina
fluorescente cian), o YFP (proteina fluorescente amarilla)), o un compuesto de molécula pequefia fluorescente como
FITC (isotiocianato de fluoresceina) o PE (ficoeritrina), tintes alexa flior (tal como AlexaFluor488 y tintes
relacionados vendidos por Molecular Probes, por ejemplo) o tintes de cianina (tales como Cy3 (Indocarbocianina) o
Cy5 (Indodicarbocianina) o tintes relacionados).

Alternativamente, un compuesto capaz de mediar bioluminiscencia puede utilizarse como compuesto de diagnéstico,
tal como una luciferasa, por ejemplo luciferasa de Gaussia (Chopra A. Gaussia princeps luciferase. In: Molecular
Imaging and Contrast Agent Database (MICAD) [base de datos en linea]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US), NCBI; 2004-2012. Disponible de: http://micad.nih.gov.). Se establece bien el empleo de luciferasa de
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Gaussia para formacion de imagenes in vivo (véase, por ejemplo, Santos EB et al. Sensitive in vivo imaging of T
cells using a membrane-bound Gaussia princeps luciferase. Nat Med. 2009 Mar;15(3):338-44. Epub 2009 Feb 15; o
Inoue Y et al. Gaussia luciferase for bioluminescence tumor monitoring in comparison with firefly luciferase. Mol
Imaging. 2011 Oct 1;10(5):377-85. doi: 10.2310/7290.2010.00057. Epub 2011 Abr 26; véase también abajo para
detalles adicionales).

Igualmente, los fragmentos F1 y F2 (es decir, los fragmentos V. y Vi de Fv anti CD3 en la realizacion ejemplificativa
anteriormente descrita) pueden reemplazarse por fragmentos V. y Vy de un anticuerpo que es especifico para un
compuesto de diagndstico o terapéutico (es decir, en este caso, el dominio funcional F es capaz de unirse
directamente al compuesto de diagndstico o terapéutico). Aqui, pueden considerarse los mismos compuestos de
diagndstico y terapéuticos como se describen arriba en el contexto del planteamiento “predirigido”.

Adicionalmente, se describe en el presente documento que los fragmentos F1 y F2 (es decir, los fragmentos V. y V4
de Fv anti CD3 en la realizacion ejemplificativa anteriormente descrita) pueden reemplazarse por fragmentos de un
compuesto fluorescente o bioluminiscente que son bioldgicamente inactivos por si mismos, pero recuperan su
funcién (es decir, su capacidad para mediar la fluorescencia o bioluminiscencia) al asociar los dos fragmentos y
complementacion funcional, permitiendo de esta manera la identificacion especifica de células que llevan ambos
antigenos A1y A2.

Un namero de moléculas fluorescentes que pueden utilizarse en este contexto se conocen bien y se caracterizan en
la materia incluyendo, pero no limitandose a, GFP (proteina fluorescente verde), derivados GFP (como YFP
(proteina fluorescente amarilla) y CFP (proteina fluorescente cian), Venus (Nagai T et al., A variant of yellow
fluorescent protein with fast and efficient maturation for cell-biological applications. Nat Biotechnol. 2002
Ene;20(1):87-90), o Cerulean (CFP Aumentado con sustituciones de S72A, Y145A y H148D)). Para estas moléculas,
se describen los fragmentos de divisidn que se auto-ensamblan en la situacion de proximidad en un proceso llamado
complementacion de fluorescencia bimolecular (BiFC).

Por ejemplo, GFP, CFP, Venus, Venus con una sustitucion de M153T, o Cerulean puede dividirse después del
aminoacido 155 (es decir, por ejemplo, fragmento F1 puede comprender aminoacidos 1-155 de GFP, mientras el
fragmento F2 puede comprender aminoacidos 156-245 de GFP, o vice versa). Alternativamente, YFP o Venus
pueden dividirse después del aminoacido 173. Los detalles adicionales en GFP de division y variantes de GFP de
division pueden encontrarse en Kerppola TK., Visualization of molecular interactions using bimolecular fluorescence
complementation analysis: characteristics of protein fragment complementation. Chem Soc Rev. 2009;38:2876-86.

Un ejemplo de una molécula que media bioluminiscencia y que puede utilizarse en este contexto es luciferasa de
division. Es particularmente adecuada la luciferasa de Gaussia princeps, que no requiere que los cofactores sean
activos y cataliza la oxidacion del sustrato de luciferina de celentéreo (coelenterazina) en una reaccién que emite
azul claro, o derivados de luciferasa de Gaussia (Remy | and Michnick S, A highly sensitive protein-protein
interaction assay based on Gaussia luciferase. Nature Methods - 3, 977 - 979 (2006)). Por ejemplo, el fragmento F1
puede comprender un fragmento del término N de luciferasa de Gaussia a Gly-93, mientras el fragmento F2 puede
comprender un fragmento de Glu-94 al término C de luciferasa de Gaussia, o viceversa (véase Remy | and Michnick
S, Nature Methods, 2006 para detalles). Se ha establecido la aplicacion del sistema de luciferasa de division de
Gaussia in vivo (Luker et al., In vivo imaging of ligand receptor binding with Gaussia luciferase complementation.
Nature Medicine 2011, doi:10.1038/nm.2590), que permite la adaptacion directa para los propédsitos de la presente
invencién por un experto.

La formacion de imagenes intravitales de lesiones de tumor es de importancia eminente en casos donde las células
de cancer infiltran los tejidos y la eliminacién completa de todas las células transformadas es prerrequisito para cura.
Un cirujano que busca las células de cancer diseminadas en el sitio de operacion puede utilizar GFP de division o
derivados de GFP de division fusionados a las porciones dirigidas y un laser ayuda al sistema de camara de
fluorescencia Multiespectral para la deteccion de células que expresan de manera aberrante un perfil de antigeno
dirigido, similar al uso intraoperativo de fluorescencia o bioluminiscencia que ya se explota en algunos escenarios
clinicos (van Dam GM et al., Intraoperative tumor-specific fluorescence imaging in ovarian cancer by folate receptor-
a targeting: first in-human results. Nat Med. 2011 Sep 18;17(10):1315-9; Luker et al., In vivo imaging of ligand
receptor binding with Gaussia luciferase complementation. Nature Medicine 2011, doi:10.1038/nm.2590).

Para la deteccion de luciferasa de division complementada, es obligatoria la aplicacion de un sustrato para
luciferasa, que puede ser luciferina o coelenterazina. Coelenterazina se prefiere debido a que coelenterazina emite
luz independiente de ATP y se establece bien para formacién de imagenes in vivo y aplicaciones in vivo. Un cirujano
sera capaz de visualizar células de cancer después de haber etiquetado el tumor con el polipéptido P1y P2 e
inyectar una cantidad no toxica de coelenterazina intravenosamente.

En otra realizacion ejemplificativa, el principio inventivo se aplica en el contexto de un paciente quien padece de un
tumor hematopoyético y quien recibié un trasplante de células hematopoyéticas sanas de otra persona (el donante).
Aqui, el conjunto de polipéptidos de acuerdo con la invencidon puede utilizarse para la eliminacion especifica (o
deteccion) de células hematopoyéticas malignas restantes del receptor después del trasplante de células
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hematopoyéticas sanas del donante.

Para destruir las células hematopoyéticas malignas en un paciente que padece de un tumor hematopoyético, el
paciente puede someterse a quimioterapia y/o terapia de radiacion. Subsiguientemente, el paciente recibe un
trasplante de células hematopoyéticas sanas de un donante.

Para minimizar el riesgo de rechazo de trasplante o enfermedad de injerto contra hospedador, se prefiere
habitualmente el trasplante de tejido/células (por ejemplo, médula ésea) de un donante quien tiene el mismo
conjunto de moléculas MHC (complejo de histocompatibilidad principal). Sin embargo, con frecuencia no puede
identificarse un donante con el mismo conjunto de moléculas MHC (“donante con HLA idéntico”). Por lo tanto se
emplean cada vez mas, injertos de trasplante con una o dos incompatibilidades en el conjunto de variantes MHC,
sangre de corddn sin relacionar con hasta tres incompatibilidades, o trasplantes haploidénticos. De acuerdo con lo
anterior, es comun que hay al menos una diferencia distintiva entre el conjunto de moléculas MHC expresadas por
las células del receptor y las células del donante.

En el trasplante de acuerdo con esta realizacion ejemplificativa de la invencion, se utilizan las células donantes que
son distintas de las células receptoras con respecto a al menos una de sus variantes HLA. Esto significa que hay al
menos un “antigeno distintivo” que esta presente en la superficie celular de las células receptoras, pero no en la
superficie celular de las células donantes. Por ejemplo, el antigeno distintivo puede ser HLA-A2, si el paciente (es
decir, el receptor) es HLA-A2 positivo, mientras el donante es HLA-A2 negativo.

A pesar de la quimioterapia/terapia de radiacion, las células hematopoyéticas malignas individuales del receptor
pueden escaparse de la erradicacion. Ya que las células hematopoyéticas malignas supervivientes son células
receptoras, llevan el antigeno distintivo que diferencia las células receptoras de las células donantes. Al mismo
tiempo, hay células de origen de linaje hematopoyético y de esta manera tienen marcadores de este linaje celular, tal
como CD45, en su superficie celular. Los blastos leucémicos y otras células hematopoyéticas del paciente son las
Unicas células que despliegan simultaneamente el antigeno distintivo (aqui HLA-A2) y marcadores de linaje celular
hematopoyético (aqui CD45). El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la invencidon explota este hecho para
eliminar especificamente estas células.

Para este fin, la primera porcion dirigida T1 del primer polipéptido P1 puede ser un scFv especifico para el antigeno
distintivo que esta presente solamente en células receptoras (aqui HLA-A2). Como el fragmento F1 del dominio
funcional F, puede elegirse la region variable de la cadena ligera (V) de un anticuerpo especifico CD3¢. La segunda
porcién dirigida T2 del segundo polipéptido P2 puede ser un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) especifico
para CD45. Como el fragmento F2 del dominio funcional F, puede elegirse la region variable de la cadena pesada
(VH) de dicho anticuerpo especifico CD3¢. (Naturalmente, igualmente es posible utilizar la regién variable de la
cadena pesada (V) de un anticuerpo especifico CD3e como el fragmento F1 y la regidn variable de la cadena ligera
(VL) de dicho anticuerpo especifico CD3e como el fragmento F2. Como es evidente para una persona experta en la
materia, este es un principio general, y generalmente es posible cambiar los fragmentos utilizados por el fragmento
F1 y fragmento F2). No es V| del anticuerpo especifico CD3¢ capaz de emplear CD3¢ en la ausencia de Vy, ni s Vy
del anticuerpo especifico CD3¢ capaz de emplear CD3¢ en la ausencia de V\.. De acuerdo con lo anterior, ni P1 ni P2
es por si mismo capaz de unirse a CD3¢.

Sin embargo, si tanto el antigeno distintivo (por ejemplo, HLA-A2) como el antigeno CD45 estan presentes en una
célula unica, la unién a sus antigenos respectivos acerca los dos polipéptidos P1 y P2. Como una consecuencia, se
ensamblan los dominios V4 y Vi no en par, resultando en heterodimerizacion de los polipéptidos P1y P2 y en la
formacién de un fragmento de anticuerpo variable funcional Fv de los dominios V4 y Vi que es capaz de unirse a
CD3¢ (véase Figura 2).

Como un resultado, las células T se reclutan y activan a través de CD3g, y la célula que lleva tanto HLA-A2 como
CD45 en su superficie celular, se elimina especificamente por una respuesta de célula T citotdxica.

Una persona experta en la materia entiende que, dentro del principio de la presente invencién, son posibles diversas
variaciones a esta realizacion ejemplificativa.

Por ejemplo, en el polipéptido P2 el fragmento scFv que reconoce el marcador de linaje celular hematopoyético
CD45 puede reemplazarse por un fragmento scFv que reconoce un marcador de un linaje celular o tipo celular
diferente, es decir, la porcion dirigida T2 puede ser un dominio que especificamente une un antigeno que es
especifico para un linaje celular diferente al linaje celular hematopoyético o para un cierto tipo celular (para una lista
detallada de varios marcadores de linaje celular y marcadores de tipo celular que pueden utilizarse en este contexto
véase David J. Dabbs, Diagnostic immunohistochemistry, Churchill Livingstone, 3a edicion (2010); o F Lin and J
Prichard, Handbook of Practical Immunohistochemistry: Frequently Asked Questions, Springer, New York, 1a edicion
(2011)). Para adaptar el conjunto de polipéptidos a un marcador de linaje celular/marcador de tipo celular alternativo,
es suficiente reemplazar la porcion dirigida T2 de polipéptido P2 con un resto diana que tiene especificidad de unién
para el marcador de linaje celular/marcador de tipo celular alternativo, deseado.
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Por ejemplo, en la situacion de carcinoma de célula renal metastatica (RCC), una persona experta en la materia
puede consultar las bases de datos arriba citadas para informacién acerca de las proteinas de superficie celular con
expresion restringida a células de rifidn. Entre muchas otras moléculas, aprendera que la expresion de ciertos
miembros de la familia de acuaporina se confina a células de rifién y eritrocitos. Habiendo obtenido esta informacion,
una persona experta en la materia construira un polipéptido P2 que reconoce un miembro de la familia de
acuaporina que se confina a células de rifidn y eritrocitos fusionados a la region variable de la cadena pesada (Vh)
de un anticuerpo especifico CD3e. En caso de que el paciente que padece carcinoma celular renal es HLA A2
positivo y un trasplante de rifidn de un donante sano es HLA A2 negativo, el médico que trata al paciente puede
utilizar las dos construcciones (anti-acuaporina fusionada a anti-CD3 (Vu) y anti-HLA A2 fusionada a la cadena ligera
(VL) de dicho anticuerpo especifico CD3¢). En este caso, todas las células que expresan simultdneamente dicha
acuaporina y HLA A2 se etiquetaran para lisis por las células T que son células de carcinoma celular renal y tejidos
metastaticos. Las células de rifion donadas por el donante sano son HLA A2 negativas y no se atacaran. Ya que los
eritrocitos pierden la expresion de HLA a lo largo del proceso de ontogenia y de esta manera no llevan las moléculas
HLA en sus superficies, se utilizaran a pesar de expresar grandes cantidades de acuoporinas. De nuevo, una
acuaporina de direccionamiento de anticuerpo biespecifico sin complementacién, convencional mediaria la muerte
de todas las células de rifion del donante y receptor asi como los eritrocitos. Un anticuerpo biespecifico que dirige
HLA A2 en un paciente HLA A2 positivo mas probablemente seria fatal, ya que cada célula receptora excepto los
eritrocitos expresan HLA A2 y pueden atacarse por las células T redirigidas.

Otro ejemplo es carcinoma hepatocelular (HCC). Los hepatocitos se incluyen grandemente en un nudmero de
procesos metabolicos incluyendo el trafico de lipoproteinas. Para este fin, los hepatocitos expresan receptores para
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en sus superficies (miembro 1 del receptor depurador clase B, SCARB1). El
tratamiento de un paciente HLA A2 positivo que padece HCC que expresa SCARB1 en la superficie de células de
tumor y metastasis puede realizarse por una construccion de Polipéptido P2 que comprende un dominio scFv que
dirige SCARB1 fusionado a la region variable de la cadena pesada (V) de dicho anticuerpo especifico CD3¢ y un
Polipéptido P1 (scFv anti-HLA A2 fusionado a la cadena ligera (V.) de dicho anticuerpo especifico CD3¢) y trasplante
de células de higado de un donante HLA A2 negativo, sano. En este caso, todos los hepatocitos y células malignas
derivadas de hepatocito que expresan ambos, SCARB1 y HLA A2, se etiquetaran para lisis por linfocitos T. Los
hepatocitos del donante que carece de HLA A2 se utilizaron también como células donantes SCARB1 negativas que
expresan HLA A2. Ya que la expresion de SCARB1 también se reportd para células que participan en sintesis de
esteroide en la glandula adrenal, estas células probablemente también se destruiran por células T redirigidas,
resultando en enfermedad de Addison.

Se conocen varios marcadores que son especificos para ciertos tipos de células o linajes celulares o unos pocos
tipos/linajes de células (para una lista de ejemplos, véase arriba). Mas informacion acerca de los marcadores de
linaje, antigenos de diferenciacion y marcadores de tejido asi como su distribucion de tejido esta faciimente
disponible a partir de fuentes publicadas (véase, por ejemplo, David J. Dabbs, Diagnostic immunohistochemistry,
Churchill Livingstone, 3rd edition (2010); o F Lin and J Prichard, Handbook of Practical Immunohistochemistry:
Frequently Asked Questions, Springer, New York, 1st edition (2011)) y bases de datos publicas (tal como Gene
Expression Atlas of the European Bioinformatics Institute (EBI), http://www.ebi.ac.uk/gxa/; o la plataforma de Gene
Expression Omnibus (GEO), véase arriba). Igualmente, pueden identificarse y/o verificarse tales marcadores en una
manera directa por un experto utilizando métodos similares como se describe arriba para la identificacion de
combinaciones especificas de tumor de antigenos.

En ciertas realizaciones preferidas, se utiliza un antigeno con especificidad menos perfecta para un cierto tipo celular
o linaje celular (es decir, se utiliza un antigeno que esta presente en mas de uno, pero preferentemente solamente
en unos pocos, tipos de células o linajes celulares). En algunas realizaciones, se utiliza un antigeno que se expresa
por dicho tipo de célula/linaje celular a una tasa mas alta o a una cantidad o proporcién mas alta que por otros tipos
de células/linajes celulares, en el sentido que puede haber una expresion pequefia pero detectable de dicho
antigeno también en otros tipos de células/linajes celulares.

El concepto puede adaptarse ademas a cualquier otro haplotipo HLA ademas de HLA-A2 utilizado en la realizacion
ejemplificativa de arriba, siempre que las células receptoras sean positivas para este antigeno HLA y las células
donantes sean negativas para él. Los antigenos HLA posibles incluyen, entre otros, HLA A1, HLA A2, HLA A3, HLA
A25, HLA B7, HLA B8, HLA B35, HLA B44 y HLA Cw3, HLA Cw4, HLA Cw6, HLA Cw7. Para adaptar el conjunto de
polipéptidos a un antigeno HLA alternativo, es suficiente para reemplazar la porcion dirigida T1 de polipéptido P1
con un resto diana que tiene especificidad de unién para el antigeno HLA alternativo, deseado. Por una eleccion
apropiada de la porcién dirigida T1, por supuesto, también es posible, por su puesto, eliminar especificamente
células donantes.

Igualmente, en lugar de un dominio V. y un dominio V4 que al ensamblarse forman un dominio capaz de unirse a
CD3¢ (es decir, fragmento F1 y fragmento F2 de polipéptidos P1 y P2, respectivamente), el dominio V| y dominio Vy
pueden reemplazarse con dominios/fragmentos que al ensamblarse confieren una funcién diferente al dimero
resultante. En este aspecto, son igualmente aplicables todas las variaciones descritas arriba para la realizacion
ejemplificativa que se relaciona con la eliminacion/deteccion de células de tumor identificadas por una combinacion
especifica de dos antigenos de superficie celular. Por ejemplo, en ensamble, el dominio funcional complementado
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puede mediar la unién/activacion de otras células efectoras que las células T, puede adaptarse a un planteamiento
“predirigido”, puede unir un compuesto de diagnostico o terapéutico, o puede formar una molécula
fluorescente/molécula capaz de mediar bioluminiscencia.

Por su puesto pueden considerarse las diversas opciones para la eleccion de los fragmentos F1 y F2 y para la
eleccion de las porciones dirigidas T1 o T2 descritas arriba en la realizaciéon ejemplificativa que se relaciona con la
aplicacion del principio inventivo para la eliminacién especifica de células de tumor.

A partir de las variaciones y realizaciones ejemplificativas descritas, estara claro para una persona experta en la
materia que el principio inventivo descrito arriba no solamente puede utilizarse para la identificacion/eliminacion
altamente especifica de células de tumor o de células receptoras malignas restantes después de un trasplante de
célula, sino que también para la identificacién/eliminacion de cualquier otro tipo celular que lleva una combinaciéon
especifica de dos antigenos que la distingue de otros tipos de células.

A continuacion, se hace referencia a las figuras:

La Figura 1 muestra el principio de la invencioén. Figura 1A: Antigenos y disefio de polipéptidos P1 y P2. Figura 1B:
Si una célula expresa ambos antigenos 1 y 2 en su superficie celular, la unién simultanea de polipéptido P1 y
polipéptido P2 a la superficie de esta célula acerca P1 y P2, causa la asociacion de fragmentos F1 y F2 y
restauracion de la funcion biolégica de dominio F por complementacion. No ocurre restauracion de funcion biologica
si solamente el antigeno A1 (Figura 1C) o antigeno A2 (Figura 1D) esta presente en la superficie celular.

La Figura 2 muestra una realizacion ejemplificativa de la invencién en un escenario de trasplante alogénico para
neoplasias hematopoyéticas con antigenos HLA incompatibles. En esta situacion, la informacion dual del haplotipo
HLA receptor (HLApaciente) ¥ Origen de linaje hematopoyético (CD45) se despliega exclusivamente en blastocitos
leucémicos y otras células hematopoyéticas del paciente. El primer polipéptido P1 comprende una construccion de
anticuerpo de fragmento variable de cadena sencilla dirigida contra HLA del paciente (porcion dirigida T1) fusionada
al fragmento V| de anti CD3 (fragmento F1). El segundo polipéptido P2 comprende una construccion de fragmento
variable de cadena sencilla especifica para el marcador de linaje hematopoyético CD45 (porcion dirigida T2),
fusionada al fragmento de division Vy de Fv anti CD3 (fragmento F2).

CD45: antigeno especifico para células hematopoyéticas. HLApaciente: HLA-antigeno especifico para células del
paciente, es decir, una variante alélica de MHC de humano que esta presente en la superficie de células de paciente
(=células del receptor de trasplante de célula), pero ausente de la surface de células donantes. scFv aCD45: scFv
con especificidad de union para CD45. scFv aHLApacente: SCFV con especificidad de union para paciente HLA.
CD3(Vh): region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina de un anticuerpo con especificidad de union
para CD3. CD3(V.): regién variable de una cadena ligera de inmunoglobulina de un anticuerpo con especificidad de
unién para CD3.

En la unién de las dos construcciones a través de sus scFv aCD45 y scFv aHLApacente, respectivamente, a una
célula que lleva tanto CD45 y el antigeno HLApaciente, ensamble de CD3(Vu) con CD3(VL) conduce a
complementacion funcional del anticuerpo con especificidad de unién para CD3, de esta manera, permitiendo el
reclutamiento especifico y activacion de células T a través de las moléculas CD3 en su superficie celular.

La Figura 3 muestra las construcciones utilizadas en los experimentos representados en las Figuras 4-9.
(Construccion 85 difiere de la construccion 71 por el hecho de que la construccion 85 tiene una etiqueta FLAG
mientras la construcciéon 71 tiene una etiqueta myc. Construccion 75 difiere de la construccion 82 por el hecho de
que la construccién 75 tiene una etiqueta FLAG mientras la construccion 82 tiene una etiqueta myc) VyCD3: region
variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-CD3; V. CD3: region variable de la cadena ligera de un
anticuerpo anti-CD3; VHA2: region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-HLA-A2; V A2: region variable
de la cadena ligera de un anticuerpo anti-HLA-A2; V| 45: region variable de la cadena pesada de un anticuerpo anti-
CD45; V145: region variable de la cadena ligera de un anticuerpo anti-CD45; L18, L7, L15, L6, L19: conector de 18,
7, 15, 6, 19 aminoacidos, respectivamente.

La Figura 4 muestra construcciones scFv de cadena sencilla biespecificas aleatorias, convencionales utilizadas para
controlar el sistema de ensayo. Brevemente, las construcciones de anticuerpos biespecificas con especificidad para
CD3 y HLA A2 se concentraron como se indica en un co-cultivo de U266, una estirpe de mieloma positiva CD45, una
positiva HLA A2, y células T negativas HLA A2 (células mononucleares de sangre periférica eliminada de monocito),
y se determiné la produccion de interleucina 2 por células T. La capacidad estimuladora de célula T sustancial se
detectd para las dos construcciones 85y 71 FvCD3-HLA-A2, que difieren por sus etiquetas respectivas FLAG o Myc
(Para estructura de dominio de construcciones véase Figura 3). Las construcciones Fv aleatorias biespecificas en la
configuracion HLA-A2-CD3 fueron menos eficientes y las construcciones de cadena sencilla que dirigen ya sea HLA-
A2 o CD3 no estimularon del todo las células T. El control positivo se conduce utilizando estimulaciéon no especifica
de PHA-L (fitohemaglutinina).

La Figura 5 muestra capacidad estimuladora de célula T altamente especifica y exquisita si se utiliza un par de

construcciones de complementacion de acuerdo con la invencion, pero no si se utiliza solamente una de las dos
construcciones de un par de manera individual. Brevemente, V| CD3-scFvHLA-A2 (construccion 42), V4CD3-
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scFvCD45(V -Vh) (construccion 45) y VCD3-scFvCD45(Ve-VL) (construccion 55) se concentraron por separado o
en las combinaciones de construcciones 42 y 45, o 42 y 55 para co-cultivos de U266 y células T como se describe.
La alta capacidad estimuladora de la célula T se demostré para las combinaciones de 42/45 o 42/55 con actividad
minuta, si solamente una de estas construcciones se da por separado. Estos resultados muestran que los dominios
VL y Vi de FvCD3 tienen que cooperar para reconstituir o complementar la funcion que emplea la célula T. De
manera importante, la porcion dirigida scFvCD45 podria cambiarse de la configuracion (Vi-Vy) a (Vu-VL0), indicando
claramente que el caracter modular de las construcciones permite el reemplazo de un resto diana por otra porcién
dirigida con especificidad deseada. El sistema de ensayo se control6 por el uso de construcciones de cadena
sencilla CD45 (V-Vy) y CD45 (Vw-VL) que no estimularon células T para producir IL2.

Figura 6 muestra un primero de tres experimentos de bloqueo competitivos. La construccion aleatoria biespecifica
FvCD3-HLA-A2 (construccion 71) se da a co-cultivos de U266 y células T como se describe y la funcion
estimuladora se determiné a través de la producciéon de IL2 inducida por linfocitos T. La funcién que estimula la
célula T se bloqued por construcciones de cadena sencilla que ocupan el epitopo dirigido en la Molécula HLA A2
(construccion 4, concentracion *100). Se reguld la estimulacion intrinseca de células T por las construcciones de
cadena sencilla especificas HLA A2 o CD3 (construccion 4 (concentracion *100) o construccion 36 (concentracion
*9)). PHA-L se utiliz6 como control positivo.

La Figura 7 muestra que las “construcciones tridominio” (es decir, construcciones de acuerdo con la invencion)
primero tienen que unirse en la superficie de una sola célula para dimerizar y complementar las funciones que
emplean célula T de los experimentos de bloqueo de epitopo competitivo. Brevemente, las construcciones 42 y 45
se dan a co-cultivos de células U266 y linfocitos T negativos HLA-A2 y la capacidad estimuladora se determind por
produccion de IL2 de células T. En situaciones experimentales donde los epitopos en las moléculas HLA A2 o CD45
se bloquean competitivamente por construcciones 4 o 46 (ambas concentraciones *100), se anula la funcidon
estimuladora de célula T. Estos resultados claramente indican que las dos “construcciones tridominio” respectivas
tienen que unirse simultdneamente sobre la superficie de una célula para restaurar o complementar la funcién que
emplea célula T. La actividad estimuladora intrinseca de cualquier construccion (42, 45, 4, 46 y 36) se reguld
utilizando concentraciones diferentes.

La Figura 8 muestra el experimento analogo a la Figura 7 para la combinacion de construcciones 42 y 55. De nuevo,
capacidad estimuladora de célula T de la combinacién de las dos “construcciones tridominio” se derogo por bloqueo
competitivo de epitopos antigénicos en la molécula HLA A2 o CD45. De manera importante, estos resultados de
nuevo muestran que el médulo dirigido puede reemplazarse faciimente por otro médulo con especificidad apropiada.
De manera mas importante, la configuracion V. -Vy-V_ de construccién 42 y la configuracion Vy-Vy-VL de
construcciéon 55 impide la homo- o hetero-dimerizacién o auto-ensamble de las construcciones sin unién anterior a
un sustrato que expresa ambos antigenos, HLA A2 y CD45.

La Figura 9 muestra lisis de células U266 por células T negativas HLA A2 en una muestra que comprende ambas
construcciones, V CD3-scFVHLA-A2 y VyCD3-scFvCD45(Vy-V.) (“ambas construcciones”). No se observo lisis
significativa en muestras de control que comprenden solamente una de las dos construcciones.

La Figura 10 muestra la restauracion En diana de los polipéptidos. La unién de dos polipéptidos separados (P1y P2)
a sus antigenos respectivos en una célula dirigida, consistiendo cada uno de un fragmento de anticuerpo variable de
cadena sencilla especifico (scFv, Vu-V\) fusionado al dominio de cadena ligera variable (V) o cadena pesada
variable (Vu) de un anticuerpo especifico CD3 (Fragmento F1 y F2), permite la heterodimerizacion Vy/V, y la
formacion de un sitio de unién CD3 funcional para emplear células T.

La Figura 11 muestra que la dimerizacion Vy/V. de CD3 emplea células T y es antigeno dual restringido. Mieloma
U266, leucemia pro-linfocitica de célula T primaria (T-PLL), y células de leucemia mieloide aguda THP-1, todas HLA-
A2 positivas y CD45 positivas, se probaron con células mononucleares de sangre periférica (PBMC) donantes HLA-
A2 negativas y los polipéptidos como se indica. El empleo de célula T se valord por produccion (Fig.11A) de
interleucina-2 (IL-2) y lisis de célula dirigida (Fig.11B). El anticuerpo scFv (CD3(Vu-V.) - HLA-A2(Vy-V\) aleatorio,
biespecifico se utilizé como un control positivo. (Fig.11C), la union de los polipéptidos en células THP-1 se bloquea
competitivamente por un exceso de inhibidores scFvCD45 (izquierda) y scFvHLA-A2 (derecha) (bloqueando los
epitopos de antigeno individuales en la célula dirigida)), como se indica, y se investigo la produccion reactiva de IL2
por PBMC donantes. (Fig.11D), las estirpes negativas de antigeno sencillo o doble, RAJI y KMS-12-BM, se probaron
con los polipéptidos. PHA-L se utiliz6 como un control de estimulo no especifico para PBMC.

La Figura 12 muestra terapia dirigida por complementacion condicional V/V. CD3 in vivo. (Fig.12A), Supervivencia
de ratones (n = 6 por grupo) después de inyeccion intraperitoneal de 5x10° células leucémicas agudas THP-1 junto
con 1.25 x 10° células T donantes HLA-A2 negativas, especificas de CMV y los polipéptidos (0.5 ug) como se indica
(proporcion de células de tumor:célula T = 40/1). (Fig.12B), activacion de caspasa 3 se valoro in vitro por citometria
de flujo en células espectadoras HLA-A2/CD45 doble positivas, THP-1 y CD45 positivas pero HLA-A2 negativas
después de co-cultivo con células T donantes y los polipéptidos (3 nM) como se indica. El anticuerpo scFv (CD3(Vh-
V) - HLA-A2(Vp-V,)) aleatorio biespecifico se utilizé como un control positivo.
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La Figura 13 muestra que los polipéptidos EGFR- y EpCAM-dirigidos emplean células T para destruccion de la
célula de carcinoma. La estirpe de cancer de colon humano EGFR y EpCAM doble positivas, Colo-206F, y estirpe de
melanoma FM-55 (EGFR-positiva pero EpCAM-negativa) se probaron con PBMC en la presencia de polipéptidos
especificos para EGFR (CD3(Vh)-EGFR(Vh-VL)) y EpCAM (CD3(VL)-EpCAM(VH-VL)) como se indica. El empleo de
célula T se valord por produccion (A) de interferon-y reactivo (IFNy) y activacion de caspasa 3 en células dirigidas
(B).

La Figura 14 muestra que los polipéptidos HLA-A2 y CEA dirigidos, redirigen las células T para destruccion de célula
de tumor. Estirpe de cancer de coléon de humano, Colo-206F, estirpe de melanoma FM-55 y estirpe de cancer
ovarico OVCAR se probaron con PBMC en la presencia de polipéptidos especificos para HLA-A2 (CD3(V.)-HLA-
A2(Vh-VL)) y CEA (CD3(VH)-CEA(VH-VL)) como se indica. El empleo de célula T se valord por produccion de IFNy
reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 15 muestra que los polipéptidos HLA-A2 y EGFR dirigidos, redirigen las células T para destruccion de
célula de tumor. Estirpes de Colo-206F, FM-55 y OVCAR de humano se probaron con PBMC en la presencia de
polipéptidos especificos para HLA-A2 (CD3(V.)-HLA-A2(Vk-VL)) y EGFR (CD3(VH)-EGFR(VH-VL)) como se indica. El
empleo de célula T se valoré por produccion de IFN, reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 16 muestra que los polipéptidos HLA-A2 y Her2 dirigidos, redirigen las células T para destruccion de célula
de tumor. Estirpes Colo-206F, FM-55 y OVCAR de humano se probaron con PBMC en la presencia de polipéptidos
especificos para HLA-A2 (CD3(V.)-HLA-A2(Vw-VL)) y Her2 (CD3(Vh)-Her2(Vu-VL)) como se indica. El empleo de
célula T se valor6 por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 17 muestra que los polipéptidos CD45 y HLA-A2 dirigidos, redirigen las células T para destruccion de
célula de tumor. En este experimento se intercambiaron los fragmentos antiCD3 de divisién (CD3(VH) y CD3(VL))
para las porciones dirigidas anti-CD45 y anti-HLA-A2, en comparacion con los polipéptidos CD45 y HLA-A2
utilizados en las Figs. 5, 7-9, 11, 12, 14-16. Estirpe de mieloma de humano U266 se probé con PBMC en la
presencia de polipéptidos especificos para CD45 (CD3(V.)-CD45(Vn-V.)) y HLA-A2 (CD3(VH)-HLA-A2(Vr-VL)) como
se indica. El empleo de célula T se valoré por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como
duplicados.

La Figura 18 muestra que los polipéptidos EGFR y EpCAM dirigidos, redirigen las células T para destruccion de
célula de tumor. Estirpes de cancer de colén de humano Colo-206F y CX-1 y estirpe de cancer ovarico OVCAR se
probaron con PBMC en la presencia de polipéptidos especificos para EpCAM (CD3(V.)-EpCAM(Vr-VL)) y EGFR
(CD3(VH)-EGFR(VH-VL)) como se indica. El empleo de célula T se valord por produccion de IFNy reactiva. Las
muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 19 muestra que los polipéptidos Her2 y EpCAM dirigidos, redirigen las células T para destruccion de célula
de tumor. Estirpe de cancer ovarico de humano OVCAR se probé con PBMC en la presencia de polipéptidos
especificos para EpCAM (CD3(V.)-EpCAM(Vn-VL)) y Her2 (CD3(Vh)-Her2(Vy-VL)) como se indica. El empleo de
célula T se valoro por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 20 muestra que los polipéptidos CD45 y CD138 dirigidos, redirigen las células T para destruccion de célula
de tumor. Estirpe de mieloma de humano AMO-1 se probé con PBMC en la presencia de polipéptidos especificos
para CD45 (CD3(V.)-CD45(Vu-VL) panel superior, CD3(Vy)-CD45(Vw-VL) panel inferior) y CD138 (CD3(Vw)-
CD138(Vh-VL) panel superior, CD3(V)-CD138(Vw-VL) panel inferior) como se indica. El empleo de célula T se valoro
por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 21 muestra que el direccionamiento de un antigeno sencillo (CD138) con polipéptidos CD138 dirigidos,
redirigen las células T para destruccion de célula de tumor. Estirpe de mieloma de humano AMO-1 se probd con
PBMC en la presencia de polipéptidos especificos para CD138 (CD3(V.)-CD138(Vw-VL.) y (CD3(VH)-CD138(Vh-VL))
como se indica. El empleo de célula T se valord por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan
como duplicados.

