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DESCRIPCION
Anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos y métodos para usar los mismos.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a anticuerpos multiespecificos y a anticuerpos activables multiespecificos
que se unen especificamente a dos o0 mas dianas o epitopos diferentes, asi como a métodos para producir y usar estos
anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos en una variedad de indicaciones terapéuticas, de
diagndsticos y profilacticas.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos monoclonales han surgido como moléculas para la intervencion terapéutica en una variedad de
trastornos. Sin embargo, dirigir o neutralizar una proteina Unica no siempre es suficiente para el tratamiento eficaz de
ciertos trastornos, lo que limita el uso terapéutico de anticuerpos monoclonales monoespecificos. Ademas, las terapias
basadas en anticuerpos han demostrado tratamientos efectivos para algunas enfermedades, pero en algunos casos, las
toxicidades debidas a la amplia expresion de la diana han limitado su efectividad terapéutica. Ademas, las terapias
basadas en anticuerpos han mostrado otras limitaciones tales como el rapido aclaramiento de la circulacion después de
la administracion.

El documento de patente nium. W02010/081173 proporciona anticuerpos modificados que contienen un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo (AB) modificado con una entidad enmascarante (MM). Tales anticuerpos modificados pueden
acoplarse adicionalmente a una entidad escindible (CM), que resulta en anticuerpos activables (AA), en donde la CM es
capaz de escindirse, reducirse, fotolizarse o de cualquier otra forma modificarse. Reusche y otros. Clinical Cancer
Research, The American Association for Cancer Research, 12:1, pags 183-190, investigaron el direccionamiento de
anticuerpos contra EGFR combinado con citotoxicidad mediada por células T. El documento de patente num.
W02010/037838proporcioné una molécula de anticuerpo de cadena sencilla biespecifico que comprende un primer
dominio de unién que consiste en un dominio variable de anticuerpo capaz de unirse a un epitopo de la cadena épsilon
CD3 de primate humano y no de chimpanceé, y un segundo dominio de unién capaz de unirse a un epitopo de un antigeno
diana de un tumor de primate humano y uno no chimpancé.

Como consecuencia, existe una necesidad de anticuerpos y productos terapéuticos que permitan el direccionamiento de
dianas multiples y/o epitopos multiples con una molécula Unica y ademas proporcionar una mayor selectividad para las
dianas pretendidas y para una reduccion de los efectos adversos tras la administracion.

Resumen de la invencion
La invencion se define por el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

La presente descripcion proporciona anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos. Los
anticuerpos multiespecificos proporcionados en la presente descripcidon son anticuerpos que reconocen dos o mas
antigenos o epitopos diferentes. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en la presente descripcion
son anticuerpos multiespecificos que incluyen al menos una entidad enmascarante (MM) enlazada a al menos un dominio
de union a antigeno o epitopo del anticuerpo multiespecifico de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad
del antigeno o dominio de unién al epitopo para unirse a su diana. En algunas modalidades, la MM se acopla al dominio
de unién a antigeno o epitopo del anticuerpo multiespecifico a través de una entidad escindible (CM) que funciona como
un sustrato para una proteasa. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en la presente descripcién son
estables en circulacion, se activan en sitios de terapia y/o diagnéstico previstos, pero no en tejido normal, es decir, sano,
y, cuando se activan, muestran unién a una diana que es al menos comparable con el anticuerpo multiespecifico no
modificado correspondiente.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se disefian para
acoplarse a células efectoras inmunes, ademas denominadas en la presente descripcion anticuerpos multiespecificos que
se acoplan a efectores inmunes y/o anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a efectores inmunes. En
algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se disefian para
acoplarse a los leucocitos, ademas denominados en la presente descripcién anticuerpos multiespecificos que se acoplan
a leucocitos y/o anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a leucocitos. En algunas modalidades, los
anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se disefian para acoplarse a las células T,
ademas denominadas en la presente descripcion anticuerpos multiespecificos que se unen a las células T y/o anticuerpos
activables multiespecificos que se acoplan a las células T. En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos y/o
anticuerpos activables multiespecificos acoplan un antigeno de superficie en un leucocito, tal como en una célula T, en
una célula asesina natural (NK), en una célula mononuclear mieloide, en un macréfago, y/o en otra célula efectora inmune.
En algunas modalidades, la célula efectora inmune es un leucocito. En algunas modalidades, la célula efectora inmune
es una célula T. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es una célula NK. En algunas modalidades, la célula
efectora inmune es una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide. En algunas modalidades, los
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anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se disefian para unirse o interactuar de cualquier
otra forma con mas de una diana y/o mas de un epitopo, ademas denominado en la presente descripcion como
anticuerpos dirigidos a multiples antigenos y/o anticuerpos activables dirigidos a multiples antigenos. Como se usa en la
presente descripcion, los términos "diana" y "antigeno" se usan de manera intercambiable.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a la célula efectora inmune incluyen un
anticuerpo de dirigido o un fragmento de unién a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a la célula efectora
inmune o una porcién de union a antigeno de este. En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos que se
acoplan a la célula efectora inmune incluyen un anticuerpo dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este
y un anticuerpo que se acopla a una célula efectora inmune o una porcién de unién a antigeno de este. En algunas
modalidades, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a la célula efectora inmune incluyen un anticuerpo IgG
dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este y un scFv que se acopla a la célula efectora inmune. En
algunas modalidades, la célula efectora inmune es un leucocito. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es
una célula T. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es una célula NK. En algunas modalidades, la célula
efectora inmune es una célula mononuclear mieloide.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a la célula T incluyen un anticuerpo dirigido o
fragmento de unién a antigeno de este y anticuerpo que se acopla a la célula T o una porcion de union a antigeno. En
alguna modalidad, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a las células T incluyen un anticuerpo dirigido a cancer
o un fragmento de unién a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a la célula T o porcién de unién a antigeno. En
algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos que se acoplan a la célula T incluyen un anticuerpo IgG dirigido a
cancer o un fragmento de unién a antigeno de este y un scFv que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, el
anticuerpo multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv anti-CD3 épsilon (CD3¢, ademas referido en la
presente descripcion como CD3e y CD3) y un anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este. En algunas
modalidades, el anticuerpo multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv anti-CD3¢ y un anticuerpo dirigido
a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico que se
acopla a las células T incluye un scFv anti-CD3¢ y un anticuerpo IgG dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno
de este. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv anti-CD3
épsilon (CD3¢) que se deriva de OKT3. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico que se acopla a la célula
T incluye un scFv anti-CTLA-4.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a las células efectoras inmunes de
la descripcion incluyen un anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a
célula efectora inmune o porcion de unién a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno de los anticuerpos
dirigidos o el fragmento de unién a antigeno de este y/o el anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune o la
porcién de union a antigeno de este. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune o
fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que
se une a una primera diana que se acopla a la célula efectora inmune, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante
(MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir la primera diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento
de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda
diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la
capacidad del AB2 para unir la segunda diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula efectora
inmune o fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB1) que se une a una primera, diana que se acopla a la célula efectora inmune, donde el AB1 se une a una entidad
enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera
diana, y el anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de
este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana,
donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de MM2 reduce la capacidad
de AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula efectora no
inmune es un anticuerpo dirigido a cancer. En algunas modalidades, el anticuerpo efector de célula no inmune es una
IgG. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune es un scFv. En algunas
modalidades, el anticuerpo dirigido (por ejemplo, anticuerpo efector de célula no inmune) es una IgG y el anticuerpo que
se acopla a la célula efectora inmune es un scFv. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es un leucocito. En
algunas modalidades, la célula efectora inmune es una célula T. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es
una célula NK. En algunas modalidades, la célula efectora inmune es una célula mononuclear mieloide.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a las células T de la descripcion
incluyen un anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a la célula T o
porcién de unién a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno de anticuerpo dirigido o fragmento de unién a
antigeno de este y/o el anticuerpo que se acopla a la célula T o la porcién de unidn a antigeno de este. En algunas
modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB 1) que se une a una primera diana que se acopla a la célula T,
donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad
del AB1 para unir la primera diana. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno de
este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a
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antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de
manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana. En algunas modalidades,
el anticuerpo de unién a células T o fragmento de union a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la célula T, donde el AB1 se une a una
entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la
primera diana, y el anticuerpo a la primera diana o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo
o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una
segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a las células T incluyen un anticuerpo
dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a la célula T o porcion de
union a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno de los anticuerpos dirigidos a cancer o el fragmento de union
a antigeno de este y/o el anticuerpo que se acopla a la célula T o la porcion de unién a antigeno de este. En algunas
modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la célula T,
donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad
del AB1 para unir la primera diana. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a
antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con el cancer, donde AB2 se une a una
entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la
segunda diana relacionada con el cancer. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento
de unién a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB 1) que se une a
una primera diana que se acopla a la célula T, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1)de manera que
el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y el anticuerpo dirigido a cancer o
fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con el cancer,
donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad
del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el cancer.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a las células T incluyen un anticuerpo
IgG dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este y un scFv que se acopla a la célula T, donde se
enmascara al menos uno de los anticuerpos IgG dirigidos a cancer o fragmento de unién a antigeno de este y/o el
anticuerpo que se acopla con la célula T o la porcion de unién a antigeno de este. En algunas modalidades, el anticuerpo
que se acopla a la célula T o fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la célula T, donde el AB1 se une a una entidad
enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir la primera diana.
En algunas modalidades, el anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de union a antigeno de este incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que
se une a una segunda diana relacionada con el cancer, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de
manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el
cancer. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de unién a antigeno de este incluye
un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la
célula T, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante ( MM1) de manera que el acoplamiento de MM1 reduce la
capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y el anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno
de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de union a
antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con el cancer, donde el AB2 se une a una entidad
enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda
diana relacionada con el cancer.