La Figura 22 muestra que el direccionamiento de un antigeno sencillo (CD45) con polipéptidos CD45 dirigidos,
redirigen las células T para destruccion de célula de tumor. Estirpes de mieloma de humano AMO-1 y U266 se
probaron con PBMC en la presencia de polipéptidos especificos para CD45 (CD3(V.)-CD45(Vu-VL) y (CD3(Vw)-
CD45(Vu-VL)) como se indica. El empleo de célula T se valoré por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se
corren y analizan como duplicados.

La Figura 23 muestra la restauracion En diana de dos polipéptidos dirigidos contra un antigeno sencillo en la
superficie celular, direccionando dos epitopos diferentes (parte superior) o el mismo epitopo (parte inferior) en el
antigeno. La unién de dos polipéptidos separados (P1y P2) a su epitopo respectivo, en el mismo antigeno, en una
célula dirigida. Para direccionamiento de dos epitopos diferentes, la porcion dirigida de cada polipéptido consiste en
un fragmento de anticuerpo variable de cadena sencilla especifico (scFv). Para direccionamiento del mismo epitopo,
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la porcion dirigida de cada polipéptido consiste enl mismo fragmento de anticuerpo variable de cadena sencilla
(scFv). Las porciones dirigidas se fusionan a través de conectores de péptido al dominio de cadena ligera variable
(VL) o cadena pesada variable (Vu) de un anticuerpo especifico CD3 (Fragmento F1 y F2), permite la
heterodimerizacién de Vu/VL y la formacion de un sitio de unién CD3 funcional (dominio funcional) para emplear
células T.

La Figura 24 muestra la posibilidad de utilizar diferentes maneras efectoras para matar una célula dirigida con un kit
de partes de polipéptido. Para este fin, el modulo anti-CD3 (F1 y F2) se reemplaza por un médulo anti-His (hexa-
histidina) que, después de la unidn simultanea de polipéptido 1 y 2, complementa un sitio de unién de hexa-histidina
y de esta manera une las cargas marcadas con histidina (por ejemplo, una toxina marcada con HIS). La porcién
dirigida T1 (Vu-V.) de polipéptido P1 se une especificamente a HLA-A2, la porcion dirigida T2 (Vy-VL) de polipéptido
P2 se une especificamente a CD45. El fragmento F1 de polipéptido P1 comprende un dominio V4 de un anticuerpo
contra una etiqueta de hexahistidina y fragmento F2 de polipéptido P2 comprende un dominio V. del mismo
anticuerpo. Estirpe de leucemia mieloide de humano THP-1 se probd con un componente de toxina lota, la, de
Clostridium perfringens etiquetado con histidina (His) a 0.01ug/ml en combinacion con polipéptidos indicados.
Después de 48 horas en cultivo, se midié la viabilidad celular utilizando el ensayo alamarBlue®. Los resultados
muestran una reduccion de viabilidad contra los antecedentes del ensayo para células probadas con la combinacién,
pero no con polipéptidos individuales. Las células THP-1 control se desarrollaron simultdneamente en cultivo sin
toxina. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 25 muestra que los polipéptidos HLA-A2 y CD45 dirigidos, que comprenden un anticuerpo de division
contra una etiqueta His, matan células de tumor utilizando una subunidad A de toxina Shigga etiquetada con
histidina (His) a una concentraciéon de 0.01 pg/ml. Se utilizé la misma disposicion experimental como en la Figura 24.

La Figura 26 muestra que los polipéptidos HLA-A2 y CD45 dirigidos, que comprenden un anticuerpo de division
contra una etiqueta His, matan células de tumor utilizando una subunidad A de toxina Shigga etiquetada con
histidina (His) a una concentracion de 0.01 pyg/ml. Se utilizé la misma disposicion experimental como en la Figura 24-
Figura 25.

La Figura 27 muestra que los polipéptidos EGFR y EpCAM dirigidos, que comprenden un dominio funcional F con F1
y F2 son Vy y w de un anticuerpo especifico para digoxigenina (aDig), marcar células de tumor utilizando una
molécula de peroxidasa de rabano picante (HRP) marcada con digoxigenina. La porcion dirigida T1 (Vn-VL) de
polipéptido P1 se une especificamente a EGFR, la porcion dirigida T2 (Vw-VL) de polipéptido P2 se une
especificamente a EpCAM. El fragmento F1 de polipéptido P1 comprende un dominio V4 de un anticuerpo contra
digoxigenina y fragmento F2 de polipéptido P2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo. Estirpe de cancer de
colén de humano Colo-206F se probd primero con polipéptidos indicados seguidos por prueba con HRP marcada
con digoxigenina. Las muestras se analizaron utilizando el Kit ELISA Invitrogen™ vy la absorbencia se leyd con un
lector de microplaca BioRAD. Para analisis, la muestra en blanco de cromégeno (no Digoxigenin-HRP) se fijé en 0.
Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 28 muestra que los polipéptidos CD45 y HLA-CW6 dirigidos, redirigen las células T para destruccion de
células del paciente. Se utilizaron las células de paciente primarias con haplotipos HLA conocidos. A51 = células de
un paciente con MDS (sindrome mielodisplastico), homocigotas para el haplotipo HLA-Cw6. A49 = células de un
paciente después de trasplante alogénico de médula dsea, heterocigotas para el haplotipo HLA-Cw6. Las células del
paciente se incubaron con PBMC sanas por 30 horas, en la presencia de polipéptidos especificos para CD45
(CD3(VL)-CD45(Vh-VL) y HLA-Cw6 (CD3(VH)-HLA-CW6(VH-VL)) como se indica. El empleo de célula T se valoré por
produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 29 muestra que los polipéptidos EGFR y EpCAM dirigidos, redirigen las células T para destruccion de las
células del paciente de cancer primario. Células de tumor A44 se recolectaron de ascitis maligna de un paciente
hombre de 48 afos de edad con cancer pancreatico metastatico. Las células de tumor del paciente se incubaron con
PBMC propias del paciente (recolectadas por flebotomia) por 30 horas, en la presencia de polipéptidos especificos
para EpCAM (CD3(V.)-EpCAM(V1-VL) y EGFR (CD3(VH)-EGFR(Vkr-VL)) como se indica. El empleo de célula T se
valoré por produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

La Figura 30 muestra que los polipéptidos CD45 y HLA-A2 dirigidos, redirigen células T CD8+ restringidas a CMV
para destruccion de célula de tumor. Las células de tumor de humano THP-1 y U266 se incubaron con células T
restringidas a CMV de un donante sano HLA-A2 negativo por 30 horas, en la presencia de polipéptidos especificos
para HLA-A2 (CD3(V.)-HLA-A2(Vy-V.) y CD45 (CD3(Vh)-CD45(Ve-VL)) como se indica. El anticuerpo scFv aleatorio
biespecifico (CD3(Vu-VL) x HLA-A2(Vu-VL)) se utilizé como un control positivo. El empleo de célula T se valoré por
produccion de IFNy reactiva. Las muestras se corren y analizan como duplicados.

Figura 31 muestra la idea principal de eliminar el trastorno de hipersensibilidad o autoinmune causando clones de
célula B con un kit de partes de polipéptido, consistiendo de un polipéptido especifico de alérgeno y un polipéptido
especifico de tipo de célula. El primer polipéptido P1 tiene en su porcion dirigida un alérgeno (por ejemplo, Betv-1A,
Der-f2, Conglutin-7, Can-f1, Feld-d1). El segundo polipéptido P2 tiene en su porcion dirigida un fragmento de
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anticuerpo variable de cadena sencilla especifico (scFv, Vyx-V\) dirigiendo una proteina de superficie celular (por
ejemplo, CD19, CD138, CD38). Ambas porciones dirigidas se fusionan ya sea al dominio de cadena ligera variable
(VL) o cadena pesada variable (V) de un anticuerpo especifico CD3 (Fragmento F1y F2).

A continuacion se hace referencia a ciertos genes (humanos) o proteinas también referidas en la especificacion, los
ejemplos anexos y figuras también (parcialmente) en las reivindicaciones. Aqui abajo, se proporcionan los niumeros
de acceso de gen correspondientes (ejemplificativos). Los nimeros de acceso adicionales también se proporcionan
en la especificacion en cualquier parte en el presente documento asi como los ejemplos anexos.

CDA45: ID de Gen: 5788, actualizada el 13 de Enero de 2013, 3. Proteina = P08575-1 = Isoforma 1,
Modificada por ultima vez 19 de Julio de 2003. Versién 2

CD34: Proteina: P28906-1/2 Modificada por ultima vez el 15 de Julio de 1998. Version 2.

CD33: ID de Gen: 945, actualizada el 30 de Diciembre de 2012: Proteina: P20138 [UniParc]. Modificada por
Ultima vez el 17 de Octubre de 2006. Versiéon 2. Suma de verificacion: 1C73E588240FBADS

CD138: ID de Gen: 6382, actualizada el 6 de Enero de 2013, 4. Proteina = P18827 [UniParc]. Modificada por
Ultima vez el 5 de Mayo de 2009. Version 3.

CD15: ID de Gen: 2526, actualizada el 5 de Enero de 2013

CD1a: ID de Gen: 909, actualizada el 30 de Diciembre de 2012, P06126 [UniParc]. Modificada por ultima vez
el 9 de Febrero de 2010. Version 4. Suma de verificacion: C575C3C538F0AA29

CD2: ID de Gen: 914, actualizada el 5 de Enero de 2013; P06729 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 23
de Octubre de 2007. Version 2. Suma de verificacion: AO3D853C3B618917

CD3e: ID de Gen: 916, actualizada el 5 de Enero de 2013, P07766 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Febrero de 1996. Version 2. Suma de verificacion: A1603D01CE9957D7

CD4: ID de Gen: 920, actualizada el 13 de Enero de 2013; P01730 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Noviembre de 1988. Version 1. Suma de verificacion: 20ED893F9E56D236

CDS5: ID de Gen: 921, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; P06127 [UniParc]. Modificada por ultima vez
el 30 de Noviembre de 2010. Version 2. Suma de verificacion: 9131AEC9683EE1D3

CD8a: ID de Gen: 925, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; Isoforma 1/2 (membrana) P01732-1/2
(mCD@8alfa) [UniParc]. Modificada por ultima vez el 21 de Julio 1986. Versién 1. Suma de verificacion:
FCCA29BAA73726BB

CD20: ID de Gen: 931, actualizada el 6 de Enero de 2013; P11836 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Octubre de 1989. Version 1. Suma de verificacion: AC5420F8B626BDD1

CD23: ID de Gen: 2208, actualizada el 4 de Enero de 2013; P06734 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Enero de 1988. Version 1. Suma de verificacion: F86708C0OE6515B87

CD31: ID de Gen: 5175, actualizada el 13 de Enero de 2013; Isoforma Larga [UniParc]. Modificada por ultima

vez 1 de Abril de 1990. Version 1. Suma de verificacion: C57BBFA200A407A6, P16284-1/2/3/4/5/6 =
Isoformas 1-6

CD43: ID de Gen: 6693, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; P16150 [UniParc]. Modificada por ultima
vez 1 de Abril de 1990. Version 1. Suma de verificacion: C9C9AB8435D5E1FE
CD56: ID de Gen: 4684, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; Isoforma 1 [UniParc]. Modificada por ultima

vez el 22 de Julio de 2008. Version 3. Suma de verificacion: FD3B9DE80D802554, P13591-
2/1/3/4/4/6, Isoformas 1-6
CD57: ID de Gen: 27087, actualizada el 5 de Enero de 2013
CD68: ID de Gen: 968, actualizada el 6 de Enero de 2013; Isoforma Larga (CD68.1) [UniParc]. Modificada por
Ultima vez el 15 de Mayo de 2007. Version 2. Suma de verificacion: 69E68D69EDESEFBO, P34810-
1/2, Isoforma 1/2
CD79a: ID de Gen: 973, actualizada el 5 de Enero de 2013; Isoforma 1 (Larga) [UniParc]. Modificada por
ultima vez el 1 de Junio de 1994. Version 2. , Suma de verificacion: 6E5B837409969292, P11912-1/2,
Isoforma 1/2
CD146: ID de Gen: 4162, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; Isoforma 1 [UniParc]. Modificada por ultima
vez el 10 de Enero de 2006. Version 2. Suma de verificacion: E4A6CB8AC7BA0738E, P43121-1/2,
Isoforma 1/2.
proteinas de agente tensioactivo (A y B):
ID de Gen: 6440, actualizada el 30 de Diciembre de 2012 e ID de Gen: 6439, actualizada el 30 de Diciembre de
2012, P07988 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de Mayo de 1992. Version 3. Suma de verificacion:
9FD7F66678A35153, e Isoforma 1 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de Abril de 1990. Versién 2. Suma
de verificacion: C26A21E33C60AA78, P11686-1/2, Isoforma 1/2
sinaptofisina:
ID de Gen: 6855, actualizada el 30 de Diciembre de 2012, P08247 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de
Agosto de 1991. Version 3. Suma de verificacion: 592289C43B12EFA7
receptores de acetilcolina nicotinica:
ID de Gen: 1138, actualizada el 30 de Diciembre de 2012, ID de Gen: 1136, actualizada el 6 de Enero de 2013,
ID de Gen: 1139, actualizada el 13 de Enero de 2013, ID de Gen: 1137, actualizada el 30 de Diciembre de 2012,
ID de Gen: 1141, actualizada el 5 de Enero de 2013
quinasa especifica muscular MUSK:
ID de Gen: 4593, actualizada el 8 de Enero de 2013, Isoforma 1 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de
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Enero de 1998. Version 1. Suma de verificacion: 3DDC20E179FA010C, O15146-1/2, Isoforma 1/2
canal de calcio dependiente de voltaje (tipo P/Q):
ID de Gen: 773, actualizada el 5 de Enero de 2013; Isoforma 1 (1A-1) (BI-1-GGCAG) [UniParc]. Modificada por
ultima vez el 15 de Julio de 1999. Version 2. Suma de verificacion: 2F2F378ACE02FD56, O00555-1/2/3/4/5/6/7,
Isoformas 1-7, ID de Gen: 25398, actualizada el 11 de Enero de 2013, J3KP41 [UniParc]. Modificada por ultima
vez el 3 de Octubre de 2012. Version 1. Suma de verificacion: AEDF4D2A5E49263F
canal de potasio dependiente de voltaje (VGKC):
ID de Gen: 3737, actualizada el 30 de Diciembre de 2012, ID de Gen: 3736, actualizada el 8 de Enero de 2013,
ID de Gen: 3742, actualizada el 8 de Enero de 2013
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA):
ID de Gen: 2904, actualizada el 5 de Enero de 2013, Q13224 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 20 de Junio
de 2001. Version 3. Suma de verificacion: 40AEB12BE6GESOCEF; ID de Gen: 2902, actualizada el 30 de
Diciembre de 2012, Isoforma 3 (Larga) (NR1-3) [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de Junio de 1994.
Version 1. Suma de verificacion: CDF5402769E530AB, Q05586-1/2/3/4/5, Isoformas 1-5
TSHR: ID de Gen: 7253, actualizada el 4 de Enero de 2013, Isoforma Larga [UniParc]. Modificada por tltima vez el
29 de Marzo de 2005. Version 2. Suma de verificacion: D2EE9CEBFD64A65F, P16473-1/2/3, Isoformas 1-3
Anfifisina:
ID de Gen: 273, actualizada el 8 de Enero de 2013, Isoforma 1 (128 kDa) [UniParc]. Modificada por ultima vez el
1 de Febrero de 1996. Version 1., Suma de verificacion: 78B4F75AB75BA357, P49418-1/2, Isoforma 1-2
gangliosido GQ1B: ID de Gen: 29906, actualizada el 30 de Diciembre de 2012
GD3: ID de Gen: 117189, actualizada el 22 de Junio de 2012
Ca-125: ID de Gen: 94025, actualizada el 30 de Diciembre de 2012, Q8WXI7 [UniParc]. Modificada por ultima vez el
1 de Marzo de 2003. Versién 2. Suma de verificacion: BSE7BDF19997A440
Her-2/neu: ID de Gen: 2064, actualizada el 13 de Enero de 2013, 4. Proteina = P04626-1/2/3/4 = Isoforma 1-4,
Modificada por ultima vez el 13 de Agosto de 1987. Version 1.
Proteina de fluido de enfermedad quistica densa 15; ID de Gen: 5304, actualizada el 30 de Diciembre de
2012
CD117: ID de Gen: 3815, actualizada el 6 de Enero de 2013
CD30: ID de Gen: 943, actualizada el 6 de Enero de 2013; Isoforma Larga [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Diciembre de 1992. Version 1. Suma de verificacion: 7A407CC78A6E0BCS8, P28908-1/2, Isoforma 1/2
Receptor del factor de crecimiento derivado de Plaqueta PDGFR alfa:
ID de Gen: 5159, actualizada el 13 de Enero de 2013, ID de Gen: 5156, actualizada el 13 de Enero de
2013, Isoforma 1 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1 de Abril de 1990. Version 1. Suma de
verificacion: 5SE3FB9940ACD1BES8, P16234-1/2/3, Isoformas 1-3; P09619 [UniParc]. Modificada por ultima
vez el 1 de Julio de 1989. Versiéon 1. Suma de verificacion: 038C15E531D6E89D
Marcador asociado con Melanoma/Mart 1:
ID de Gen: 2315, actualizada el 30 de Diciembre de 2012; Q16655 [UniParc]. Modificada por ultima vez el 1
de Noviembre de 1996. Version 1. Suma de verificacion: B755BFF39CFCB16E
CD133: ID de Gen: 8842, actualizada el 13 de Enero de 2013; Isoforma 1 (AC133-1) (S2) [UniParc]. Modificada por
ultima vez el 1 de Junio de 1998. Version 1. Suma de verificacion: D21CBCO05ADB2DEDF, 043490-
1/2/3/4/5/6/7, 1soformas 1-7

A continuacion se hace referencia a los ejemplos que se dan para ilustrar, no limitar la presente invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1

Clonacion de construcciones de anticuerpo recombinante

Las secuencias de ADN derivadas de células de hibridoma y codificacion de los dominios variables de anticuerpos
anti-CD3, anti-CD45 y anti-HLA A2, respectivamente, se utilizaron para generar las construcciones de anticuerpo
representadas en la Figura 3A-3B por métodos convencional de biologia molecular (véase, por ejemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (2001)). Las
construcciones se disefian para llevar diferentes etiquetas de afinidad para facilitar la identificacion y purificacion en
la expresion de proteinas recombinantes (etiqueta Myc, FLAG, His). Para detalles en el orden del dominio, las
etiquetas de afinidad y conectores de las construcciones, véase Figura 3A-3B.

La secuencia lider pelB para una secuencia de aminoacidos que dirige una proteina expresada en bacterias al
periplasma bacteriano. La secuencia lider se segmenta por enzimas bacterianas y puede aislarse la proteina.

Ejemplo 2

Expresién y Purificacion de Anticuerpos Recombinantes

Expresion de Proteina Periplasmica:
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Las construcciones de anticuerpo recombinante se expresaron en el periplasma de cepa TG1 de E. coli utilizando un
vector de expresion procariética apropiado. Dos litros de medio 2 x TY incluyendo 0.1 % de glucosa y 100 ug/ml de
ampicilina se inocularon con 20 ml de un cultivo durante la noche de TG1 transformado y se desarrollaron a fase
exponencial (OD600 0.8 — 0.9) a 37 °C. Ya que los fragmentos de anticuerpo estan bajo control del promotor de
lactosa, la expresion de proteina se indujo por adicion de 1 mM IPTG seguido por incubacion a RT (temperatura
ambiente) con agitacion por 3 horas mas. Las células se recolectaron mediante centrifugacion por 10 minutos a
2,750 x gy 4 °C y se resuspendieron en 100 ml o un tampdn apropiado. La lisis celular se realiz6 al afiadir 50 pg/ml
de lisozima recientemente disuelta [Roche Diagnostics] e incubar por 25 minutos en hielo. Después, se afiadieron 10
mM de MgSO. para estabilizar los esferoplastos, y las células se centrifugaron por 10 minutos a 6,200 x g y 4 °C.
Finalmente, el sobrenadante obtenido, que contiene la proteina periplasmica, se dializé contra PBS durante la noche
a 4 °C y se centrifugd de nuevo por 15 minutos como se establecié arriba. Después, las proteinas recombinantes se
purificaron por Ni-NTA-IMAC (Cromatografia de Afinidad de Metal Inmovilizado por acido Niquel Nitrilo-triacético).

Cromatografia de Afinidad de Metal Inmovilizado (IMAC):

Para purificacion de proteinas recombinantes con una etiqueta Hisg, se realizé IMAC por medio de perlas de agarosa
de acido niquel-nitrilotriacético (NTA) inmovilizada [Qiagen]. Primero, una columna de 1 ml de agarosa Ni-NTA
necesaria para equilibrarse con aproximadamente 10 ml de PBS estéril o una solucién de tampén fosfato sddico con
20 mM de imidazol. Después, la proteina cruda, ya sea precipitada de expresion citoplasmica o dializada de la
expresion periplasmica, se aplicé gradualmente a la columna. Después de enjuagar con aproximadamente 20 ml de
un tampén de enjuague IMAC apropiado (solucién tampodn fosfato sédico que contiene 20 — 35 mM de imidazol)
hasta que ya no fue detectable mas proteina en el flujo, la proteina unida se eluyé de la columna en 500 pl de
fracciones con una solucién tampén fosfato sddico incluyendo 250 mM de imidazol.

Todas las fracciones de elucion y enjuague recolectadas se probaron por la presencia de proteina por un ensayo
Bradford cualitativo al afiadir 10 yl de cada muestra a 90 pl de 1 x solucién Bradford. La verificacion del proceso de
purificaciéon se realizé por un analisis SDS-PAGE. Para este propésito, las fracciones eluidas se corren en paralelo
con proteina cruda, flujo, y la fraccion de enjuague bajo condiciones reductoras. Finalmente, las fracciones positivas
determinadas por la reaccidon colorimétrica se agrupan en fracciones, maxima y menor, y dializan contra PBS
durante la noche a 4 °C. Para uso en ensayo de estimulacién, se han determinado las proteinas purificadas
necesarias para filtrarse estériles, y su concentracion. Ademas, después de la cuantificacion de proteina, 2 ug de
fracciones utilizadas adicionales también se analizan por SDS-PAGE y Western blotting bajo condiciones reductoras
y no reductoras.

En una alternativa del Ejemplo 2, se sintetizé la codificacion de ADN para (V4)CD3-EGFR(VH-VL), (Vu)CD3-CEA(VH-
V1), (VH)CD3-Her2(Vu-VL), (VH)CD3-HLA-A2(Vi-VL), (VH)CD3-HLA-CW6(Vh-VL) (VH)CD3-CD138(Vh-VL), (Vh)antiDig-
EGFR(Vk-VL), (Vw)antiHis-HLA-A2(Vy-VL), (VL)CD3-CEA(VH-VL), (VL)CD3-EpCAM(VK-VL), (Vi)antiDig-EpCAM(Vh-
V), (Vi)antiHis-CD45(Vyx-VL), (VL)CD3-CD45(Vy-VL) y se produjeron proteinas y se aislaron por GenScript
(Piscataway, NJ, USA). EI ADN se optimiz6 por codén para expresion de E.coli (vector E3), optimiz6 por expresion,
desarrollé en 2 litros de medio LB convencional, se obtuvo proteina de los cuerpos de inclusion o periplasma (pelB
lider) en un paso por la columna Ni-HiTrap. Las endotoxinas bacterianas se remueven por dialisis contra 5 litros de
1x tampén fosfato salino (PBS). La concentracion se midié por ensayo de proteina Bradford con albumina de suero
de bovino (BSA) como convencional. La pureza se estim6 por analisis densitométrico de un gel SDS-PAGE
coloreado con Azul Coomassie. Las alicuotas se almacenan a -80 °C o +4 °C. Se utilizd6 el tampon de
almacenamiento 1xPBS, 5 % de Glicerol, 0.5 % de sarcosina lauroil de sodio, pH 7,4.

Ejemplo 3

Técnicas de Cultivo Celular

Cultivo Celular:

Las células de mamifero se cultivaron en matraces de cultivo de tejido T75 en 20 ml del medio de cultivo apropiado a
37 °C con 5 % CO.. Las células se dividen cada 2-3 dias. Las células adherentes primero necesitan separarse con 1
x tripsina-EDTA. Las células se cuentan utilizando un colorante vital, eosina o tripan azul. Para almacenamiento, las
células de 60-80 % de confluencia se recolectan por centrifugacion por 5 minutos a 450 x g, resuspenden en FCS
con 10 % DMSO, se dividen en alicuotas en criofrascos, y se congelan gradualmente a una temperatura de —80 °C.
Las células se descongelaron rapidamente a 37 °C en un bafio de agua y se afiadieron cautelosamente 5 ml de
medio. Para remover DMSO, las células se centrifugaron de nuevo, resuspendieron en medio fresco y transfirieron
en un matraz de cultivo de tejido.

Preparacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC):
PBMC, comprendiendo linfocitos y monocitos, se aislaron previamente de la capa leucocitaria de un donante

humano sano por centrifugacion de densidad utilizando la solucién de separacion de linfocito a base de Ficoll LSM
1077 (PAA Laboratories, Pasching, Austria). Ya que, durante uso, estas PBMC aparecieron sin embargo como
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poblacion celular inhomogénea, la separacion de los eritrocitos, granulocitos, y trombocitos restantes se repite como
sigue. PBMC descongeladas, resuspendidas en 30 ml de medio RPMI 1640 conteniendo 10 % FCS y Pen-Strep, se
colocaron en capas cautelosamente sobre 10 ml de LSM 1077 y se centrifugaron por 5 minutos a 800 x g sin
rompimiento. Después de descartar la fase superior, PBMC concentradas en la interfase se transfieren hacia un tubo
fresco, resuspenden en 30 ml de medio, y centrifugan por 5 minutos a 450 x g. Los monocitos se retiran al cultivar
PBMC en una placa de cultivo de tejido de 10 cm @ durante la noche, permitiendo la adherencia de monocitos a la
placa. Finalmente, se recolectan PBMC restantes en solucion.

En una alternativa del Ejemplo 3, células de cancer de humano primarias de un paciente con cancer pancreatico
metastatico se extraen de las bolsas de ascitis del paciente (Figura 29). 4 litros con ascitis maligna recolectada
fresca se almacenan en botellas de vidrio de 2 litros a 4 °C durante la noche. El siguiente dia, la bolita celular de la
parte inferior de vidrio se enjuago en 1xPBS y resuspendio en medio de cultivo (DMED complementado con 200 uM
de I-glutamina, 10 % de FBS activado por calor, penicilina (200 U/mL), estreptomicina (200 pg/mL) y piruvato de
sodio (1mM) (Gibco®)). Las células adherentes se cultivan en incubadora 36 °C, 5 % de CO», 90 % de humedad. El
mismo dia la ascitis se recolectd del paciente, se recolectaron 20ml de sangre periférica para extraccion de PBMC.
Las células leucémicas primarias se obtienen de un paciente hombre de 71 afios de edad con leucemia prolinfocitica
de célula T (T-PLL) (Figura 11A) que recae 32 dias después del trasplante de célula madre alogénica igualada. Las
células T-PLL leucémicas se extraen como PBMC de la sangre periférica de los pacientes. Al momento que la
muestra se saca, el paciente tuvo >90 % de blastos leucémicos en su conteo sanguineo en diagndstico clinico de
rutina. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado, aprobado por el comité ético del hospital de la
Universidad de Wiirzburg.

En una alternativa del Ejemplo 3, la generacion de células T de humano especificas de citomegalovirus (CMV):
Brevemente, se generaron células dendriticas (DC) de monocitos adherentes a plastico de PBMC de donante HLA-
A0201 negativo, BO702+. Después de 72 horas de cultivo en medio DC que contiene GM-CSF/IL4 (Cellgenix), DC se
maduran en medio que contiene [L4(100ng/mL), GM-CSF(800IU/mL), LPS (10ng/mL) e IFNy (100U/mL) mas
2.5ug/mL de péptido derivado de pp65 CMV, TPRVTGGG. Después de 16 horas, DC se irradian (30Gy) y co-
incuban con células T CD8", CD45R0O", CD57-puras en una proporcion de 1:4 en medio que contiene 5 % de suero
AB e IL21 (10ng/mL). Medio fresco, IL7 e IL15 se agrego los dias 3, 5y 7 de cultivo, antes de la evaluacion del dia
10-12. Las células se cultivan en medio DC Cellgenix. Suero AB de humano se utilizé6 de PAA. Se utilizé un grupo
Unico por todos los experimentos. Cualquiera de IL4, IL7, IL15, IL21 se compraron de Peprotech o Cellgenix (con
resultados idénticos). GM-CSF se compré de Gentaur. LPS (E.coli O:15) se compré de Sigma. El péptido especifico
de CMV restringido a HLA-B0702, TPRVTGGG, se compré de jpt. Para experimentos in vivo, las células T
especificas de CMV se purifican ademas utilizando multimeros MHC (Immudex) etiquetados con APC. La coloracioén
de multimero MHC se realizé a temperatura ambiente, seguido por aislamiento de células T multimero + MHC con
perlas anti-APC (Miltenyi).

Ejemplo 4

Ensayos Funcionales

Citometria de Flujo:

La unién de proteinas de fusion de anticuerpo a células de tumor que presentan antigeno y/o linfocitos T se prueba
por citometria de flujo. Para este propésito, 2.5 — 5 x 10° células se incubaron con 10 pg/mL de scFv o 0,004 — 4
pg/mL de proteinas de fusion concentradas en 100 yl de una solucion de tampoén adecuada (tal como PBS +
albumina de suero de bovino, u otra soluciéon de tampén adecuada) por cavidad en una placa en forma de V de 96
cavidades a 4 °C por 2 horas. Después de enjuagar tres veces con 150 pl de una solucion de tampén adecuada, las
células se incubaron con anticuerpo con etiqueta anti-His6 conjugado con FITC o Etiqueta anti-FLAG o Etiqueta anti-
myc a RT por 30 minutos y se enjuagan de nuevo dos veces. Para regular y probar la coloracion antecedente, se
preparan adicionalmente dos muestras de cada tipo de célula, uno de células sin colorear y uno coloreado con
anticuerpo de etiqueta anti-His6 conjugado con FITC sin ninguna proteina. Finalmente, las células se resuspenden
en 500 pl de una solucion de tampon adecuada, transfieren a tubos FACS, y analizan por citometria de flujo.

Ensayo de Estimulaciéon PBMC:

Las propiedades estimuladoras de proteinas recombinantes se prueban en un ensayo de estimulacion a base de
célula. Por lo tanto, la activacion de célula T mediada por anticuerpos biespecificos y “construcciones de tridominio”
se determind al medir la estimulacion de PBMC en términos de la liberacion de IL-2 inducida.

Medicion de Actividad Estimuladora de Construcciones:

Estirpe de célula de mieloma CD45 pos/HLA A2, U266, se sembraron en una placa de cultivo celular de 96
cavidades de fondo plano a una densidad de 105 células por cavidad en 100 ul de medio de cultivo. Las proteinas

estimuladoras concentradas se agregan como se indica en 100 pl de medio por cavidad y se preincuban por 1 hora
a 37 °Cy 5 % de CO, para asegurar suficiente unién. PBMC no estimuladas, descongeladas y aisladas el dia antes,
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se agregan entonces a la densidad indicada e incuban por 24 horas a 37 °C y 5 % de CO.. Finalmente, las placas se
centrifugan por 5 minutos a 450 x g para recolectar los sobrenadantes libres de célula para cuantificacion de IL-2 en
ELISA.

ELISA Sandwich de IL-2:

Como un indicador para la actividad estimuladora, la activacion de célula T inducida por anticuerpos biespecificos,
se mide en términos de la liberacion de IL-2. En estimulacion de PBMC, la concentracion de |IL-2 secretada en el
sobrenadante se determiné por un ELISA sandwich IL-2.

Primero, una placa ELISA de 96 cavidades se revistiéo con 400 ng/100 pl por cavidad de anticuerpo IL-2 anti-humano
de raton durante la noche a 4 °C, seguido por saturacion de sitios de unidén no especificos con un regulador de
bloqueo adecuado por 2 horas a RT. Mientras tanto, las diluciones seriales 1:2 de una IL-2 convencional se preparan
por duplicado en diluyente de reactivo iniciando con una concentracion maxima de IL-2 de 1,000 pg/mL. Después,
los sobrenadantes que contienen IL-2 fueron 1:3 diluidos en medio RPMI 1640 que contiene 10 % de FCS y Pen-
Strep (Penicilina-Estreptomicina). Tanto los sobrenadantes diluidos como los convencionales se transfieren hacia la
placa ELISA e incuban por 2 horas a RT. Después, IL-2 se detectd por incubacién con 17.5 ng/100 pl por cavidad de
anticuerpo IL-2 anti-humano de cabra biotinilado por 2 horas a RT. Finalmente, 100 pl de estreptavidina conjugada
con HRP, 1:200 diluida en diluyente reactivo, se agregé por cavidad e incubd por 20 minutos a RT. Cada placa se
desarrollo utilizando una solucién de sustrato TMB. Para lograr una sefial antecedente, al menos 2 cavidades en
cada placa se incuban con diluyente reactivo o medio solamente y el anticuerpo de detecciéon mas TMB. Entre cada
paso de incubacion, la placa se enjuago tres veces con PBS que contiene 0.05 % de Tween-20 y una vez con PBS
solamente.

Una curva convencional de siete puntos se cre6 al trazar las sefiales de absorbencia de cada muestra convencional
contra la concentracion de IL-2. De esta manera, la cantidad de IL-2 de cada sobrenadante podria determinarse por
interpolacion de la curva convencional ajustada con la ecuacidon de regresion no lineal para una asociacion
exponencial de fase utilizando GraphPad Prism®.

ELISA IFN-y (alternativa del Ejemplo 4):

En 100ul de sobrenadante de cultivo celular, se midié la concentracion de IFN-y utilizando el Kit ELISA de IFN-y de
humano (Invitrogen™) después del protocolo del fabricante. Brevemente 50 pyl de Tampoén de Incubacion se
afadieron a cada cavidad de una placa de 96 cavidades prerevestida. 50 yl del Tampdn Diluyente Convencional a
cavidades cero. 50 yl de convencionales y muestras a cada cavidad. 50 ul de solucion Conjugada de Biotina IFN-y
Hu biotinilada en cada cavidad. Se cubrié el lado de placa gentiimente para mezclar. La placa se cubre con la
cubierta e incuba por 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente. La solucion se aspird6 completamente de las
cavidades y el liquido se descartd. Las cavidades se enjuagaron 4 veces. Se afiadieron 100 pl de Solucién de
Trabajo de Estreptavidina-HRP a cada cavidad. La placa se cubrié con la cubierta e incubé por 45 minutos a
temperatura ambiente. La solucion se aspiré completamente de cavidades y se descarto el liquido. Se afadieron
100 ul de Cromogeno Estabilizado a cada cavidad. El liquido en las cavidades se vuelve azul. Incubamos por 15-30
minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. Se afiadieron 100 pl de Solucion de Detencién a cada cavidad.
Se cubri6 el lado de placa gentilmente para mezclar. La soluciéon en las cavidades cambié de azul a amarilla. La
absorbencia de cada cavidad se ley6 con un lector de placa BioRad a 450 nm.

Ensayo de Citotoxicidad:

La estirpe HLA-A2/CD45 positiva, U266, o estirpe de mieloma U266 se marcé con 10 yM CFSE (Invitrogen Vybrant
CFDA SE Cell Tracer Kit) en 350 pl PBS por 10 minutos a temperatura ambiente (RT) en la oscuridad. La reaccion
de marcado se detuvo por la adicion de 5 ml de suero de bovino fetal (FCS), seguido por una incubaciéon de 1 minuto
a RT. Después de 2 enjuagues, las células dirigidas marcadas con CFSE se volvieron a suspender en medio de
ensayo y co-incubaron con Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC) de un donante sano HLA-A2
negativo a una proporcion de 1:10 (5*10° U266 y 5*10° PBMC en 2 ml) y 27 nM de construcciones de anticuerpo
como se indica. Una muestra tratada con Triton se utiliz6 como control positivo (100 % lisis) y una muestra sin
construccion de anticuerpo como control negativo (0 % lisis). Después de 24 horas, células apoptéticas se visualizan
por colorante 7AAD (Biozol, 10 minutos a RT) y % de lisis especifica de células U266 marcadas con CFSE se
calculé empleando técnicas de citometria de flujo.

Ensayo de Caspasa-3 (alternativa del Ejemplo 4):

Se realizd la coloracion después de co-incubar las células dirigidas con células T (proporcion 2:1 de células de
tumor:células T) con o sin los polipéptidos especificos por 4 horas. La coloracion de superficie para HLA-A2 y CD45
se realizd primero, seguido por fijacion y permeabilizacion (Fix+Perm, BD Biosciences). El anticuerpo Caspasa-3
activado se agregd entonces por 30 minutos (BD Biosciences). Las células se enjuagan con 1xPBS +5 % de suero
de humano (HS, PAA Laboratories) y analizan en un BD-FACS Canto-ll. % de apoptosis especifica se calcul6 como
(% valor experimental - % liberacion espontanea)/(100 % - % liberacion espontanea)*100.
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Ensayo de azul Alamar (alternativa del Ejemplo 4):

El ensayo alamarBlue® (Abd Serotec) se utilizé para medir la proliferacion y viabilidad de las células después de la
exposiciéon a toxinas. Brevemente, las células se desarrollaron en 100ul de medio de cultivo celular por cavidad
(placa de 96 cavidades). Para analisis, se afiadieron 10 pl de alamarBlue por cavidad e incubaron en la incubadora
por 30-120 minutos. La absorbencia se leyé con un lector de placa BioRad a 570nM y 600nM. Para espacio libre
solamente se utilizé el medio. El por ciento de diferencia en reduccién de la proliferacion celular entre los diferentes
grupos polipéptido se calculé como se indica por el fabricante, utilizando células que se desarrollan en cultivo sin
toxina como control.

Ensayo de Digoxigenina (alternativa del Ejemplo 4):

Primero, la peroxidasa de rabano picante (HRP, Sigma-Aldrich Chemie gmbH) se marcé con digoxigenina NHS-éster
(Sigma-Aldrich Chemie gmbH) en una proporcién molar 1/3. Dig-HRP se limpié con columnas de cromatografia
micro Bio-Spin™ (BioRad y se almacendé a 4 °C en la oscuridad. Las células Colo-206F se incuban primero con
polipéptidos indicados a varias concentraciones por 90 minutos. Las células se enjuagan con PBS y vuelven a
suspender en medio de cultivo celular con Dig-HRP e incuban por 30 minutos. Después, las células se enjuagan dos
veces con PBS y vuelven a suspender en 50ul PBS. Se afiadieron 50uL de Cromdégeno Estabilizado (Invitrogen™)
por 15-30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se afiadieron 50 pl de Solucién de Detencion y la
absorbencia se leyd con un lector de placa BioRad a 450 nm.

Ratones (alternativa del Ejemplo 4):

Los ratones transgénicos HLA.A2, inmunodeficientes (NodScid IL-2rg -/- HLA.A2/B2m tg; numero de reserve 14570,
The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) para el experimento in vivo (Figura 12A) se mantuvieron en
nuestra instalacion certificada para animales (ZEMM, Centro para medicina molecular experimental, hospital de la
Universidad de Wirzburg) de acuerdo con las directrices Europeas. Los ratones hembra, de 6-10 semanas de edad,
se dividen en cinco grupos, seis ratones por grupo (n=30). 5x10° células THP-1, 1,25x10° células T CD8+
especificas de CMV (proporcion 40/1 de célula de tumor:célula T) y se inyectaron 0.5ug de los polipéptidos
intraperitonealmente (i.p.) como se indica. Después de la inyeccion, los ratones se monitorean por inspeccion diaria.
Una segunda inyeccion de 1.16x10° células T CD8+ especificas de CMV/ratén se da el dia 13 y las inyecciones de
los polipéptidos se repiten cada tres dias una semana. Los animales se sacrifican cuando el incremento en el peso
corporal fue mayor a 80 % o si aparecen moribundos de acuerdo con directrices institucionales.

La estructura de dominio, etiquetas de afinidad y conectores de las construcciones o polipéptidos utilizados en los
Ejemplos 5-9 o Figuras 4-11D, se muestran en la Figura 3A-3B. Estas construcciones y todas las construcciones o
polipéptidos utilizados en las Figuras 4-30 se preparan como se describe en los Ejemplos 1y 2. El cultivo celulary
ensayos funcionales en los Ejemplos 5-9 y cultivo, los ensayos funcionales y trabajo in vivo en cuanto a las Figuras
4-30 se llevaron a cabo como se describe en los Ejemplos 3 y 4.

Ejemplo 5

La estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, se co-incubé con células T HLA A2 negativas (PBMC
(células mononucleares de sangre periférica) eliminadas de monocito) de un donante sano y cantidades variables de
construcciones de anticuerpos biespecificas HLA A2 y CD3 como se indica (Numeros 85, 82, 75 y 71). PHA-L
(fitohemaglutinina, una lectina que causa estimulacion no especifica de células T; 1 yg/mL de concentracion final) se
utilizé como control positivo y se investigaron construcciones scFv de cadena sencilla con especificidad para HLA A2
(Numero 4) o CD3 (Numero 36). La produccion de IL2 (Interleucina-2) por células T se midié por técnicas ELISA. No
se encontro produccion de IL2 en situaciones experimentales sin ninguna construccion. La informacion obtenida se
representa en la Figura 4.

Ejemplo 6

La estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, se co-incubé con células T HLA A2 negativas (PBMC
eliminadas de monocito) de un donante sano y cantidades variables de “construcciones tridominio” agregadas ya
sea por separado (Numeros 42, 45, 55; niumeros que se refieren a construcciones como se representan en la Figura
3A-3B) o en combinaciones (42 + 45 o 42 +55). PHA-L y construcciones scFv de cadena sencilla con especificidad
para CD45 (Numeros 46 y 17) se dan como controles. La produccién de IL2 por células T se midié por técnicas
ELISA. No se encontré produccion de IL en situaciones experimentales sin ninguna construccion. La informacion
obtenida se representa en la Figura 5.

Ejemplo 7

La estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, se co-incubé con células T HLA A2 negativas (PBMC
eliminadas de monocito) de un donante sano y la construccién de anticuerpo biespecifico HLA A2 y CD3 sola
(numero 71, 27 nM) o en combinacién con construcciones scFv de cadena sencilla que bloquean los epitopos
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antigénicos en HLA A2 (Numero 4, exceso por cien en comparacion con la concentracion de construccion 71, es
decir, 2700 nM) o CD3 (Numero 36, exceso por nueve en comparacion con la concentracion de construccion 71, es
decir, 243 nM). La produccién de IL2 por células T se midié por técnicas ELISA y PHA-L se da como control. La
informacioén obtenida se representa en la Figura 6.

Ejemplo 8

La estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, se co-incubé con células T HLA A2 negativas (PBMC
eliminadas de monocito) de un donante sano y la combinacion de construcciones 42 y 45. La funcién estimuladora
de célula T se bloqued por construcciones de cadena sencilla especificas para HLA A2 (numero 4) o CD45 (nimero
46). La complementacion de la funcién estimuladora de célula T se probd al analizar las construcciones 42 y 45 por
separado o la construccion scFv de cadena sencilla dirigida contra CD3 (numero 36). La producciéon de IL2 por
células T se midi6 por técnicas ELISA y PHA-L se da como control. La concentraciéon de construcciones fue 27 nM,
al menos que se indique de otra manera. (“9x” indica una concentracion de 243 nM, “100x” una concentracion de
2700 nM.) La informacion obtenida se representa en la Figura 7.

Ejemplo 9

La estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, se co-incubd con células T HLA A2 negativas (PBMC
eliminadas de monocito) de un donante sano y la combinacion de construcciones 42 y 55. La funcién estimuladora
de célula T se bloqued por construcciones de cadena sencilla especificas para HLA A2 (numero 4) o CD45 (nimero
46). La complementacioén de la funcion estimuladora de célula T se probé al analizar las construcciones 42 y 55 por
separado o la construccion scFv de cadena sencilla dirigida contra CD3 (numero 36). La producciéon de IL2 por
células T se midié por técnicas ELISA y PHA-L se da como control. La concentracion de construcciones fue 27 nM,
al menos que se indique de otra manera. (“9x” indica una concentracion de 243 nM, “100x” una concentracion de
2700 nM.) La informacion obtenida se representa en la Figura 8.

Los resultados de los Ejemplos anteriores claramente demostraron que dos construcciones (42+45) o (42+55)
primero tienen que unir sus ligandos en la superficie de una sola célula para complementar subsiguientemente la
funcién que emplea célula T.

Ejemplo 10

Lisis de la estirpe dirigida de mieloma CD45 y HLA A2 positiva, U266, por células T HLA A2 negativas (PBMC
eliminadas de monocito) en la presencia de VLCD3-scFvHLA A2 (27 nMol) o Vu-scFvCD45 (27 nMol) o la
combinacién de ambas de estas construcciones (27 nMol cada una) se determind utilizando técnicas a base de
citometria de flujo. El por ciento de lisis se calculd por células apoptéticas U266 divididas a través de las células
totales U266 y se sustrae la apoptosis antecedente. La informacién obtenida se representa en la Figura 9.

Ejemplo 11

Como partes de la construccion bipartita final, se disefian dos polipéptidos, cada uno compuesto de un fragmento
variable de cadena sencilla de unién a antigeno (scFv) y ya sea el dominio de cadena ligera variable (V) o cadena
pesada variable (Vu) de un anticuerpo anti-CD3 que activa la célula T (Figura 10). Cuando estos dos polipéptidos
unen sus antigenos respectivos en la superficie de una sola célula, los dominios V. y Vy interactian entre si para
reconstituir el sitio de unién anti-CD3 original. De esta manera, el heterodimero triespecifico formado en diana
emplea y estimula las células T para destruccion de célula de tumor.

Este escenario se valida completamente in vitro cuando los linfocitos T se confrontan con células dirigidas que se
han incubado con los dos polipéptidos diferentes. Como prueba de principio, el antigeno HLA-A2 de mayor
histocompatibilidad y el marcador de linaje hematopoyético CD45 se dirigieron como antigenos, primero y segundo,
los cuales ambos se expresan en células de mieloma U266, células primarias de un paciente con leucemia pro-
linfocitica del linaje de célula T (T-PLL), y blastos leucémicos mieloide agudos THP-1 (Figura 11A-D). Debido a la
interaccion V/Vy descrita, el heterodimero ahora triespecifico estimula potencialmente las células T para secretar
interleucina-2 (IL-2) (Figura 11A) y someter a lisis las células de tumor etiquetadas a concentracion nanomolar
(Figura 11B), la eficacia citotoxica siendo muy similar a aquella de un anticuerpo que activa la célula T biespecifica,
que se empled como un control positivo (Figura 11A, panel izquierdo), Mack, 1995, Proc Natl Acad Sci 92, 7021-
7025. Cuando los polipéptidos se agregan por separado uno de otro, no indujeron linfocitos T para someter a lisis las
células dirigidas. Estos resultados estan en linea con datos estructurales que indican que ambos dominios, Vy y Vi,
se requieren para conferir suficiente afinidad al antigeno dirigido (Figura 11A, 11B), Colman, 1987, Nature 326, 358-
363; Amit, 1986, Science 233, 747-753. Igualmente, los resultados revelan que la posible homodimerizacion de
cualquiera de los brazos, Vi 0 Vi, resulta en un efecto biolégico medible insignificante.

Para demostrar que las dos moléculas deben unir primero sus antigenos en la superficie de la célula dirigida para

que ocurra la heterodimerizacion Vu/V(, los fragmentos variables de cadena sencilla especificos para HLA-A2 y
CD45 se utilizan para bloguear los epitopos respectivos en el diana. Como se muestra en la Figura 11C, cuando
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estan presentes en mayor exceso, estos inhibidores previnieron que los dos polipéptidos activen las células T en una
manera dependiente de dosis. Ademas, las células T no se estimularon cuando se omitieron las células dirigidas
(datos no mostrados) o cuando se probod que las células dirigidas expresan CD45 solamente (células RAJI, Figura
11D) o no expresan molécula diana (KMS-12-BM, Figura 11D).

Ejemplo 12

Para prueba de concepto in vivo, se recurre a un modelo de trasplante alogénico de célula madre desigual, en el
cual las células hematopoyéticas y leucémicas residuales del paciente, todas HLA-A2 y CD45 positivas, deben
eliminarse para dar a las células madre donantes alogénicas (HLA-A2—-negativas, CD45-positivas) una oportunidad
de injertar y reconstituir la hematopoyesis (véase Figura 2). Para poner a prueba la especificidad de la construccion
bipartita, se utilizaron los ratones inmunodeficientes que expresan el transgen HLA-A2 de humano en virtualmente
todas las células nucleadas, la pregunta siendo si los tejidos de murino HLA-A2 positivos pero CD45 negativos
sufririan de dafio colateral. Las células THP-1 se inyectaron intraperitonealmente con o sin linfocitos T CD8 de un
donante HLA-A2 negativo, que se ha seleccionado para especificidad para citomegalovirus (CMV) para evitar la
reactividad inmune anti-murino de humano. Los tumores intraperitoneales se desarrollaron rapidamente en ratones
que no reciben los polipéptidos, y en ratones tratados ya sea con tipos de molécula sencilla o con la combinacion de
ambos polipéptidos pero sin células T. En todos los casos, la enfermedad diseminada fatal se desarrollé dentro de 3
a 4 semanas (Figura 12A). En contraste extremo, todos los ratones que llevan tumor tratados con células T e
inyecciones repetidas de ambos polipéptidos sobrevivieron al final del experimento el dia 31, no obstante los
tumores palpables en el sitio de inyeccion. Estos resultados muestran claramente que la construccion bipartita
redirige realmente las células T independientemente de su especificidad en las células de tumor que
simultaneamente expresan ambas moléculas dirigidas (HLA-A2 y CD45) in vivo. Ademas, se causaria que una
célula T reclute anticuerpos biespecificos contra HLA-A2 al redirigir las células T contra todos los tejidos de murino
HLA-A2 positivos. Del mismo modo, un anticuerpo biespecifico de union CD45 habria mediado la lisis de todas las
células hematopoyéticas, incluyendo blastocitos leucémicos THP-1 y células T del donante. En nuestra propia
configuracion, sin embargo, la inyeccion de polipéptido HLA-A2 especifico en los animales transgénicos HLA-A2 no
caus6 aparente toxicidad.

Para examinar ademas la posible toxicidad por espectadores, empleamos un ensayo de apoptosis altamente
sensible en células THP-1 y monocitos HLA-A2 negativos pero CD45 positivos, los Ultimos representando el
compartimento espectador sano. Como se representa en la Figura 12B, observamos activacion de caspasa-3 en
células THP-1 pero no en monocitos tratados en la misma cavidad con la combinaciéon de los polipéptidos o el
control positivo biespecifico y células T donantes. Las células THP-1 cultivadas con células T y polipéptidos
individuales no se afectan. Estas observaciones de nuevo muestran claramente el inicio de apoptosis
exclusivamente en la poblacion dirigida de antigeno positivo doble, mientras se dan células espectadoras HLA-A2
negativas. Estos experimentos modelan de modo muy exacto la situacion clinica seria de pacientes con leucemia
con un trasplante de célula madre desigual HLA. El planteamiento combinatorio de utilizar una molécula HLA
distintiva y CD45 ayuda a mejorar los efectos deseados de injerto contra leucemia al redirigir las células T del
donante contra blastocitos leucémicos de tanto origen mieloide como linfoide.

Ejemplo 13

Para aventurarse en tumores sdlidos, dirigimos el planteamiento combinatorio a molécula de adhesion de célula
epitelial (EpCAM) y antigenos del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Ambos antigenos se sobre-
expresan en varios carcinomas y se han estudiado extensivamente en las pruebas clinicas de fase Il y Ill. La
expresion de EGFR se asocia cercanamente con la proliferacion celular, mientras EpCAM esta presente en la
superficie basolateral de virtualmente todo el epitelio simple y se encontré recientemente que actia como una
proteina de sefalizacion en la trayectoria Wnt, Maetzel, 2009, Nat Cell Biol 11, 162-171. Como se ilustra en la Figura
13A, los dos polipéptidos activan la liberacion de interferon-y (IFNy) de linfocitos donantes co-incubados y median la
apoptosis de la estirpe de cancer doble positiva, Colo-206F, a concentraciones nanomolares (Figura 13A, 13B), pero
solamente cuando se dan en combinacién y no con cualquier parte sola. Como un descendiente de tejido
neuroepitelial, la estirpe de melanoma FM-55 carece de EpCAM, y por lo tanto fue completamente resistente a los
polipéptidos (Figura 13A, 13B). Aunque la expresion de EGFR y EpCAM se solapa ampliamente en células de
carcinoma proliferantes, células epiteliales no proliferantes, por ejemplo, de higado y pancreas que expresan
solamente antigenos EGFR o EpCAM, respectivamente, debe ser menos susceptible a o protegerse de los ataques
de dos frentes. Notablemente, las toxicidades hepaticas y pancreaticas se han limitado por dosis para anticuerpos
EpCAM monoclonales de alta afinidad en pruebas clinicas (para revision ver, Munz, 2010, Cancer Cell Int 10:44).

Ejemplo 14
La validacion adicional de la estrategia de complementacion funcional bipartita se realizé6 por experimentos in vitro

extensivos, utilizando una combinacion de diferentes polipéptidos, dirigiendo varios antigenos de superficie celular
en diferentes estirpes de humano.
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Las estirpes de tumor de humano HLA A2 positivas, FM-55, (mieloma), Colo-206F (cancer de colon) y OVCAR
(cancer ovarico) se co-incuban con PBMC HLA-A2 negativas de un donante sano, polipéptido contra HLA-A2
(CD3(VL) - HLA-A2(Vi-VL)) y con un segundo polipéptido dirigiendo ya sea CEA (CD3(VH) - CEA(VH-VL)), EGFR
(CD3(VH) - EGFR(VH-VL)) 0 Her2 (CD3(Vh) - Her2(Vy-VL)). La produccion de IL2 o IFN-y por linfocitos se midié por
técnicas ELISA. Estos datos demuestran que (i) una combinacién especifica de antigenos, una firma de antigeno,
puede expresarse en carcinomas de origen diverso (tejido de piel, neuroepitelial, intestinal y ovarico), (ii) la firma de
antigeno es accesible con nuestra estrategia de complementacion funcional bipartita utilizando un conjunto de
polipéptidos especifico para la firma de antigeno. Los datos obtenidos se representan en las Figuras 14, 15y 16.

Ejemplo 15

Para demostrar la capacidad de intercambio del dominio funcional, los fragmentos F1 y F2 de un conjunto de
polipéptidos se intercambiaron entre si, reteniendo su capacidad de complementacién especifica para restauracion
en diana de su dominio de anticuerpo original para emplear células T. Por lo tanto, se utilizé el conjunto de
polipéptidos contra el antigeno dirigido CD45 y HLA-A2. El polipéptido contra CD45 tuvo CD3(V.) como el fragmento
F1 y el polipéptido contra HLA-A2 tuvo CD3(V4) como el fragmento F2. La estirpe de mieloma CD45 y HLA-A2
positiva, U266, se co-incubd con células T HLA-A2 negativas de un donante sano y polipéptidos contra CD45
(CD3(VL) - CD45(V-VL)) y HLA-A2 (CD3(VH) — HLA-A2(Vw-VL)) en cantidades variables. El empleo de célula T se
valoré por produccion de IFNy reactiva, medida por técnicas ELISA. No se encontré produccion de IFNy en
situaciones experimentales sin ningun polipéptido. La informacion obtenida se representa en la Figura 17.

Ejemplo 16

La estrategia de complementacion funcional bipartita se probd ademas al dirigir un conjunto de antigenos, ya
utilizados como dianas para terapia de anticuerpo de cancer (EGFR, EpCAM y Her2) (Her2 es un diana para
Trastuzumab en cancer de mama, EGFR es un diana para Cetuximab en cancer colorectal y EpCAM es un diana
para Catumazumab para el tratamiento de ascitis neoplasica). Las células EGFR, EpCAM y Her2 positivas (Colo-
206F, CX-1 y OVCAR) se co-incuban con PBMC de un donante sano y la combinacién de polipéptidos contra EGFR
(CD3(VH) - EGFR(VH*VL)), EpCAM (CD3(VL) - EpCAM(Vh+VL)) y Her2 (CD3(VH) - Her2(Vu+V.)). La
complementacion de funcion estimuladora de linfocito se valoréd por produccion de IFNy reactiva, medida por
técnicas ELISA. No se encontré produccion de IFNy en situaciones experimentales sin ningin polipéptido. La
informacioén obtenida se representa en las Figuras 18 y 19.

Ejemplo 17

Para probar una combinacién de antigenos con correlacion clinica cercana, se utilizd la combinacion de CD45 y
CD138 para dirigir células de mieloma multiple (MM) de humano. La mayoria de las células MM de humano son
positivas para CD45 y CD138. Una célula T que recluta anticuerpos biespecificos contra CD45 mataria todas las
células hematopoyéticas de un paciente y contra CD138 causaria efectos secundarios graves debido a su expresion
en varios tejidos normales (células epiteliales, endoteliales, células trofoblasticas y células glandulares del tracto Gl,
The Human Protein Atlas, Version: 10.0, actualizacion de Atlas: 12-09-2012). En contraste, la combinacion de CD45
y CD138 se encontré exclusivamente en células de plasma y células MM y por lo tanto es una buena firma de
antigeno para el planteamiento de terapia dirigida. La estirpe de mieloma mdultiple de humano CD45 y CD138
positivas, AMO-1, se co-incubé con PBMC de un donante sano y la combinaciéon de polipéptidos contra CD45
(CD3(VL) - CD45(Vu+VL)) y CD138 (CD3(VH) - CD138(VH+VL)). La complementacion de funcidon estimuladora de
linfocito se valord por produccion de IFNy reactiva, medida por técnicas ELISA. No se encontrd produccion de IFNy
en situaciones experimentales con polipéptidos sencillos o sin ningun polipéptido. La informacién obtenida se
representa en la Figura 20.

Ejemplo 18

Una aplicacion adicional de la estrategia de complementacion funcional bipartita es dirigir los antigenos sencillos en
la superficie celular y matar las células de tumor de antigeno positivo sencillas. Una desventaja principal para la
célula T que recluta anticuerpos biespecificos con sitios de unién antiCD3 funcionales son los efectos secundarios
graves causados por la activacion de la célula T no especifica y liberacion de citoquina (Linke, R. et al.
Catumaxomab: clinical development and future directions. MAbs 2, 129-136 (2010)). La ventaja de esta estrategia de
complementacion funcional bipartita es de hecho los anticuerpos, de modo que el dominio funcional antiCD3 que
activa la célula T se restaura exclusivamente en la célula dirigida. Sin la célula dirigida, no esta presente el dominio
que activa la célula T. Las células de mieloma multiple de humano CD45 y CD138 positivas, AMO-1 y U266, se co-
incuban con PBMC de un donante sano y la combinacion de polipéptidos contra un antigeno dirigido sencillo, ya sea
CD138 (CD3(VhH) - CD138(Vh+VL) + CD3(VL) - CD138(Vht+VL)) o CD45 (CD3(VH) — CD45(Vu+VL) + CD3(VL) —
CD45(Vu+VL)). La complementacion de funcion estimuladora de linfocito se valord por produccion de IFNy reactiva,
medida por técnicas ELISA. No se encontré produccion de IFNy en situaciones experimentales con polipéptidos
sencillos o sin ningun polipéptido. Los datos obtenidos se representan en la Figura 21 y 22. En la Figura 23 se ilustra
el planteamiento de antigeno sencillo, al utilizar un conjunto de polipéptidos que dirige dos epitopos diferentes (parte
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superior) o el mismo epitopo (parte inferior) en el antigeno dirigido A1.

Ejemplo 19

Este es un ejemplo para demostrar que la estrategia de complementacion funcional puede elaborarse ademas para
suministro de carga dirigido y que diferentes maneras efectoras son posibles para matar una célula dirigida. Al
complementar los fragmentos F1 y F2 de un conjunto de polipéptidos unidos en diana, el sitio de unién de anticuerpo
recientemente formado puede unir cualquier molécula que es especifica. Para dirigir una carga etiquetada con HIS a
una célula dirigida, se utilizaron los fragmentos V4 y V. de un anticuerpo anti-His(hexa-histidina). Después de la
union simultanea de polipéptido 1 (antiHis(V,)-CD45(Vu-VL) y polipéptido 2 (antiHis(Vh)-HLA-A2(VH-VL) a sus
antigenos dirigidos especificos CD45 y HLA-A2, un sitio de unién hexa-histidina se complementa en diana que une
cargas marcadas con histidina con alta afinidad. La carga es una toxina etiquetada con HIS como se da en este
ejemplo aqui. Las células CD45 y HLA-A2 positivas, THP-1, se co-incuban con un componente la de toxina lota de
Clostridium perfringens etiquetada con histidina(His) (Figura 24) o una subunidad A de toxina Shiga etiquetada con
histidina(His) (Figuras 25, 26) en combinacion con polipéptidos contra CD45 (antiHis(V.)-CD45(Vn-VL)) y HLA-A2
(antiHis(Vn)-HLA-A2(Vp-V.)). La complementacion de la union de toxina etiquetada con his y muerte de célula
dirigida subsiguiente se valord al medir la viabilidad celular utilizando un ensayo alamarBlue®. A la concentracion
mas alta de polipéptidos utilizados (80nM), una clara diferencia en la muerte de célula dirigida, medida como
reduccion en viabilidad celular, se encontré6 en situaciones experimentales con una combinacién de ambos
polipéptidos en comparacién con polipéptidos sencillos.

Ejemplo 20

Para demostrar ademas la versatilidad, flexibilidad y la capacidad de intercambio de la estrategia de
complementacion funcional bipartita, los fragmentos Vy y Vi de un anticuerpo anti-Digoxigenina se utilizaron para
identificar y marcar células positivas de antigeno doble con HRP (peroxidasa de rabano picante) marcada con
Digoxigenina. Células Colo-206F EGFR y EpCAM positivas se co-incuban con polipéptidos contra EGFR
(antiDig(VH) - EGFR(Vut+VL)) y EpCAM (antiDig(VL) - EpCAM(Vu+V\)). En complementacion dirigida de la anti-
Digoxigenina de dominio funcional, indicada por marcado con Digoxigenina-HRP de células Colo-206F, se valoré al
medir la actividad de peroxidasa, utilizando un Kit ELISA convencional (Invitrogen™). Se encontré una diferencia
clara en células dirigidas marcadas con Dig-HRP en situacién experimental con una combinaciéon de ambos
polipéptidos en comparacion con polipéptidos sencillos. Los datos obtenidos se representan en la Figura 27.

Ejemplo 21

Utilizando los antigenos leucociticos de humano (HLA) como un brazo para complementacién funcional bipartita
restringida a antigeno dual, esta estrategia de haplotipo se validé ademas al intercambiar los dominios funcionales
de los polipéptidos con fragmentos V4 y Vi de un anticuerpo anti-HLA-Cw6. PBMC del paciente primarias HLA-Cw6
positivas se co-incuban con PBMC HLA-Cw6 negativas de un donante sano, polipéptido contra CD45 (CD3(V.) —
CD45(Vu-VL)) y HLA-Cw6 (CD3(VH) — HLA-Cw6(Vh-VL)). La produccion de IFNy por linfocitos se midié por técnicas
ELISA. Estos datos demuestran que las células hematopoyéticas de pacientes con otros haplotipos diferentes a
HLA-A2 pueden dirigirse simplemente al intercambiar un dominio dirigido (anti HLA-A2, Figura 5, 7-9, 11A-12B) por
otro (anti HLA-Cw®6). Los datos obtenidos se representan en las Figuras 28.

Ejemplo 22

La estrategia de complementacion funcional bipartita inducida por antigeno dual se validé ademas en un ensayo de
paciente in vitro, utilizando células primarias de cancer del paciente recientemente aisladas y dianas de antigeno ya
utilizados para terapia de cancer en la clinica o pruebas clinicas (EGFR, EpCAM, CEA y Her2). Las células malignas
de un paciente hombre de 48 afios de edad con cancer pancreatico metastatico se co-incuban con los linfocitos de
sangre periférica propios del paciente y la combinacién de polipéptidos contra EGFR (CD3(VH) - EGFR(VH+VL)),
EpCAM (CD3(VL) - EpCAM(VHx+VL)), Her2 (CD3(Vh) - Her2(Vu+VL)), CEA (CD3(VH) - CEA(Vh-VL)) y HLA-A2
(CD3(VL) - HLA-A2(Vy-VL)). La complementacion de funcidon estimuladora de linfocito se valord por produccion de
IFNy reactiva, medida por técnicas ELISA. No se encontré produccion de IFNy en situaciones experimentales sin
ningun polipéptido. Estos datos demuestran el potencial de esta estrategia para utilizar células inmunes propias del
paciente para dirigir y matar sus células transformadas malignas. Los datos obtenidos se representan en las Figuras
29.

Ejemplo 23

Una poblacion de célula T restringida a CMV CD3/CD8 positiva altamente enriquecida se utilizd para mostrar que
cualquier célula T, independientemente de su especificidad, puede servir como célula efectora y matar las células de
tumor de antigeno positivo doble por esta estrategia de complementacion. Las células U266 y THP-1, CD45 y HLA-
A2 positivas se co-incubaron con células T especificas de citomegalovirus (CMV) de un donante sano HLA-A2
negativo y polipéptidos contra CD45 (CD3(Vn)-CD45(Vh-VL)) y HLA-A2 (CD3(VL)-HLA-A2(Vyx-VL)) en cantidades
variables. El anticuerpo scFv aleatorio biespecifico (CD3(Vh-VL) x HLA-A2(Vy-V1)) se utilizd como un control positivo.
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El empleo de célula T se valord por produccion de IFNy reactiva, medida por técnicas ELISA. No se encontrd
produccion de IFNy en situaciones experimentales con polipéptidos sencillos o sin ningun polipéptido. Los datos
obtenidos se representan en la Figura 30. Las células del mismo grupo alicuota congelado, células T especificas de
CMV y células THP-1, se utilizaron para el modelo de murino in vivo (Figura 12A).

Ejemplo 24

Esta ilustracion representa el potencial para dirigir alérgeno/clones de célula B especificos autoinmunes con la
estrategia de complementacion funcional bipartita. Al utilizar un alérgeno sintético como porcion dirigida, el
polipéptido unido a alérgeno se unira especificamente a su receptor de célula B clonotipico expresado en la
superficie del clon de célula B especifico de alérgeno. El segundo brazo de la estrategia bipartita utilizara un
polipéptido especifico de célula B (CD19, CD20, CD38, CD138), restringiendo la complementacion continda del
dominio efector con muerte de célula dirigida subsiguiente para el clon de célula B especifico de alérgeno. El Ultimo
diana de esta estrategia es eliminar el clon de célula B que causa una enfermedad alérgica o autoinmune (parte
superior de la Figura 31) mientras da a las células B otras especificidades células diferentes a células B (por
ejemplo, mastocitos o células basofilicas) que unen el anticuerpo responsable de la enfermedad a través de
receptores Fc (parte inferior de la Figura 31).