En algunas modalidades de un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla con células efectoras inmunes, un
antigeno es tipicamente un antigeno presente en la superficie de una célula tumoral u otro tipo de célula asociada con la
enfermedad, tal como, pero no se limita a, cualquier diana enumerada en la Tabla 1, tales como, pero no se limita a,
EGFR, erbB2, EpCAM, Jagged, PD-L1, B7H3 o CD71 (receptor de transferrina), y otro antigeno es tipicamente un receptor
estimulante o inhibidor presente en la superficie de una célula T, célula asesina natural (NK), célula mononuclear mieloide,
macrofago y/u otras células efectoras inmunes, tales como, pero no se limita a, B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a,
CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3, o
VISTA. En algunas modalidades, el antigeno es un receptor estimulante presente en la superficie de una célula T o célula
NK; ejemplos de tales receptores estimuladores incluyen, pero no se limitan a, CD3, CD27, CD28, CD137 (ademas
denominado 4-1BB), GITR, HVEM, ICOS, NKG2D y OX40. En algunas modalidades, el antigeno es un receptor inhibidor
presente en la superficie de una célula T; ejemplos de tales receptores inhibidores incluyen, pero no se limitan a, BTLA,
CTLA-4, LAG3, PD-1, TIGIT, TIM3, y los KIR expresados en NK. El dominio de anticuerpo que confiere especificidad al
antigeno de superficie de la célula T ademas puede sustituirse por un ligando o dominio de ligando que se une a un
receptor de la célula T, un receptor de célula NK, un receptor de macréfago y/o de otro receptor de célula efectora inmune,
tales como, pero no se limita a, B7-1, B7-2, B7H3, PD-L1, PD-L2, o TNFSF9.
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Una modalidad de la descripcidon es un anticuerpo activable multiespecifico que es activable en un microambiente
cancerigeno y que incluye un anticuerpo, por ejemplo una IgG o scFv, dirigido a una diana tumoral y un anticuerpo
agonista, por ejemplo una IgG o scFv, dirigido a un receptor coestimulador expresado en la superficie de una célula T o
célula NK activada, en donde se enmascara al menos uno de anticuerpo dirigido del cancer y/o anticuerpo agonista. Los
ejemplos de receptores coestimuladores incluyen, pero no se limitan a, CD27, CD 13 7, GITR, HVEM, NKG2D, y OX40.
En esta modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico, una vez activado por las proteasas asociadas al tumor,
reticularia y activaria eficazmente los receptores coestimulatorios expresados en células T o NK de una manera
dependiente del tumor para potenciar la actividad de las células T que son respondedoras a cualquier antigeno tumoral a
través de su antigeno de célula T enddgeno o receptores activadores de NK. La naturaleza dependiente de la activacion
de estos receptores coestimuladores de células T o NK enfocaria la actividad del anticuerpo activable multiespecifico
activado a células T especificas de tumor, sin activar todas las células T independientemente de su especificidad de
antigeno. En una modalidad, al menos el anticuerpo del receptor coestimulador del anticuerpo activable multiespecifico
se enmascara para prevenir la activacion de células T autorreactivas que pueden estar presentes en tejidos que ademas
expresan el antigeno reconocido por el anticuerpo dirigido a la diana tumoral en el anticuerpo activable multiespecifico,
pero cuya actividad se restringe por la falta de acoplamiento del correceptor.

Una modalidad de la descripcidon es un anticuerpo activable multiespecifico que es activable en una enfermedad
caracterizada por la sobreestimulacién de células T, tal como, pero sin no se limita a, una enfermedad autoinmune o
microambiente de enfermedad inflamatoria. Un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo incluye un anticuerpo, por
ejemplo una IgG o scFv, dirigido a una diana que comprende un antigeno de superficie expresado en un tejido dirigido
por una célula T en la enfermedad autoinmune o inflamatoria y un anticuerpo, por ejemplo una IgG o scFv, dirigido a un
receptor inhibidor expresado en la superficie de una célula T o célula NK, en donde se enmascara al menos uno de los
anticuerpos diana del tejido de enfermedad y/o anticuerpo del receptor inhibidor de células T. Los ejemplos de receptores
inhibidores incluyen, pero no se limitan a, BTLA, CTLA-4, LAG3, PD-1, TIGIT, TIM3, y los KIR expresados en NK. Ejemplos
de un antigeno tisular dirigido por células T en la enfermedad autoinmune incluyen, pero no se limitan a, un antigeno de
superficie expresado en mielina o células nerviosas en la esclerosis multiple o un antigeno de superficie expresado en
células de islotes pancreaticos en la diabetes tipo 1. En esta modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico cuando se
localiza en el tejido bajo el ataque autoinmune o inflamacién se activa y coacopla al receptor inhibidor de células T o NK
para suprimir la actividad de células T autorreactivas respondedoras a cualquier antigeno dirigido a tejido de la enfermedad
a través de sus TCR enddgenos o receptores activadores. En una modalidad, al menos uno o multiples anticuerpos se
enmascaran para evitar la supresion de las respuestas de células T deseadas en tejidos que no son de la enfermedad
donde ademas puede expresarse el antigeno diana.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un scFv anti-CD3
épsilon (CD3¢, ademas denominado en la presente descripcion CD3e y CD3) y un anticuerpo dirigido o fragmento de
union a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno del scFv anti-CD3¢ y/o el anticuerpo dirigido o la porcién de
union al antigeno de este. En algunas modalidades, el scFv CD3¢ incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a
antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢g, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el
acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir CD3¢. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido o
fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una
entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda
diana. En algunas modalidades, el scFv CD3¢ incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1)
que se une a CD3¢, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1
reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el
acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla con la célula T incluye un scFv anti-CD3¢e
y un anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno de los scFv
anti-CD3e¢ y/o el anticuerpo dirigido de cancer o porciéon de unién a antigeno de este. En algunas modalidades, el scFv
CD3¢ incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢g, donde el AB1 se
une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unir CD3e¢. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de union a antigeno de este incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno de este
(AB2) que se une a una segunda diana relacionada con el cancer, donde AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2)
de manera que el acoplamiento de MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el
cancer. En algunas modalidades, el scFv CD3¢ incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB1) que se une a CD3g, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de
la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién a antigeno
de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de union a
antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde se une el AB2 a una entidad
enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda
diana relacionada con el cancer.
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En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a células T incluye un scFv anti-CD3¢ y un
anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno de este, donde se enmascara al menos uno de scFv
anti-CD3¢ y/o el anticuerpo IgG dirigido a cancer o la porciéon de unién a antigeno de este. En algunas modalidades, el
scFv CD3eg incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1
se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unir CD3¢. En algunas modalidades, el anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de union a antigeno de este incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB2) que se une a una segunda diana relacionada con el cancer, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante
(MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada
con el cancer. En algunas modalidades, el scFv CD3¢ incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de
este (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento
de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de union a
antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde AB2 se une a una entidad
enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda
diana relacionada con el cancer.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla con la célula T incluye un scFv anti-CD3
épsilon (CD3¢) que se deriva de OKT3, donde se enmascara al menos uno del anticuerpo dirigido o fragmento de union
a antigeno de este y/o scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3. En algunas modalidades, el scFv OKT3 o scFv derivado de
OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 se
une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unir CD3¢. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que
se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento
de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana. En algunas modalidades, el scFv OKT3 o scFv
derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢g, donde
el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del
AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo
o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una
segunda diana, donde se une el AB2 a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2
reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv OKT3 o scFv
derivado de OKT3 y un anticuerpo dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno de este, donde se enmascara al
menos uno de los scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3 y/o el anticuerpo dirigido a cancer o la porcion de unién a antigeno
de este. En algunas modalidades, el scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera
que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir CD3¢. En algunas modalidades, el anticuerpo
dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con
el cancer, donde AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de MM2 reduce la
capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el cancer. En algunas modalidades, el scFv OKT3 o
scFv derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a CD3g,
donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad
del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo dirigido al cancer o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de union al antigeno de este (AB2) que
se une a una segunda diana relacionada con el cancer donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de
manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el
cancer.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv OKT3 o scFv
derivado de OKT3 y un anticuerpo IgG dirigido a cancer o un fragmento de unién a antigeno de este, donde se enmascara
al menos uno de scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3 y/o el anticuerpo IgG dirigido a cancer o la porcion de unién a
antigeno de este. En algunas modalidades, el scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a CD3g, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante
(MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir CD3¢. En algunas modalidades,
el anticuerpo IgG dirigido a cancer o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento
de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda
diana relacionada con el cancer, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento
de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana relacionada con el cancer. En algunas
modalidades, el scFv OKT3 o scFv derivado de OKT3 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de
este (AB1) que se une a CD3¢, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento
de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unirse a CD3g, y el anticuerpo IgG dirigido a cancer o su fragmento de union
a antigeno incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién
a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana relacionada con cancer, donde el AB2 se une a una entidad
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enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda
diana relacionada con el cancer.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T incluye un scFv anti-CTLA-4,
donde se enmascara al menos uno de los anticuerpos dirigidos o fragmento de union a antigeno de este y/o el scFv anti-
CTLA-4. En algunas modalidades, el scFv anti-CTLA-4 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de
este (AB1) que se une a CTLA-4, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento
de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir CTLA-4. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido o fragmento de
union a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o
fragmento de union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad
enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana.
En algunas modalidades, el scFv anti-CTLA-4 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB1)
que se une a CTLA-4, donde el AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la
MM1 reduce la capacidad del AB1 para unir CTLA-4, y el anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este
incluye un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al antigeno
de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que
el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a las células T incluye un scFv anti-CTLA-
4 y un anticuerpo IgG dirigido o fragmento de unién a antigeno de este, donde al menos uno de los scFv anti-CTLA-4 y/o
se enmascara el anticuerpo IgG dirigido o la porcion de unién a antigeno de este. En algunas modalidades, el scFv anti-
CTLA-4 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB1) que se une a CTLA-4, donde el AB1
se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1 para
unirse a CTLA-4. En algunas modalidades, el anticuerpo IgG dirigido o fragmento de union a antigeno de este incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno de este
(AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el
acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas modalidades, el scFv
anti-CTLA-4 incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB1) que se une a CTLA-4, donde el
AB1 se une a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad del AB1
para unirse a CTLA-4, y la IgG de anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que
se une a una segunda diana, donde el AB2 se une a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento
de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana.

En algunas modalidades, los anticuerpos que se dirigen a multiples antigenos y/o anticuerpos activables que se dirigen a
multiples antigenos incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este que se une a una
primera diana y/o primer epitopo y a un segundo anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de este que se une a una
segunda diana y/o un segundo epitopo. En algunas modalidades, los anticuerpos que se dirigen a multiples antigenos y/o
los anticuerpos activables que se dirigen a multiples antigenos se unen a dos o mas dianas diferentes. En algunas
modalidades, los anticuerpos que se dirigen a multiples antigenos y/o los anticuerpos activables que se dirigen a multiples
antigenos unen dos o mas epitopos diferentes en la misma diana. En algunas modalidades, los anticuerpos que se dirigen
a multiples antigenos y/o los anticuerpos activables que se dirigen a multiples antigenos se unen a una combinacion de
dos o mas dianas diferentes y dos o mas epitopos diferentes en la misma diana.

Se muestran diversas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion en las Figuras 3A, y 5-9.
En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende una IgG tiene los dominios variables IgG
enmascarados. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende un scFv tiene los
dominios scFv enmascarados. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene dominios variables
IgG y dominios scFv, donde al menos uno de los dominios variables IgG se acopla a una entidad enmascarante. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene dominios variables IgG y dominios scFv, donde al
menos uno de los dominios de scFv se acopla a una entidad enmascarante. En algunas modalidades, un anticuerpo
activable multiespecifico tiene tanto dominios variables IgG como dominios scFv, donde al menos uno de los dominios
variables IgG se acopla a una entidad enmascarante y al menos uno de los dominios scFv se acopla a una entidad
enmascarante. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios variables IgG como
dominios scFv, donde cada uno de los dominios variables IgG y los dominios scFv se acopla a su propia entidad
enmascarante. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para un antigeno de superficie de
célula T. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad
para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno diana. En algunas modalidades,
un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad por un epitopo de un antigeno
diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro epitopo del antigeno diana.

En un anticuerpo activable multiespecifico, un scFv puede fusionarse al extremo carboxilo de la cadena pesada de un
anticuerpo activable IgG, al extremo carboxilo de la cadena ligera de un anticuerpo activable IgG, o a los extremos
carboxilo tanto de las cadenas pesada como ligera de un anticuerpo activable IgG. En un anticuerpo activable
multiespecifico, un scFv puede fusionarse al extremo amino de la cadena pesada de un anticuerpo activable IgG, al
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extremo amino de la cadena ligera de un anticuerpo activable IgG, o a los extremos amino tanto de las cadenas pesada
como ligera de un anticuerpo activable IgG. En un anticuerpo activable multiespecifico, un scFv puede fusionarse a
cualquier combinacion de uno o mas extremos carboxilo y uno o mas extremos amino de un anticuerpo activable IgG. En
algunas modalidades, una entidad enmascarante (MM) enlazada a una entidad escindible (CM) se une y enmascara un
dominio de unién a antigeno de la IgG. En algunas modalidades, una entidad enmascarante (MM) enlazada a una entidad
escindible (CM) se une y enmascara un dominio de unién a antigeno de al menos un scFv. En algunas modalidades, una
entidad enmascarante (MM) enlazada a una entidad escindible (CM) se une y enmascara un dominio de unién a antigeno
de una IgG y una entidad enmascarante (MM) enlazada a una entidad escindible (CM) se une a y enmascara un dominio
de unién a antigeno de al menos un scFv.

La descripcion proporciona ejemplos de estructuras de anticuerpos activables multiespecificos que incluyen, pero no se
limitan a, las siguientes: (VL-CL).:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);; (VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-
VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)5; (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*)y; (MM-L1-CM-L2-VL-
CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*)z; (VL-CL)2:(MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL)2:(MM-
L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3);; (MM-L1-CM-L2-VL-CL):(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (MM-L1-
CM-L2-VL-CL)2:(VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);:(VH-CH1-CH2-CH3);
(VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3),;  (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VL-CL),:(VH-CH1-CH2-
CH3)2; (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VL-CL),:(VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),: (MM-L1-
CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-
VH-CH1-CH2-CH3)2; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-
CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM);: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-
L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3);; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)y; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*),: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L1-
CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);:  (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)y; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),: (VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-
MM),: (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); o (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM,: (VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3),, en donde: VL y VH representan los dominios variables ligeros y pesados de la primera especificidad, contenidos
en la IgG; VL* y VH* representan los dominios variables de la segunda especificidad, contenidos en el scFv; L1 es un
péptido enlazador que conecta la entidad enmascarante (MM) y la entidad escindible (CM); L2 es un péptido enlazador
que conecta la entidad escindible (CM) y el anticuerpo; L3 es un péptido enlazador que conecta los dominios variables
del scFv; L4 es un péptido enlazador que conecta el anticuerpo de la primera especificidad con el anticuerpo de la segunda
especificidad; CL es el dominio constante de la cadena ligera; y CH1, CH2, CH3 son los dominios constantes de la cadena
pesada. La primera y segunda especificidades pueden ser hacia cualquier antigeno o epitopo.

En algunas modalidades de un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T, un antigeno es tipicamente
un antigeno presente en la superficie de una célula tumoral u otro tipo de célula asociado con la enfermedad, tal como,
pero se no limita a, cualquier diana enumerada en la Tabla 1, tal como, pero no se limita a, EGFR, erbB2, EpCAM, Jagged,
PD-L1, B7H3 o CD71 (receptor de transferrina), y otro antigeno es tipicamente un receptor estimulante (ademas
denominado en la presente descripcion como activador) o inhibidor presente en la superficie de una célula T, célula
asesina natural (NK), célula mononuclear mieloide, macréfago y/o de otra célula efectora inmune, tal como, pero no se
limita a, B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137 (ademas denominado
TNFRSF9), CTLA-4, GITR, HVEM, ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3 o VISTA. El dominio de anticuerpo
que confiere especificidad al antigeno de superficie de la célula T ademas puede sustituirse por un ligando o dominio de
ligando que se une a un receptor de la célula T, un receptor de célula NK, un receptor de macréfago y/o de otro receptor
de célula efectora inmune, tales como, pero no se limita a, B7-1, B7-2, B7H3, PD-L1, PD-L2, o TNFSF9. En algunas
modalidades de un anticuerpo activable dirigido a multiples antigenos, se selecciona un antigeno del grupo de dianas
enumeradas en la Tabla 1, y se selecciona otro antigeno del grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1.

En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo
dirigido es C225v5, que es especifico para la union a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225, que
es especifico para la unién a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225v4, que es especifico para la
union a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225v6, que es especifico para la unién a EGFR. En
algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-Jagged. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido
es 4D11, que es especifico para la union a Jagged 1y Jagged 2 humano y de raton. En algunas modalidades, el anticuerpo
dirigido es 4D11v2, que es especifico para la unién a Jagged 1y Jagged 2 humano y de ratén.

En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido puede estar en forma de un anticuerpo activable. En algunas modalidades,
los scFv(s) pueden tener la forma de un Pro-scFv (ver, por ejemplo, documentos de patente nums. WO 2009/025846, WO
2010/081173).

En algunas modalidades, el scFv es especifico para la union a CD3g, y es o se deriva de un anticuerpo o fragmento de
este que se une a CD3g, por ejemplo, CH2527, FN18, H2C, OKT3, 2C11, UCHT1 o V9. En algunas modalidades, el scFv
es especifico para la union a CTLA-4 (ademas denominado en la presente descripcion CTLA'y CTLA4).

En algunas modalidades, el scFv anti-CD3e incluye una secuencia seleccionada del grupo que consiste en las secuencias
que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5. En algunas modalidades, el scFv anti-CD3¢ incluye una secuencia de
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aminoacidos que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntico a una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo
5.

En algunas modalidades, el scFv es especifico para la unién de una o mas células T, una o mas células NK y/o uno o
mas macrofagos. En algunas modalidades, el scFv es especifico para la unidon de un blanco seleccionado del grupo que
consiste en B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM,
ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3, o VISTA.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH CDR3, en donde al menos una de las secuencias VH
CDR1, VH CDR2 y VH CDR3 se selecciona a partir de VH CDR1 esa secuencia incluye al menos la secuencia de
aminoacidos SYAMS (sec. con ndm. de ident.: 6); una secuencia VH CD2 que incluye al menos la secuencia de
aminoacidos SIDPEGRQTYYADSVKG (sec. con num. de ident.: 7); una secuencia de VH CDRS3 que incluye al menos la
secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY (sec. con num. de ident.: 8) y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une especificamente a una
diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacién de una secuencia VL CDR1, una
secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDRS3, en donde al menos una de las secuencias VL CDR1, VL CDR2 y VL
CDR3 se selecciona de una secuencia VL CDR1 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos RASQSISSY (sec.
con num. de ident.: 9); una secuencia VL CDR2 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos AASSLQS (sec. con
num. de ident.: 10); una secuencia VL CDR3 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos QQTVVAPPL (sec. con
num. de ident.: 11) y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2 y una secuencia VH CDR3, en donde al menos una de las secuencias VH
CDR1, VH CDR2 y VH CDRS se selecciona de una secuencia VH CDR1 que incluye una secuencia que es al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos SYAMS (sec. con
num. de ident.: 6); una secuencia de VH CD2 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos SIDPEGRQTYYADSVKG (sec. con nim. de
ident.: 7); una secuencia VH CDR3 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY (sec. con num. de ident.: 8), y sus
combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2 y una secuencia VL CDRS3, en donde al menos una de las secuencias VL
CDR1, VL CDR2 y VL CDR3 se selecciona de una secuencia VL CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSISSY (sec. con
num. de ident.: 9); una secuencia VL CDR2 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos AASSLQS (sec. con num. de ident.: 10); y una
secuencia VL CDR3 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 mas idéntica a la secuencia de aminoacidos QQTVVAPPL (sec. con nim. de ident.: 11), y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH CDRS3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL
CDRZ2, y una secuencia VL CDR3, en donde la secuencia VH CDR1 incluye a al menos la secuencia de aminoacidos
SYAMS (sec. con num. de ident.: 6); la secuencia VH CD2 incluye al menos la secuencia de aminoacidos
SIDPEGRQTYYADSVKG (sec. con num. de ident.: 7); la secuencia de VH CDR3 incluye al menos la secuencia de
aminoacidos DIGGRSAFDY (sec. con num. de ident.: 8); la secuencia VL CDR1 incluye al menos la secuencia de
aminoacidos RASQSISSY (sec. con num. de ident.: 9); la secuencia VL CDR2 incluye al menos la secuencia de
aminoacidos AASSLQS (sec. con num. de ident.: 10); y la secuencia VL CDR3 incluye al menos la secuencia de
aminoacidos QQTVVAPPL (sec. con nim. de ident.: 11).
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En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana Jagged, por ejemplo, Jagged 1 y/o Jagged 2, y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una secuencia VH CDRS3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL
CDRZ2, y una secuencia VL CDRS3, en donde la secuencia VH CDR1 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos SYAMS (sec. con nium. de
ident.: 6); la secuencia VH CD2 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o0 mas idéntica a la secuencia de aminoacidos SIDPEGRQTYYADSVKG (sec. con num. de ident.: 7); la
secuencia VH CDR3 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas idéntica a la secuencia de aminoacidos DIGGRSAFDY (sec. con nim. de ident.: 8); la secuencia VL CDR1 incluye
una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia
de aminoacidos RASQSISSY (sec. con num. de ident.: 9); la secuencia VL CDR2 incluye una secuencia que es al menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos AASSLQS (sec.
con num. de ident.: 10); y la secuencia VL CDR3 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos QQTVVAPPL (sec. con nim. de ident.: 11).