Las caracteristicas de la presente invencién descritas en la especificacion, las reivindicaciones, y/o en los dibujos
acompanantes pueden, tanto por separado como en cualquier combinacién de los mismos, ser material para realizar
la invencioén en varias formas de la misma.
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Asp Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lysg Pro Gly Ala
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35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Thr Thr Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
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85 80 95

Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp Hisg Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 2

<211> 111

<212> PRT

<213> VL anti-CD3

<400> 2

Agp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

52
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Glu

Asn

Gly
65

Asp

Phe

<210> 3
<211> 119
<212> PRT

Arg

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

<213> VH anti-CD3

<400> 3

Asp

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Ala

Thr

Ile

Val

Met

Tyr

50

Asp

Gln

Arg

Thr

Ala

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

Hisg

35

Ile

Lys

Leu

Tyr

Leu
115

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
100

Leu

Met
20

Trp

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Leu

Gln

Val

Asgp

Tyr

85

Thr

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

ES 2 653 287 T3

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Gln

Cys

Lys

Ser

Len

70

Leu

Asp

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Val

Ser

Lys

Gln

Arg

55

Thr

Thr

Hisg

Ser

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Gly

Thr

Arg

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

53

Ala

25

Lys

Val

Thr

Gln

Ile
105

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys
105

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp
90

Lys

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Len

Gln

Pro

Ala

Asn

75

Ser

Gly

Len

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Asp

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ser

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Val

Arg

45

Phe

Asn

Ala

Arg

Phe

Len

45

Asn

Ser

Val

Trp

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

95

Ala

Gly

15

Arg

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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15

<210> 4

<211> 106

<212> PRT

<213> VL anti-CD3

<400> 4

Asp Ile

Glu Lys

Asn Trp

Asp Thr

50

Gly Ser

Asp Ala

Phe Gly

<210>5

<211>122
<212> PRT

Gln

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Ala

Leu

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Met

Gln

Val

Ser

Tyr

85

Thr

<213> huMADb anti-CD variante 9 VH

<400> 5

ES 2 653 287 T3

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

54

Ala

Ala

25

Thr

Val

Thr

Gln

Len
105

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Lys

Met

Ser

Pro

Tyr

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Arg

45

Phe

Met

Asn

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr
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Glu

Ser

Thr

Ala

Lys

65

Ala

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>6
<211> 113
<212> PRT

Val

Leu

Met

Leu

50

Asp

Gln

Arg

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Ser

115

Leu Val

Leu Ser
20

Trp Val

Asn Pro

Phe Thr

Asn Ser

85

Gly Tyr

100

<213> huMADb anti-CD variante 1 VL

<400> 6

ES 2 653 287 T3

Glu

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

55

Ser

Arg

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ala

Asp

120

Gly

Ser

25

Pro

Val

Asp

Glu

Ser

105

55

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

90

Asp

Len

Tyr

Lys

Thr

Ser

75

Thr

Trp

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Asn

Asn

Val

Phe

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Asp

110

Gly
15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

Tyr

80

Cys

Trp
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ES 2 653 287 T3

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Arg Asn Tyr
20 25 30

Len Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lyg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leun Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys& Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Ile Lys Arg
100 105 110

Thr

<210> 7

<211> 119

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH (L2K)

<400> 7

Agp Ile Lys Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala
1 5 10 15

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

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

56
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15

Gly

Lys
65

Met

Ala

Thr

<210> 8
<211> 106
<212> PRT

Tyr

50

Asp

Gln

Arg

Thr

Ile

Lys

Len

Tyr

Leu
115

<213> Anti-CD3 VL (L2K)

<400> 8

Asp

Glu

Asn

Asp

Gly

65

Asp

Phe

<210>9
<211> 119
<212> PRT

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Gln

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Ala

Asn

Ala

Ser

Tyr

100

Thr

Leu

Thr

20

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly
100

<213> Anti-CD3 VH (145.2C11)

<400> 9

Glu Val Gln Leu

1

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Val

Thr

Met

Gln

Val

Ser

Tyr

85

Thr

ES 2 653 287 T3

Ser

Len

70

Len

Asp

Ser

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Arg

55

Thr

Thr

Hisg

Ser

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Gly Tyr

Thr Asp

Ser Glu

Tyr Cys

Pro

Arg

Gly

40

Gly

Len

Gln

Glu

105

Ala

Ala

25

Thr

Val

Thr

Gln

Len
105

Val Glu Ser Gly Gly

5

57

Thr Asn Tyr Asn Gln

Lys Ser Ser Ser Thr

Asp Ser Ala Val Tyr

90

Len Asp Tyr Trp Gly

Ile

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Lys

75

Met

Ser

Pro

Tyr

Ser

75

Ser

60

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Arg

45

Phe

Met

Asn

110

Ser

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Gly Leu Val Gln Pro Gly Lys

10

15
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Ser

Gly

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Thr

<210> 10
<211> 110
<212> PRT

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Val

Lys

His

35

Ile

Arg

Met

Phe

Ser
115

Leu
20

Trp

Thr

Phe

Azn

Asp

100

Ser

<213> Anti-CD3 VL (145.2C11)

<400> 10

Asgp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ile

Arg

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Met

Thr

20

Tyr

Azn

Gly

Gly

Pro
100

Ser

Val

Ser

Thr

Ile
85

Trp

Ala

Thr

Ile

Gln

Lys

Arg

Ser

g5

Gly

ES 2 653 287 T3

Cys

Arg

Ser

Val

70

Leu

Asp

Lys

Gln

Asn

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Glu

Gln

Ser

55

Ser

Lys

Lys

Thr

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Ser

Tyr

Lys

Ala

Ala

40

Ile

Arg

Ser

Asn

Pro

Gln

Pro

40

Asp

Ser

Cys

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

58

Gly

Gly

Ile

Asn

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Phe

Arg

Lys

Ala

75

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Pro

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Met

Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Leu

Tyr

Thr
110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Tyr

Asp
110

Gly

Ser

Ala

Leu

Tyr

95

Met

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

Val

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser
80

Trp
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15

<210> 11

<211> 114

<212> PRT

<213> Anti-HIS VH

<400> 11

Gln Val
1

Ser Val

Tyr Met

Gly Asp

Lys Gly
65

Met Glu

Glu Ser

Ser Ala

<210> 12

<211> 116

<212> PRT
<213> Anti-HIS VL

<400> 12

Gln

Lys

Azn

35

Ile

Arg

Leu

Gln

Leu

Ile
20

Trp

Asn

Ala

Arg

Ser
100

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gly

ES 2 653 287 T3

Gln

Cys

Lys

Asn

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Gly

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Trp

59

Pro

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Gly
105

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gln

Asp

Tyr

Lys

Ser

Ser

75

Ser

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ser

Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Thr

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val
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Asp Tyr

Ser Leu

Val His

Gly Gln

50

Gly Val
65

Lys

Gly

Ser

35

Ser

Pro

ES 2 653 287 T3

Asp Ile Leu
5

Asp Gln Ala
20

Asn Gly Asn

Pro Lys Leu

Asp Arg Phe
70

Met

Ser

Thr

Leu

55

Ser

Thr

Ile

Tyr

40

Ile

Gly

Gln

Ser

25

Leu

Tyr

Ser

Thr

10

Cys

Glu

Lys

Gly

Pro

Arg

Trp

Val

Ser
75

Ser

Ser

Tyr

Ser

60

Gly

Ser

Ser

Leu

45

Azn

Thr

Leu

Gln

30

Gln

Arg

Asp

Pro

15

Ser

Lys

Phe

Phe

Val

Ile

Pro

Ser

Thr
80

Len Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Phe Gln Gly Ser Hig Val Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Len

100

Glu Ile Lysg Arg

<210> 13
<211>128

<212> PRT

<213> Anti-DIG VH

<400> 13

115

60

105

110



ES 2 653 287 T3

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

Ser Leu Lys Leu Ser Cysg Ala Val Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Ile Arg Gln Thr Pr¢ Glu Asn Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser Ile Asn Ile Gly Ala Thr Tyr 2la Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80

Len Gln Met Ser Ser lLeu Gly Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Pro Gly Ser Pro Tyr Glu Tyr Asp Lysg Ala Tyr Tyr Ser Met
100 105 110

Ala Tyr Trp Gly Pro Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr
115 120 125

<210> 14

<211> 118

<212> PRT

<213> Anti-DIG VL

<400> 14

Asp Val Gln Met Thr Gln Ser Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leun Gly
1 5 10 15

Agp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Lys Asn Tyr
20 25 30

61
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15

20

25

30

Leu

Tyr

Arg
65

Glu

Thr

Pro

<210> 15
<211>10
<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR1 (WT)

<400> 15

<210> 16
<211> 17
<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR2 (VH5)

<400> 16

Asn

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Trp

35

Ser

Ser

Ile

Gly

Val
115

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ser

1

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

ES 2 653 287 T3

Gln

Len

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Lys

Len

55

Phe

Phe

Lys

Pro Gly Gly
40

Ser Gly Val

Ser Leu Thr

Cyg Gln Gln
90

Leu Glu Ile
105

5

Thr

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Val

Ser

60

Thr

Ile

Arg

Lysz Leu

45

Arg Phe

aAsn Leu

Thr Leu

Ala Asp
110

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His
10

Leu

Ser

Glu

Pro

95

Ala

Ile

Gly

Arg

80

Pro

Ala

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

1

Gly

<210> 17
<211>10
<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR3 (WT)

<400> 17

<210> 18

5

10

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr
10

1

<211>10 <212> PRT

<213> Anti-CD3 VK CDR1 (WT)

<400> 18

5

62

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 653 287 T3

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met Asn

1

<210>19

<211>7

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VK CDR2 (WT)

<400> 19

<210> 20

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VK CDR3 (WT)

<400> 20

5

Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser

5

10

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr

1

<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR1 (WT)

<400> 21

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met Hisg

1

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR2 (WT)

<400> 22

Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
10

1

Asp

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR3 (WT)

<400> 23

5

5

10

Tyr Tyr Asp Asp Hig Tyr Cys Leu Asp Tyr

1

<210> 24
<211>10
<212> PRT

5

63

10
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<213> Anti-CD3 VK CDR1 (WT)

<400> 24

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Asn
1 5 10

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VK CDR2 (WT)

<400> 25

Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser
1 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VK CDR3 (WT)

<400> 26

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 27

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR1 (UCHT-1)

<400> 27

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Thr Met Asn
1 5 10

<210> 28

<211> 17

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR2 (UCHT-1)

<400> 28

Leu Ile Asn Pro Tyr Lys Gly Val Ser Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Asp

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDRS3 (UCHT-1)

<400> 29

Tyr Tyr Gly Asp Ser Asp Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

64
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<210> 30

<211> 11

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VL CDR1 (UCHT-1)

<400> 30

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Arg Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 31

<211>7

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VL CDR2 (UCHT-1)

<400> 31

Tyr Thr Ser Arg Leun Glu Ser
1 5

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VL CDR3 (UCHT-1)

<400> 32

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp Thr
1 5

<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Anit-CD3 VH CDR 1 (L2K)

<400> 33

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr
1 3

<210> 34

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR 2 (L2K)

<400> 34

Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr
1 5

<210> 35
<211> 12 <212> PRT
<213> Anti-CD3 VH CDR 3 (L2K)

<400> 35
Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp Hig Tyr Cys Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 36

<211>5

65
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55

ES 2 653 287 T3

<212> PRT
<213> Anti-CD3 VL CDR 1 (L2K)

<400> 36

Ser Ser Val Ser Tyr
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VL CDR 3 (L2K)

<400> 37

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Leu Thr
1 5

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR 1 (145-2C11)

<400> 38

Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Gly
1 5

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR 2 (145-2C11)

<400> 39

Ile Thr Ser Ser Ser Ile Asn Ile
1 5

<210>40

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VH CDR 3 (145-2C11)

<400> 40

Ala Arg Phe Asp Trp Asp Lys Asn Tyr
1 5

<210> 41

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-CD3 VL CDR 1 (145-2C11)

<400> 41

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210>42
<211>9
<212> PRT

66
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<213> Anti-CD3 VL CDR 3 (145-2C11)

<400> 42

<210>43

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HIS VH CDR1

<400> 43

<210> 44

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HIS VH CDR2

<400> 44

<210> 45

<<211>7

<212> PRT

<213> Anti-HIS VH CDR3

<400> 45

<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Anti-HIS VL CDR1

<400> 46

Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asgn Thr Tyr

1

<210> 47

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-HIS VL CDR3

<400> 47

<210>48
<211>8
<212> PRT

ES 2 653 287 T3

Gln Gln Tyr Tyr Asn Tyr Pro Trp Thr

1

5

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr

1

5

Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr

1

Glu Ser Gln Ser Gly Ala Tyr

1

5

5

5

10

Phe Gln Gly Ser Hig Val Pro Phe Thr

1

5

67
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<213> Anti-DIG VH CDR1

<400> 48

<210> 49

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-DIG VH CDR2

<400> 49

<210> 50

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-DIG VL CDR1

<400> 50

<210> 51

<211>123

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VH

<400> 51

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly
5

1

Ser Leu Arg Val Ser Cys Ala Ala Ser

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

Ala Phe Ile Arg Asn Asp Gly Ser Asp

50

20

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Ala

1

Ile Asn Ile Gly Ala Thr Tyr Ala

1

1

ES 2 653 287 T3

55

40

68

5

5

5

25

Gln Asp Ile Lys Asn Tyr

Gly Val val
10

Gly Val Thr

Gly Lys Gly

Lys Tyr Tyr
60

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Pro Gly Gly
15

Ser Asp Tyr
30

Glu Trp Met

Asp Ser Val
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15

ES 2 653 287 T3

Llys Gly Arg Phe Thr Ile

65

Leu Gln Met

Ala Lys Asn

70

Ser Ser Leu

85

Gly Glu Ser

100

Trp Gly Arg Gly Thr Len

115
<210> 52
<211> 108
<212> PRT
<213> Anti-HLA-A2 VL

<400> 52

Asp Val Val
1

Aszp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 53

<211> 118

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VH

<400> 53

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Asn

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asgp

70

Tyr

Thr

Ser

Arg

Gly

Val

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Ala

Pro

Thr
120

Pro

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

69

Asp Asn

Glu Asp
80

Leu Asp
105

vVal Ser

Ser Ser
10

Ala Ser
25

Gly Lys

Gly val

Phe Thr

Gln Gln

90

Asp Ile
105

Ser Lys Lys Thr vVal Ser

75

80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

110

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val Gly
15

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Leu
95
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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 Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

Ala Met Ser Trp Val
35

Ser Ala Ile Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ala Arg Tyr Ser Phe
100

Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 54

<211> 108

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VL

<400> 54

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Trp

Ala Pro Gly Lys Gly

40

Gly Ser Thr Tyr Tyr

Arg Asgp Asn Ser Lys

Ala Glu Asgp Thr Ala

Phe Asp Val Trp Gly

70

25

105

20

15

60

Leu

45

Ala

Azn

Val

Gln

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
g0

Tyr Cys
95

Thr Len



Asp

Thr

Ser

Asp

Asn

65

Asp

Val

<210> 55
<211>120
<212> PRT

Ile

Ala

Trp

Asp

50

Ser

Glu

Phe

Glu

Arg

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

<213> Anti-EpCAM VH

<400> 55

Leu

Ile

20

Gln

Asp

Asn

Asp

Gly
100

Thr

Ser

Gln

Arg

Thr

Tyr

85

Gly

ES 2 653 287 T3

Gln

Cys

Lys

Pro

Ala

70

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

Ser

55

Thr

Cys

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

Len

Gln

Len

71

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

Ser

Thr
105

Val

10

Ala

Ala

Pro

Ile

Tyr

90

Val

Ser

Len

Pro

Glu

Ser

75

Asp

Len

Val

Gly

Val

Arg

60

Gly

Asn

Gly

Ala

Asp

Leu

45

Phe

Thr

Phe

Pro

Lys

30

Val

Ser

Gln

Asp

Gly

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ser
95

Gln

Ala

Tyr

Ser

Glu

80

Pro
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Glu val

Thr Ser

Tyr Trp

Ile Gly

Phe Lys

65

Tyr Met

Cys Ala

Gly Thr

<210> 56
<211> 113
<212> PRT

Gln

Val

Len

35

Asp

Gly

Gln

Arg

Thr
115

<213> Anti-EpCAM VL

<400> 56

Glu Leu

Glu Lys

Gly Asn

Pro Pro
50

Pro Asp
€5

Ile Ser

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Leu

Lys

20

Gly

Ile

Lys

Leu

Leu

100

Val

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Leu

Ile

Trp

Phe

Ala

Ser

85

Arg

Thr

Thr

Asn

Leu

Thr

Gln
85

ES 2 653 287 T3

Glu

Ser

Val

Pro

Thr

70

Ser

Azn

Val

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Ser Gly

Lys Ala

25

Gln Arg

40

Ser Gly

Thr Ala

Thr Phe

Asp Glu

105

Ser
120

Pro Ser

Lys Ser

25

Thr Trp

Trp Ala

Gly Ser

Asp Leu

72

Ala

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

90

Pro

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala
80

Glu

Gly

Gly

Ile

Lys

75

Asgp

Met

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Len

Tyr

Hisg

His

60

Ser

Ser

Asp

Thr

Ser

Gln

Arg

60

Asgp

Tyr

Val

Ala

Gly

45

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Arg

Phe

30

Leu

Asn

Ser

Val

110

Thr

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Pro

15

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

95

Gly

Ala

15

Azn

Gly

Gly

Gln
95

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

80

Phe

Gln

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Asn
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Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Ile

Lys

<210> 57
<211>120
<212> PRT

<213> Anti-HER2 VH

<400> 57

Glu
1

Ser

Tyr

Ala

Lys
65

Leu

Ser

Gly

<210> 58
<211> 107
<212> PRT

Val

Len

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<213> Anti-HER2 VL

<400> 58

Gln

Arg

Hisg

35

Ile

Arg

Met

Trp

Len
115

100

Len

Len
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser
120

73

105

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Len

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

110

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln
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Asp

Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 59
<211> 119
<212> PRT

Tle Gln

Arg Val

Ala Trp
35

Ser Ala

Arg Ser

Asp Phe

Phe Gly

<213> Anti-EGFR-1 VH

<400> 59

ES 2 653 287 T3

Met Thr Gln

Thr Ile Thr
20

Tyr Gln Gln

Ser Phe Leu

Gly Thr Asp
70

Ala Thr Tyr
85

Gln Gly Thr
100

Ser Pro

Cys Arg Ala

Lys Pro Gly

40

Ser

25

Tyr Ser Gly

55

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln

Lyg Val Glu

74

105

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Hisg

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ala

Val

Lys
45

Arg

Ser

Thr

Ser Val Gly
15

Asn Thr Ala
30

Leu Leu Ile

Phe Ser Gly

Leu Gln Pro
80

Thr Pro Pro
95
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Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Asp Tyr Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Len Lys Ser
65

Ser Leu Lysg

Cyg Val Arg

Thr Met Val
115

<210> 60

<211> 107

<212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VL

<400> 60

Azsp Ile Gln

Leu

Len
20

Trp

Hisg

Arg

Leu

Asp

100

Thr

Gln

Thr

Thr

Ile

Len

Ser

85

Arg

Val

ES 2 653 287 T3

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Val

Ser

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Thr

Ser

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Gly

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Ile

Ala

Ala
105

Gly

10

Gly

Ser

Asn

Asp

Ala

90

Phe

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Asp

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Thr

Ile

Lys

Val

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Thr

Ile

Gly
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Glu

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Gly

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

75



Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Ala

<210> 61
<211>127
<212> PRT

<213> Anti-CEA VH

<400> 61

Arg

Asn

Asgp

50

Gly

Asp

Phe

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ile

Gly

Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

85

Gly Gly
100

ES 2 653 287 T3

Thr

Gln

Asp

Tyr

Thr

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Phe

Lys

Gln

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

76

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Gln

Glu
105

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

20

Ile

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Asp Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asp His

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro
80



Ser Arg

Arg Pro

Phe Thr

Leu Glu
50

Asn Gln
65

Agn Thr

Val Tyr

Trp Phe

<210> 62
<211>110

<212> PRT

<213> Anti-CEA VL

<400> 62

Val

Gly

Thr
35

Trp

Asn

Ala

Tyr

Ala
115

Ala

Ala

20

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

100

Tyr

Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

Met

g5

Ala

Trp

ES 2 653 287 T3

Val

Val

Ile

Tyr

Gly

70

Gln

Arg

Gly

Gln

Lys

His

Ile

55

Lys

Leu

Arg

Gln

Leu

Trp

40

Asn

Thr

Azn

Ala

Gly
120

77

Gln

Ser

25

Val

Pro

Thr

Ser

Asp

105

Thr

Gln

10

Cys

Arg

Ser

Leu
90

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

15

Thr

Gly

Val

Gly

Ala

Arg

Gly

60

Ala

Ser

Asn

Thr

Ala

Ser

Pro

45

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Val
125

Glu

Gly

30

Gly

Ser

Lys

Asp

Glu

110

Ser

Leu

15

Tyr

His

Asp

Ser

Ser

95

Tyr

Ser

Ala

Thr

Asgp

Tyr

Ser

80

Ala

Thr
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Asp

Val

Tyr

Ser
65

Glu

Thr

<210> 63
<211>120
<212> PRT

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Glu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Len

Gly

<213> Anti-CD45 VH

<400> 63

Gln

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Val

Leu

Met

Glu

50

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Asp Lys

Gln Met

Leu

Azn

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Len

Leu

20

Trp

Asn

Val

Ser

Thr

Val

Gln

Tyr

Thr

Glu

85

Gly

Val

Ser

Val

Pro

Phe

Lys
85

ES 2 653 287 T3

Gln

Thr

Gln

Asp
70

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Val

Ser

Tyr

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Pro

Lys

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ser

78

Lys

Ala

25

Gly

Gly

Len

Gln

Glu
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Phe

10

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

90

Ile

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asgp

Met

Gln

Ser

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Leu

Phe

Lys

Asn

aAla

75

Thr

Ser

Asn

Pro

Asp

60

Ser

Hisg

Arg

Val

Asp

Gly

Phe

60

Lys

Ala

Thr

Val

Lys

45

Arg

Asn

Thr

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Thr

Asn

Leu

Ser

Gly

30

Val

Phe

Val

Tyr

Asp
110

Pro

Ser

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Pro
95

Gly

15

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Leu

Gly

Tyr

Ile

Leu

Tyxr

80

Cys
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Ala Arg Gly Asn Tyr Tyr Arg Tyr Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly

100

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser

<210> 64
<211> 111
<212> PRT

115

<213> Anti-CD45 VL

<400> 64
Asp Ile
1

Gln Arg

Gly Tyr

Lysz Leu
50

Arg Phe
65

Pro Val

Glu Leu

<210> 65
<211> 121
<212> PRT

Val

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

<213> VH anti-CD138

<400> 65

Leu

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Phe
100

Thr

Ile

Len

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gln

Ser

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala

Gly

120

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Ser

79

105

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

Ser

Gln

Len

Asp

Tyr

90

Thr

Len

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Len

Val

Val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Ser

30

Gln

Val

Asn

Hisg

Ile
110

Len

15

Thr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Ser

Pro

Ala

Hisg

80

Arg
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Gln

Val

Ile

Glu

Gly
65

Gln

Arg

Gln

<210> 66
<211>110
<212> PRT

Val

Lys

Glu

Ile

50

Lys

Leu

Glu

Gly

Gln

Ile

Trp
35

Leu

Ala

Ser

Gln

Thr
115

<213> VL anti-CD138

<400> 66

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

100

Ser

Gln

Cys

Lys

Gly

Phe

Leu

g5

Tyr

Val

ES 2 653 287 T3

Gln

Lys

Gln

Thr

Thr

70

Thr

Gly

Thr

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Ala

Ser

Asn

Val

Gly

Thr

Pro

40

Arg

Asgp

Glu

Phe

Ser
120

80

Ser

Gly

25

Gly

Thr

Ile

Asgp

Tyr

105

Ser

Glu

10

Tyr

His

Ile

Ser

Ser
90

Tyr

Len

Thr

Gly

Tyr

Ser
75

Ala

Ala

Met

Phe

Leu

Asn

60

Azn

Val

Met

Pro

Ser

Glu

45

Glu

Thr

Tyr

Asp

Gly

Lys

Val

Tyr

Tyr
110

Ala

15

Tyr

Ile

Phe

Gln

Cys
95

Ser

Trp

Gly

Lys

Met
80

Ala

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

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lyg Pro Asp Gly Thr Val Glu Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Tyr Thr Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pr¢ Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leun Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Ile Gly Thr Tyr Tyr Cyg Gln Gln Tyr Ser Lyg Leu Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lyg Leu Glu Ile Lyg Arg Thr Val
100 105 110

<210> 67

<211> 246

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 scFv

<400> 67

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

81



Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Trp

Gly

Ser

145

Cys

Lys

Glu

Phe

Tyr

225

Lys

<210> 68
<211> 245

Len

Met

Phe

50

Gly

Gln

Lys

Gly

Gly

130

Pro

Gln

Pro

Thr

Thr

210

Cys

Val

Arg

Hisg

35

Ile

Arg

Met

Azn

Arg

115

Gly

Ser

Ala

Gly

Gly

185

Phe

Gln

Asgp

Val
20

Trp

Arg

Phe

Ser

Gly

100

Gly

Gly

Ser

Ser

Lys

180

Val

Thr

Gln

Ile

Ser

Val

Asn

Thr

Ser

g5

Glu

Thr

Ser

Gln

165

Ala

Pro

Ile

Tyr

Lys
245

ES 2 653 287 T3

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Ser

Gly

Ser

150

Asp

Pro

Ser

Ser

Ser

230

Arg

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Val

Gly

135

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

215

Ser

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Pro

Thr

120

Gly

Ser

Ser

Phe
200

Leu

Phe

82

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Leu

105

Val

Gly

Val

Azn

Leu

185

Ser

Gln

Pro

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

Asp

Ser

Ser

Gly

Tyr

170

Ile

Gly

Pro

Leu

Val

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Tyr

Ser

Asp

Asp

155

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
235

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gly

Val

140

Arg

Azn

Asp

Gly

Asgp

220

Phe

Leu

Len

45

Ala

Lys

Val

Tyr

Gly

125

Val

Val

Trp

Ala

Ser

205

Phe

Gly

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Phe

110

Gly

Met

Thr

Tyr

Ser

190

Gly

Ala

Gly

Asp

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Asp

Gly

Thr

Ile

Gln

175

Asn

Thr

Thr

Gly

Tyr

Met

Val

Ser

80

Cys

Leu

Ser

Gln

Thr

160

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
240
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<212> PRT
<213> Anti-HLA-Cw6 scFv

<400> 68

83



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Len

Ala

Val

Gly

Pro

145

Gly

Gly

Gly

Leu

Gln

225

Len

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Gly

130

Ser

Asp

Gln

Ile

Thr

210

Ser

Thr

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Tyr

Val

115

Gly

Val

Ala

Ala

Pro

195

Tle

Tyr

val

Len

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Ser

Ser

Ser

Leu

Pro

180

Glu

Ser

Asp

Len

vVal

Ser

val

Gly

Thr

Ser

85

Phe

Ser

Gly

Val

Gly

165

val

Gly

Asn

Gly
245

ES 2 653 287 T3

Glu

Cysg

Arg

Ser

Ile

70

Len

Ser

Ala

Gly

Ala

150

Asp

Len

Phe

Thr

Phe
230

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Trp

Gly

Gly

135

Pro

Lys

Val

Ser

Gln

215

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Phe

Gly

120

Gly

Gly

Tyr

Ile

Gly

200

Ala

Ser

84

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Gly

Ser

Gln

Ala

Tyr

185

Ser

Glu

Pro

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

30

Val

Ser

Asp

Thr

Ser

170

Asp

Asn

Asp

Val

Len

Phe

Lys

Tyr

Ser

73

Thr

Trp

Gly

Ile

Ala
155

Trp

Asp

Ser

Glu

Phe
235

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gly

Glu

140

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

Gly

125

Len

Ile

Gln

Asp

Asn

205

Asp

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

Thx

Ser

Gln

Arg

190

Thx

Tyr

Gly

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Ser

Gln

Cys

Lys

175

Pro

Ala

Tyr

Thr

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Len

Gly

Pro

Ser

160

Pro

Ser

Thr

Cys

Lys
240



<210> 69

<211> 248

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM scFv

<400> 69

ES 2 653 287 T3
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Glu

Thr

Tyr

Ile

Phe

65

Tyr

Cys

Gly

Gly

Ser

145

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Ser

Trp

Gly

50

Lys

Met

Ala

Thr

Ser

130

Len

Gln

Gln

Thr

Thr

210

Val

Gln

Val

Len

35

Asp

Gly

Gln

Arg

Thr

115

Gly

Thr

Ser

Gln

Arg

195

Asgp

Tyr

Leu

Lys

20

Gly

Ile

Lys

Len

Len

100

Val

Gly

Val

Leu

Lys

180

Glu

Phe

Tyr

Ile

Trp

Phe

Ala

Ser

85

Arg

Thr

Gly

Thr

Leu

165

Pro

Ser

Thr

Cys

ES 2 653 287 T3

Glu

Ser

Val

Pro

Thr

70

Ser

Asn

Val

Gly

Ala

150

Asn

Gly

Gly

Leu

Gln

Gln

Cys

Lys

Gly

55

Leu

Len

Trp

Ser

Ser

135

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

215

Asn

Ser

Lys

Gln

40

Ser

Thr

Thr

Asp

Ser

120

Glu

Glu

Gly

Pro

Pro

200

Ile

Asp

86

Gly

Ala

25

Arg

Gly

Ala

Phe

Glu

105

Gly

Leu

Lys

Asn

Pro

185

Asp

Ser

Tyr

Ala

10

Ser

Pro

Asn

Asp

Glu

90

Pro

Gly

Val

Val

Gln

170

Lys

Arg

Ser

Ser

Glu

Gly

Gly

Ile

Lys

75

Asp

Met

Gly

Met

Thr

155

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr

Tyr

Hisg

Hisg

60

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

140

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

220

Pro

Val

Ala

Gly

45

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Ser

125

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

205

Ala

Arg

Phe

30

Leu

Asn

Ser

Val

Trp

110

Gly

Ser

Cys

Len

Tyr

130

Ser

Glu

Thr

Pro

15

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

95

Gly

Gly

Pro

Lys

Thr
175

Trp

Gly

Phe

Gly

Asn

Trp

Lys

Ala

80

Phe

Gln

Gly

Ser

Ser

160

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
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225 230

Ala Gly Thr Ly Leu Glu Ile Lys
245

<210>70

<211> 242

<212> PRT

<213> Anti-HER2 scFv

<400> 70

87

235

240



Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Len

Ser

Gly

Gly

Ser

145

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
225

Ile

Val

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

Thr

Ser

130

Len

Gln

Ala

Pro

Ile
210

His

Lys

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser
195

Ser

Tyr

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Gly

Ala

Val

Lys

180

Arg

Ser

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Gly

Ser

Asn

165

Len

Phe

Leu

Thr

ES 2 653 287 T3

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Len

Asp

Val

Gly

Val

150

Thr

Len

Ser

Gln

Ser Gly

Ala ala

Gln Ala
40

Asn Gly
55

Ser ala

Arg Ala

Gly Phe

Ser Ser
120

Ser Asp
135

Gly Asp

Ala val

Ile Tyr

Gly Ser
200

Pro Glu
215

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Gly

Ile

Arg

Ala

Ser

185

Arg

Asp

Pro Pro Thr Phe

230

88

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ala

Gly

Gln

Val

Trp

170

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Gly

Met

Thr

155

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
235

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Gly

Thr

140

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr
220

Gly

Gln Pro Gly
15

Ile Lys Asp
30

Leu Glu Trp
45

Ala Asp Ser

Asn Thr Ala

Val Tyr Tyr
95

Tyr Trp Gly
110

Ser Gly Gly
125

Gln Ser Pro

Thr Cys Arg

Gln Lys Pro
175

Leu Tyr Ser
190

Asp Phe Thr
205

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Val

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Ser

Ala

160

Gly

Gly

Gln

Glu
240



<210> 71
<211> 241
<212> PRT

<213> Anti-EGFR(l) scFv

<400> 71

Gln

1

Thr

Asgp

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Thr

Ser

Leu

145

Gln

Ala

Val

Leu

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Val

Met

Gly

130

Ser

Asp

Pro

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Val

115

Gly

Ala

Ile

Lys

Leu

Leu
20

Trp

His

Arg

Leu

Asgp

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Gln

Thr

Thr

Ile

Leu

Ser

g5

Arg

Val

Gly

Val

Asn

165

Leu

ES 2 653 287 T3

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Val

Ser

Ser

Gly

150

Tyr

Ile

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Thr

Ser

Asgp

135

Asgp

Tyr

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Gly

Gly

120

Ile

Arg

Asn

Asgp

89

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Ile

Ala

Ala

105

Gly

Gln

Val

Trp

Ala

Gly

10

Gly

Ser

Azn

Asp

Ala

90

Phe

Gly

Met

Thr

Tyr

170

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Asgp

Gly

Thr

Ile

155

Gln

Azn

Val

Ser

Gly

Azn

60

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln

140

Thr

Gln

Lys

Val

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Lys

Glu

Pro

Ser

30

Gly

Azn

Thr

Ile

Gly

110

Gly

Pro

Gln

Pro

Thr

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Ala

Gly

175

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Gly

Gly

Ser

Ser

160

Lys

Val
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180 185 190

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr
185 200 205

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His
210 215 220

Phe Asgp His Leu Pro Leu Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
225 230 235 240

Lys

<210>72

<211> 252

<212> PRT

<213> Anti-CEA scFv

<400> 72

90



Ser

Arg

Phe

Len

Asn

65

Asn

Val

Trp

Gly

Glu
145

Val Asn

Trp

Ala

Ser

Leu

Arg

Pro

Thr

Glu

50

Gln

Thr

Tyr

Phe

Gly

130

Leu

Phe

Ser

Gly

Val

Gly

Thr

35

Trp

Asn

Ala

Tyr

Ala

115

Gly

Thr

Gln

Tyr

Ala

Ala

20

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

100

Tyr

Ser

Gln

Gln

Ser

Thr

Gly

Lys

Met
85

ES 2 653 287 T3

Val

Val

Ile

Tyr

Gly

70

Gln

Ala Arg

Trp

Gly

Ser

val Thr Tyr

165

Gln Lys

180

135

210

225

Gly

Ala

Gly

Thr

Glu

Gly

Arg Tyr

Asp Phe

Tyr Phe

Thr Lys

245

Gly

Gly

Pro
150

Lys

Pro

Ser

Thr

Cys

230

Len

Gln

Lys

His

Ile
55

Lys

Len

Arg

Gln

Gly
135

Lys

Ala

Gly

Gly

Leu

215

Gln

Glu

Leu

Trp

40

Asn

Thr

Asn

Ala

Gly
120

Gly

Phe

Ser

Gln

val

200

Thr

Gln

Ile

91

Gln

Ser

25

Val

Pro

Thr

Ser

Asp
105

Thr

Ser

Met

Gln

Ser

185

Pro

Ile

Tyr

Lys

Gln
10

Cys

Arg

Ser

Len

Leu
90

Tyr

Thr

Gly

Ser

Aszn

170

Pro

Asgp

Ser

His

Arg
250

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

75

Thr

Gly

Val

Gly

Thr
155

val

Lys

Arg

Agn

Thry

235

Ala

Gly

Ala

Arg

Gly
60

Ala

Ser

Asn

Thr

Gly
140

Ser

Gly

Val

Phe

Vval

220

Tyr

Asp

Ala

Ser

Pro
45

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Val
125

Gly

Val

Thr

Leu

Thr

205

Gln

Pro

Glu

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

Glu

110

Ser

Ser

Gly

Asn

Ile

130

Gly

Ser

Len

Leu

15

Tyr

Hisg

Asp

Ser

Ser

95

Tyr

Ser

Asp

Asgp

Ala

Thr

Asp

Tyr

Ser

80

Ala

Thr

Gly

Ile

Arg
160

Val Ala

175

Tyr Ser

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

240



<210> 73
<211> 250
<212> PRT

<213> Anti-CD45 scFv

<400> 73

Asp

1

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Ile

Ser

Ile

Arg

Tyr

Len

50

Phe

Val

Len

Ser

Ser

Val

Ala

Ser

35

Len

Ser

Glu

Pro

Gly

115

Gln

Len

Thr

20

Tyr

Ile

Gly

Glu

Phe

100

Gly

Val

Thr

Ile

Len

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Gly

Gln

ES 2 653 287 T3

Gln

Ser

His

Len

Gly

70

Asp

Phe

Gly

Leu

Ser Pro

Cyg Arg

Trp Tyr

40

Ala Ser

55

Ser Gly

Ala Ala

Gly Ser

Ser Gly

120

Val Glu

92

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Gly

Ser

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Gly

Gly

Leu

Lys

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Ser

Gly

Val

Val

Gly

45

Gly

Len

Gln

Glu

Gly
125

Ser Leu
15

Ser Thr
30

Gln Pro

Val Pro

Asn Ile

Hig Ser

95

Ile Lys
110

Gly Gly

Val Gln

Gly

Ser

Pro

Ala

His

80

Arg

Lys

Gly

Pro



Gly
145

Trp

Ser

Leu

Tyr
225

Trp

<210> 74
<211> 246
<212> PRT

130

Gly

Tyr

Ile

Len

Tyr

210

Cys

Gly

Ser

Trp

Gly

Lys

185

Leu

Ala

Gln

<213> Anti-CD138 scFv

<400> 74

Len

Met

Glu

180

Asp

Gln

Arg

Gly

Lys

Ser

165

Ile

Lys

Met

Gly

Thr
245

ES 2 653 287 T3

Len

150

Trp

Asn

Val

Ser

Azn

230

Ser

135

Ser

Val

Pro

Phe

Lys

215

Tyr

Val

Cys

Arg

Thr

Ile

200

Val

Tyr

Thr

93

Ala

Gln

Ser

185

Ser

Arg

Val

Ala

Ala

170

Ser

Arg

Ser

Tyr

Ser
250

Ser

155

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly
235

140

Gly

Gly

Ile

Asn

Asgp

220

Asp

Phe

Lys

Asn

Ala

205

Thr

Ala

Asp

Gly

Phe

190

Lys

Ala

Met

Phe

Leu
175

Thr

Asn

Asp

Ser

160

Glu

Pro

Thr

Tyr

Tyr
240



Gln

Val

Ile

Glu

Gly

65

Gln

Gln

Gly

Ser

145

Ala

Asp

Gly

Len

Gln

225

Glu

Val

Lys

Glu

Ile

50

Lys

Len

Glu

Gly

Gly

130

Ser

Ser

Gly

Val

Thr

210

Gln

Ile

Gln

Ile

Trp

35

Len

Ala

Ser

Gln

Thr
115

Ser

Gln

Thr

Pro

195

Ile

Tyr

Lys

Len

Ser

20

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr
100

Ser

Gly

Ser

Gly

Val

180

Ser

Ser

Ser

Arg

Gln

Cys

Lys

Gly

Phe

Len

85

Tyr

Val

Gly

Ala

Ile

165

Glu

Arg

Asn

Lys

Thr
245
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Gln

Lys

Gln

Thr

Thr

70

Thr

Gly

Thr

Gly

Ser

150

Asn

Leu

Phe

Len

Leu

230

Val

Ser Gly

Ala Thr

Arg Pro
40

Gly Arg

Ala Asp

Ser Glu

Asn Phe

Val Ser
120

Gly Ser
135

Leu Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

200

Glu Pro
215

Pro Arg

94

Ser

Gly

25

Gly

Thr

Ile

Asp

Tyr
105

Ser

Asp

Asgp

Leu

Tyr

185

Ser

Glu

Thr

Glu

Tyr

Hisg

Ile

Ser

Ser

90

Tyr

Gly

Ile

Arg

Azn

170

Tyr

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ser

75

Ala

Ala

Gly

Gln

Val
155

Trp

Thr

Ser

Ile

Gly
235

Met

Phe

Leu

Asn

60

Asn

Val

Met

Gly

Met

140

Thr

Tyr

Ser

Gly

Gly

220

Gly

Pro

Ser

Glu

45

Glu

Thr

Tyr

Asgp

Gly

125

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

205

Thr

Gly

Gly Ala
15

Asn Tyr
30

Trp Ile

Lys Phe

Val Gln

Tyr Cys

95

Tyr Trp
110

Ser Gly

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

175

Leu Gln

190

Asp Tyr

Tyr Tyr

Thr Lys

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

80

Ala

Gly

Gly

Thr

Ser

160

Pro

Ser

Ser

Cys

Len
240
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<210>75

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VH CDR1

<400> 75

<210>76

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VH CDR2

<400> 76

<210> 77

<211> 16

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VH CDR3

<400> 77

Ala Lys Asn Gly Glu Ser Gly Pro Leu Asp Tyr Trp Tyr Phe Asp Leu

1

<210>78

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VL CDR1

<400> 78

<210>79

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-HLA-A2 VL CDR3

<400> 79

Gln Gln Tyr Ser Ser Phe Pro Leu Thr

1

<210> 80

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VH CDR1

<400> 80

Gly Val Thr Leu Ser Asp Tyr Gly

1

Ile Arg Asn Asp Gly Ser Asp Lys

1

5

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr

1

ES 2 653 287 T3

5

95

5

5

5

10

15
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Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 81

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VH CDR2

<400> 81

Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr
1 5

<210> 82

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VH CDR3

<400> 82

Ala Arg Tyr Ser Phe Ser Trp Phe Asp Val
1 5 10

<210> 83

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VL CDR1

<400> 83

Ala Leu Gly Asp Lys Tyr
1 5

<210> 84

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-HLA-Cw6 VL CDR3

<400> 84

Gln Ser Tyr Asp Asn Phe Asp Ser Pro Val
1 5 10

<210> 85

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM CDR1 VH

<400> 85

Gly Tyr Ala Phe Thr Agsn Tyr Trp
1 5

<210> 86

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM CDR2 VH

<400> 86

96
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Ile Phe Pro Gly Ser Gly Asn Ile
1 5

<210> 87

<211> 12

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM CDR3 VH

<400> 87

Ala Arg Leu Arg Asn Trp Asp Glu Pro Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 88

<211>12

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM CDR1 VL

<400> 88

Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr
1 5 10

<210> 89

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-EpCAM CDR3 VL

<400> 89

Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210>90

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HER2 VH CDR1

<400> 90

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr
1 5

<210> 91

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-HER2 VH CDR2

<400> 91

Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr
1 5

<210> 92

<211> 13

<212> PRT

<213> Anti-HER2 VH CDR3
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<400> 92

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 93

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-HER2 VL CDR1

<400> 93

Gln Asp Val Asn Thr Ala
1 5

<210> 94

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-HER2 VL CDR3

<400> 94

Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 95

<211>10 <212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VH CDR1
<400> 95

Gly Gly Ser Val Ser Ser Gly Asp Tyr Tyr
1 5 10

<210> 96

<211>7

<212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VH CDR2

<400> 96

Ile Tyr Tyr Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 97

<211> 11

<212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VH CDR3

<400> 97

Val Arg Asp Arg Val Thr Gly Ala Phe Asp Ile
1 5 10

<210> 98

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VL CDR1

<400> 98

98
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Gln Asp Ile Ser Asn Tyr
1 5

<210> 99

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-EGFR-1 VL CDR3

<400> 99

Gln Hiz Phe Asp His Leu Pro Leu Ala
1 5

<210> 100

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CEA VH CDR1

<400> 100

Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Thr
1 5

<210> 101

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CEA VH CDR2

<400> 101

Ile Asn Pro Ser Ser Gly Tyr Ser
1 5

<210> 102

<211> 16

<212> PRT

<213> Anti-CEA VH CDR3

<400> 102

Ala Arg Arg Ala Asp Tyr Gly Asn Tyr Glu Tyr Thr Trp Phe Ala Tyr
1 5 10 15

<210> 103

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-CEA VL CDR1

<400> 103

Gln Asn Val Gly Thr Asn
1 5

<210> 104

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CEA VL CDR3

<400> 104
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Gln Gln Tyr His Thr Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 105

<211>5

<212> PRT

<213> Anti-CD45 VH CDR 1

<400> 105

Gly Phe Asp Phe Ser
1 5

<210> 106

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD45 VH CDR 2

<400> 106

Glu Ile Asn Pro Thr Ser Ser Thr Ile
1 5

<210> 107

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-CD45 VL CDR 1

<400> 107

Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr
1 5 10

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD45 VL CDR 3

<400> 108

Gln Hig Ser Arg Glu Leu Pro Phe Thr
1 5

<210> 109

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD138 VH CDR1

<400> 109

Gly Tyr Thr Phe Ser Asgn Tyr Trp
1 5

<210> 110
<211>8

<212> PRT
<213> Anti-CD138 VH CDR2

<400> 110

100
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Ile Leu Pro Gly Thr Gly Arg Thr
1 5

<210> 111

<211> 15

<212> PRT

<213> Anti-CD138 VH CDR3

<400> 111

Ala Arg Glu Gln Tyr Tyr Gly Asn Phe Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10 15

<210> 112

<211>6

<212> PRT

<213> Anti-CD138 VL CDR1

<400> 112

Gln Gly Ile Asn Asn Tyr
1 5

<210> 113

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD138 VL CDR3

<400> 113

Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Arg Thr
1 5

<210> 114

<211> 388

<212> PRT

<213> pelB-CD3VL-scFYEPCAM(VH-VL)-6His

<400> 114

101



Ala

Met

Ser

Pro

65

Tyr

Ser

Ser

Ser

Glu

145

Gly

Gly

Lys

Gln

Ser

Ser

50

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

130

Leu

Tyr

His

Tyr

Pro

Ala

35

Val

Arg

Phe

Met

Asn

115

Gly

Val

Ala

Gly

Leu

Ala

20

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

100

Pro

Gly

Arg

Phe

Len
180

Leu

Met

Pro

Tyr

Ile

Gly

Ala

Len

Gly

Pro

Thr

185

Glu

ES 2 653 287 T3

Pro

Ala

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Glu

Thr

Ser

Gly

150

Asn

Trp

Thr

Asp

Glu

Asn

55

Asp

Gly

Asp

Phe

Glu

135

Thr

Tyr

Ile

Ala

Ile

Lys

40

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

120

Val

Ser

Trp

Gly

Ala

Gln

25

Val

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Ala

Gln

Val

Len

Asp
185

102

Ala

10

Len

Thr

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly

Len

Lys

Gly

170

Ile

Gly

Thr

Met

Gln

Val

75

Ser

Tyr

Thr

Len

Ile

155

Trp

Phe

Leu

Gln

Thr

Lys

60

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Glu

140

Ser

Val

Pro

Leu

Ser

Cys

45

Ser

Ser

Ser

Cys

Len

125

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

Pro

30

Arg

Gly

Gly

Len

Gln

110

Glu

Ser

Lys

Gln

Ser
190

Leu

15

Ala

Ala

Thr

Val

Thr

95

Gln

Len

Gly

Ala

Arg

175

Gly

Ala

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Trp

Lys

Ala

Ser

160

Pro

Asn



Ile His

Lys Ser
210

Agp Ser
225

Met Asp

Gly Gly

Met Thr

Thr Met
290

Lys Asn
305

Leu Leu

Phe Thr

Val Gln

Tyr Pro
370

His His
385

<210> 115
<211> 404
<212> PRT

Tyr

195

Ser

Ala

Tyr

Ser

Gln

275

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ala

355

His

Azn

Ser

Val

Trp

Gly

260

Ser

Cys

Tyr

Ser

340

Glu

Thr

His

Glu

Thr

Tyr

Gly

245

Gly

Pro

Lys

Thr

Trp

325

Gly

Asp

Phe

<213> pelB-CD3VH-scFvHer2-6HIS

<400> 115

ES 2 653 287 T3

Lys

Ala

Phe

230

Gln

Gly

Ser

Ser

310

Ala

Ser

Leu

Gly

Phe

Tyr

215

Cys

Gly

Gly

Ser

Ser

295

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
375

Lys

200

Met

Ala

Thr

Ser

Leu

280

Gln

Gln

Thr

Thr

Val
360

103

Gly

Gln

Arg

Thr

Gly

265

Thr

Ser

Gln

Arg

Asgp

345

Tyr

Thr

Lys

Val

250

Gly

Val

Leu

Lys

Glu

330

Phe

Tyr

Lys

Ala

Ser

Arg

235

Thr

Gly

Thr

Leu

Pro

315

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Ser

220

Azn

Val

Gly

Ala

Azn

300

Gly

Gly

Gln

Glu
380

Leu
205

Trp

Ser

Ser

Gly

285

Ser

Gln

Val

Thr

Asn

365

Ile

Thr

Thr

Asgp

Ser

Glu

270

Glu

Gly

Pro

Pro

Ile

350

Asp

Lys

Ala

Phe

Glu

Gly

255

Leu

Lys

Azn

Pro

Asgp

335

Ser

Tyr

His

Asgp

Glu

Pro

240

Gly

Val

Val

Gln

Lys

320

Arg

Ser

Ser

His



ES 2 653 287 T3

Met Lys Tyr Leu Leu Pr¢ Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15

Ala Gln Pro Ala Met Ala Asp Ile Lys Len Gln Gln Ser Gly Ala Glu

104



Leu

Tyr

Gln

65

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

145

val

Ser

val

Pro

Thr

225

Ser

Gly

Thr

Ala

Thr

50

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

130

Ser

Glu

Cys

Arg

Thr

210

Ile

Leu

Asp

val

Arg

Phe

Len

Asn

Ser

val

115

Gly

Ser

Ala

Gln

195

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser
275

20

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

100

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ala

180

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe

260

Ser

Gly

Arg

Trp

Lys

85

Ala

Tyr

Gln

Gly

Gly

165

Ser

Pro

Tyr

Azp

Glu

245

Tyr

Gly

ES 2 653 287 T3

Ala

Tyr

Ile

70

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

150

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

230

Asp

Ala

Gly

Ser

Thr

55

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

135

Ser

Leu

Phe

Lys

Arg

215

Ser

Thr

Met

Gly

val

40

Met

Tyr

Asp

Gln

Arg

120

Thr

Gly

val

Asn

Gly

200

Tyr

Lys

Ala

Asp

Gly
280

105

25

Lys

His

Ile

Lys

Leu

105

Tyr

Leu

Gly

Gln

Ile

185

Leu

Ala

Asn

val

Tyr

265

Ser

Met

Trp

Asn

Ala

20

Ser

Tyr

Thr

Gly

Pro

170

Lys

Glu

Agp

Thr

Tyr

250

Trp

Gly

Ser

Val

Pro

75

Thr

Ser

Aszp

Val

Gly

155

Gly

Asp

Trp

Ser

Ala

235

Tyr

Gly

Gly

Cys

Lys

60

Ser

Len

Leu

Aszp

Ser

140

Ser

Gly

Thr

Val

val

220

Tyr

Cys

Gln

Gly

lys

45

Gln

Arg

Thr

Thr

His

125

Ser

Glu

Ser

Tyr

Ala

205

Lys

Leu

Ser

Gly

Gly
285

30

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

110

Tyr

Gly

val

Leu

Ile

190

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

270

Ser

Ser

Pro

Tyr

Asp

95

Glu

Cys

Gly

Gln

Arg

175

His

Ile

Arg

Met

255

Leu

Gly

Gly

Gly

Thr

80

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

160

Leu

Trp

Tyr

Phe

Asn

240

Gly

Val

Gly



10

Gly

Ser
305

Asn

Leu

Phe

Leu

Thr
385

His

<210> 116
<211> 403
<212> PRT

Gly

290

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

370

Pro

His

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

355

Pro

Pro

His

Asp

Asp

Val

Tyr

340

Ser

Glu

Thr

His

Ile

Arg

Ala

325

Ser

Arg

Asp

Phe

ES 2 653 287 T3

Gln

Val
310

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
390

<213> pelB-CD3VH-scFVEGFR(l)-6HIS

<400> 116

Met
1

Ala

Tyr

Gln
65

Asn

Lys

Gln

Ala

Thr

50

Gly

Tyr

Tyr

Pro

Arg

35

Phe

Leu

Asn

Leu

Ala

20

Pro

Thr

Glu

Gln

Met

Gly

Arg

Trp

Lys
85

Pro

Ala

Ala

Tyr

Ile

70

Phe

Met

295

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

375

Gln

Thr

Asp

Ser

Thr

55

Gly

Lys

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

360

Thr

Gly

Ala

Ile

Val

40

Met

Tyr

Asp

Gln

Thr

Gln

Leu

345

Asgp

Tyr

Thr

Ala

Lys

25

Lys

His

Ile

Lys

106

Ser

Cys

Lys

330

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Ala
10

Leu

Trp

Asn

Ala
90

Pro

Arg

315

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
395

Gly

Gln

Ser

Val

Pro

75

Thr

Ser

300

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

380

Glu

Leu

Gln

Cys

Lys

60

Ser

Leu

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

365

Gln

Ile

Leu

Ser

Lys

45

Gln

Arg

Thr

Gln

Ala

Pro

350

Ile

His

Lys

Leu

Gly

30

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

Asp

Pro

335

Ser

Ser

Tyr

His

Leu

15

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

Ala

Val

320

Lys

Arg

Ser

Thr

His
400

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

80

Lys



Ser

Ser

Asp

Gly

145

Gln

Thr

Thr

Ile

Leu

225

Ser

Arg

Val

Gly

val

305

Asn

Leu

Ser

Ser

Ala

Tyr

130

Ser

Glu

Cys

Trp

Tyr

210

Thr

Ser

val

Ser

Ser

290

Gly

Tyr

Ile

Gly

Ser

Val

115

Trp

Gly

Ser

Thr

Ile

195

Tyr

Ile

vVal

Thr

Ser

275

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

Thr

100

Tyr

Gly

Gly

Gly

val

180

Arg

Ser

Ser

Thr

Gly

260

Gly

Ile

Arg

Asn

Asp

340

Gly

Ala

Tyr

Gln

Gly

Pro

165

Ser

Gln

Gly

Ile

Ala

245

Ala

Gly

Gln

val

Trp

325

Ala

Ser

ES 2 653 287 T3

Tyr

Cys

Gly

Gly

150

Gly

Gly

Ser

ASn

Asp

230

Ala

Phe

Gly

Met

Thr

310

Tyr

Ser

Gly

Met

Ala

Thr

135

Ser

Leu

Gly

Pro

Thr

215

Thr

Asp

Asp

Gly

Thr

295

Ile

Gln

Asn

Thr

Gln Leu
105

Arg Tyr
120

Thr Leu

Gly Gly

val Lys

Ser Val

185

Gly Lys
200

Asn Tyr

Ser Lys

Thr aAla

Ile Trp

265

Ser Gly

280

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Glu

345

Asp Phe

107

Ser

Tyr

Thr

Gly

Pro

170

Ser

Gly

Asn

Thr

Ile

250

Gly

Gly

Pro

Gln

Pro

330

Thr

Thr

Ser

Asp

val

Gly

155

Ser

Ser

Leu

Pro

Gln

235

Tyr

Gln

Gly

Ser

Ala

315

Gly

Gly

Phe

Leu

Asp

Ser

140

Ser

Glu

Gly

Glu

Ser

220

Fhe

Tyr

Gly

Gly

Ser

300

Ser

Llys

Val

Thr

Thr

His

125

Ser

Gln

Thr

Asp

Trp

205

Leu

Ser

Cys

Thr

Ser

285

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

val

Leu

Tyr

130

Ile

Lys

Leu

val

Met

270

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

350

Ser

Glu

Cys

Gly

Gln

Ser

175

Tyr

Gly

Ser

Lys

Arg

255

val

Gly

Ala

Ile

Lys

335

Arg

Ser

Agp

Leu

Gly

Leu

160

Leu

Trp

Hisg

Arg

Leu

240

Asp

Thr

Gly

Ser

Ser

320

Leu

Phe



ES 2 653 287 T3

355 360 365

Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Phe Asp His Leu
370 375 380

Pro Leu Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys His Hisg His
385 390 395 400

Hig His His

<210> 117

<211> 414

<212> PRT

<213> pelB-CD3VH-scFvCEA-6HIS

<400> 117

108



Ala

Len

Tyr

Gln

65

Asn

Ser

Ser

Asp

Gly

145

Gln

Lys

Gln

Ala

Thr

50

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

130

Ser

Val

Tyr

Pro

Arg

35

Phe

Leu

Asn

Ser

Val

115

Trp

Gly

Gln

Leu

Ala

20

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr

100

Tyr

Gly

Gly

Leu

Leu

Met

Gly

Arg

Trp

Lys

85

Ala

Tyr

Gln

Gly

Gln
165

ES 2 653 287 T3

Pro

Ala

Ala

Tyr

Ile

70

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

150

Gln

Thr

Asp

Ser

Thr

55

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

135

Ser

Ser

Ala Ala

Ile Lys
25

Val Lys

40

Met His

Tyr Ile

Asp Lys

Gln Len

105

Arg Tyr

120

Thr Leu

Gly Gly

Gly Ala

109

Ala

10

Len

Met

Trp

Asn

Ala

90

Ser

Tyr

Thr

Gly

Glu
170

Gly

Gln

Ser

Val

Pro

75

Thr

Ser

Asp

Val

Gly
155

Len

Gln

Cys

Lys

60

Ser

Leu

Len

Asp

Ser

140

Ser

Ala

Len

Ser

Lys

45

Gln

Arg

Thr

Thr

His

125

Ser

Ser

Arg

Len

Gly

30

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

110

Tyr

Gly

Arg

Pro

Len

15

Ala

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Cys

Gly

Val

Gly
175

Ala

Glu

Gly

Gly

Thr

80

Lys

Asp

Len

Gly

Ala

160

Ala



Ser

Thr

Gly

Lys

225

Ala

Trp

Gly

Ser

305

Tyr

Lys

Tyr

Phe

Phe

385

Lys

<210> 118
<211> 392

Val

Ile

Tyr

210

Gly

Gln

Arg

Gly

Gly

290

Pro

Lys

Pro

Ser

Thr

370

Cys

Leu

Lys

His

185

Ile

Lys

Arg

Gln

275

Gly

Lys

Ala

Gly

Gly

355

Leu

Gln

Glu

Met
180

Trp

Azn

Thr

Asn

Ala

260

Gly

Gly

Phe

Ser

Gln

340

Val

Thr

Gln

Ile

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

245

Asgp

Thr

Ser

Met

Gln

325

Ser

Pro

Ile

Tyr

Lys
405

ES 2 653 287 T3

Cys

Arg

Ser

Leu

230

Tyr

Thr

Gly

Ser

310

Azn

Pro

Asgp

Ser

His

390

Arg

Lys

Gln

Ser

215

Thr

Thr

Gly

Val

Gly

295

Thr

Val

Lys

Arg

Azn

375

Thr

Ala

Ala

Arg

200

Gly

Ala

Ser

Azn

Thr

280

Gly

Ser

Gly

Val

Phe

360

Val

Tyr

Asp

Ser

185

Pro

Tyr

Asgp

Glu

Tyr

265

Val

Gly

Val

Thr

Leu

345

Thr

Gln

Pro

His

110

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp

250

Glu

Ser

Ser

Gly

Azn

330

Ile

Gly

Ser

His
410

Tyr

His

Asp

Ser

235

Ser

Tyr

Ser

Asp

Asp

315

Val

Tyr

Ser

Glu

Thr

385

His

Thr

Asp

Tyr

220

Ser

Ala

Thr

Gly

Ile

300

Arg

Ala

Ser

Gly

Asp

380

Phe

His

Phe

Leu

205

Azn

Azn

Val

Trp

Gly

285

Glu

Val

Trp

Ala

Ser

365

Leu

Gly

His

Thr

190

Glu

Gln

Thr

Tyr

Phe

270

Gly

Leu

Azn

Phe

Ser

350

Gly

Ala

Gly

His

Thr

Trp

Azn

Ala

Tyr

255

Ala

Gly

Thr

Val

Gln

335

Tyr

Thr

Glu

Gly

Tyr

Ile

Phe

Tyr

240

Cys

Tyr

Ser

Gln

Thr

320

Gln

Arg

Asgp

Tyr

Thr
400
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<212> PRT
<213> pelB-CD3VL-scFvCEA-6HIS

<400> 118

111



Ala

Met

Ser

Pro

€5

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ser

145

Lys

Gln

Ser

Thr

Thr

225

Gly

Lys

Gln

Ser

Ser

50

Lys

Arg

Ser

Ser

Gly

130

Gly

Ala

Arg

Gly

Ala

210

Ser

Asn

Tyr

Pro

Ala

35

Vval

Arg
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Aszp

Tyr

Ser

Ala

230

Thr
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Trp
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Trp
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Trp
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Thr
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Thr

Gly
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290

Gly

Val

Phe
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275
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Trp

Ala

Ser

Leu

Gly

375

Hisg

<213> pelB-(aCD3)VH-scFvHLA-Cw6-myc-6His

<400> 119

Met

1

Ala

Len

Tyr

Gln
65

Lys

Gln

Ala

Thr

50

Gly

Tyr

Pro

Arg

Phe

Leu Leu

Ala Met

20

Pro Gly

Thr Arg

Glu Trp
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Thr
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Ser

Gln

Thr
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Gly

Pro

Lys
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Gln
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Lys
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Gln

365
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Ser
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Arg
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Thr Ile
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Tyr
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Tyr
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Tyr
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Ser

Gly

Ser
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210

Asp

Glu
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Gln

Ala

Tyr
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Ser
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Trp

Gly
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Gly

Gly
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Thr

Asn

Asp
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Ser
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Thr

Ser
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Gln
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Tyr
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Leu
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Trp
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Trp

Asp
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Leu
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Gln
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Trp
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Thr Gln

Phe Asp
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Trp
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Trp
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Gln

Ile

Leu

15

Ala

Ala

Thr

Val

Thr

95

Gln

Len

Leu

Ser

Ala

Ile

Ser

Ser

Pro

80

Ile

Trp

Lys

Gln

Cys
160



5

Lys

Gln

Thr
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Thr
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Ala
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Gly
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Glu
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225

Tyr
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Lys
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val

Thr

50
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Lys

Ala

Gln
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Trp

Lys

210
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35

Fhe
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val

Phe

Cys

val

Leu

150

Lys

Gly

Ile

Lys

Leu

230

Leu

val

Thr
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FPro

Gly

Leu

Ser
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Met

Gly

Leu

Gly

30

Ala
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305

Thr

Trp
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385
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Leu
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Tyr
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Thr
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Gly

Thr
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325
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Gly

Val

Len

310

Lys

Glu

Phe

Tyr

Lys
390

<213> pelB-murineCD3VL-scFVEGFRI-6His

<400> 129
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Thr

295
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Ser

Thr

Cys

375

Leu
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280

Ala

Asn
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Leu

360

Gln

Glu
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Ser
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Gln
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345

Thr

Asn

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

330

Pro

Ile

Asp
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Len
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Asn

315

Pro

Asp
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Tyr

His
395

Val

Val

300

Gln

Lys

Arg

Ser

Ser

380

His

Met

285

Thr

Lys

Len

Phe

Val

365

Tyr

His
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Thr

Met

Asn

Len

Thr
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Gln
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His

Gln

Ser

Tyr

Ile

335

Gly

Ala

Leu
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Ser

Cys

Leu

320
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Ser

Glu

Thr

His
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Gln

Ala
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Pro

Lys

Gln

Pro

Asp
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Tyr
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Ala
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Lys

Arg

Leu

Ala

20

Ser

Ser
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Met
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Asn

Len

Ser
85
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Pro

Ala

Gly

Tyr

Ile

70

Gly

Thr ala

Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn
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Tyr Tyr

Ser Gly
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Gln

25

Val

Trp

Thr
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Ala

10

Met

Thr

Tyr

Asn

Gly
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Gly

Thr

Ile

Gln

Lys

5

Arg

Len

Gln

Asn

Gln
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Leu
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Len

Ser

Cys

45

Lys

Ala

Ser

Len

Pro

30

Gln

Pro

Asp

Ser

Len

15

Ser

Ala

Gly

Gly

Phe
95

Ala

Ser

Ser

Lys

Val

80

Thr



Ile

Tyr

Lys

Gly

145

val

Ser

Ser

Thr
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Gly

Gly

Ile

Asn
305

Gly

Ser

Tyr

Arg

130
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Ser

Gln

Gly

Ile

210

Ala

Ala

Gly

Gln
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Trp

Ala
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Ala
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Agp
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Phe

Gly
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Thr

Tyr
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Tyr

Asp
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Asp
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Gly

260
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Ile

Gln

Asn
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Glu
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Ser
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Gly
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Thr

Ile

245
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Gln

Thr
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Leu

325

Asp
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Ser

Trp
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Lys
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Tyr

Lys

Ala
230

Trp

Gly
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Cys

Lys

310

Glu
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Glu

Thr

Gly
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Ser
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Asn

Thr

215

Ile

Gly

Gly

Pro

Gln

295

Pro

Thr

Thr

Asp
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120
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Leu
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Gln

Tyr
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Gly

Ser

280
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Gly

Gly
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Gly

Glu

Gly
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Ser
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Tyr
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265
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Thr
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Thr
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170

Leu
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330
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Leu
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Tyr

Ile

Gly

335

Pro

Gln

Ile

Ser

Thr
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Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Phe Asgp His Leu Pro Leu Ala
355 360 365

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys His His His His His His
370 375 380

<210> 130
<211> 558
<212> PRT
<213> pelB-ta(DIG*EpCAM)-Myc-6HIS

<400> 130
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<213> Anti-DIG VL CDR3
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Thr Trp Tyr Gln Gln Lys
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485 490

Gly Ser Gly Thr Asp Phe
505

Agp Leu Ala Val Tyr Tyr
520

Phe Gly Ala Gly Thr Lys
535

Glu Glu Asp Leu His His
550

Pro

475

Ser

Thr

Cys

Leu

His
555

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

540

His

Gln

Val

Thr

Asn

525

Ile

His

Gln Gln Ser Ile Thr Leu Pro Pr¢ Thr

1

<213> Anti-CD45 VH CDR1

<400> 132

<210> 133
<211>8
<212> PRT
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Ala Arg Gly Asn Tyr Tyr Arg Tyr Gly Asp Ala Met Asp Tyr

10

1 5 10

<210> 135

<211> 1167

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-CD3VL-scFvEPCAM(VH-VL)-6His

<400> 135
atgaaatacc tgctgcocgac cgetgeotget ggtctgetge teoctegetge ccagceggeg 80
atggccgaca ttcagctgac ccagtctoca gcaatcatgt ctgecatctcc aggggagaag 120
gtcaccatga cctgcagagc cagttcaagt gtaagttaca tgaactggta ccagcagaag 180
teaggeacet coccocaaaag atggatttat gacacateoca aaghtggeotte tggagteoccet 240
tategettea gtggeagtgg gtetgggace teatactete tcacaatcag cageatggag 300
gotgaagatg ctgecactta ttactgecaa cagtggagta gtaacceget cacgtteggt 360
getgggacca agotggaget gaaatcegga ggtggtggat cogaggtgea getgcteogag 420
cagtctggag ctgagctggt aaggecotggg acttcagtga agatatcotg caaggettet 480
ggatacgcct tcactaacta ctggctaggt tgggtaaagce agaggcctgg acatggactt 540
gagtggattg gagatatttt ccctggaagt ggtaatatcc actacaatga gaagttcaag 600
ggcaaageca cactgactge agacaaatet tegageacag cctatatgea geotcagtage 660
ctgacatttg aggactotge tgtetattte tgtgcaagac tgaggaactg ggacgageoct 720
atggactact ggggccaagg gaccacggtc accgtctcct caggtggtgg tggttetgge 780
ggcggegget cecggtggtgg tggtteotgag ctogtgatga cacagtetec atceteccetg 840
actgtgacag caggagagaa ggtcactatg agctgcaagt ccagtcagag tctgttaaac 900
agtggaaatce aaaagaacta cttgacctgg taccagcaga aaccagggea goctcctaaa 960
ctgttgatet actgggeate cactagggaa tetggggtee ctgatoegett cacaggeagt 1020
ggatctggaa cagatttcac tetcacecate ageagtgtge aggetgaaga cotggeagtt 1080
tattactgtc agaatgatta tagttatccg ctcacgttcg gtgctgggac caagcttgag 1140
atcaaacatc atcaccatca tcattag 1167

<210> 136

<211> 1215

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-CD3VH-scFvHer2/neu-6HIS

<400> 136
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atgaaatace
atggecgata
aagatgteoct
cagaggccty
aattacaatc
gcctacatge
tattatgatg
tcaggtggty
gtggagtcty
tetggettea
ctggaatggyg
aagggeegtt
agcctgogty
tatgctatgyg
tctggceggeyg
tecctgtecg
aatactgctg
tecggeatect
gatttcactc
caacattata

caccatcatc

<210> 137
<211> 1212
<212> ADN

tgectgecgac
tcaaactgea
gcaagacttc
gacagggtct
agaagttcaa
aactgagcag
atcattactyg
gtggttctgg

gcggtggect

acattaaaga
ttgcaaggat
tcactataag
ctgaggacac
actattggag
gcggetcegyg
cctetgtggg
tagectggta
tectctacte
tgaccatcag
ctactcctee

attag
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cgcetgetget
geagteagyy
tggctacace
ggaatggatt
ggacaaggcce
cctgacatet
ccttgactac
cggcggoggce
ggtgcagecca
cacctatata
ttatcctacyg
cgcagacaca
tgccgtctat
tcaaggaacc
tggtggtggt
cgatagggte
tcaacagaaa
tggagtcect
cagtctgcag

cacgttcgga

ggtctgetge
getgaactgg
tttactaggt
ggatacatta
acattgacta
gaggactotg
tggggccaag
tceggtggtyg
gggggctcac
cactgggtge
aatggttata
tccaaaaaca
tattgttcta
ctggtcactg
tctgatatcc
accatcacct
ccaggaaaag
tetegettet

ccggaagact

cagggtacca

teoctegetge
caagacctgg
acacgatgca
atcctageoy
cagacaaatce
cagtctatta
gcaccactct
gtggttctga
tcogtttgte
gtcaggeece
ctagatatge
cagcctacet
ggtggggagy
tctecteoegy
agatgaccca
geogtgecag
ctccgaaact
ctggatccag

tcgcaactta

aggtggagat

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-CD3VH-scFVEGFR (1) -6HIS

<400> 137

144

ccageccggeyg
ggcctcoagty
ctgggtaaaa
tggttatact
ctecageoaca
ctgtgcaaga
cacagtctcc
ggttcagetg
ctgtgcaget
gggtaaggge
cgatageogte
gcagatgaac
ggacggcttc
tggtggtggt
gtccccgage
tcaggatgtg
actgatttac
atctgggacg
ttactgtcag

caaacatcat

60

120

180

240

300

380

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1215
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atgaaatacc tgctgccgac cgetgctget ggtctgotge toectegetge ccagecggog 60
atggccgata tcaaactgca gocagtcaggg getgaactgg caagacctgg ggoctcagtg 120
aagatgtect geraagactte tggetacace tttactaggt acacgatgea ctgggtaaaa 180
cagaggectg gacagggtet ggaatggatt ggatacatta atectageeg tggttatact 240
aattacaate agaagttcaa ggacaaggece acattgacta cagacaaate ctcecageaca 300
goctacatge aactgagcag cctgacatct gaggactctg cagtctatta ctgtgcaaga 360
tattatgatg atcattactg ccttgactac tggggccaag gocaccactct cacagtctcce 420
tcaggtggty gtggttctgyg cggeggegge tcoggtggty gtggttotea ggtgoagety 480
caggagtoegg geoccaggact ggtgaagecet teggagacce tgtcectcecac ctgeactgte 540
toetggtgget cogtcageag tggtgattac tactggacet ggatcocggea gteeccagag 600
aagggactgg agtggattgg acacatctat tacagtggga acaccaatta taacccctee 660
ctcaagagcc gactcaccat atcaattgac acgtccaaga ctcagttctc cctgaagetg 720
agttotgtga cegetgogga cacggecatt tattactgtg tgegagateg agtgactggt 780
gettttgata tetggggeca agggacaatg gtcacegtet cttecggtgg tggtggttet 840
ggcggoggeg getcoggtgg tggtggttet gacatccaga tgacccagte teocatcctoce 900
ctgtctgeat ctgtocggaga cagagtcacc atcacttgcoce aggogagtca ggacatcage 8960
aactatttaa attggtatca gcagaaacca gggaaagccc ctaaactcct gatctacgat 1020
geatocaatt tggaaacagg ggtoccateca aggttcagtyg gaagtggate tgggacagat 1080
tttacttteca ceateageag cctgeagoeet gaagatattg caacatattt ctgtcaacac 1140
tttgatecate tecegetege tttoggegga gggaccaagg tggagatcaa acatcatcac 1200
catcatcatt ag 1212

<210> 138

<211> 1245

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-CD3VH-scFvCEA-6HIS

<400> 138

145
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atgaaatacc tgctgccgac cgctgcectget ggtctgetge tcctogcoctge ccagecggeg €0
atggccgata tcaaactgea geagtcaggyg getgaactgyg caagacctgg ggoctcagtg 120
aagatgtcocet geaagactte tggetacacce tttactaggt acacgatgca ctgggtaaaa 180
cagaggcctyg gacagggtoet ggaatggatt ggatacatta atcectagecg tggttatact 240
aattacaatc agaagttcaa ggacaaggcc acattgacta cagacaaatc ctccagcaca 300
gcoctacatge aactgagcag cctgacatct gaggactctg cagtctatta ctgtgcaaga 360
tattatgatg atcattactg ccttgactac tggggcoccaag gcaccactct cacagtctcec 420
teaggtggtyg gtggttetgg cggeggegge teocggtggtyg gtggttette tagagtggec 480
caggtgcaac tgeagoagte aggggcetgag ctggetagac ctggggette agtgaagatg 540
toctgeoaagg cttotggeta cacetttact acctacacaa tacactgggt aagacagagg 600
cctggacacy atctggaatg gattggatac attaatccta gcagtggata ttctgactac 860
aatcaaaact tcaagggcaa gaccacattg actgcagaca agtcctccaa cacagcctac 720
atgcaactga acagcctgac atctgaggac tctgcggtct attactgtge aagaagagcg 780
gactatggta actacgaata tacctggttt gettactggg gecaagggac cacggtcace 840
gtetecteag gbggaggoegyg ttcaggegga ggtggetetg geggtggegg atceggacate 900
gagctcacte agtctccaaa attcatgtee acatcagtag gagacagggt caacgtcacce 960
tacaaggcca gtcagaatgt gggtactaat gtagcctggt ttcaacaaaa accagggcaa 1020
tctectaaag tteotgattta cteggeatct taccgataca gtggagtcce tgatcegette 1080
acaggcagtyg gatctggaac agatttcact ctcaccatca gcaatgtgca gtctgaagac 1140
ttggcagagt atttetgtea geaatatcac acctatecte tcacgttegg agggggeace 1200
aagctggaaa tcaaacggge ggatcatcat caccatcate attag 1245
<210> 139
<211> 1179
<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-CD3VL-scFvCEA-6HIS