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente al Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) y que contiene una combinacion de una
secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, y una secuencia VH CDR3, en donde al menos una de la secuencia VH
CDR1, la secuencia VH CDR2, y la secuencia VH CDR3 se selecciona de una secuencia VH CDR1 que incluye al menos
la secuencia de aminoacidos NYGVH (sec. con nium. de ident.: 12); una secuencia VH CD2 que incluye al menos la
secuencia de aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (sec. con num. de ident.: 13); una secuencia de VH CDR3 que incluye
al menos la secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY (sec. con nim. de ident.: 14); y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a EGFR y que contiene una combinacién de una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2, y una
secuencia VL CDR3, en donde al menos una de la secuencia VL CDR1, la secuencia VL CDR2, y la secuencia VL CDR3
se selecciona de una secuencia VL CDR1 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (sec. con
nam. de ident.: 15); una secuencia VL CDR2 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos KYASESIS (sec. con
num. de ident.: 16); y una secuencia VL CDR3 que incluye al menos la secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (sec.
con num. de ident.: 17), y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a EGFR y que contiene una combinacion de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, y una
secuencia VH CDR3, en donde al menos una de la secuencia VH CDR1, la secuencia VH CDR2 y la secuencia VH CDR3
se selecciona de una secuencia VH CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos NYGVH (sec. con num. de ident.: 12); una secuencia
VH CD2 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas
idéntica a la secuencia de aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (sec. con num. de ident.: 13); una secuencia VH CDR3
que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la
secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY (sec. con nium. de ident.: 14); y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente al EGFR y que contiene una combinacion de una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2, y una
secuencia VL CDRS3, en donde al menos una de la secuencia VL CDR1, la secuencia VL CDR2 y la secuencia VL CDR3
se selecciona de una secuencia VL CDR1 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (sec. con num. de ident.: 15); una
secuencia VL CDR2 que incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 mas idéntica a la secuencia de aminoacidos KYASESIS (sec. con nim. de ident.: 16); y una secuencia VL CDR3 que
incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la
secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (sec. con nim. de ident.: 17), y sus combinaciones.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente al EGFR y que contiene una combinacion de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una
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secuencia VH CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2, y una secuencia VL CDRS3, en donde la
secuencia VH CDR1 incluye al menos la secuencia de aminoacidos NYGVH (sec. con num. de ident.: 12); la secuencia
VH CD2 incluye al menos la secuencia de aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (sec. con nim. de ident.: 13); la secuencia
de VH CDR3 incluye al menos la secuencia de aminoacidos ALTYYDYEFAY (sec. con num. de ident.: 14); la secuencia
VL CDR1 incluye al menos la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (sec. con nim. de ident.: 15); la secuencia VL
CDR?2 incluye al menos la secuencia de aminoacidos KYASESIS (sec. con num. de ident.: 16); y la secuencia VL CDR3
incluye al menos la secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (sec. con num. de ident.: 17).

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente al EGFR y que contiene una combinacion de una secuencia VH CDR1, una secuencia VH CDR2, una
secuencia VH CDR3, una secuencia VL CDR1, una secuencia VL CDR2, y una secuencia VL CDRS3, en donde la
secuencia VH CDR1 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas idéntica a la secuencia de aminoacidos NYGVH (sec. con ndm de ident.: 12); la secuencia VH CD2 incluye una
secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de
aminoacidos VIWSGGNTDYNTPFTS (sec. con num. de ident.: 13); la secuencia VH CDR3 incluye una secuencia que es
al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos
ALTYYDYEFAY (sec. con num. de ident.: 14); la secuencia VL CDR1 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos RASQSIGTNIH (sec. con
num. de ident.: 15); la secuencia VL CDR2 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a la secuencia de aminoacidos KYASESIS (sec. con nim. de ident.: 16); y la
secuencia VL CDR3 incluye una secuencia que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
mas idéntica a la secuencia de aminoacidos QQNNNWPTT (sec. con num. de ident.: 17).

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en
las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo. En algunas
modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos multiespecificos
conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente descripcion incluyen al
menos una secuencia de aminoacidos de cadena ligera seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que se
muestran en la Tabla 7 y/o en Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo. En algunas modalidades, los anticuerpos
multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos multiespecificos conjugados y/o anticuerpos
activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente descripcion incluyen al menos una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7
y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo, y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera seleccionada
del grupo que consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en
el mismo.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos
multiespecificos conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente
descripcion incluyen al menos una secuencia de aminoacidos de cadena pesada que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste
en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo. En algunas
modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos multiespecificos
conjugados y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente descripcion incluyen al
menos una secuencia de aminoacidos de cadena ligera que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que
se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo. En algunas modalidades, los
anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos, anticuerpos multiespecificos conjugados y/o
anticuerpos activables multiespecificos conjugados proporcionados en la presente descripcion incluyen al menos una
secuencia de aminoacidos de cadena pesada que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 mas idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que se muestran
en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la Tabla 11 en el mismo, y una secuencia de aminoacidos de cadena ligera
que es al menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias que se muestran en la Tabla 7 y/o en el Ejemplo 5, que incluye la
Tabla 11 en el mismo.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico ademas incluye un
agente conjugado con el AB. En algunas modalidades, el agente es un agente terapéutico. En algunas modalidades, el
agente es un agente antineoplasico. En algunas modalidades, el agente es una toxina o fragmento de esta. En algunas
modalidades, el agente se conjuga con el multiespecifico a través de un enlazador. En algunas modalidades, el enlazador
es un enlazador no escindible. En algunas modalidades, el agente es un inhibidor de microtubulos. En algunas
modalidades, el agente es un agente que dafia los acidos nucleicos, tal como un alquilante de ADN o un intercalador de
ADN, u otro agente que dafia el ADN. En algunas modalidades, el enlazador es un enlazador escindible. En algunas
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modalidades, el agente es un agente seleccionado del grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas modalidades, el agente
es una dolastatina. En algunas modalidades, el agente es una auristatina o derivado de esta. En algunas modalidades, el
agente es auristatina E o un derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es monometilauristatina E (MMAE). En
algunas modalidades, el agente es monometilauristatina D (MMAD). En algunas modalidades, el agente es un
maitansinoide o derivado de maitansinoide. En algunas modalidades, el agente es DM1 o DM4. En algunas modalidades,
el agente es una duocarmicina o un derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es una calicheamicina o derivado
de esta. En algunas modalidades, el agente es una pirrolobenzodiazepina.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico ademas incluye una
entidad detectable. En algunas modalidades, la entidad detectable es un agente de diagnostico.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico contiene naturalmente
uno o mas enlaces disulfuro. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable
multiespecifico pueden disefiarse para incluir uno o mas enlaces disulfuro.

La descripcion proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo multiespecifico y/o
anticuerpo activable multiespecifico descrito en la presente descripcion, asi como vectores que incluyen estas secuencias
de acido nucleico aisladas. La descripcién proporciona métodos para producir un anticuerpo multiespecifico cultivando
una célula en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo, en donde la célula comprende una molécula de
acido nucleico de ese tipo. En algunas modalidades, la célula comprende un vector de ese tipo.

La descripcion proporciona ademas anticuerpos activables multiespecificos y/o composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos que incluyen al menos un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una primera diana o primer epitopo y un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB2) que se une a una segunda diana o un segundo epitopo, donde al menos AB1 se acopla o une a una entidad
enmascarante (MM1), de manera que el acoplamiento de la MM1 reduce la capacidad de AB1 para unir su diana. En
algunas modalidades, el MM1 se acopla a AB1 a través de una primera entidad escindible (CM1) que incluye un sustrato
para una proteasa, por ejemplo, una proteasa que se colocaliza con la diana de AB1 en un sitio de tratamiento o un sitio
diagnéstico en un sujeto. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en la presente descripcion son
estables en la circulacion, activados en los sitios de terapia y/o diagndstico previstos, pero no en tejido normal, es decir,
sano, y, cuando se activan, muestran unién a la diana de AB1 que es al menos comparable al anticuerpo multiespecifico
no modificado correspondiente.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico comprende un péptido de enlace entre el MM1 y la CM1.
En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico comprende un péptido de enlace entre la CM1 y el AB1.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable comprende un primer péptido enlazador (LP1) y un segundo péptido
enlazador (LP2), y al menos una porcion del anticuerpo activable multiespecifico tiene la disposicion estructural desde el
extremo N hasta el extremo C como sigue en el estado no escindido: MM1-LP1-CM1-LP2-AB1 o AB1-LP2-CM1-LP1-
MM1. En algunas modalidades, los dos péptidos enlazadores no necesitan ser idénticos entre si.