<400> 139

146
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147

atgaaatacc tgctgccgac cgctgetgct ggtctgetge tecteogetge cocageoggeg 60
atggccgaca ttcagctgac ccagtctcca gcaatcatgt ctgcatcteoe aggggagaag 120
gtcaccatga cctgcagagc cagttcaagt gtaagttaca tgaactggta ccagcagaag 180
tecaggcaccet ccecccaaaag atggatttat gacacatcca aagtggette tggagtecet 240
tatcgettca ghggeagtgyg gtetgggace tcatactcete tcacaatcag cagcatggag 300
gctgaagatg ctgocactta ttactgecaa cagbggagta gtaacceget cacgtteggt 360
gctgggacca agctggaget gaaatccgga ggtggtggat cctctagagt ggeccaggtg 420
caactgcage agtcaggggc tgagetggct agacctgggg cttcagtgaa gatgtcctge 480
aaggcttcetg gctacacctt tactacctac acaatacact gggtaagaca gaggecoctgga 540
cacgatetgg aatggattgg atacattaat cctagceagtg gatattcetga ctacaatcaa 600
aactteaagg gceaagaccac attgactgea gacaagtecet ceaacacage ctacatgeaa 660
ctgaacagee tgacatotga ggacteotgeg ghtetattact gtgeaagaag ageggactat 720
ggtaactacg aatatacctg gtttgettac tggggccaag ggaccacggt caccgtctcec 780
tcaggtggag goggttcagg cggaggtgge toctggecggtg geggatcgga catcgagcotco 840
actcagtctc caaaattcat gtccacatca gtaggagaca gggtcaacgt cacctacaag 900
gecagtcaga atgtgggtac taatgtagee tggtttcaac aaaaaccagg gcaatctect 960
aaagttctga tttactegge atcttacega tacagtggag tocectgateg cttcacagge 1020
agtggatctg gaacagattt cactctcace atcagcaatg tgcagtctga agacttggea 1080
gagtatttct gtcagcaata tcacacctat cctctcacgt toggaggggy caccaagetg 1140
gaaatcaaac gggcggatca tcatcaccat catcattag 1179
<210> 140
<211> 1245
<212> ADN
<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-(aCD3)VH-scFvHLA-Cw6-myc-6His
<400> 140
atgaaatacc tgctgccgac cgctgctget ggtctgectge tcctcegetgo ccagcoccggcg 60
atggeccgata tcaaactgea gcagtcaggg gotgaactgg caagacctgg ggectcagtg 120
aagatgtect gcaagactte tggctacacce tttactaggt acacgatgea ctgggtaaaa 180
cagaggectg gacagggtet ggaatggatt ggatacatta atectageeg tggttatact 240
aattacaatc agaagttcaa ggacaaggcc acattgacta cagacaaatc ctccagcaca 300
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gectacatge aactgageag cctgacatet gaggactetg cagtetatta ctgtgeaaga 360
tattatgatg atcattactg ccttgactac tggggccaag gcaccactct cacagtctcce 420
tcaggcggeg goggoagegy cgdoggegygc agoggeggey aagtgoaget ggtggaaage 4380
ggcggcggee tggtgcagoc gggcocggcage ctgcocgecoctga goctgegegge gageggcottt 540
acctttagea getatgegat gagetgggtg cgecaggege cgggcaaagqg cctggaatgg 600
gtgagegega ttagoggeag cggoggeage acctattatg cggatagegt gaaaggocoge 660
tttaccatta goegegataa cagoaaaaac accctgtate tgeagatgaa cagectgege 720
goggaagata cegeggtgta ttattgegeg cgoctataget ttagetggtt tgatgtgtgg 780
ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc gecgggeggcg goageggogg cggoggocage 840
ggcggcggcyg gocagoggcgyg cggcggceage gatattgaac tgacccagec goocgagogtg 800
agegtggege cgggocagac cgegegeatt agetgeageg gogatgeget gggegataaa 960
tatgegaget ggtatcagea gaaaccggge caggcgecgyg tgetggtgat ttatgatgat 1020
agegateogee cgageggeat teeggaacge tttageggea geaacagegyg caacaccegeg 1080
accctgacca ttagcggcac ccaggoggaa gatgaagegg attattattg ccagagetat 1140
gataactttg atagccoggt gtttggegge ggcaccaaac tgaccgtget gggcgaacaa 1200
aaactcatct cagaagagga tcoctgecatcat caccatcatc attag 1245

<210> 141

<211> 1176

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-CD3VL-scFvCD138-6His

<400> 141

148
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atgaaatacc tgctgeccgac cgoctgetget ggtctgetge tectegetge ccagcoggeg 60
atggccgaca ttcagetgac ccagtctcca gcaatcatgt ctgeatctcocce aggggagaag 120
gtcaccatga cctgcagage cagttcaagt gtaagttaca tgaactggta ccagcagaag 180
tecaggeacet ¢ceoccaaaag atggatttat gacacatcca aagtggette tggagtecct 240
tategottea gtggeagtgg gtetgggace teatactete tecacaatcag cageatggag 300
gctgaagatg ctgecactta ttactgecaa cagtggagta gtaaccoget cacgtteggt 360
gctgggacca agctggagct gaaatccgga ggtggtggat ccggaggtgg tggatcccag 420
gtgcagctge agcagagcgg cagcgaactg atgocgggeg cgagogtgaa aattagetge 480
aaagcgaccyg gctatacctt tagcaactat tggattgaat gggtgaaaca gogoccogggc 540
catggectgy aatggattgg cgaaattotg cogggeaceg geocgcaceat ttataacgaa 600
aaatttaaag geaaagegac ctttacegeg gatattagea geaacacegt geagatgeag 660
ctgagecagee tgaccagega agatagegeg gtgtattatt gegegegega acagtattat 720
ggcaactttt attatgcgat ggattattgg ggccagggca ccagogtgac cgtgagcagce 780
ggoggeggeg gcagoggcegy cggeggcage ggoggceggeg goagogatat tcagatgace 840
cagagcacca gcagcctgag cgcgagcctyg ggcgatcgeg tgaccattag ctgcagegeg 200
agccagggca ttaacaacta tctgaactgg tatcagcaga aaccggatgg caccgtggaa 960
ctgetgattt attataccag cacccotgecag ageggegtge cgagcegett tagoggeage 1020
ggcagoggca cogattatag cctgaccatt ageaaccetgg aaceggaaga tattggeacce 1080
tattattgee ageagtatag caaactgecg cgeaccetttg goggceggeac caaactggaa 1140
attaaacgca ccogtgcatca tcaccatcat cattag 1176
<210> 142
<211> 1227
<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-CD3VH-scFvCD138-6His

<400> 142

149
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atgaaatacc tgctgecgac cgetgctget ggtctgetge toctegetge ccagocggoeg 60
atggcogata tcaaactgca goagtcaggg gctgaactgg caagacctgg ggocctcagtyg 120
aagatgtcct gcaagacttc tggctacacc tttactaggt acacgatgca ctgggtaaaa 180
cagaggectyg gacagggtcet ggaatggatt ggatacatta atcctagecg tggttatact 240
aattacaate agaagttcaa ggacaaggee acattgacta cagacaaate c¢tcocagceaca 300
gectacatge aactgageag cctgacatet gaggactetg caghtcectatta ctgtgeaaga 360
tattatgatg atcattactg ccttgactac tggggccaag gcaccactct cacagtctce 420
tcaggtyggtyg gtggttctgy cggcggegge tcoggtggtg gtggttctca ggtgcagety 480
cagcagagcg gcagcgaact gatgeccggge gcocgagcecgtga aaattagctg caaagcgacce 540
ggctatacet ttagecaacta ttggattgaa tgggtgaaac agogeceggg ccatggectg 600
gaatggattg gegaaattet goegggeace ggecgeacca tttataacga aaaatttaaa 660
ggcaaagoga cctttacege ggatattage ageaacaccg tgeagatgea getgageage 720
ctgaccagcg aagatagcgc ggtgtattat tgogogogeg aacagtatta tggcaacttt 780
tattatgega tggattattg gggeocaggge accagcegtga cogtgagcag cggcggoggo 840
ggcagcggeg goggcggcag cggcggegge ggcagcgata ttcagatgac ccagagcacce 900
ageagectga gegeogagecet gggegatege gtgaccatta getgeagege gageocaggge 960
attaacaact atctgaactyg gtatcageag aaacceggatg geaceghtgga actgcetgatt 1020
tattatacca gecacccetgca gageggegtyg ccgagoecget ttageggcag cggcagegge 1080
accgattata gcctgaccat tagcaacctg gaaccggaag atattggcac ctattattge 1140
cagcagtata gcaaactgcc gogcaccttt ggcggceggca ccaaactgga aattaaacgce 1200
accgtgcatc atcaccatca tcattag 1227

<210> 143

<211>1212

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-(aHis)VH-scFvHIiA-A2(VH-VL)-myc

<400> 143

150
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atgaaatacc
atggeoccagg
aaaattagct
cagagcccygg
agctataacc
gogtatatgg
cagagceggeg
ageggceggcyg
cagoctgggg
ggcatgcatt
aatgatggaa
gacaacteca
gtgtattact
tggggecgty
tctggeggty
gtaggagaca
tggtatcagce
gaaacagggyg
atcagcagee
ccgetcactt

gaagaggatc

tgetgecgac
tgcagetgea
gcaaagogag
gcaaaggcct
agaaatttaa
aactgegeag
cgtattgggy
gcggcagegyg
ggtcoctgag
gggtccgeca
gtgataaata
agaaaacagt
gtgcgaaaaa
geaccctggt
gcggatogga
gagtcaccat
agaaaccagyg
tocccatcaag
tgcagectga
teggeggagg

tg
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cgetgetget
gcagagegge
cggctatacce
ggaatggatt
aggccgegeg
cctgaccage
ccagggeace
cggcecaggtyg
agtctcctgt

ggctccagge

ttatgcagac
gtetetgeaa
tggegaatet
caccogtgteg
tgttgtgatg
cacttgccag
gaaagccoct
gttcagtgga
ggattttgea

gaccaaagtg

ggtetgetge
coggaagatyg
tttaccgatt
ggcgatatta
accctgaccg
gaagatagca
accegtgaccyg
cagetggtge
gcagogtctg
aaggggetgy
tcogtgaagy
atgagcagte
gggectttgg
agtggtggag
actcagtctc
gcgagtcagy
aagctcctga
agtggatcetg
acttattact

gatatcaaac

tectegetge
tgaaaceggg
attatatgaa
acccgaacaa
tggataaaag
gegbgtatta
tgagegeggy
agtctggggy
gggtcacecct
agtggatggce
gocgattcac
tcagagetga
actactggta
geggtteagy
catocctcect
acattagcaa
tctacgatge
ggacagattt
gocaacaata

gtgaacaaaa

coagecggcy
cgegagegtyg
ctgggtgaaa
cggcggoace
cagcagcacc
ttgogaaage
cggcggcygc
aggegtggte
cagtgattat
ttttatacgy
catctccaga
agacacggct
c¢ttegatete
cggaggtgge
gtctgcatct
ctatttaaat
atccaatttg
tactttcace
tagtagtttt

actcatctea

<210> 144

<211> 1230

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-(aHis)VL-scFvCD45(VL-VH)-myc

<400> 144

atgaaatace
atggoccgatt
ggcgatcagy
acctatctgyg

gtgagcaace

tgetgeogace cegetgetget
ataaagatat tctgatgacc
cgagcattag ctgccgcagce
aatggtatct gcagaaaccg

goetttagegg cgtgecggat

ggtcetgetge
cagaccccga
agccagagca
ggccagagcc

cgctttageg

151

tectegetge
gecageocctgee
ttgtgcatag
cgaaactgct

gcageggeag

ccagoaggeyg
ggtgagcetg
caacggcaac
gatttataaa

cggcaccgat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1080
1140
1200

1212

60
120
180
240

300
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tttaccetga aaattageccg cgtggaageg gaagatctgg gogtgtatta ttgettteag 360
ggcagocatg tgocgtttac ctttggcage ggcaccaaac tggaaattaa acgcocggogge 420
ggeggcagog goggceggegy cageggcgge gatattgtte tgacccagag cocggegage 480
ctggoggtta geoctgggtcea gogtgecace attagetgee ghgegagoaa aagegtgage 540
accagegget atagetatet geattggtat cageagaaac cgggeocagece tocaaaactg 600
ctgatttatc tggccagcaa cctggaaage ggtgtgccgg ccegttttag cggocageogge 660
agcggtaccg attttaccet gaacattcat ceggtggaag aagaagatgc ggogacctat 720
tattgccagec atagocgtga actgcocgttt acctttggca goggcaccaa actggaaatt 780
aaaaagatct ctggtggcgg cggctegggt ggtggtgggt cgggcggegg cggotcgage 840
caggtgeage tggtggaaag cggtggegga ctggtgeage cgggeggcag cctgaaactg 900
agetgtgeeg ccageggttt tgattttage cegttattgga tgagetgggt geogtoaggeg 960
ccgggcaaag gcctggaatg gattggcgaa attaacccga ccagcagcac cattaacttt 1020
accccgagcc tgaaagataa agtgtttatt agccgtgata acgocgaaaaa caccctgtat 1080
ctgcagatga gcaaagtgeg tagcgaagat accgegetgt attattgege gegtggeaac 1140
tattategtt atggoegatge gatggattat tggggecagg geaccagegt gacogtgage 1200
gaacaaaaac teatcetcaga agaggatetg 1230

<210> 145

<211> 1248

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-(aCD3)VH-scFvHIiA-A2(VH-VL)-myc-6His

<400> 145

152
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atgaaatacec tgctgccgac cgetgeotget ggtetgotge tcocctegetge ccagoeggey &80
atggcocgata tcaaactgca gcagtcaggg gctgaactgg caagacctgg ggoctcagtyg 120
aagatgtcoct gcaagacttc tggotacace tttactaggt acacgatgeca ctgggtaaaa 180
cagaggecetg gacagggtot ggaatggatt ggatacatta atoctagecg tggttatact 240
aattacaatc agaagttecaa ggacaaggece acattgacta cagacaaate ctecageaca 300
goectacatge aactgageag cctgacatot gaggacteotg cagtetatta ctgtgeaaga 360
tattatgatg atcattactg ccttgactac tggggccaag gcaccactet cacagtctce 420
tocaggcggeg goggcagegg cggoggogge agoggoggoc aggtgoaget ggtgcagtot 480
gggggaggeg tggtccagoc tggggggtcec ctgagagtcet coctgtgeage gtotggggte 540
accctcagtg attatggeat geattgggtce cgeocaggete caggcaaggg gotggaghbgg 600
atggetttta tacggaatga tggaagtgat aaatattatg cagacteocegt gaagggecega 660
ttcaccatet ccagagacaa ctccaagaaa acagtgtote tgecaaatgag cagtctcaga 720
gotgaagaca cggcetgtgta ttactgtgeg aaaaatggeg aatctgggec tttggactac 780
tggtactteg atctetggogg cegtggeace ctggteaceg tgtegagtgg tggaggeggt 840
tcaggoeggag gtggoetcetgg cggbggegga teggatgttyg tgatgactea gtotocatcoce 900
tccectgtotg catctgtagg agacagagtc accatcactt gccaggegag tcaggacatt 980
agcaactatt taaattggta tcagcagaaa ccagggaaag cccctaaget ccotgatctac 1020
gatgcatcca atttggaaac aggggtccocca tcaaggttca gtggaagtgg atctgggaca 1080
gattttactt tecaccatcag cagectgeag cectgaggatt ttgeaactta ttactgecaa 1140
caatatagta gtttteooget cactttegge ggagggacca aagtggatat caaacgtgaa 1200
caaaaactea teotcagaaga ggatctgeat catcaccate atcattag 1248

<210> 146

<211> 1221

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-(aCD3)VL-scFvCD45(VL-VH)-myc-6His

<400> 146

153
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atgaaatacc tgctgccgac cgctgctget ggtctgetge tcocctcgetge ccagoccggog 60
atggccgaca ttcagcectgac ccagtctoca gcaatcatgt ctgoatctcoce aggggagaag 120
gteaccatga coctgcagage cagttcaagt gtaagttaca tgaactggta ccagcoagaag 180
teaggcacet ceocecaaaag atggatttat gacacateca aagtggette tggagtocct 240
tategettea gtggeagtgg gtoetgggace teatactete tcacaatcag cageatggag 300
gcectgaagatg ctgccactta ttactgccaa cagtggagta gtaacccget cacgttoggt 360
gctgggacca agetggageot gaaaggogge ggoggoagog goggoggogg cageggoggo 420
gatattgttc tgacccagag cccggogage ctggoggtta goctgggtca gegtgocacce 480
attagetgeoe gtgegageaa aagogtgage accagegget atagetatet geoattggtat 540
cagcagaaac cgggcocages tocaaaactyg ctgatttate tggecageaa cetggaaage 600
ggtgtgeocgg cecgttttag cggcagegge ageggtaceg attttaccocot gaacatteat 660
coggtggaag aagaagatge ggcocgacctat tattgeocage atagcecogtga actgoogttt 720
acctttggca gcggcaccaa actggaaatt aaaaagatct ctggtggcegg cggcectcegggt 780
ggtggtgggt cgggeggegy cggctogage caggtgeage tggtggaaag cggtggegga 840
ctggtgeage cgggcggeayg octgaaactg agetgtgeceg ccageggtit tgattttage 900
cgttattgga tgagetgggt gogteaggeg ccgggeaaag goctggaatg gattggogaa 960
attaaccaga cecageageac cattaacttt accccgagee tgaaagataa agtgtttatt 1020
agccgtgata acgcgaaaaa caccctgtat ctgcagatga gcaaagtgceg tagcgaagat 1080
accgegetgt attattgege gegtggeaac tattatogtt atggegatge gatggattat 1140
tggggccagg gcaccagegt gaccgtgage gaacaaaaac tcatctcaga agaggatctg 1200
catcatcace atcatecatta g 1221

<210> 147

<211> 1248

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-VHaDIG-scFVEGFR-FLAG-6HIS

<400> 147

154
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atgaaatacc
atggccgaag
aaactgagct
cagacccogyg
tattatecgg
ctgtttetge
ccgggcages
accagcgtga
caggtgecage
acctgcactg
cagteccecag
tataacccct
teectgaage
cgagtgactg
ggtggtggtt
tcteocatcoct
caggacatca
ctgatctacg
tetgggacag
ttetgtecaac

aaagactaca

tgetgocgac
tgcagctggt
gcgeggtgay
aaaaccgect
atagegtgaa
agatgagceag
cgtatgaata
ccgtgagecag
tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggact
cecteaagag
tgagttetgt
gtgcttttga
ctggcggegy
ccoctgtectge
gcaactattt
atgcatccaa
attttacttt
actttgatca

aggatgacga

<210> 148
<211>1239
<212> ADN
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cgoetgetget
ggaaagcggc
cggctttace
ggaatgggtg
aggeegettt
cctgggeage
tgataaageg
cgcgaaaacco
gggcccagga
ctecogtcage
ggagtggatt
cogacteace
gaccgetgeg
tatctgggge
cggctceggt
atctgtcgga
aaattggtat
tttggaaaca
caccatcage
totocecgete

tgacaaacat

ggtotgetge
ggcggectgy
tttagcgatt
gcgagcatta
accattagee
gaagatacceg
tattatagca
ggtggtggty
ctggtgaagce
agtggtgatt
ggacacatct
atatcaattg
gacacggcca
caagggacaa
gotggtggtt
gacagagtca
cagcagaaac
ggggtcocecat
agcectgcage
gettteggog

catcaccatce

tactegeotge
tgaaaccggg
atgcgatgag
acattggcgce
gcgataacge
cgatgtatta
tggegtattg
gttotggegy
cttoggagac
actactggac
attacagtgg
acacgtocaa
tttattactg
tggtcaccgt
ctgacatcca
ccatcacttg
cagggaaage
caaggttcag
ctgaagatat

gagggaccaa

atcattag

ccagaeggay
cggcagectyg
ctggattcge
gacctatgceg
gaaaaacace
ttgegegege
gggeecggge

cggcggetee

cctgtcocte
ctggatcecgyg
gaacaccaat
gactcagtte
tgtgegagat
ctcttecoggt
gatgacccag
ccaggcgagt
cectaaacte
tggaagtgga
tgcaacatat

ggtggagatc

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-VLaDIG-scFvEpCAM-myc-6HIS

<400> 148

atgaaatace tgetgecgace
atggccgatg tgcagatgac
gtgaccatta gctgccgcegce

aaaccgggcg gcaccgtgaa

cogageceget ttagoggecg

cgetgetget
ccagagcacc
gagccaggat
actgctgatt

cggcagegge

ggtctgetge tectegetge ccagecggeg
agcagcctga gogogagoct gggcegatcge
attaaaaact atctgaactg gtatcagcag
tattatagca gcaccctgct gagcggegtg

accgatttta gectgaccat taccaacetg

155

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

1020
1080
1140
1200

1248

60
120
130
240

300



ES 2 653 287 T3

gaacgcegaag atattgogace ctatttttge cageagagea ttaccectgeoe gocgacettt 360
ggcggoggea ccaaactgga aattaaacge gcggatgegg cgccgaccgt gagcattttt 420
ggtggttcecg gaggtggtgg atccgaggtg cagetgetcg agecagtctgg agectgagetg 480
gtaaggcctg ggacttcagt gaagatatcc tgcaaggctt ctggatacgc cttcactaac 540
tactggetag gttgggtaaa geagaggect ggacatggace ttgagtggat tggagatatt 600
ttecctggaa gtggtaatat ccactacaat gagaagttca agggcaaage cacactgact 660
geagacaaat cttegageac agectatatg cagetcagta goctgacatt tgaggactet 720
gctgtctatt tctgtgcaag actgaggaac tgggacgage ctatggacta ctggggocaa 780
gggaccacgg tcaccgtctc ctcaggtggt ggtggttctyg goggeggocgg ctcoccggtggt 840
ggtggttcoctg ageoctcocgtgat gacacagtcet ccatcctecce tgactgtgac agocaggagag 900
aaggtcacta tgagcetgeaa gteocagtcag aghbctgbtaa acagbggaaa tcaaaagaac 960
tacttgacet ggtaccagea gaaaccaggyg cageoctccta aactgttgat ctactgggea 1020
tecactaggg aatctggggt ccctgatege ttcacaggeca ghbggatctgg aacagattte 1080
actctcacca tcagcagtgt gcaggctgaa gacctggcag tttattactg tcagaatgat 1140
tatagttatc cgctcacgtt cgagtgctggg accaagettyg agatcaaaga acagaaactyg 1200
atctctgaag aagacctgca tcatcaccat catcattag 1239

<210> 149

<211> 1203

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-murineCD3VH-scFvEpCaAM-6His

<400> 149
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atgaaatate tgetgoeogac cgoggeggeg ggoctgoetge tgoetggogge goagocggeyg 60
atggcggaag tgcagetggt ggaaagegge ggcggectgg tgcagoecggy caaaagoctyg 1290
aaactgaget goegaagegag cggetttace tttagegget atggeatgea ttgggtgoge 180
caggcgocgyg gocgeggect ggaaagegtg gegtatatta ccagcagcag cattaacatt 240
aaatatgcgg atgcggtgaa aggcogcttt accgtgagec gcocgataacgce gaaaaacctg 300
ctgtttctge agatgaacat tctgaaaagc gaagataccg cgatgtatta ttgocgogege 360
tttgattggg ataaaaacta ttggggecag ggoaccatgg tgacegtgag cagogegaaa 420
accageageg goggeggega ggtgcagetg ctegageagt ctggagetga getggtaagg 480
cotgggactt caghtgaagat atcctgeaag gettotggat acgeoctteoac taactactgg 540
ctaggttggg taaagcagag gcoctggacat ggacttgagt ggattggaga tatttteceoct 600
ggaagtggta atatccacta caatgagaag ttcaagggca aagccacact gactgcagac 660
aaatcttcga gcacagccta tatgcocagcetc agtagcctga catttgagga ctctgotgtce 720
tatttetgtyg caagactgag gaactgggac gagectatgg actactgggg ccaagggace 780
acggtcaceg tetocteagyg tggtggtggt tetggoggeg goggetecgg tggtggtggt B840
toctgageteg tgatgacaca gtctcoatce tcocctgactyg tgacagecagg agagaaggte 800
actatgaget gcaagtcoccag tcagagtctg ttaaacagtg gaaatcaaaa gaactacttg 860
acctggtacc agcagaaacc agggcagcct cctaaactgt tgatctactg ggcatcocact 1020
agggaatetg gggteocctga tegetteaca ggeagtggat ctggaacaga ttteactete 1080
accatcagea gtgtgeagge tgaagacctg geagtttatt actgteagaa tgattatagt 1140
tatceogetea cgtteoggtge tgggaccaag cttgagatca aacatcatea ccateateat 1200
tag 1203

<210> 150

<211> 1155

<212> ADN

<213> Secuencia de nucleétidos que codifica pelB-murineCD3VL-scFVEGFR-6His

<400> 150
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atgaaatate tgctgeocgac cgeggoggeg ggoctgeotge tgetggegge gecagooggog 60
atggcggata ttcagatgac ccagagcccg agcagcctge cggcgagcct gggcgatcge 120
gtgaccatta actgocagge gagocaggat attagecaact atcetgaactg gtatcageag 1380
aaaccgggea aagegcocgaa actgotgatt tattatacca acaaactgge ggatggegtg 240
cogagoeeget ttagoeggeag cggcageoegge agagatagea getttaccat tageageoctg 300
gaaagcocgaag atattggcag ctattattge cagcagtatt ataactatcc gtggaccttt 360
ggcocgggea ccaaactgga aattaaacge goggatageca goggoggogg ccaggtgeag 420
ctgcaggagt cgggcccagg actggtgaag ccttoggaga ccctgtccct cacctgcoact 480
gtetetggtg goteogteoag cagtggtgat tactactgga cctggatcoeg geoagteoccoca 540
gggaagggac tggagtggat tggacacate tattacaghbg ggaacaccaa ttataaccocce 600
toecctcaaga gocgacteoace catatcaatt gacacghteoca agactcoagtt ctecctgaag 660
ctgagtteotg tgaccgctge ggacacggcece atttattact gtgtgcgaga tcgagtgact 720
ggtgettttg atatctgggg ccaagggaca atggtcaceg tctetteecgg tggtggtggt 780
tctggeggeg gecggectccgg tggtggtggt tctgacatcc agatgaccca gtctcocatcc 840
tecctgtetg catotgtogg agacagagte accatcactt gecaggegag teoaggacate 900
agcaactatt taaattggta tcagcagaaa ccagggaaag cccctaaact cctgatgtac 960
gatgeateca atttggaaac aggggteocca teaaggttea gtggaagtgg atetgggaca 1020
gattttactt tcaccatcag cagcctgcag cctgaagata ttgcaacata tttctgtcaa 1080
cactttgatc atctceceogot cgetttegge ggagggacca aggtggagat caaacatcat 1140
caccatcatc attag 1155

<210> 151

<211> 1677

<212> ADN

<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-ta(DIG*EpCAM)-Myc-6HIS

<400> 151
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atgaaatacce tgotgecgac cgetgetget ggtotgetge tectegetge ccageeggog 60
atggecgaag tgcagetgght ggaaageoegge ggoggoctgg tgaaacoggy cggeagoctg 120
aaactgagct gcgeggtgag cggectttacce tttagcgatt atgcogatgag ctggattcege 180
cagacccogg aaaaccgcct ggaatgggtg gecgagcatta acattggege gacctatgoeg 240
tattatccgg atagcgtgaa aggocgettt accattagec gogataacgc gaaaaacace 300
ctgtttoetge agatgageag cctgggeage gaagatacceg cgatgtatta ttgegegege 360
cogggeagee cgtatgaata tgataaageg tattatagea tggogtattg gggeceggge 420
accagoegtga cogtgageag cgogaaaace tectecaggtg gtggtggtte tggeggogge 480
ggctecggtg gtggtggtte tggtgatgtg cagatgacce agagcaccag cagcctgage 540
gogagoctgg gcgategegt gaccattage tgccgocgecga gocaggatat taaaaactat 600
ctgaactggt atcagcagaa accgggcggc accgtgaaac tgectgattta ttatagcage 660
accctgetga geoeggegtgee gageegettt ageggocgeg geageggeac cgattttage 720
ctgaccatta ccaacctgga acgogaagat attgogacct atttttgoca geagageatt 780
acccotgeooge cgacctitgg cggeggeace aaactggaaa ttaaacgege ggatgeggeg 840
ccgaccgtga gecatttttgg tggttccgga ggtggtggat ccgaggtgca getgcotcogag 800
cagtctggag ctgagctggt aaggectggg acttcagtga agatatcctg caaggettct 960
ggatacgcct tcactaacta ctggectaggt tgggtaaage agaggoctgg acatggactt 1020
gagtggattg gagatatttt cectggaagt ggtaatatee actacaatga gaagttceaag 1080
ggcaaagoeca cactgactge agacaaatet tegagoacag cctatatgea getcagtage 1140
ctgacatttg aggactetge tgtcetattte tgtgeaagac tgaggaactg ggacgagect 1200
atggactact ggggccaagg gaccacggtc accgtctcct caggtggtgg tggttctgge 1260
ggcggcgget cogogtggtgyg tggttctgag ctcocgtgatga cacagtcetcce atccteccetg 1320
actgtgacag caggagagaa ggtcactatg agctgcaagt ccagtcagag tctgttaaac 1380
agtggaaate aaaagaacta cttgacctgg taccageaga aaccagggea geoctoctaaa 1440
ctgttgatet actgggeate cactagggaa totggggtoe ctgategett cacaggceagt 1500
ggatcetggaa cagatttecac tetcaccate ageagtgtge aggctgaaga cetggeagtt 1560
tattactgtc agaatgatta tagttatccg ctcacgtteg gtgctgggac caagettgag 1620
atcaaagaac agaaactgat ctctgaagaa gacctgcatc atcaccatca tcattag 1677

<210> 152

<211> 124

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VH

<400> 152
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Gln

Ser

Trp
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Lys
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Tyr

<210> 153

<211> 112
<212> PRT
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Val

Met

Gln

50

Gly

Gln

Arg

Trp

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Len

Arg

Gly
115

<213> Anti-CD19 VL

<400> 153

Asp

1

Gln

Gly

Lys

Arg

Pro

Ile

Asp

Leu

50

Phe

Val

Gln

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Leu Gln

Ile Ser
20

Trp Val

Trp Pro

Ala Thr

Ser Ser
85

Glu Thr
100

Gln Gly

Leu Thr
5

Thr Ile

20

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

Lys Val
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Gln

Cys

Lys
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Len

70

Len

Thr

Thr

Gln

Ser

Asn
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Gly

Asgp

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Ala

Thr

Thr

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Ala
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Ala
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40

Gly

Ala

Ser
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120

Pro

Lys

Tyr

40
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Ala

Ser

25

Pro

Asp
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Glu

Gly

105

Thr

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

160

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Arg

Val

Ser

10

Ser

Gln

Len

Asgp

Tyr

Leu Val

Tyr Ala
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Asn Tyr

60

Ser Ser

75

Ser Ala
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Ser Ser
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Gln Ser
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Val Ser
60
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75
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Leu

45

Asn
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45
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30
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Thr
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Ala
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15
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Trp
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Ala
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85 90 95

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leun Glu Ile Lys Ser
100 105 110

<210> 154

<211> 251

<212> PRT

<213> scFv anti CD19 (VH-conector-VL)

<400> 154
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Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ser

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

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

Gly Gln Ile Trp Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Glu Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leun Ser Ser Leu Ala Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr Val Gly Arg Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly
115 120 125

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

Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala Thr Ile
145 150 155 180

Ser Cys Lysg Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Len
165 170 175

Asn Trp Tyr Gln Gln Ile Pro Gly Gln Pro Pro Lysg Leu Leu Ile Tyr
180 185 190

Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly Ile Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser
195 200 205

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His Pro Val Glu Lys Val
210 215 220

Agp Ala Ala Thr Tyr His Cys Gln Gln Ser Thr Glu Asp Pro Trp Thr
225 230 235 240

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Ser
245 250
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<210> 155

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VH CDR1

<400> 155

<210> 156

<211>8

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VH CDR2

<400> 156

<210> 157

<211> 17

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VH CDR3

<400> 157

1

Tyr

<210> 158

<211>10

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VL CDR1

<400> 158

Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr

1

<210> 159

<211>9

<212> PRT

<213> Anti-CD19 VL CDR3

<400> 159

<210> 160
<211> 451
<212> PRT

<213> Componente la de la toxina de Clostridium perfringens lota (a.a.23-454) 6x etiqueta de histidina en dos

sitios de escision de proteasa

<400> 160

Ile Trp Pro Gly Asp Gly Asp Thr

1

Gly Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr Trp

1

5
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5
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10
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1

5

163
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10

15
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<210> 161

<211> 300

<212> PRT

<213> subunidad A de la toxina Shiga de Burkholderia sp. CCGE1002 (a.a.24-285) 6x etiqueta de histidina en
dos sitios de escision de proteasa

<400> 161
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Val

60

Val

Phe

Phe

Asgp

Ile

205

Ser

Gly

Ala

His

Thr

Arg

Len

45

Glu

Thr

Phe

Thr

Arg
125

Thr

Asn

Ser

Len

His
270

Ala

Gly

Pro

Leu

Asn

His

Asp

110

Leu

Len

Gln

Lys

Met

255

His

Gly

15

Arg

Asn

Ser

Ala

Pro

95

Val

Glu

Glu

Gly

Phe

240

Val

His

Ala

Leu

Arg

Asn

Tyr

80

Asp

Gln

Gln



Leu

Glu
145

Leu

Glu

Asn

Ala
225

Ser

Tyr

Pro

<210> 167
<211> 256
<212> PRT

Ala

130

Glu

Pro

Ala

Tyr

Ser

210

Phe

Val

Arg

Val

Gly

Ala

Thr

Ala

Asn
185

Trp

Ala

Tyr

Cys

Val
275

Azn

Ile

Leu

Arg

180

Arg

Gly

Ser

Asp

Ala

260

Pro

Leu

Ser

Ala

165

Phe

Arg

Arg

Pro

Val

245

Pro

Azn

ES 2 653 287 T3

Arg

Ala

150

Arg

Gln

Ser

Leu

Ile

230

Ser

Pro

Phe

Glu

135

Leu

Ser

Tyr

Ala

Ser

215

Gln

Ile

Pro

Azn

Azn

Tyr

Phe

Ile

Pro

200

Thr

Leu

Leu

Ser

His
280

Ile

Tyr

Ile

Glu

185

Asp

Ala

Gln

Ile

Ser

265

His

Glu

Tyr

Ile

170

Gly

Pro

Ile

Arg

Pro

250

Gln

His

Leu

Ser

155

Cys

Glu

Ser

Gln

Arg

235

Ile

Phe

His

Gly

140

Thr

Ile

Met

Val

Glu

220

Azn

Ile

Ser

His

Azn

Gly

Gln

Arg

Ile

205

Ser

Gly

Ala

His
285

Gly

Gly

Thr

190

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu
270

Pro

Thr

Ile

175

Arg

Gln

Lys

Met

255

Ile

<213> Bouganina RIP de Planta con potencial inmunogénico reducido 6x etiqueta de histidina

<400> 167

179

Leu

Gln

160

Ser

Ile

Glu

Gly

Phe

240

Val

Arg



Tyr Asn Thr

Phe Ile Gln

Gln Leu Pro

35

Leun Val Asp
50

Asp Val Thr

65

Val Ser

5

Asp Leu

20

Val Thr

Ile Thr

Asp Val

ES 2 653 287 T3

Phe

Arg

Leu

Thr

Tyr
70

Lys Asgp Arg Ala Val Phe

Lys

Ser

Glu

Lys

145

Gln

val

Asn

Ser

Ser
225

Leu Phe

Tyr Gln
115

Leu Gly
130

Thr Ile

Met Val

Pro

100

Lys

val

Asn

Ser

Asgp Arg Gly

180

Leu Glu Asn

1385

Fro Gln
210

Cys

Asn Asp Pro

Gly Ile

Leu

85

Gly

Leu

Aszn

Gly

Glu

165

Leu

Asn

Thr

Trp

Lys
245

val

val

Lys

Gln

150

Ala

Tyr

Trp

Thr

Val

230

Phe

Asn

Asn

Gln

Thr
55

Val

Thr

Asn

Leu

135

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile

215

Val

Lys

Len

Glu

Thr
40

Ser

Val

Agp

Asn

Ala

120

Glu

Ala

Arg

Ser

Asp

200

Asn

Asn

Ser

180

Gly

Leu

25

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

105

Ala

Phe

Ala

Phe

Phe

185

Ile

Pro

Lys

Ser

Glu
10

Ala

Ala

Lys

Tyr

val

20

val

Lys

Ser

Lys

Lys

170

Lys

Ser

Ala

val

Lys
250

Ala

Lys

Asp

Thr

Gln
75

Pro

Thr

Ala

Ile

Phe

155

Tyr

Pro

Asp

Leu

Ser

235

His

Tyr

Gly

Asp

Val
60

Asp

Thr

Leu

Agp

Glu

140

Phe

Ile

Agn

Ala

Gln

220

Gln

His

Glu

Thr

Lys

45

Lys

Lys

Tyr

Pro

30

Arg

Val

Trp

Val Ala

Thr

Arg

125

Ala

Glu

Phe

Ile

205

Ile

His

Phe

110

Lys

Ile

Ile

Thr

Lys

130

His

Ile

Ser

His

Pro
15

Val

Phe

Ala

Asp

Thr

95

Asp

Ala

His

val

Glu

175

Vval

Lys

Ser

Pro

His
255

Thr

Cys

Val

Ile

Gly
80

Ser

Gly

Leu

Gly

Ile

160

Vval

Leu

Ser

Pro

Asp

240

His



10

15

20

<210> 168
<211> 149
<212> PRT

<213> Proteina ibunucleasa ARNasa3 humana (familia A de ARNasa, 3) sin péptido sefial N-terminal pero con

ES 2 653 287 T3

una secuencia de localizaciéon nuclear N-terminal 6x etiqueta de histidina

<400> 168

Pro
1

Arg

Cys

Asn

Cys
65

Cys

Asn

Gly

Ser

His
145

<210> 169
<211> 18
<212> PRT

Lys

Ala

Thr

Gln

50

Gly

His

Pro

Arg

Pro

130

His

Lys

Gln

Ile
35

Asn

Azn

Arg

Gly

Arg

115

Arg

His

Lys

Trp

20

Ala

Thr

Gln

Ser

Ala

100

Phe

Tyr

His

Arg Lys Val Glu

5

Phe

Met

Phe

Ser

Arg

85

Gln

Tyr

Pro

His

Ala

Arg

Leu

Ile

70

Phe

Asn

Val

Val

Ile

Ala

Arg

Arg

Ile

Val

Val
135

Gln

Ile
40

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

120

Pro

Ala

His

25

Azn

Thr

Pro

Pro

Azn

105

Cys

Val

Ser
10

Ile

Azn

Phe

His

Leu

920

Cys

Asp

Hisg

Arg

Ser

Tyr

Ala

Asn

75

Leu

Thr

Asn

Leu

Pro

Leu

Arg

Azn

60

Arg

His

Tyr

Arg

Asp
140

<213> anticuerpo IgE-ND antigeno para linea celular de mieloma humano U266

<400> 169

Pro

Asn

Trp
45

Val

Thr

Cys

Ala

Asp

125

Thr

Gln

Pro

30

Arg

Val

Leu

Asgp

Asgp

110

Pro

Thr

Phe
15

Pro

Cys

Azn

Asn

Leu

95

Arg

Arg

Ile

Thr

Arg

Lys

Val

Asn

80

Ile

Pro

Asp

Hisg

Len Ser Pro His lLeu leu Trp Asp Leu Phe Arg Val Gly Leu Pro Gly

1

Ala Ala

<210> 170
<211> 146
<212> PRT

5

181

10

15



10

15

ES 2 653 287 T3

<213> Dermatophagoides farinae
<400> 170

Met Ile Ser Lys Ile Leu Cys Leu Ser Leu Leu Val Ala Ala Val Val
1 5 10 15

Ala Asp Gln Val Asp Val Lys Asp Cys Ala Asn Asn Glu Ile Lys Lys
20 25 30

Val Met Val Asp Gly Cys His Gly Ser Asp Pro Cys Ile Ile His Arg
35 40 45

Gly Lys Pro Phe Thr Leu Glu Ala Leu Phe Asp Ala Asn Gln Asn Thr

50 55 60

Lys Thr Ala Lys Ile Glu Ile Lys Ala Ser Leu Asp Gly Leu Glu Ile
65 70 75 80

Asp Val Pro Gly Ile Asp Thr Asn Ala Cys His Phe Met Lys Cys Pro
85 90 95

Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Asn Val Pro
100 105 110

Lys Ile Ala Prc Lys Ser Glu Asn Val Val Val Thr Val Lys Leu Ile
115 120 125

Gly Asp Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Gly Lys Ile
130 135 140

Arg Asp
145

<210> 171

<211> 320

<212> PRT

<213> Dermatophagoides pteronyssinus

<400> 171

182



Met

Tyr

Phe

Azn

Azn

65

Ala

Asp

Lys

Ala

Asn

Phe

50

His

Ser

Glu

Leu

Ile

Arg

Lys

35

Leu

Ala

Thr

Arg
115

Val

Pro

20

Ser

Glu

Ser

Glu

Azn

100

Gln

Ser

Tyr

Ser

Asgp

Ala

85

Ala

Met

ES 2 653 287 T3

Ala

Ser

Ala

Val

Leu

70

Phe

Cys

Arg

Ile

Ile

Thr

Lys

55

Ser

Glu

Ser

Thr

Ala

Lys

Phe

40

Tyr

Leu

His

Ile

val
120

Ser

Thr

25

Glu

Val

Asp

Leu

Asn

105

Thr

183

Leu

10

Phe

Asgp

Gln

Glu

Lys

90

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

Ser

Phe

15

Thr

Asn

Ile

Ala

Glu

Glu

Asn

60

Lys

Gln

Ala

Leu

Tyr

Ala

45

Gly

Asn

Phe

Pro

Met
125

Ser

Lys

30

Ala

Gly

Arg

Asp

Ala

110

Gln

Ala

15

Lys

Arg

Ala

Phe

Leu

95

Glu

Gly

Val

Ala

Lys

Ile

Leu

80

Azn

Ile

Gly



Cys

Tyr

145

Val

Gly

Arg

Phe

Ile

225

Gly

Ile

Val

Ser

Asn
305

<210> 172
<211> 141
<212> PRT

<213> Tyrophagus putrescentiae

<400> 172

Gly

130

Leu

Asp

Ile

Tyr

Gly

210

Arg

Ile

Gln

Gly

Trp

290

Ile

Ser

Ala

Cys

Glu

Val

195

Ile

Glu

Lys

Arg

Tyr

275

Asp

Asp

Cys

Tyr

Ala

Tyr

180

Ala

Ser

Ala

Asp

Asp

260

Ser

Thr

Len

Trp

Arg

Ser

165

Ile

Arg

Asn

Len

Leu

245

Asn

Asn

Asn

Met

ES 2 653 287 T3

Ala

Asn

150

Gln

Gln

Glu

Tyr

Ala

230

Asp

Gly

Ala

Trp

Met
310

Phe

135

Gln

His

His

Gln

Cys

215

Gln

Ala

Tyr

Gln

Gly

295

Ile

Ser

Ser

Gly

Asn

Ser

200

Gln

Thr

Phe

Gln

Gly

280

Asp

Glu

184

Gly

Leu

Cys

Gly

185

Cys

Ile

His

Arg

Pro

265

Val

Asn

Glu

Val

Asp

His

170

Val

Arg

Tyr

Ser

Hisg

250

Asn

Asp

Gly

Tyr

Ala

Leu

155

Gly

Val

Arg

Pro

Ala

235

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Pro
315

Ala

140

Ala

Asp

Gln

Pro

Pro

220

Ile

Asp

His

Trp

Gly

300

Tyr

Thr

Glu

Thr

Glu

Asn

205

Asn

Ala

Gly

Ala

Ile

285

Tyr

Val

Glu

Gln

Ile

Ser

190

Ala

Val

Val

Arg

Val

270

Val

Phe

Val

Ser

Glu

Pro

175

Tyr

Gln

Asn

Ile

Thr

255

Asn

Arg

Ala

Ile

Ala

Leu

160

Arg

Tyr

Arg

Lys

Ile

240

Ile

Ile

Asn

Ala

Len
320



10

Met Lys

Gln val

Val Asp

Val His
50

Glu Val
65

Gly Ile

Gly Thr

Pro Asn

Val Leu
130

<210> 173
<211>109
<212> PRT
<213> Felis catus

<400> 173

Phe

Lys

Gly

35

Val

Lys

Glu

Lys

Ile

115

Ala

Len

Phe

20

Cys

Ile

Val

Thr

Tyr

100

Lys

Cys

Ile

Thr

Glu

Ala

Thr

Aszp

g5

Thr

Thr

Gly

ES 2 653 287 T3

Len

Asp

Gly

Glu

Gly

Gly

Met

Val

Ala

Phe

Cys

Asp

Phe

55

Gln

Cys

Asn

Val

Val
135

Ala Len

Gly Lys
25

Len Cys

40

Thr Ala

Leu Asn

Lys Val

Tyr Ser

105

Lys Leu
120

Asn Thr

185

Val
10

Lys

Val

Azn

Gly

Leu

20

Val

Leu

Asp

Ala

Glu

Ile

Gln

Leu

75

Lys

Azn

Ala

Val

Val

Ile

His

Asgp

Glu

Cys

Val

Thr

Lys
140

Ala

Ala

Lys

45

Thr

Val

Pro

Pro

Gly

125

Pro

Ala

Ser

30

Ser

Cys

Pro

Ser
110

Glu

Ala
15

Val

Lys

Lys

Ile

Lys

95

Val

Hisg

Gly

Ala

Pro

Ile

Pro

g0

Lys

Val

Gly



10

15

Met Arg

Gly val

Ala Val

Val Asn
50

Cyg Tyr
65

Met Thr

Asn Thr

<210> 174
<211> 92

<212> PRT
<213> Felis catus

<400> 174
Met Lys
1

Ile Ser

Gln Tyr
50

Asn Cysg
65

Ser Val

<210> 175
<211> 146
<212> PRT
<213> Felis catus

Gly

Lys

Ala

35

Ala

Val

Thr

Val

Gly

Gly

Phe

35

Lys

Val

Len

Ala

Met

20

Asn

Thr

Glu

Ile

Glu
100

Ala

Gly
20

Ala

Asp

Asp

Leu

Ala

Gly

Glu

Asn

Ser

85

Asp

Cys

Azn

Thr

Leu

Ala

Lys
85

ES 2 653 287 T3

Leu

Glu

Asn

Pro

Gly

70

Ser

Leu

Val

Cys

Gly

Pro

Lys

70

Ile

Val

Thr

Glu

Glu

55

Leu

Ser

Lys

Glu

Thr

Val

55

Met

Tyr

Len

Cys

Leu

40

Arg

Ile

Lys

Len

val

Ile

Pro

40

val

Thr

Thr

186

Ala

Pro

25

Leu

Thr

Ser

Asp

Asn
105

Leu

Cys

25

Asgp

Len

Glu

Ser

Len

10

Ile

Leu

Ala

Arg

Cys

90

Thr

Leu

10

Pro

Glu

Glu

Glu

Pro
90

Len

Phe

Asp

Met

Val

75

Met

Len

Trp

Ala

Tyr

Asn

Asp

75

Leu

Val

Tyr

Leu

Lys

60

Len

Gly

Gly

Ala

Val

Val

Ala

60

Lys

Cys

Thr

Asp

Ser

45

Lys

Asp

Glu

Arg

Ala

Lys

Glu

45

Arg

Glu

Gln Ala
15

Val Phe
30

Leu Thr

Ile Gln

Gly Leun

Ala Val
95

Leu Leu
15

Arg Asp

30

Gln val

Ile Len

Asn Ala

Len

Phe

Lys

Asp

Val

80

Gln

Leu

Val

Ala

Lys

Len
80
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<400> 175

Glu Ile
1

Thr Pro

Val val

Met Thr

50

Tyr Thr

65

Tyr Asp

Leu Ser

Lys Lys

Cys

Asp

Leu

35

Glu

Ser

Val

Ile
115

Pro

Glu

20

Glu

Glu

Pro

Phe

Thr

100

Gln

Ala

Tyr

Asn

Asp

Leu

Phe

85

Lys

Asgp

ES 2 653 287 T3

Val

Val

Ala

Lys

Cys

70

Ala

Val

Cys

lys Arg

Glu Gln

Arg

Ile
40

Glu Asn

55

Val

Lys

val Ala

Asn Ala

Tyr val

120

Asp

Val

25

Len

Ala

Met

Asn

Thr

105

Glu

Val

10

Ala

Lys

Leu

Ala

Gly

90

Glu

Asn

Asp

Gln

Asn

Ser

Glu

75

Asn

Pro

Gly

Leu

Tyr

Cys

Leu

60

Thr

Glu

Glu

Leu

Phe

Lys

Val

45

Leu

Cys

Len

Arg

Ile
125

Leu Thr
15

Ala Leu
30

Asp Ala

Asp Lys

Pro Ile

Len Len
85

Thr Ala
110

Ser Arg

Gly

Pro

Lys

Ile

Phe

80

Asp

Met

Val

Leu Agp Gly Leu Val Met Thr Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys Met
140

130

Gly Glu

145

<210> 176
<211>172
<212> PRT

<213> Arachis hypogaea

<400> 176

135

187



Met

Ala

Cys

Leu

Tyr

65

Ser

Asn

Ser

Leu

145

Asp

<210> 177
<211> 157
<212> PRT

<213> Alternaria alternata (hongo de la putrefaccion Alternaria)

<400> 177

Ala

His

Gln

Met

50

Ser

Asp

Gln

Gln

Asp

130

Arg

Leu

Lys

Ala

Ser

35

Gln

Pro

Pro

His

Arg

115

Arg

Azn

Glu

Leu

Ser

20

Gln

Lys

Ser

Tyr

Gln

100

Cys

Leu

Leu

Val

Thr

Ala

Ile

Gln

Ser

85

Glu

Met

Gln

Pro

Glu
165

ES 2 653 287 T3

Ile

Arg

Glu

Gln

Asp

70

Pro

Arg

Cys

Gly

Gln

150

Ser

Leu

Gln

Arg

Arg

55

Pro

Ser

Cys

Glu

Arg

135

Gln

Gly

val

Gln

Ala

40

Asp

Tyr

Pro

Cys

Ala

120

Gln

Cys

Gly

188

Ala

Trp

25

Azn

Glu

Ser

Tyr

Asn

105

Leu

Gln

Gly

Arg

Leu
10

Glu

Leu

Pro

Asgp

90

Glu

Gln

Glu

Leu

Asgp
170

Ala

Leu

Arg

Ser

Ser

15

Arg

Leu

Gln

Gln

Arg

155

Arg

Gln

Pro

Tyr

60

Gln

Arg

Asn

Ile

Gln

140

Ala

Tyr

Phe

Gly

Cys

45

Gly

Asgp

Gly

Glu

Met

125

Phe

Pro

Leu

Asp

Glu

Arg

Pro

Ala

Phe

110

Glu

Lys

Gln

Leu

15

Arg

Gln

Asp

Asgp

Gly

95

Glu

Azn

Arg

Arg

Ala

Arg

His

Pro

Arg

80

Ser

Asn

Gln

Glu

Cys
160



10

Ala

Thr

Lys

Thr

65

Leu

Phe

Ser

Arg

Asp
145

<210> 178
<211>174
<212> PRT

Gln

Ala

Thr

Pro

50

Asn

Glu

Ser

Asp

Ala

130

Ala

Phe

Ala

Glu

35

Glu

Gly

Asp

Phe

Asp

115

Gly

Tyr

<213> Canis familiaris

<400> 178

Met

1

Gln

Gly

Lys

Lys

Ala

Lys

Pro
50

Thr

Gln

Trp

Asp

Thr

Pro

20

Gly

Gly

Gly

Hisg

Asp

100

Ile

Gly

Ile

Len

Asp

20

Tyr

Ser

ES 2 653 287 T3

Thr Ile

Leu Glu

Asp Tyr

Thr Tyr

Thr Len
70

Lys Trp

85

Ser Asp

Thr Tyr

Asn Gly

Thr Len
150

Len Len

Thr Pro

Len Lys

Val Thr

Ala

Ser

Val

Tyr

55

Asp

Tyr

Val

Pro

135

Val

Thr

Ala

Ala

Pro
55

Ser

Arg

Trp

40

Azn

Phe

Ser

Ser

Ala

120

Lys

Thr

Ile

Len

Met

40

Met

Leu

Gln

25

Lys

Ser

Thr

Cys

Gly

105

Thr

Asp

Leu

Gly

Gly

25

Thr

Ile

189

Phe

10

Asgp

Ile

Leu

Cys

Gly

90

Leu

Ala

Phe

Pro

Phe
10

Lys

Ala

Ala

Thr

Ser

Gly

Ser

75

Glu

Leu

Thr

Val

Lys
155

Ser

Asp

Asp

Lys

Ala

Ala

Glu

Phe

60

Ala

Asn

Leu

Leu

Cys

140

Ser

Leu

Thr

Gln

Ala
&0

Ala

Ser

Phe

45

Azn

Gln

Ser

Lys

Pro

125

Gln

Ser

Ile

Val

Glu

45

Gln

Gly

Cys

30

Tyr

Ile

Ala

Phe

Gln

110

Asn

Gly

Ala

Ala

30

Val

Lys

Leu

15

Pro

Gly

Lys

Asp

Met

95

Lys

Tyr

Val

Ile

15

Val

Pro

Gly

Ala

Val

Arg

Ala

Lys

80

Asp

Val

Cys

Ala

Leu

Ser

Glu

Gly



Asn
65

Ile

Tyr

Hisg

Met

Glu
145

Leu

<210> 179
<211> 286
<212> PRT

Leu

Thr

Glu

Tyr

Ala

130

Asp

Glu

Glu

Val

Gly

Ile

115

Lys

Phe

Leu

<213> Triticum aestivum

<400> 179

Ala

Val

Gln

100

Leu

Len

Arg

Ala

Lys

Len

85

Arg

Tyr

Len

Glu

Gln
165

ES 2 653 287 T3

Ile

70

His

Val

Cys

Gly

Phe
150

Ser

Thr

Lys

Val

Glu

Arg

135

Ser

Glu

Met

Thr

Phe

Gly

120

Asp

Arg

Thr

190

Leu

Ser

Ile

105

Glu

Pro

Ala

Cys

Thr

Glu

90

Gln

Leu

Glu

Lys

Ser
170

Asn

75

Pro

Pro

Hisg

Gln

Gly

155

Pro

Gly

Gly

Ser

Gly

Ser

140

Leu

Gly

Gln

Lys

Pro

Arg

125

Gln

Asn

Gly

Cys

Tyr

Val

110

Gln

Glu

Gln

Gln

Gln

Thr

95

Arg

Ile

Ala

Glu

Asn

80

Ala

Asp

Arg

Len

Ile
160



Met

Ala

Pro

Gln

Gln

65

Phe

Gln

Pro

Lys

Thr

Ser

Phe

50

Pro

Pro

Gln

Ile

Thr

Thr

Gln

35

Gln

Gln

Pro

Ser

Phe

Ala

20

Gln

Gly

Pro

Pro

Tyr

100

Gln

Val

Gln

Gln

Phe

Gln

g5

Pro

Gln

ES 2 653 287 T3

Ile

Arg

Pro

Gln

Pro

70

Gln

Gln

Leu

Phe

Gln

Gln

55

Ser

Pro

Pro

Gln

Val

Pro

Glu

40

Pro

Gln

Tyr

Gln

Gln

191

Leu

Val

25

Gln

Phe

Leu

Ser

Pro

105

Gln

Leu

10

Pro

Val

Pro

Pro

Gln

90

Gln

Gln

Ala

Gln

Pro

Pro

Tyr

75

Pro

Tyr

Gln

Ile

Leu

Gln

60

Leu

Gln

Ser

Gln

Val

Gln

Val

45

Gln

Gln

Pro

Gln

Gln

Ala

Pro

30

Gln

Pro

Leu

Phe

Pro

110

Gln

Thr

15

Gln

Gln

Tyr

Gln

Arg

95

Gln

Gln

Thr

Asn

Gln

Pro

Pro

80

Pro

Gln

Gln



Gln

Pro

145

Ser

Cys

Hisg

Gln

Pro

225

Gln

Asn

Pro

<210> 180
<211> 491
<212> PRT

Gln

130

Cys

Gln

Gln

Asn

Gln

210

Leu

Gly

Len

Tyr

115

Gln

Met

Val

His

Val

195

Pro

Gly

Ser

Ala

Cys
275

<213> Blattella germanica

<400> 180

Gln

Asgp

Leu

180

Val

Ser

Gln

Val

Len

260

Thr

Gln

Val

Gln
165

Trp

Hisg

Ser

Gly

Gln

245

Gln

Ile

ES 2 653 287 T3

Ile

Val

150

Gln

Gln

Ala

Gln

Ser

230

Pro

Thr

Ala

Leu

135

Ser

Ile

Ile

Val

215

Phe

Gln

Len

Pro

120

Gln Gln

Gln Gln

Thr Tyr

Pro Glu

185

Ile Leu
200

Ser Phe

Arg Pro

Gln Leu

Pro Ala

265

Phe Gly
280

192

Ile

His

Gln

170

Gln

His

Gln

Ser

Pro

250

Met

Ile

Asn

155

Ser

Gln

Gln

Gln

235

Gln

Cys

Phe

Gln

140

Ile

Leu

Gln

Gln

Pro

220

Gln

Phe

Asn

Gly

125

Gln

Ala

Gln

Cys

Gln

205

Leu

Asn

Glu

Val

Thr
285

Gln

His

Glu

Gln

190

Lys

Gln

Pro

Glu

Tyr

270

Asn

Leu

Gly

Leu

175

Ala

Gln

Gln

Gln

Ile

255

Ile

Ile

Arg

160

Cys

Ile

Gln

Tyr

Ala

240

Arg

Pro



ES 2 653 287 T3

Ala Ile Glu Phe Leun Asn Asn Ile His Asp Leu Leu Gly Ile Pro
1 5 10 15

Ile Pro Val Thr Ala Arg Lys His His Arg Arg Gly Val Gly Ile
20 25 30

Gly Leu Ile Asp Asp Ile Ile Ala Ile Leu Pro Val Asp Asp Leu
35 40 45

Ala Leu Phe Gln Glu Lys Leu Glu Thr Ser Pro Glu Phe Lys Ala
50 55 60

193

Hisg

Thr

Tyr



Tyr

65

Glu

Gly

Ile

Ala

Ala

145

Glu

Asn

Leu

Ala

Asp

225

Glu

Arg

Glu

RAgp

Thr
305

Agp

Ala

val

Val

Leu

130

Asn

Phe

Phe

Asn

Arg

210

Ile

Lys

Ser

Tyr

His

290

Arg

Ala

Met

Asp

Arg

115

Ile

Asgp

Glu

Leu

Azn

195

Lys

Ile

Leu

Fro

Gln

275

Ile

Gly

Ile

Pro

val

100

Asp

Pro

Ala

Thr

Asn

180

Ile

His

Ala

Glu

Glu

260

Ser

Ile

Leu

Arg

Glu

85

Asp

Thr

Thr

Glu

Ile

165

Phe

His

Leu

Ile

Thr

245

Phe

Leu

Glu

Pro

ES 2 653 287 T3

Ser

70

Tyr

His

Arg

Asp

val

150

Val

Leu

Agp

Arg

Leu

230

Ser

Gln

Ile

Leu

Glu
310

Pro

Gln

Ile

Gly

Gln

135

Lys

Val

Gln

Leu

Arg

215

Pro

Pro

Ser

Gln

Ile

295

Asp

Glu Phe

Asn Leu

Ile Glu
105

Leu Pro
120

val Leu

Ala Ala

Thr Val

Thr Asn

185

Leu Gly
200

Gly val

Val Asp

Glu Phe

Ile Val

265

Lys Leu
280

His Gln

Leu Gln

194

Gln

Ile

20

Leu

Glu

Ala

val

Agp

170

Gly

Ile

Gly

Asp

Lys

250

Glu

Lys

Tle

Agp

Ser

75

Gln

Ile

Asp

Ile

Glu

155

Ser

Leu

Pro

Ile

Leu

235

Ala

Thr

Asp

Phe

Phe
315

Ile

Lys

His

Leu

Ala

140

Tyr

Leu

Asn

His

Thr

220

Tyr

Leu

Leu

Lys

Aszn

300

Leu

val

Leu

Gln

Gln

125

Ala

Leu

Pro

Ala

Ile

205

Gly

Ala

Tyr

Lys

Gly

285

Ile

Ala

Gly

Lys

Ile

110

Asp

Asp

Lys

Glu

Ile

190

Pro

Leu

Asp

Ala

270

Val

Val

Leu

Thr

Asp

Phe

Phe

Tyr

Ser

Phe

175

Glu

val

Ile

Phe

Ala

255

Met

Asp

Arg

Ile

Leu

Lys

Aszn

Leu

Leu

Asp

160

Lys

Phe

Thr

Asp

Gln

240

Ile

Fro

Val

RAgp

Pro
320



Ile

Glu

Ile

Phe

His

385

Val

Ile

Ser

Phe

Leu

465

Glu

<210> 181
<211> 160
<212> PRT

Asgp

Val

Val

Leu

370

Asp

Arg

Leu

Ser

Gln

450

Ile

Leu

Gln

Gln

Val

355

Gln

Arg

Pro

Pro

435

Ser

Gln

Ile

Ile

Ala

340

Thr

Thr

Gly

Val

420

Glu

Ile

Arg

Lys

Leu

325

Ala

Val

Azn

Gly

Val

405

Asgp

Phe

Val

Leu

Lys
485

ES 2 653 287 T3

Ala

Val

Asp

Gly

Ile

390

Gly

Glu

Lys

Gln

Lys

470

Leu

<213> Betula pendula (Betula verrucosa)

<400> 181

Ile

Glu

Ser

Leu

375

Pro

Ile

Leu

Ala

Thr

455

Asgp

Phe

Ala

Tyr

Leu

360

Azn

His

Asn

Tyr

Leu

440

Leu

Lys

Gly

Ala

Leu

345

Pro

Ala

Ile

Gly

Ala

425

Tyr

Lys

Gly

195

Asgp

330

Lys

Glu

Ile

Pro

Leu

410

Asp

Ala

Val

Ser
480

Tyr

Ser

Phe

Glu

Ala

385

Ile

Phe

Ala

Met

Asgp

475

His

Leu

Asp

Lys

Phe

380

Thr

Asp

Gln

Ile

Pro

460

Val

Ala

Glu

Asn

365

Ile

Gly

Asp

Glu

Arg

445

Glu

Asgp

Azn

Phe

350

Phe

Azn

Arg

Val

Lys

430

Ser

Tyr

His

Asgp

335

Glu

Leu

Azn

Lys

Ile

415

Pro

Gln

Phe

Ala

Thr

Asn

Ile

His

400

Ala

Glu

Glu

Asp

Ile
4380



10

Met Gly Val Phe Asn Tyr Glu

1

Ala Arg Leu Phe Lys Ala Fhe

Lys Val Ala Pro Gln Ala Ile

Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys

65

Lys

Glu

Ser

Val

Len

145

<210> 182
<211> 160
<212> PRT

50

Tyr

Lys

Ile

Lys

130

Arg

5

20

35

Asn Tyr Ser
85

Ile Ser Asn
100

Len Lys Ile
115

Ala Glu Gln

Ala Val Glu

ES 2 653 287 T3

Val

Glu

Ser

Val

Ser
150

<213> Betula pendula (Betula verrucosa)

<400> 182

55

Ile

Ile

Asn

Lys

135

Tyr

Thr Glu Thr Thr Ser Val Ile Pro¢ Ala

10

15

Ile Leu Asp Gly Asp Asn Leu Phe Pro

25

30

Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn

40

45

Lys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Phe Pro

Glu

Lys

Lys

120

Ala

Len

Gly

Ile

105

Tyr

Ser

Len

196

75

Gly Pro

90

Val Ala

His Thr

Lyg Glu

Ala His
155

60

Ile Gly

Thr Pro

Lys Gly
125

Met Gly
140

Ser Asp

Phe Lys Tyr Val lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr
70

Asp

Asp

110

Asp

Glu

Ala

Asn

Thr

95

Gly

His

Thr

Tyr

Phe

80

Leu

Gly

Glu

Leu

Asn
160



10

Ala

Lys

Gly

Phe
65

Lys

Glu

Cys

Val

Leu
145

<210> 183
<211>133
<212> PRT

Gly Val

Val Ala
35

Gly Pro

Lys Tyr

Tyr Asn

Lys Ile

Val Leu
115

Lys Ala
130

Arg Ala

Phe

Phe

20

Pro

Gly

Val

Tyr

Ser

100

Lys

Glu

Val

Lys

Gln

Thr

Lys

Ser

g5

Asn

Ile

Gln

Glu

ES 2 653 287 T3

Tyr Glu

Ala Phe

Ala Ile

Ile Lys
55

Asp Arg
70

Val Ile

Glu Ile

Ser Asn

Val Lys
135

Ser Tyr
150

<213> Betula pendula (Betula verrucosa)

<400> 183

Thr

Ile

Ser

40

Lys

Val

Glu

Lys

Lys
120

Ala

Leu

197

Glu

Leu

25

Ser

Ile

Asp

Gly

Ile

105

Tyr

Ser

Leu

Ala

10

Asp

Val

Asn

Glu

Gly

90

Val

His

Lys

Ala

Thr

Gly

Glu

Phe

Val

75

Pro

Ala

Thr

Glu

His
155

Ser

Asp

Azn

Pro

60

Asp

Val

Thr

Lys

Met
140

Ser

Val

Lys

Ile

45

Glu

His

Gly

Pro

Gly
125

Gly

Asp

Ile

Leu

30

Glu

Gly

Thr

Asgp

Asp

110

Asn

Glu

Ala

Pro

15

Val

Gly

Phe

Asn

Thr

95

Gly

His

Thr

Tyr

Ala

Pro

Azn

Pro

Phe

80

Leu

Gly

Glu

Leu

Asn
160



10

Met Ser Trp

Gly Gln Ala

Ser Val Trp
35

Ile Thr Gly
50

Thr Gly Leu
65

Ala Gly Ala

Lys Lys Thr

Thr Pro Gly
115

Ile Azp Gln
130

<210> 184
<211> 263
<212> PRT
<213> Phleum pratense

<400> 184

Gln

Ser

20

Ala

Ile

His

Val

Gly

100

Gln

Gly

Thr

Asn

Gln

Leu

Ile

g5

Gln

Cys

Leu

ES 2 653 287 T3

Tyr

Ser

Ser

Lys

Gly

70

Arg

Ala

Asn

Val

Leu

Ser

Asp

Gly

Gly

Met

Asp

Ala

Ser

40

Phe

Ile

Lys

Val

Val
120

Glu

Ser

25

Phe

Glu

Lys

Lys

Phe

105

Val

Hisg

10

Ala

Pro

Glu

Tyr

Gly

Gly

Glu

Leu

Ile

Gln

Pro

Met

15

Ser

Ile

Arg

Val

Phe

Gly

Val

Gly

Tyr

Leu

Cys

Gly

Lys

45

His

Ile

Gly

Glu

Gly
125

Asp

His

30

Pro

Leu

Gln

Ile

Glu

110

Asgp

Ile

15

Asp

Gln

Ala

Gly

Thr

95

Pro

Tyr

Asp

Gly

Glu

Pro

Glu

80

Ile

Val

Met Ala Ser Ser Ser Ser Val Leu Leu Val Val Val Leu Phe Ala Val

1

5

10

15

Phe Leu Gly Ser Ala Tyr Gly Ile Pro Lys Val Pro Pro Gly Pro Asn

20

198

25

30



5

Ile

Tyr

Gly

65

Gly

Glu

Val

Asp

Gln

145

Lys

Gly

Asp

Trp

Pro

225

Gly

Asp

<210> 185

<211>122
<212> PRT

Thr

Gly

Tyr

Asn

Ile

His

Len

130

Lys

Cys

Ser

Gly

Ile

210

Asp

Thr

Thr

Ala

35

Lys

Lys

Thr

Lys

Ile

115

Ser

Leu

Lys

Asn

Asp

195

Glu

Lys

Lys

Ser

Thr

Pro

Asp

Pro

Cys

100

Thr

Gly

Arg

Tyr

Pro

180

Val

Len

Len

Thr

Tyr
260

Tyr

Thr

Val

Ile

85

Thr

Asp

His

Ser

Pro

165

Asn

Val

Lys

Thr

Glu

245

Glu

ES 2 653 287 T3

Gly

Gly

Asp

70

Phe

Lys

Asp

Ala

Ala

150

Glu

Tyr

Ala

Glu

Gly

230

Ala

Ser

Asp

Ala

55

Lys

Lys

Pro

Asn

Phe

135

Gly

Gly

Len

Val

Ser

215

Pro

Glu

Lys

Lys

40

Gly

Pro

Ser

Glu

Glu

120

Gly

Glu

Thr

Ala

Asp

200

Trp

Phe

Asp

Trp

Pro

Pro

Gly

Ala

105

Glu

Ala

Len

Lys

Leu

185

Ile

Gly

Thr

Val

199

Leu

Lys

Phe

Arg

90

Cys

Pro

Met

Glu

Val

170

Leu

Lys

Ala

Val

Ile
250

Asgp

Asp

Ser

15

Gly

Ser

Ile

Ala

Len

155

Thr

Val

Glu

Ile

Arg

235

Pro

Ala

Asn

60

Gly

Cys

Gly

Ala

Lys

140

Gln

Phe

Lys

Lys

Trp

220

Tyr

Glu

Lys

45

Gly

Met

Gly

Glu

Pro

125

Lys

Phe

Hisg

Tyr

Gly

205

Arg

Thr

Gly

Ser

Gly

Thr

Ser

Pro

110

Tyr

Gly

Arg

Val

Val

130

Lys

Ile

Thr

Trp

Thr

Ala

Gly

Cys

95

Val

Hisg

Asp

Arg

Glu

175

Asn

Asp

Asp

Glu

Lys
255

Trp

Cys

Cys

80

Phe

Val

Phe

Glu

Val

160

Lys

Gly

Lys

Thr

Gly

240

Ala



10

<213> Phleum pratense

<400> 185
Met
1

Leu

Thr

Tyr

Asp

65

Asp

Glu

Thr

<210> 186
<211> 159
<212> PRT

Ser

Ala

Val

Glu

50

Glu

Ser

Lys

Ile

Met

Ala

Glu

35

Gly

Trp

Glu

Gly

Gly
115

<213> Malus domestica

<400> 186

Ala

Leu

20

Lys

Asgp

Val

Glu

Met

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Thr

Ala

Pro

85

Lys

Thr

ES 2 653 287 T3

Ser

Ala

Ser

Met

Met

70

Len

Asn

Tyr

Ser

Gly

Asn

Ala

55

Thr

Gln

Val

Ala

Ser

Ala

Glu

40

Glu

Lys

Gly

Phe

Pro
120

Ser

Trp

25

Lys

Val

Gly

Pro

Asp

105

Glu

200

Ser

10

Cys

His

Glu

Glu

Phe

90

Asp

Glu

Leu

Val

Leu

Leu

Gly

75

Asn

Val

Leu Ala

Pro Lys

Ala val

45

Arg Glu

60

Gly Val

Phe Arg

Val Pro

Val

30

Leu

His

Trp

Phe

Glu
110

Ala

15

Thr

Val

Gly

Thr

Leu

95

Lys

Val

Phe

Lys

Ser

Phe

80

Thr

Tyr



ES 2 653 287 T3

Met Gly Val Tyr Thr Phe Glu Asn Glu Phe Thr Ser Glu Ile Pro Pro
1 5 10 15

Ser Arg Leu Phe Lys Ala Phe Val Leu Asp Ala Asp Asn Len Ile Pro
20 25 30

Lys Ile Ala Pro Gln Ala Ile Lys Gln Ala Glu Ile Leu Glu Gly Asn
35 40 45

Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Thr Phe Gly Glu Gly Ser Gln
50 55 60