En algunas modalidades, al menos uno de LP1 o LP2 incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en (GS),, (GGS)n, (GSGGS), (sec. con num. de ident.: 18) y (GGGS), (sec. con num. de ident.: 19), donde n es
un numero entero de al menos uno. En algunas modalidades, al menos uno de LP1 o LP2 incluye una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en GGSG (sec. con num. de ident.: 20), GGSGG (sec. con nim. de
ident.: 21), GSGSG (sec. con num. de ident.: 22), GSGGG (sec. con num. de ident.: 23), GGGSG (sec. con num. de ident.:
24), y GSSSG (sec. con num. de ident.: 25).

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB1) que se une especificamente a una primera diana o primer epitopo y un segundo anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une especificamente a una segunda diana o segundo epitopo. En
algunas modalidades, cada uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico se selecciona independientemente
del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, anticuerpo de dominio, cadena sencilla, fragmento Fab, un fragmento
F(ab')2, un scFv, un scAb, un dAb, un anticuerpo de cadena pesada de un solo dominio y un anticuerpo de cadena ligera
de un solo dominio. En algunas modalidades, cada uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico es un
anticuerpo monoclonal de roedor (por ejemplo, de ratén o rata), quimérico, humanizado o totalmente humano.

En algunas modalidades, cada uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una constante de disociacion
de equilibrio de aproximadamente 100 nM o menos para unirse a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, MM1 tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que
es mayor que la constante de disociacion de equilibrio del AB a su diana o epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, MM1 tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que
no es mas que la constante de disociacion de equilibrio del AB a su diana o epitopo correspondiente.
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En algunas modalidades, MM1 no interfiere ni compite con su AB correspondiente para unirse a la diana o epitopo
correspondiente cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en un estado escindido.

En algunas modalidades, MM1 es un polipéptido de aproximadamente 2 a 40 aminoacidos de longitud. En algunas
modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de no mas de 40
aminoacidos de longitud.

En algunas modalidades, MM1 tiene una secuencia polipeptidica que es diferente de la diana del AB correspondiente.

En algunas modalidades, MM1 tiene una secuencia polipeptidica que no es mas del 50% idéntica a cualquier pareja de
union natural del AB correspondiente. En algunas modalidades, MM1 tiene una secuencia polipeptidica que no es mas
de un 25% idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB correspondiente. En algunas modalidades, MM1 tiene una
secuencia polipeptidica que no es mas del 10% idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unir su diana o
epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 20 veces mayor que la K4 del AB cuando no se acopla a la MM1 hacia su correspondiente
diana o epitopo.

En algunas modalidades, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unir su diana o
epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 40 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unir su diana o
epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 100 veces mayor que la Ky del AB cuando no se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unir su diana o
epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 1000 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla a la MM1 hacia su correspondiente
diana o epitopo.

En algunas modalidades, el acoplamiento de MM1 reduce la capacidad del AB correspondiente para unir su diana o
epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM1 hacia su diana o epitopo
correspondiente es al menos 10.000 veces mayor que la Ky del AB cuando no se acopla a la MM1 hacia su
correspondiente diana o epitopo.

En algunas modalidades, MM1 es una secuencia de aminoacidos seleccionada de una MM que se muestra en los
Ejemplos proporcionados en la presente descripcion.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos una segunda entidad enmascarante
(MM2) que inhibe la unién del AB2 a su diana cuando el anticuerpo activable multiespecifico estd en un estado no
escindido, y una segunda entidad escindible (CM2) acoplado al AB2, en donde la CM2 es un polipéptido que funciona
como un sustrato para una segunda proteasa. En algunas modalidades, CM2 es un polipéptido de no mas de 15
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, la segunda proteasa se colocaliza con la segunda diana o epitopo en
un tejido, y en donde la segunda proteasa escinde la CM2 en el anticuerpo activable multiespecifico cuando el anticuerpo
activable multiespecifico se expone a la segunda proteasa. En algunas modalidades, la primera proteasa y la segunda
proteasa se colocalizan con la primer diana o epitopo y la segunda diana o epitopo en un tejido. En algunas modalidades,
la primera proteasa y la segunda proteasa son la misma proteasa. En algunas modalidades, CM1 y CM2 son sustratos
diferentes para la misma proteasa. En algunas modalidades, la proteasa se selecciona del grupo que consiste en las que
se muestran en la Tabla 3. En algunas modalidades, la primera proteasa y la segunda proteasa son proteasas diferentes.
En algunas modalidades, la primera proteasa y la segunda proteasa son proteasas diferentes seleccionadas del grupo
que consiste en las que se muestran en la Tabla 3.

En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico, por ejemplo, MM1 y al menos
MM2, tiene una constante de disociacion de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que es mayor que la constante
de disociacién de equilibrio del AB a su diana correspondiente o epitopo.

En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una constante de disociacion

de equilibrio para unirse a su AB correspondiente que no es mas que la constante de disociacion de equilibrio del AB a
su diana o epitopo correspondiente.
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En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico no interfiere ni compite con su
AB correspondiente para unirse a la diana o epitopo correspondiente cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta
en un estado escindido.

En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de
aproximadamente 2 a 40 aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo
activable multiespecifico es un polipéptido de no mas de 40 aminoacidos de longitud.

En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia polipeptidica
que es diferente de la diana del AB correspondiente.

En algunas modalidades, cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia polipeptidica
que no es mas del 50% idéntica a cualquier pareja de union natural del AB correspondiente. En algunas modalidades,
cada una de las MM en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia polipeptidica que no es mas de un
25% idéntica a cualquier pareja de unidn natural del AB correspondiente. En algunas modalidades, cada una de las MM
en el anticuerpo activable multiespecifico tiene una secuencia polipeptidica que no es mas del 10% idéntica a cualquier
pareja de unién natural del AB correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de cada una de las MM reduce la capacidad del AB correspondiente para unir
su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente es al menos 20 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de cada una de las MM reduce la capacidad del AB correspondiente para unir
su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente es al menos 40 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de cada una de las MM reduce la capacidad del AB correspondiente para unir
su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente es al menos 100 veces mayor que la Kq del AB cuando no se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de cada una de las MM reduce la capacidad del AB correspondiente para unir
su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Kq) del AB cuando se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente es al menos 1000 veces mayor que la Ky del AB cuando no se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, el acoplamiento de cada una de las MM reduce la capacidad del AB correspondiente para unir
su diana o epitopo de manera que la constante de disociacion (Ky) del AB cuando se acopla a la MM hacia su diana o
epitopo correspondiente es al menos 10.000 veces mayor que la Ky del AB cuando no se acopla a la MM hacia su diana
o epitopo correspondiente.

En algunas modalidades, cada una de las MM es una secuencia de aminoacidos seleccionada de una MM que se muestra
en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion.

En algunas modalidades, la proteasa que escinde la primera secuencia de la entidad escindible (CM1) se colocaliza con
la diana de AB1 en el anticuerpo multiespecifico activable en un tejido, y la proteasa escinde la CM1 en el anticuerpo
activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la proteasa.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico incluye mas de una secuencia de entidad escindible, y la
proteasa que escinde al menos una secuencia de la entidad escindible se colocaliza con la diana de al menos una de las
regiones de AB en el anticuerpo activable multiespecifico en un tejido, y la proteasa escinde la CM en el anticuerpo
activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a las proteasas.

En algunas modalidades, cada CM, por ejemplo, CM1y al menos CM2, se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico
de manera que en el estado no escindido, se reduce para producir la unién del anticuerpo activable multiespecifico a una
diana de una de las regiones del AB con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 20 veces mayor que
la constante de disociacion de equilibrio de AB no modificado que une a su diana, y mientras que en el estado escindido,
el AB se une a su diana.

En algunas modalidades, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de manera que en el estado no
escindido, la union del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones de AB se reduce para
producirse con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 40 veces mayor que la constante de disociacion
de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se une a su
diana.
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En algunas modalidades, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de manera que en el estado no
escindido, la union del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones de AB se reduce para
producirse con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 50 veces mayor que la constante de disociacion
de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se une a su
diana.

En algunas modalidades, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de tal manera que en el estado no
escindido, la union del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones de AB se reduce para
producirse con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 100 veces mayor que la constante de
disociacion de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se
une a su diana.

En algunas modalidades, cada CM se coloca en el anticuerpo activable multiespecifico de manera que en el estado no
escindido, la union del anticuerpo activable multiespecifico a una diana de una de las regiones de AB se reduce para
producirse con una constante de disociacion de equilibrio que es al menos 200 veces mayor que la constante de
disociacion de equilibrio de un AB no modificado que se une a su diana, y mientras que en el estado escindido, el AB se
une a su diana.

En algunas modalidades, cada CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un polipéptido de hasta 15 aminoacidos
de longitud.

En algunas modalidades, al menos una CM en el anticuerpo activable multiespecifico incluye la secuencia de aminoacidos
LSGRSDNH (sec. con num. de ident.: 26). En algunas modalidades, se selecciona al menos una entidad escindible para
uso con una proteasa especifica, por ejemplo, una proteasa que se conoce que se colocaliza conjuntamente con al menos
una diana del anticuerpo activable multiespecifico. Por ejemplo, las pociones escindibles adecuadas para su uso en los
anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion se escinden mediante al menos una proteasa tal como
uroquinasa, legumaina y/o matriptasa (ademas denominada en la presente descripcion MT-SP1 o MTSP1). En algunas
modalidades, una entidad escindible adecuada incluye al menos una de las siguientes secuencias: TGRGPSWV (sec.
con num. de ident.: 27); SARGPSRW (sec. con num. de ident.: 28); TARGPSFK (sec. con num. de ident.: 29); LSGRSDNH
(sec. con num. de ident.: 26); GGWHTGRN (sec. con num. de ident.: 30); HTGRSGAL (sec. con num. de ident.: 31);
PLTGRSGG (sec. con num. de ident.: 32); AARGPAIH (sec. con ndm. de ident.: 33); RGPAFNPM (sec. con num. de
ident.: 34); SSRGPAYL (sec. con num. de ident.: 35); RGPATPIM (sec. con num. de ident.: 36); RGPA (sec. con num. de
ident.: 37); GGQPSGMWGW (sec. con num. de ident.: 38); FPRPLGITGL (sec. con ndm. de ident.: 39); VHMPLGFLGP
(sec. con ndm. de ident.: 40); SPLTGRSG (sec. con num. de ident.: 41); SAGFSLPA (sec. con num. de ident.: 42);
LAPLGLQRR (sec. con num. de ident.: 43); SGGPLGVR (sec. con nim. de ident.: 44); y/o PLGL (sec. con num. de ident.:
45).

En algunas modalidades, cada CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para una proteasa
seleccionada del grupo que consiste en los que se muestran en la Tabla 3. En algunas modalidades, la proteasa se
selecciona del grupo que consiste en uPA, legumaina, MT-SP1, ADAM17, BMP-1, TMPRSS3, TMPRSS4, elastasa de
neutréfilos, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-13 y MMP-14. En algunas modalidades, la proteasa es una catepsina, tal
como, pero no se limita a, catepsina S. En algunas modalidades, cada CM en el anticuerpo activable multiespecifico es
un sustrato para una proteasa seleccionada del grupo que consiste en uPA (activador de plasmindgeno uroquinasa),
legumaina y MT-SP1 (matriptasa). En algunas modalidades, la proteasa comprende uPA. En algunas modalidades, la
proteasa comprende legumaina. En algunas modalidades, la proteasa comprende MT-SP1. En algunas modalidades, la
proteasa comprende una metaloproteinasa de matriz (MMP).

En algunas modalidades, al menos una CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para al menos dos
proteasas. En algunas modalidades, cada proteasa se selecciona del grupo que consiste en las que se muestran en la
Tabla 3. En algunas modalidades, al menos una CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para al
menos dos proteasas, en donde una de las proteasas se selecciona del grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1
y la otra proteasa se selecciona del grupo que consiste en las que se muestran en la Tabla 3. En algunas modalidades,
al menos una CM en el anticuerpo activable multiespecifico es un sustrato para al menos dos proteasas seleccionadas
del grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos una primera CM (CM1) y una segunda
CM (CM2). En algunas modalidades, CM1 y CM2 son parte de un unico enlazador escindible que une una MM a un AB.
En algunas modalidades, CM1 es parte de un enlazador escindible que une MM1 a AB1, y CM2 es parte de un enlazador
escindible por separado que une una MM2 a AB2. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico
comprende mas de dos CM. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo comprende mas
de dos CM y mas de dos MM. En algunas modalidades, CM1 y CM2 son cada una polipéptidos de no mas de 15
aminoacidos de longitud. En algunas modalidades, al menos una de las primeras CM y la segunda CM es un polipéptido
que funciona como un sustrato para una proteasa seleccionada del grupo que consiste en los enumerados en la Tabla 3.
En algunas modalidades, al menos una de las primeras CM y la segunda CM es un polipéptido que funciona como un
sustrato para una proteasa seleccionada del grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1. En algunas modalidades,
la primera CM se escinde mediante un primer agente de escision seleccionado del grupo que consiste en uPA, legumaina
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y MT-SP1 en un tejido diana y la segunda CM se escinde mediante un segundo agente de escision en un tejido diana. En
algunas modalidades, la otra proteasa se selecciona del grupo que consiste en las que se muestran en la Tabla 3. En
algunas modalidades, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son la misma proteasa seleccionada
del grupo que consiste en las enumeradas en la Tabla 3, y la primera CM y la segunda CM son sustratos diferentes para
la enzima. En algunas modalidades, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son la misma proteasa
seleccionada del grupo que consiste en uPA, legumaina y MT-SP1, y la primera CM y la segunda CM son sustratos
diferentes para la enzima. En algunas modalidades, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son la
misma proteasa seleccionada del grupo enumerado en la Tabla 3, y la primera CM y la segunda CM son el mismo sustrato.
En algunas modalidades, el primer agente de escision y el segundo agente de escision son proteasas diferentes. En
algunas modalidades, el primer agente de escision y el segundo agente de escisién son proteasas diferentes
seleccionadas del grupo que consiste en las que se muestran en la Tabla 3. En algunas modalidades, el primer agente
de escision y el segundo agente de escision se colocalizan en el tejido diana. En algunas modalidades, la primera CM y
la segunda CM se escinden por al menos un agente de escision en el tejido diana.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico se expone a y se escinde mediante una proteasa de
manera que, en el estado activado o escindible, el anticuerpo activable multiespecifico activado incluye una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera que incluye al menos una porcion de LP2 y/o secuencia de CM después de que la proteasa
haya escindido la CM.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico ademas incluye un péptido sefal. En algunas
modalidades, el péptido sefial se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico a través de un espaciador. En algunas
modalidades, el espaciador se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico en ausencia de un péptido sefial. En
algunas modalidades, el espaciador se une directamente a al menos uno de las MM del anticuerpo activable
multiespecifico.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico en un estado no escindido comprende un espaciador que
se une directamente a una primera MM vy tiene la disposicion estructural desde el extremo N hasta el extremo C del
espaciador-MM1-CM-AB1. En algunas modalidades, el espaciador incluye al menos la secuencia de aminoacidos
QGQSGAQ (sec. con num. de ident.: 46).

En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es mas larga que la del
anticuerpo multiespecifico correspondiente; por ejemplo, el pK del anticuerpo activable multiespecifico es mas largo que
el del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es similar a la del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 15 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 dias cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 11 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es de al menos 10 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 9 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 8 dias cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 7 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es de al menos 6 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 5 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 4 dias cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 3 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es de al menos 2 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 24 horas cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 20 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 18 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 16 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 14 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 12 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 10 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 8 horas cuando se administra
a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
6 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 4 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en
suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 3 horas cuando se administra a un organismo.

La descripcion proporciona ademas composiciones y métodos que incluyen un anticuerpo activable multiespecifico que
incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una diana y un
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segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB2), donde al menos el primer AB en el anticuerpo activable
multiespecifico se acopla a una entidad enmascarante (MM1) que disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana.
En algunas modalidades, cada AB se acopla a una MM que disminuye la capacidad de su AB correspondiente para cada
diana. Por ejemplo, en modalidades de anticuerpos activables biespecificos, AB1 se acopla a una primera entidad
enmascarante (MM1) que disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana, y AB2 se acopla a una segunda entidad
enmascarante (MM2) que disminuye la capacidad de AB2 para unir su diana. En algunas modalidades, el anticuerpo
activable multiespecifico comprende mas de dos regiones de AB; en tales modalidades, AB1 se acopla a una primera
entidad enmascarante (MM1) que disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana, AB2 se acopla a una segunda
entidad enmascarante (MM2) que disminuye la capacidad de AB2 para unirse a su diana, AB3 se acopla a una tercera
entidad enmascarante (MM3) que disminuye la capacidad de AB3 para unirse a su diana, y asi sucesivamente para cada
AB en el anticuerpo activable multiespecifico.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico incluye ademas al menos una entidad escindible (CM)
que es un sustrato para una proteasa, donde la CM une una MM a un AB. Por ejemplo, en algunas modalidades, el
anticuerpo activable multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une
especificamente a una diana y un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB2), donde al menos el primer AB en
el anticuerpo activable multiespecifico se acopla a través de una primera entidad escindible (CM1) a una entidad
enmascarante (MM1) que disminuye la capacidad de AB1 para unirse a su diana. En algunas modalidades el anticuerpo
activable biespecifico, AB1 se acopla a través de CM1 a MM1, y AB2 se acopla a través de una segunda entidad escindible
(CM2) a una segunda entidad enmascarante (MM2) que disminuye la capacidad de AB2 para unir su diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico comprende mas de dos regiones de AB; en algunas de estas
modalidades, AB1 se acopla a través de CM1 a MM1, AB2 se acopla a través de CM2 a MM2, y AB3 se acopla mediante
una tercera entidad escindible (CM3) a una tercera entidad enmascarante (MM3) que disminuye la capacidad de AB3
para unirse a su diana, y asi sucesivamente para cada AB en el anticuerpo activable multiespecifico.

Las composiciones y métodos proporcionados en la presente descripcion permiten la fijacion de uno o mas agentes a uno
o0 mas residuos de cisteina en cualquiera de las regiones de AB sin comprometer la actividad (por ejemplo, la actividad
de enmascaramiento, activacion o union) del anticuerpo activable multiespecifico. En algunas modalidades, las
composiciones y métodos proporcionados en la presente descripcion permiten la fijacién de uno o mas agentes a uno o
mas residuos de cisteina en cualquiera de las regiones de AB sin reducir o alterar de cualquier otra forma uno o mas
enlaces disulfuro dentro de cualquiera de las MM. Las composiciones y métodos proporcionados en la presente
descripcion producen un anticuerpo activable multiespecifico que se conjuga con uno o mas agentes, por ejemplo,
cualquiera de una variedad de agentes terapéuticos, de diagndstico y/o profilacticos, preferentemente sin que ninguno de
los agentes se conjugue con ninguno de la MM del anticuerpo activable multiespecifico. Las composiciones y métodos
proporcionados en la presente descripcion producen anticuerpos activables multiespecificos conjugados en los que cada
una de las MM conserva la capacidad de enmascarar eficaz y eficientemente su AB correspondiente del anticuerpo
activable multiespecifico en un estado no escindido. Las composiciones y métodos proporcionados en la presente
descripcion producen anticuerpos activables multiespecificos conjugados en los que el anticuerpo activable todavia se
activa, es decir, escinde, en presencia de una proteasa que puede escindir la CM.

Los anticuerpos activables multiespecificos tienen al menos un punto de conjugacién para un agente, pero en los métodos
y composiciones proporcionadas en la presente descripcion estan disponibles menos de todos los puntos posibles de
conjugacion para la conjugacion con un agente. En algunas modalidades, uno o mas puntos de conjugacion son atomos
de azufre implicados en enlaces disulfuro. En algunas modalidades, uno o mas puntos de conjugaciéon son atomos de
azufre implicados en enlaces disulfuro intercatenarios. En algunas modalidades, uno o mas puntos de conjugacion son
atomos de azufre implicados en enlaces de sulfuro intercatenarios, pero no atomos de azufre implicados en enlaces
disulfuro intracatenarios. En algunas modalidades, uno o mas puntos de conjugacion son atomos de azufre de cisteina u
otros residuos de aminoacidos que contienen un atomo de azufre. Tales residuos pueden originarse naturalmente en la
estructura del anticuerpo o pueden incorporarse en el anticuerpo mediante mutagénesis dirigida al sitio, conversion
quimica o incorporacion errénea de aminoacidos no naturales.