Tyr Gly Tyr Val Lys Hig Arg Ile Asp Ser Ile Asp Glu Ala Ser Tyr
65 70 75 80

Ser Tyr Ser Tyr Thr Leu Ile Glu Gly Asp Ala Leu Thr Asp Thr Ile
85 90 95

Glu Lys Ile Ser Tyr Glu Thr Lyg Leu Val Ala Cyg Gly Ser Gly Ser
100 105 110

Thr Ile Lyg Ser Ile Ser Hig Tyr His Thr Lys Gly Asn Ile Glu Ile
115 120 125

Lys Glu Glu His Val Lys Val Gly Lys Glu Lys Ala His Gly Leu Phe
130 135 140

Lys Leu Ile Glu Ser Tyr Len Lyg Asp Hig Pro Asp Ala Tyr Asn
145 150 155

<210> 187

<211> 96

<212> PRT

<213> Dactylis glomerata

<400> 187

201



10

Val Lys Val Thr

Val Leu Agp Ile
20

Glu Leu Arg Gln
35

Gly Asn Leun Trp
50

Asn Phe Arg Phe
65

Val Ile Pro Thr

<210> 188
<211> 269
<212> PRT
<213> Phalaris aquatica

<400> 188

Met Met Lys Met
1

Ala Ala Leu Len
20

Val Pro Pro Gly
35

Phe

Lys

Hisg

Glu

Met

Ala
85

ES 2 653 287 T3

Lys

Tyr

Gly

Val

Ser

70

Phe

Val

Thr

Ser

Lys

55

Lys

Lys

Val Cys Ser

5

Ala Val Phe

Pro Asn Ile

Glu Lysg

Arg Pro
25

Glu Glu

40

Ser Ser

Gly Gly

Ile Gly

Ser Ser

val Gly

25

Thr Ala
40

202

Gly

10

Gly

Trp

Lys

Met

Thr
90

Ser

Asp

Glu

Pro

Arg

75

Thr

Asp

Thr

Pro

Leu

60

Asn

Tyr

Pro

Len

Len

45

Thr

Val

Thr

Ser Ser Ser Leu

10

Ser Ala Gln Gly

Glu Tyr Gly Asp

45

Lys

Ala

30

Thr

Gly

Phe

Pro

Leu

Ile
30

Lys

Lys

15

Glu

Lys

Pro

Asp

Glu
95

Leu

Val

Lys

Phe

Glu

80

Glu

Val val

15

Ala Lys

Trp Leu



Asp Ala Lys
50

Azp Asn Gly

Asn Gly Met

Gly Cys Gly

Ser Gly Glu
115

Ile Ala Pro
130

Ala Lys Lys
145

Leu Gln Phe

Thr Phe His

Val Lys Tyr
195

Glu Lys Gly
210

Ile Trp Arg
225

Arg Tyr Thr

Pro Glu Gly

<210> 189
<211> 246
<212> PRT
<213> Cynodon dactylon

<400> 189

Ser

Gly

Thr

Ser

100

Pro

Tyr

Gly

Arg

Val

180

Val

Lys

Ile

Thr

Trp
260

Thr

Ala

Gly

85

Cys

Ile

His

Glu

Arg

165

Glu

Asp

Asp

Asp

Glu

245

Lys

ES 2 653 287 T3

Trp

Cys

70

Cys

Phe

Thr

Phe

Glu

150

Val

Lys

Gly

Lys

Thr

230

Gly

Ala

Tyr

55

Gly

Gly

Glu

Val

Asp

135

Glu

Lys

Gly

Asp

Trp

215

Pro

Gly

Asp

Gly

Tyr

Azn

Leu

His

120

Leu

Asn

Cys

Ser

Gly

200

Ile

Asp

Thr

Thr

203

Lys

Lys

Thr

Lys

105

Ile

Ser

Val

Lys

Asn

185

Asp

Glu

Lys

Lys

His
265

Pro

Asp

Pro

90

Cys

Thr

Gly

Arg

Tyr

170

Pro

Val

Len

Leu

Ala

250

Asp

Thr

Val

75

Ile

Ser

Asp

Hisg

Gly

155

Pro

Asn

Val

Lys

Thr

235

Glu

Ala

Gly

Asp

Phe

Lys

Asp

Ala

140

Ala

Asp

Tyr

Ala

Glu

220

Gly

Phe

Ser

Ala

Lys

Lys

Pro

Asn

125

Phe

Gly

Gly

Leu

Val

205

Ser

Pro

Glu

Lys

Gly

Ala

Asgp

Glu

110

Glu

Gly

Glu

Thr

Ala

130

Asp

Trp

Phe

Asp

Pro

Pro

Gly

95

Ser

Glu

Ser

Leu

Lys

175

Leu

Ile

Gly

Thr

Val
255

Lys

Phe

80

Arg

Cys

Pro

Glu

160

Pro

Leu

Lys

Ala

Val

240

Ile



Ala

Lys

Lys

Lys

65

Pro

Asn

Phe

Gly

Gly

145

Leu

Val

Ser

Pro

Asp

225

Lys

Ile

Trp

Ala

Pro

50

Asp

val

Tyr

Gly

Glu

130

Thr

Ala

Asp

Trp

Phe

210

Asp

Leu

Gly

Pro

35

Pro

Gly

Glu

Glu

Ala

115

Len

Lys

Len

Ile

Gly

195

Ser

vVal

Gln

Asp

Glu

20

Asp

Phe

Leu

Cys

His

100

Met

Thr

Tle

Leu

Lys

180

Ala

Ile

Ile

Phe

Lys

Ala

Asp

Asgp

Gly

Ser

85

Ile

Ala

Len

Thr

Val

165

Pro

Ile

Arg

Pro

Gly
245
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Pro

Arg

His

Gly

Cys

70

Gly

Ala

Lys

Gln

Phe

150

Lys

Arg

Trp

Len

Ala

230

Ala

Gly

Ala

Gly

Met

55

Arg

Glu

Ala

Lys

Phe

135

His

Tyr

Asp

Arg

Thr

215

Asn

Pro

Thr

Gly

40

Thr

Ala

Pro

Tyr

Gly

120

Arg

Ile

Ala

Ser

Ile

200

Sar

Trp

204

Asn

Phe

25

Ala

Ala

Cys

Val

His

105

Gln

Arg

Glu

Ala

Asp

185

Asp

Glu

Lys

Ile

10

Tyr

Cys

Cys

Tyr

Leu

80

Phe

Glu

val

lys

Gly

170

Glu

Pro

Gly

Pro

Thr

Gly

Gly

Gly

Glu

75

Val

Asp

Asp

Lys

Gly

155

Asp

Phe

Lys

Gly

Asp
235

Ala

Ser

Tyr

Asn

60

Ile

Lys

Len

Lys

Cys

140

Ser

Gly

Ile

Lys

Ala

220

Thr

Thr

Asn

Lys

45

Glu

Lys

Ile

Ser

Leu

125

Lys

Asn

Asn

Pro

Pro

205

Hisg

Val

Tyr

Pro

30

Asgp

Pro

Cys

Thr

Gly

110

Arg

Tyr

Asp

Ile

Met

190

Len

Leu

Tyr

Gly

15

Arg

Val

Ile

Lys

Asp

85

Llys

Lys

Pro

His

Val

175

Lys

Lys

val

Thr

Ser

Gly

Agp

Phe

Glu

Lys

Ala

Ala

Ser

Tyrx

160

Ala

Ser

Gly

Gln

Ser
240



<210> 190
<211> 214
<212> PRT

<213> Bos primigenius

<400> 190

Met
1

Pro

Glu

Lys

Glu

65

Ser

Gln

Leu

Asn

Gln

145

Tyr

Gly

Ser

Thr

Lys

Lys

Azn

Glu

50

Asp

Ser

Lys

Leu

Ser

130

Gln

Pro

Ala

Phe

Thr
210

His

Leu

35

Lys

Gln

Ser

Glu

Arg

115

Ala

Lys

Glu

Trp

Ser

195

Met

Leu

Pro

20

Leu

Val

Ala

Glu

Asp

100

Leu

Glu

Glu

Leu

Tyr

180

Asp

Pro

Ile

Ile

Arg

Asn

Met

Glu

Val

Lys

Glu

Pro

Phe

165

Tyr

Ile

Leu

ES 2 653 287 T3

Lys

Phe

Glu

Glu

70

Ile

Pro

Lys

Arg

Met

150

Arg

Val

Pro

Trp

Thr

His

Phe

Len

55

Asp

Val

Ser

Tyr

Leu

135

Ile

Gln

Pro

Asn

Cys

Gln

val

40

Ser

Ile

Pro

Glu

Lys

120

His

Gly

Phe

Len

Pro
200

205

Gly

25

Ala

Lys

Lys

Asn

Arg

105

Val

Ser

Val

Tyr

Gly

185

Ile

Val

10

Pro

Asp

Gln

Ser

90

Tyr

Pro

Met

Asn

Gln

170

Thr

Gly

Ala

Pro

Phe

Ile

Met

75

Val

Leu

Gln

Lys

Gln

155

Len

Gln

Ser

Val

Gln

Pro

Gly

Glu

Glu

Gly

Len

Glu

140

Glu

Asp

Tyr

Glu

Ala

Glu

Glu

45

Ser

Ala

Gln

Tyr

Glu

125

Gly

Leu

Ala

Thr

Asn
205

Leu

Val

30

Val

Glu

Glu

Lys

Leu

110

Ile

Ile

Ala

Tyr

Asp

130

Ser

Ala

15

Leu

Phe

Ser

Ser

His

95

Glu

Val

His

Tyr

Pro

175

Ala

Glu

Arg

Asn

Gly

Thr

Ile

80

Ile

Gln

Pro

Ala

Phe

160

Ser

Pro

Lys
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<210> 191
<211> 142
<212> PRT

<213> Bos primigenius

<400> 191

Met
1

Thr

Thr

Asp

Lys

Asp

Lys

Len

<210> 192
<211> 386
<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 192

Met

Gln

Leu

Phe

50

Ser

Asp

Lys

Ile

Cys
130

Ser

Ala

Lys

35

Hisg

Thr

Asp

Phe

Leu

115

Ser

Phe

Glu

Gly

Thr

Glu

Gln

Leu

100

Asp

Glu

Val

Gln

Tyr

Ser

Tyr

Asn

85

Asp

Lys

Lys
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Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

Pro

Asp

Val

Len

Leu

Thr

Gly

Tyr

55

Leu

His

Asp

Gly

Asp
135

Leu

Lys

Val

40

Asp

Phe

Ser

Len

Ile

120

Gln

Cys

25

Ser

Thr

Gln

Ser

Thr

105

Asn

Trp

206

Val
10

Glu

Gln

Ile

Asn

90

Asp

Tyr

Leu

Gly

Val

Pro

Ala

Asn

75

Ile

Asp

Trp

Cys

Ile

Phe

Glu

Ile

60

Asn

Cys

Ile

Len

Glu
140

Leu

Trp

45

Val

Lys

Asn

Met

Ala

125

Lys

Phe

Glu

30

Val

Gln

Ile

Ile

Cys

110

His

Leu

His

15

Leu

Cys

Asn

Trp

Ser

95

Val

Lys

Ala

Lys

Thr

Asn

Cys

80

Cys

Lys

Ala



Lys

Ile

Ser

Gly
65

Gly

Glu

Ala

Thr

50

Phe

Ser

Len

Ile

35

Arg

Gly

Ile Gly

Lys Val

20

Met Ser

Thr Gln

Asp Ser

ES 2 653 287 T3

Ala

His

Ala

Ile

Ile
70

Ala

His

Len

Asn

55

Glu

Ser Met Glu
10

Ala Asn Glu
25

Ala Met Val
40

Lys Val val

Ala Gln Cys

207

Phe

Asn

Tyr

Arg

Gly
75

Cys

Ile

Leu

Phe

60

Thr

Phe

Phe

Gly

45

Asp

Ser

Asp

Tyr

30

Ala

Lys

Val

Val

15

Cys

Lys

Leu

Azn

Phe

Pro

Asp

Pro

Val
80



His

Val

Pro

Gly

Len

145

Val

Asn

Asp

Val

Ser

225

Ser

Glu

Val

Glu

Asp

305

Ser

Ser

Tyr

Ile

Leu

130

Ile

Leu

Ala

Thr

Gln

210

Glu

Met

Ser

Met

Glu

290

val

Leu

Ser

Ser

Leu

115

Glu

Asn

Gln

Ile

Gln

195

Met

Lys

Len

Ile

Glu

275

Lys

Phe

Lys

Leu

Phe

100

Pro

Pro

Ser

Pro

val

180

Ala

Met

Met

Val

Ile

260

Glu

Tyr

Ser

Ile

Arg

85

Ser

Glu

Ile

Trp

Ser

165

Phe

Met

Tyr

Lys

Len

245

Aszn

Arg

Asn

Ser

Ser
325
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Asp

Leu

Tyr

Asn

val

150

Ser

Lys

Fro

Gln

Ile

230

Len

Phe

Lys

Len

Ser

310

Gln

Ile

Ala

Leu

Phe

135

Glu

Val

Gly

Phe

Ile

215

Leu

Pro

Glu

Ile

Thr

295

Ala

Ala

Leu

Ser

Gln

120

Gln

Sar

Asp

Leu

Arg

200

Gly

Glu

Asp

Lys

Lys

280

Sar

AsSn

val

208

Asn

Arg

105

Cys

Thr

Gln

Ser

Trp

185

Val

Len

Len

Glu

Len

265

val

Val

Len

His

Gln

90

Leu

Val

Ala

Thr

Gln

170

Glu

Thr

Phe

Pro

vVal

250

Thr

Tyr

Leu

Ser

Ala
330

Ile

Tyr

Lys

Ala

Asn

155

Thr

Lys

Glu

Arg

Phe

235

Ser

Glu

Len

Met

Gly

318

Ala

Thr

Ala

Glu

Asp

140

Gly

Ala

Ala

Gln

Val

220

Ala

Gly

Trp

Pro

Ala

300

Ile

His

Lys

Glu

Leu

125

Gln

Ile

Met

Phe

Glu

205

Ala

Ser

Leu

Thr

Arg

285

Met

Ser

Ala

Pro

Glu

110

Tyr

Ala

Ile

Val

Lys

190

Ser

Ser

Gly

Glu

Ser

270

Met

Gly

Ser

Glu

Asn

95

Arg

Arg

Arg

Arg

Len

175

Asp

Lys

Met

Thr

Gln

255

Ser

lys

Ile

Ala

Ile
335

Asp

Tyr

Gly

Glu

Asn

160

Val

Glu

Pro

Ala

Met

240

Leu

Asn

Met

Thr

Glu

320

Asn
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Glu

Ala

Ile

Ser
385

<210> 193
<211> 147
<212> PRT

Ala

Ser

Lys

370

Pro

<213> Gallus gallus

<400> 193

Met
1

Leu

His

Ala

Thr
65

Trp

Pro

Ala

Trp

Cys
145

Arg

Gly

Gly

Ala

50

Asgp

Cys

Cys

Lys

Arg

130

Arg

Gly

Val

355

His

Ser

Lys

Leu

35

Lys

Gly

Azn

Ser

Lys

115

Azn

Len
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Arg Glu Val Val

340

Ser Glu Glu Phe

Ile Ala Thr Asn

Leu

Val

20

Asgp

Phe

Ser

Asgp

Ala

100

Ile

Arg

Phe

Azn

Glu

Thr

Gly

85

Leu

Val

Cys

Ile

Gly

Tyr

Ser

Asgp

70

Arg

Leu

Ser

Lys

375

Leu

Arg

Arg

Asn

55

Tyr

Thr

Ser

Asgp

Gly
135

Gly

Arg

360

Ala

Val

Cys

Gly

40

Phe

Gly

Pro

Ser

Gly

120

Thr

209

Ser Ala Glu Ala

345

Ala Asp His Pro

Val Leu Phe Phe

Leu Cys
10

Glu Leu
25

Tyr Ser

Agn Thr

Ile Leu

Gly Ser

90

Asp Ile
105

Asn Gly

Asp Val

Phe

Ala

Leu

Gln

Gln

75

Arg

Thr

Met

Gln

380

Ala

Gly

Ala

60

Ile

Asn

Ala

Asn

Ala
140

Gly

Phe

365

Gly

Pro

Ala

Asn

45

Thr

Asn

Leu

Ser

Ala
125

Trp

Val Asp Ala

350

Leu Phe Cys

Arg Cys Val

Leu

Met
30

Trp

Azn

Ser

Cys

Val
110

Trp

Ile

Ala

15

Lys

Val

Arg

Arg

Asn

95

Azn

Val

Arg

Ala

Cys

Azn

Trp

80

Ile

Cys

Ala

Gly
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<210> 194
<211> 187
<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 194

Met
1

Gln

Ile

Lys

Ala
65

Gly

Gly

Glu

Lys

Val
145

Gly

Phe

<210> 195
<211> 228
<212> PRT

Lys

Glu

Ser

Ile

50

Leu

Glu

Val

Phe

Asp

130

Ser

Ile

Gln

Leu

Glu

Gly

35

Glu

Asp

Cys

Tyr

Glu

115

Arg

Pro

Val

Leu

<213> Equus caballus

<400> 195

Leu

Azn

20

Glu

Glu

Asn

Thr

Ser

100

Asn

Pro

Glu

Lys

Arg
180

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

Len

Asp

Phe

Ile

Glu

165

Gly
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Asgp

Tyr

Gly

Ser

70

Phe

Asn

Glu

Gln

Lys

150

Asn

Asn

Cys

Val

Ser

Ser

55

Leu

Pro

Tyr

Hisg

Leu

135

Glu

Ile

Gly

Leu

Ala

Ile

40

Met

Tyr

Met

Asp

Ile

120

Phe

Glu

Ile

val

210

Gly

Ile

25

Phe

Arg

Ala

Val

Gly

105

Ile

Glu

Phe

Asp

Ala
185

Leu

10

Arg

Leu

Val

Glu

Phe

90

Tyr

Len

Phe

Val

Len

170

Gln

Ile

Asn

Ala

Phe

Tyr

75

Asp

Asn

Tyr

Tyr

Lys

155

Thr

Ala

Phe

Ser

Val

60

Gln

Lys

Val

Len

Ala

140

Ile

Lys

Val

Asp

Asp

45

Asp

Thr

Thr

Phe

Val

125

Arg

Val

Ile

Cys

Ile

30

Val

Val

Lys

Glu

Arg

110

Asn

Glu

Gln

Asp

Ala

15

Ser

Lys

Ile

Val

Glu

95

Ile

Phe

Pro

Lys

Arg
175

Gln

Lys

Glu

Arg

Asn

80

Asp

Ser

Asp

Asp

Arg

160

Cys
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Met

Pro

Asgp

Azn

Thr

65

Ala

Phe

Ser

Arg

Lys

145

Glu

Gly

Ala

Gln

Asp
225

<210> 196
<211> 558
<212> ADN

Len

Ser

Ala

Ala

50

Gly

Glu

Ser

Val

Thr

130

Tyr

Len

Thr

Gly

Len

210

Leu

Lys

Ser

Leu

35

Ile

Leu

Ile

Pro

Tyr

115

Asp

Arg

Gln

Ile

Leu

195

Val

Ser

Val

Ala
20

Thr

Azn

Lys

Asp

100

Len

Ile

Leu

Ser

Glu

180

Cys

Asn

Val

Ser

Gln

Gln

Leu

Asn

Leu

85

Ser

Lys

Arg

Ala

Gly

165

Asn

Pro

Asn
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Cys

Gln

Gly

Glu

Ile

70

Gln

Lys

Len

Val

Phe

150

Asn

Ala

Thr

Len

Len

Ile

Asp

Gly

Len

Gln

135

Gly

Pro

Leu

Leu

Ile
215

Phe

Pro

Leu

40

Leu

Val

Thr

Ile

Ile

120

Len

His

Leu

Gly

Asn

200

Asn

211

Val

Pro

25

Asp

Leu

Gly

Asp

105

Leu

Arg

Cys

Ser

Asn

185

Ser

Leu

Leu
10

Glu

Gly

Asn

Pro

Len

90

Ile

Glu

Len

Ser

Leu

170

Phe

Len

Ile

Leu

Val

Asn

Thr

Leu

15

Len

Trp

Pro

Glu

Len

155

Pro

Ile

Val

Leu

Cys

Ser

Phe

Ile

60

Leu

Gln

Ile

Leu

Ser

140

Len

Val

Thr

Ser

Asp
220

Gly

Ser

Leu

45

Leu

Gly

Len

Pro

Thr

125

Asp

Pro

Asn

Glu

Asn

205

Arg

Leu

Gln

30

Ser

Asp

Pro

Ser

Len

110

Leu

Glu

Arg

Ala

Asp

190

Len

Ala

Leu
15

Ile

Leu

Gln

Ser

Len

95

Glu

Tyr

Asp

Ala

Val

175

Len

Asp

Asn

Val

Thr

Leu

Val

Asp

80

Glu

Len

Val

Gly

Ile

160

Leu

Gly

Len

Val
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<213> Secuencia de nucledtidos que codifica pelB-CD3(VL) - FLAG-BirA-U266Ant-6His

<400> 196

atgaaatace tgetgocgac cgetgetget ggtctgetge tectcgetge ccagecocggeg

atggccgaca ttcagctgac ccagtctoca geaatcatgt ctgeatctee aggggagaag

gteaccatga
tcaggcacct
tatcgcttca
gctgaagatg
getgggacea
gacaaaggeyg
cegeatetge

catcaccatc

<210> 197
<211> 185
<212> PRT

<213> pelB-CD3(VL) - FLAG-BirA-U266Ant-6His

<400> 197

cetgeagage
ccocccaaaadg
gtggcagtgy
ctgccactta
agctggaget
geggectgaa
tgtgggatet

atcattag

cagttcaagt

atggatttat
gtctgggace
ttactgccaa
gaaatcegga
cgatattttt

gtttegegtg

gtaagttaca tgaactggta c¢cagceagaag
gacacatcca aagtggcttc tggagtccct
tcatactctc tcacaatcag cagcatggag
cagtggagta gtaacccgct cacgttcggt
ggtggtggat ccgactacaa ggatgacgat
gaagcgcaga aaattgaatg gcatctgage

ggectgecgg gogeggeggy cggeggecat

212

60

120
180

240

300

360

420

480

540

558
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Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala

Ala Gln Pro Ala Met Ala Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile
20 25 30

Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Ser Ser Val Ser Tyr Met Asgn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Thr Ser
50 55 60

Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser Gly Val Pro
65 70 75 80

Tyr Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
100 105 110

Ser Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Agp Tyr Lys Asp Agp Asgp Asp Lys Gly Gly
130 135 140

Gly Leu Aszn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His Leu Ser
145 150 155 160

Pro His Leu Leu Trp Asp Len Phe Arg Val Gly Leu Pro Gly Ala Ala
165 170 175

Gly Gly Gly Hisg Hig Hig Hig His His
180 185
<210> 198
<211>18
<212> PRT

<213> conector alternativo

<400> 198

Gly Glu Gly Thr Ser Thr Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

Ala Agp

213
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REIVINDICACIONES
1. Un conjunto de polipéptidos que comprende:

un primer polipéptido P1 que comprende

(i) un resto diana T1,

en el que dicho resto diana T1 se une especificamente a un antigeno A1, y

(i) un fragmento F1 de un dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F1 por si mismo ni dicho polipéptido P1 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,
y
un segundo polipéptido P2 que comprende

(i) un resto diana T2,

en el que dicho resto diana T2 se une especificamente a un antigeno A2, y

(i) un fragmento F2 de dicho dominio funcional F,
en el que ni dicho fragmento F2 por si mismo ni dicho polipéptido P2 por si mismo es funcional con respecto a la
funcion de dicho dominio F,
en el que dicho antigeno A1 es diferente de dicho antigeno A2,
en el que dicho polipéptido P1 y dicho polipéptido P2 no se asocian entre si en la ausencia de una célula que
tiene ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular,
en el que, al dimerizarse dicho fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con dicho fragmento F2 de dicho
polipéptido P2, el dimero resultante es funcional con respecto a la funcion de dicho dominio F y
en el que dicho fragmento F1 comprende un dominio V. de un anticuerpo y dicho fragmento F2 comprende un
dominio V4 del mismo anticuerpo; o en el que dicho fragmento F1 comprende un dominio Vy de un anticuerpo y
dicho fragmento F2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo.

2. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una célula que lleva ambos antigenos,
A1y A2 en su superficie celular induce la dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2
de dicho polipéptido P2, mientras que una célula que no lleva ambos antigenos, A1y A2, en su superficie celular no
induce la dimerizacion del fragmento F1 de dicho polipéptido P1 con el fragmento F2 de dicho polipéptido P2.

3. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dichos polipéptidos P1 y P2 tlenen
en la ausencia de dIChO sustrato o célula, entre si una constante de disociacién Kp en el intervalo de 10 M a 102 M,
en el intervalo de 107 M a 10° M o en el intervalo de 10° M a 10° M; y/o dichos pollpeptldos P1y P2 tienen, en la
presencia de dIChO sustrato o ceIuIa entre si una constante de disociaciéon Kp debajo de 10° M, debajo de 107 M
debajo de 10® M o debajo de 10° M.

4. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho antigeno
A1 y/o dicho antigeno A2 es un antigeno expresado en la superficie de células de un tumor o en la superficie de
células progenitoras/precursoras de un tumor.

5. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la combinacion
de antigeno A1 y antigeno A2 solamente se encuentra en células cancerosas, y no en células que no son
cancerosas.

6. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la combinacién de antigeno A1y
antigeno A2 es especifica para células cancerosas de un cierto tipo de cancer.

7. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho antigeno
A1 es un antigeno MHC siendo una variante alélica seleccionada del grupo que consiste en:

HLA-A2, HLA-Cw6, HLA-A1, HLA-A3, HLA-A25, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B35, HLA-B44, HLA-Cw3, HLA-Cw4 y HLA-
Cw7;ylo

dicho antigeno A2 es un antigeno que es especifico para un cierto tipo celular o linaje celular seleccionado del grupo
que consiste en:

CD45; CD34; CD33; CD138; CD15; CD1a; CD2; CD3; CD4; CD5; CD8; CD20; CD23; CD31; CD43; CD56; CD57;
CD68; CD79a; CD146; proteinas de agente tensioactivo; sinaptofisina; CD56; CD57; receptor de acetilcolina
nicotinico; quinasa especifica muscular MUSK; canal de calcio dependiente de voltaje (tipo P/Q); canal de potasio
dependiente de voltaje (VGKC); receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA); TSH; anfifisina; HepPar-1; gangliésido
GQ1B, GD3 o GM1; y glicoforina-A.

8. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que cualquiera de
dichos antigenos A1y A2 se selecciona del grupo que consiste en:

HLA-A2; HLA-Cw6; EpCAM; CD20; CD33; CD38; CD45; Her2; EGFR; CD138; CEA; CD19; PSMA, E-cadherina; Ca-
125; Her-2/neu; proteina de fluido de enfermedad quistica densa; BCA-225; CA 19-9; CD117; CD30; antigeno
Epitelial BER-EP4, antigeno de membrana Epitelial y Antigeno Relacionado al Epitelio MOC-31; receptor del factor
de crecimiento Epidérmico HER1; receptor del factor de crecimiento derivado de Plaqueta PDGFR alfa; marcador
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asociado con Melanoma/Mart 1/Melan-A; CD133; TAG 72; acuaporina-2 y un anticuerpo clonotipico en la superficie
de una célula B.

9. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que

(i) uno de dichos antigenos A1y A2 es EpCAM y el otro es EGFR, HER2/neu, CD10, VEGF-R o MDR;

(i) uno de dichos antigenos A1 y A2 es MCSP vy el otro es melanoferrina o EpCAM,;

(iii) uno de dichos antigenos A1y A2 es CA125 y el otro CD227

(iv) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD56 y el otro es CD140b o gangliésido GD3;

(v) uno de dichos antigenos A1y A2 es EGFRy el otro es HER?2;

(vi) uno de dichos antigenos A1y A2 es PSMA y el otro es HERZ;

(vii) uno de dichos antigenos A1y A2 es Sialyl Lewis y el otro es EGFR;

(viii) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD44 y el otro es ESA, CD24, CD133, MDR o CD117;

(ix) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD34 y el otro es CD19, CD79a, CD2, CD7, HLA-DR, CD13, CD117,
CD33 o0 CD15;

(x) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD33 y el otro es CD19, CD79a, CD2, CD7, HLA-DR, CD13, CD117 o
CD15;

(xi) uno de dichos antigenos A1y A2 es MUC1 y el otro es CD10, CEA o CD57,;

(xii) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD38 y el otro es CD138;

(xiii) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD24 y el otro es CD29 o CD49f;

(xiv) uno de dichos antigenos A1y A2 es anhidrasa carbdnica IX y el otro es acuaporina-2;

(xv) uno de dichos antigenos A1y A2 es HLA-A2 y el otro es EpCAM,;

(xvi) uno de dichos antigenos A1y A2 es HLA-A2 y el otro es CD45;

(xvii) uno de dichos antigenos A1y A2 es HLA-A2 y el otro es EGFR,;

(xviii) uno de dichos antigenos A1y A2 es HLA-A2 y el otro es Her2;

(xix) uno de dichos antigenos A1y A2 es HLA-A2 y el otro es CEA;

(xx) uno de dichos antigenos A1y A2 es EpCAM y el otro es CEA;

(xxi) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD45 o CD38 y el otro es CD138;

(xxii) uno de dichos antigenos A1y A2 es EGFR y el otro es CEA;

(xxiii) uno de dichos antigenos A1y A2 es Her2 y el otro es CEA; o

(xxiv) uno de dichos antigenos A1y A2 es CD19 y el otro es un anticuerpo clonotipico en la superficie de una
célula B.

10. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho resto
diana T1 y/o T2 comprende un médulo de inmunoglobulina; o

en el que dicho resto diana T1 y/o T2 comprende un aptamero o un ligando natural de dicho antigeno A1 o antigeno
A2, respectivamente.

11. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que dicho resto diana T1 comprende un
moddulo de inmunoglobulina 11 que comprende un dominio V. unido a un dominio V4 o que comprende un dominio
variable VyH de un anticuerpo de llama, anticuerpo de camello o anticuerpo de tiburdn; y/o

dicho resto diana T2 comprende un moédulo de inmunoglobulina 12 que comprende un dominio V, unido a un
dominio V4 0 que comprende un dominio variable VuH de un anticuerpo de llama, anticuerpo de camello o
anticuerpo de tiburon.

12. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho médulo de inmunoglobulina 11
comprende un scFv (fragmento variante de cadena sencilla), un Fab o un F(ab’), de un anticuerpo o un anticuerpo
completo; y/o

dicho médulo de inmunoglobulina 12 comprende un scFv (fragmento variante de cadena sencilla), un Fab o un
F(ab’)2 de un anticuerpo o un anticuerpo completo.

13. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3y 6 a 12, en el que uno
cualquiera de dicho resto diana T1 y T2 comprende un alérgeno o sustrato que se une a un anticuerpo clonotipico
en la superficie de una célula B.

14. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicho
dominio funcional F es o comprende un modulo de inmunoglobulina.

15. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que dicho dominio funcional F es un Fv
(fragmento variante) o un scFv (fragmento variante de cadena sencilla) de un anticuerpo.

16. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que dicho fragmento
F1 comprende un dominio V. de un anticuerpo anti-CD3, anti-His o anti-DIG y dicho fragmento F2 comprende un
dominio V4 del mismo anticuerpo, o en el que dicho fragmento F1 comprende un dominio Vy de un anticuerpo anti-
CD3, anti-His o anti-DIG y dicho fragmento F2 comprende un dominio V. del mismo anticuerpo.
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17. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que dicho
modulo de inmunoglobulina comprende un dominio V seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 2 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 1;

(ii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 4 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 3;

(iii) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 6 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 5;

(iv) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 8 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 7;

(v) un dominio V de un anticuerpo anti-CD3 que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 10 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 9; y

(vi) un dominio V de un anticuerpo anti-His que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 12 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 11;

(vii) un dominio V de un anticuerpo anti-DIG que comprende un dominio V. que comprende la SEQ ID NO: 14 y/o
un dominio Vy que comprende la SEQ ID NO: 30.

18. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que cualquiera
de los polipéptidos P1 y P2 es o comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en
las SEQ ID NO: 114-129 y 197.

19. El conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 para su uso en el
tratamiento de un paciente que esta padeciendo cancer y/o un tumor o para su uso en diagnéstico en un paciente
que esta padeciendo cancer y/o un tumor.

20. Una molécula de acido nucleico o un conjunto de moléculas de acido nucleico que codifica el conjunto de
polipéptidos o uno de los polipéptidos del conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 18.

21. La molécula de acido nucleico o conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 20
que comprende una secuencia de nucleétidos como se representa en cualquiera de las SEQ ID NO: 135-150 y 196.

22. Una composicion farmacéutica que comprende ya sea el conjunto de polipéptidos de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 18 o la molécula de acido nucleico/conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo
con la reivindicacion 20 o 21, dicha composiciéon farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

23. Un kit que comprende el conjunto de polipéptidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-18 o la
molécula de acido nucleico o el conjunto de moléculas de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 20 o 21.
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Figura 1A
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Figura 1C
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Figura 2
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Figura 3B
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Figura 4
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 11
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Figura 12A
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Figura 12B
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
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