Ademas se proporcionan métodos para preparar un conjugado de un anticuerpo activable multiespecifico que tiene uno
o0 mas enlaces disulfuro intercatenarios en uno o mas de los AB y uno o mas enlaces disulfuro intracatenarios en la MM
correspondiente, y se proporciona un farmaco reactivo con tioles libres. El método generalmente incluye enlaces disulfuro
intercatenarios parcialmente reductores en el anticuerpo activable con un agente reductor, tal como, por ejemplo, TCEP;
y que conjuga el farmaco reactivo con tioles libres con el anticuerpo activable parcialmente reducido. Como se usa en la
presente descripcion, el término reduccién parcial se refiere a situaciones donde un anticuerpo activable multiespecifico
se pone en contacto con un agente reductor y se reducen menos de todos los enlaces disulfuro, por ejemplo, menos de
todos los sitios posibles de conjugacion. En algunas modalidades, se reducen menos de 99%, 98%, 97%, 96%, 95%,
90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, 50%, 45%, 40%, 35%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10% o menos del 5% de todos
los posibles sitios de conjugacion.

Aun en otras modalidades, se proporciona un método para reducir y conjugar un agente, por ejemplo, un farmaco, con un
anticuerpo activable multiespecifico que resulta en la selectividad en la colocacién del agente. El método generalmente
incluye reducir parcialmente el anticuerpo activable multiespecifico con un agente reductor de manera que cualquier sitio
de conjugacion en cualquiera de las entidades de enmascaramiento u otra porcion no AB del anticuerpo activable no se
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reduzcan, y conjugar el agente a tioles intercatenarios en uno o mas de las regiones de AB del anticuerpo activable
multiespecifico. Los sitios de conjugacion se seleccionan para permitir la colocacion deseada de un agente para permitir
que se produzca la conjugacion en un sitio deseado. El agente reductor es, por ejemplo, TCEP. Las condiciones de
reaccion de reduccion tales como, por ejemplo, la relacion de agente reductor a anticuerpo activable, la duracion de la
incubacion, la temperatura durante la incubacion, el pH de la solucion de reaccién de reduccion, etc., se determinan
identificando las condiciones que producen un anticuerpo activable conjugado en el que la MM conserva la capacidad de
enmascarar eficaz y eficientemente el AB del anticuerpo activable en un estado no escindido. La relacion de agente de
reduccién a anticuerpo activable multiespecifico variara en dependencia del anticuerpo activable. En algunas
modalidades, la relacion de agente reductor a anticuerpo activable multiespecifico estara en un intervalo de
aproximadamente 20:1 a 1:1, de aproximadamente 10:1 a 1:1, de aproximadamente 9:1 a 1:1, de aproximadamente 8:1
a 1:1, de aproximadamente 7:1 a 1:1, de aproximadamente 6:1 a 1:1, de aproximadamente 5:1 a 1:1, de aproximadamente
4:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1 a 1:1, de aproximadamente 2:1 a 1:1, de aproximadamente 20:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 10:1 a 1:1,5, de aproximadamente 9:1 a 1:1,5, de aproximadamente 8:1 a 1:1,5, de aproximadamente
7:1 a 1:1,5, de aproximadamente 6:1 a 1:1,5, de aproximadamente 5:1 a 1:1,5, de aproximadamente 4:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 3:1 a 1:1,5, de aproximadamente 2:1 a 1:1,5, de aproximadamente 1,5:1 a 1:1,5, o de aproximadamente
1:1 a 1:1,5. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 5:1 a 1:1. En algunas
modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 5:1 a 1,5:1. En algunas modalidades, la relacion esta
en el intervalo de aproximadamente 4:1 a 1:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de
aproximadamente 4:1 a 1,5:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 8:1 a
aproximadamente 1:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 2,5:1 a 1:1.

En algunas modalidades, se proporciona un método para reducir enlaces disulfuro intercatenarios en una o mas de las
regiones del AB de un anticuerpo activable multiespecifico y conjugar un agente, por ejemplo, un agente que contiene tiol
tal como un farmaco, con los tioles intercatenarios resultantes para localizar selectivamente agente(s) en el AB. El método
generalmente incluye reducir parcialmente una o mas de las regiones de AB con un agente reductor para formar al menos
dos tioles intercatenarios sin formar todos los posibles tioles entre cadenas en el anticuerpo activable; y conjugar el agente
con los tioles intercatenarios del AB parcialmente reducido. Por ejemplo, una o mas de las regiones de AB del anticuerpo
activable multiespecifico se reducen parcialmente durante aproximadamente 1 hora a aproximadamente 37°C a una
relacion deseada de agente reductor: anticuerpo activable. En algunas modalidades, la relacién de agente reductor a
anticuerpo activable estara en un intervalo de aproximadamente 20:1 a 1:1, de aproximadamente 10:1 a 1:1, de
aproximadamente 9:1 a 1:1, de aproximadamente 8:1 a 1:1, de aproximadamente 7:1 a 1:1, de aproximadamente 6:1 a
1:1, de aproximadamente 5:1 a 1:1, de aproximadamente 4:1 a 1:1, de aproximadamente 3:1 a 1:1, de aproximadamente
2:1 a 1:1, de aproximadamente 20:1 a 1:1,5, de aproximadamente 10:1 a 1:1,5, de aproximadamente 9:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 8:1 a 1:1,5, de aproximadamente 7:1 a 1:1,5, de aproximadamente 6:1 a 1:1,5, de aproximadamente
5:1 a 1:1,5, de aproximadamente 4:1 a 1:1,5, de aproximadamente 3:1 a 1:1,5, de aproximadamente 2:1 a 1:1,5, de
aproximadamente 1,5:1 a 1:1,5, o de aproximadamente 1:1 a 1:1,5. En algunas modalidades, la relacién esta en el
intervalo de aproximadamente 5:1 a 1:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente
5:1 a 1,5:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 4:1 a 1:1. En algunas
modalidades, la relacion esta en el intervalo de aproximadamente 4:1 a 1,5:1. En algunas modalidades, la relacion esta
en el intervalo de aproximadamente 8:1 a aproximadamente 1:1. En algunas modalidades, la relacion esta en el intervalo
de aproximadamente 2,5:1 a 1:1.

El reactivo que contiene tiol puede ser, por ejemplo, cisteina o N-acetil cisteina. El agente reductor puede ser, por ejemplo,
TCEP. En algunas modalidades, el anticuerpo activable reducido puede purificarse antes de la conjugacion, mediante el
uso de, por ejemplo, cromatografia en columna, didlisis o diafiltracion. Alternativamente, el anticuerpo reducido no se
purifica después de una reduccion parcial y antes de la conjugacion.

La descripcion proporciona ademas anticuerpos activables multiespecificos parcialmente reducidos en los que al menos
un enlace disulfuro intercatenario en el anticuerpo activable multiespecifico se ha reducido con un agente reductor sin
alterar ningun enlace disulfuro intracatenario en el anticuerpo activable multiespecifico, en donde el anticuerpo activable
multiespecifico incluye al menos un primer anticuerpo o un fragmento de union a antigeno de este (AB1) que se une
especificamente a una diana, una primera entidad enmascarante (MM1) que inhibe la union del AB1 del anticuerpo
activable multiespecifico en un estado no escindido a la diana, una primera entidad escindible (CM1) acoplada al AB1, en
donde la CM1 es un polipéptido que funciona como un sustrato para una proteasa, y un segundo anticuerpo o un fragmento
de unidn al antigeno de este (AB2) que se une especificamente a una segunda diana. En algunas modalidades, la MM1
se acopla al AB1 a través de la CM1. En algunas modalidades, uno o mas enlaces disulfuro intracatenario del anticuerpo
activable multiespecifico no se altera por el agente reductor. En algunas modalidades, uno o mas enlaces disulfuro
intracatenario de la MM1 dentro del anticuerpo activable multiespecifico no se altera por el agente reductor. En algunas
modalidades, el agente reductor es TCEP.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos descritos en la
presente descripcion se usan junto con uno o mas agentes adicionales o una combinacion de agentes adicionales. Los
agentes adicionales adecuados incluyen terapias farmacéuticas y/o quirdrgicas actuales para una aplicacién pretendida,
tal como, por ejemplo, cancer. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos
pueden usarse junto con un agente quimioterapéutico o antineoplasico adicional
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En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se
formulan en una Unica composicion terapéutica, y el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico
y el agente adicional se administran de manera simultanea. Alternativamente, el anticuerpo multiespecifico y/o el
anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se separan entre si, por ejemplo, cada uno se formula en una
composicion terapéutica separada, y el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo multiespecifico activable y el agente
adicional se administran de manera simultanea, o el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico
y el agente adicional se administran en diferentes momentos durante un régimen de tratamiento. Por ejemplo, el anticuerpo
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico se administra antes de la administracion del agente adicional, el
anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico se administra después de la administracion del
agente adicional, o el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se
administran de forma alternativa. Como se describe en la presente descripcion, el antianticuerpo multiespecifico y/o el
anticuerpo activable multiespecifico y el agente adicional se administran en dosis Unicas o en dosis multiples.

La descripcion proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada que codifica un anticuerpo multiespecifico y/o
anticuerpo activable multiespecifico descrito en la presente descripcion, asi como vectores que incluyen estas secuencias
de acido nucleico aisladas. La descripcion proporciona métodos para producir un anticuerpo multiespecifico y/o un
anticuerpo activable multiespecifico al cultivar una célula en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico, donde la célula comprende una molécula de acido nucleico de
ese tipo. En algunas modalidades, la célula comprende un vector de ese tipo.

La descripcion proporciona ademas un método para fabricar anticuerpos multiespecificos de la descripcion y/o anticuerpos
activables multiespecificos de la descripcion al (a) cultivar una célula que comprende una construccion de acido nucleico
que codifica el anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico en condiciones que conducen a la
expresion del anticuerpo multiespecifico y/o multiespecifico activable, y (b) recuperar el anticuerpo multiespecifico y/o
anticuerpo activable multiespecifico.

La presente descripcion proporciona ademas métodos para tratar, prevenir, retrasar la progresién de, o mejorar de
cualquier otra forma, un sintoma de una o mas patologias o aliviar un sintoma asociado con tales patologias, al administrar
un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion a un sujeto en el que se desea tal
tratamiento o prevencion. El sujeto que se trata es, por ejemplo, humano u otro mamifero. En algunas modalidades, el
sujeto es un mamifero no humano, tal como un primate no humano, un animal de compafiia (por ejemplo, gato, perro,
caballo), animal de granja, animal de trabajo o animal de zoolégico. En algunas modalidades, el sujeto es un roedor.

La presente descripcion ademas proporciona métodos para inducir la activacion de células T dependientes de diana y
destruccion de una célula diana al administrar un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion a un sujeto en el
que se desea tal induccion, en donde cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en estado escindido, por ejemplo,
cada entidad enmascarante en el anticuerpo activable multiespecifico ya no se une o asocia de cualquier otra forma con
el dominio AB correspondiente, la activacion de células T dependiente de la diana y se produce la destruccion de la célula
diana, y cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en el estado no escindido, por ejemplo al menos un entidad
enmascarante del anticuerpo activable multiespecifico se une o asocia de cualquier otra forma con el dominio AB
correspondiente, la activacion de células T dependientes de la diana y la destruccion de la célula diana se reduce o se
inhibe de cualquier otra forma. Cualquiera de los anticuerpos activables multiespecificos descritos en la presente
descripcion es adecuado para su uso en tales métodos. El sujeto que se trata es, por ejemplo, humano u otro mamifero.
En algunas modalidades, el sujeto es un mamifero no humano, tal como un primate no humano, un animal de compafiia
(por ejemplo, gato, perro, caballo), animal de granja, animal de trabajo o animal de zoolégico. En algunas modalidades,
el sujeto es un roedor.

Un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico usado en cualquiera de las modalidades de estos
métodos y usos puede administrarse en cualquier etapa de la enfermedad y/o en cualquier etapa en la que se desea la
activacion y destruccion de células T de una célula diana. Por ejemplo, un anticuerpo multiespecifico de ese tipo y/o
anticuerpo activable multiespecifico puede administrarse a un paciente que padece cancer de cualquier estadio, desde
temprano hasta metastasico. Los términos sujeto y paciente se usan de manera intercambiable en la presente descripcion.
Un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico usado en cualquiera de las modalidades de estos
métodos y usos puede usarse en un régimen de tratamiento que comprende terapia neoadyuvante. Un anticuerpo
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico usado en cualquiera de las modalidades de estos métodos y usos
puede administrarse solo o en combinacién con uno o mas agentes adicionales, que incluyen inhibidores de molécula
pequefa, otras terapias basadas en anticuerpos, terapias basadas en polipéptido o péptido, terapias basadas en acidos
nucleicos y/o de otros productos biolégicos.

La descripcion ademas proporciona métodos y kits para usar el anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpos activables
multiespecificos en una variedad de indicaciones de diagndstico y/o profilacticas. Por ejemplo, la descripcién proporciona
métodos y kits para detectar la presencia o ausencia de un agente de escisiéon y una diana de interés en un sujeto o una
muestra al (i) poner en contacto un sujeto o muestra con un anticuerpo activable multiespecifico que incluye al menos una
primera entidad enmascarante (MM1), una primera entidad escindible (CM1) que se escinde por el agente de escision y
al menos un primer dominio de unién a antigeno o fragmento de este (AB1) que se une especificamente a la diana de
interés y un segundo dominio o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une especificamente a una segunda
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diana y/o un segundo epitopo, (a) en donde la MM1 es un péptido que inhibe la unién del AB1 a la diana, y en donde la
MM1 no tiene una secuencia de aminoacidos de una pareja de union natural de AB1 y no es una forma modificada de una
pareja de union natural del AB1; y (b) en donde, en un estado no activado, no escindible, la MM1 interfiere con la unién
especifica de AB1 a la diana, y en un estado activado y escindible, la MM1 no interfiere ni compite con la unién especifica
del AB1 a la diana; y (ii) medir un nivel de anticuerpo activable multiespecifico activado en el sujeto o muestra, en donde
un nivel detectable de anticuerpo activable multiespecifico activado en el sujeto o muestra indica que el agente de escision
y la diana estan presentes en el sujeto o muestra y en donde el nivel no detectable de anticuerpo activable multiespecifico
activado en el sujeto o muestra indica que el agente de escision, la diana o tanto el agente de escision como la diana
estan ausentes y/o no estan suficientemente presentes en el sujeto o la muestra.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico activable es un anticuerpo activable multiespecifico
activable al que se conjuga un agente terapéutico. En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico
activable no se conjuga con un agente. En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico activable
comprende un marcador detectable. En algunas modalidades, la etiqueta detectable se coloca en el AB1. En algunas
modalidades, medir el nivel de anticuerpo activable multiespecifico activable en el sujeto o muestra se logra mediante el
uso de un reactivo secundario que se une especificamente al anticuerpo activable multiespecifico activado, donde el
reactivo comprende una etiqueta detectable. En algunas modalidades, el reactivo secundario es un anticuerpo que
comprende una etiqueta detectable.

En algunas modalidades de estos métodos y kits, el anticuerpo activable multiespecifico activable incluye una etiqueta
detectable. En algunas modalidades de estos métodos vy kits, la etiqueta detectable incluye un agente de formacion de
imagenes, un agente de contraste, una enzima, un marcador fluorescente, un croméforo, un colorante, uno o mas iones
metalicos o una etiqueta basada en ligando. En algunas modalidades de estos métodos y kits, el agente de formacion de
imagenes comprende un radioisétopo. En algunas modalidades de estos métodos y kits, el radioisotopo es indio o
tecnecio. En algunas modalidades de estos métodos y kits, el agente de contraste comprende yodo, gadolinio u 6xido de
hierro. En algunas modalidades de estos métodos y kits, la enzima comprende peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina o B-galactosidasa. En algunas modalidades de estos métodos vy kits, la etiqueta fluorescente comprende proteina
fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente cian (CFP), proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente
roja modificada (mRFP), proteina fluorescente roja tdimer2 (RFP tdimer2), HCRED, o un derivado de europio. En algunas
modalidades de estos métodos y kits, la etiqueta luminiscente comprende un derivado de N-metilacridio. En algunas
modalidades de estos métodos, la etiqueta comprende una etiqueta Alexa Fluor®, tal como Alex Fluor® 680 o Alexa
Fluor® 750. En algunas modalidades de estos métodos y kits, la etiqueta basada en ligando comprende biotina, avidina,
estreptavidina o uno o mas haptenos.

En algunas modalidades de estos métodos y kits, el sujeto es un mamifero. En algunas modalidades de estos métodos y
kits, el sujeto es un ser humano. En algunas modalidades, el sujeto es un mamifero no humano, tal como un primate no
humano, un animal de compaiiia (por ejemplo, gato, perro, caballo), animal de granja, animal de trabajo o animal de
zooldgico. En algunas modalidades, el sujeto es un roedor.

En algunas modalidades de estos métodos, el método es un método in vivo. En algunas modalidades de estos métodos,
el método es un método in situ. En algunas modalidades de estos métodos, el método es un método ex vivo. En algunas
modalidades de estos métodos, el método es un método in vitro.

En algunas modalidades de los métodos vy kits, el método o kit se usa para identificar o refinar de cualquier otra forma una
poblacién de pacientes adecuada para el tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion. Por
ejemplo, los pacientes que dan positivo tanto para la diana como una proteasa que escinde el sustrato en la primera
entidad escindible (CM1) del anticuerpo activable multiespecifico que se prueba en estos métodos se identifican como
candidatos adecuados para el tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo que comprende una
CM1 de ese tipo. Similarmente, los pacientes que dan negativo tanto para la diana como para la proteasa que escinde el
sustrato en la CM1 en el anticuerpo activable multiespecifico que se prueba mediante el uso de estos métodos podrian
identificarse como candidatos adecuados para otra forma de terapia.

En algunas modalidades, se usa un método o kit para identificar o refinar de cualquier otra forma una poblacién de
pacientes adecuada para el tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable
multiespecifico conjugado (por ejemplo, anticuerpo activable multiespecifico con el que se conjuga un agente terapéutico)
de la descripcion, seguido de tratamiento administrando ese anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable
multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado a un sujeto que lo necesita. Por ejemplo, los pacientes
que dan positivo tanto para la diana como una proteasa que escinde el sustrato en la primera entidad escindible (CM1)
del anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado que se prueba en estos
métodos se identifican como candidatos adecuados para tratamiento con un anticuerpo activable multiespecifico que
comprende una CM1 de ese tipo y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado que comprende una CM1 de ese tipo,
y se administra después al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo activable multiespecifico y/o
anticuerpo activable multiespecifico conjugado que se probd. Similarmente, los pacientes que dan negativo para uno o
ambos la diana y la proteasa que escinde el sustrato en la CM1 en el anticuerpo activable multiespecifico y/o el anticuerpo
conjugado multiespecifico activable que se prueba mediante el uso de estos métodos podrian identificarse como
candidatos adecuados para otra forma de terapia.
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En algunas modalidades, tales pacientes pueden probarse con otros anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos
activables multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos conjugados hasta que se identifique un anticuerpo
activable multiespecifico adecuado y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado para el tratamiento, por ejemplo,
un anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico conjugado que comprende una CM que
se escinde por el paciente en el sitio de la enfermedad. En algunas modalidades, se administra después al paciente una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo activable multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico
conjugado para el que el paciente dio positivo.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la descripcion pueden incluir un anticuerpo multiespecifico y/o un
anticuerpo activable multiespecifico de la descripcién y un portador. Estas composiciones farmacéuticas pueden incluirse
en kits, tales como, por ejemplo, kits de diagnéstico.

Un experto en la materia apreciara que los anticuerpos de la descripcion tienen una variedad de usos. Por ejemplo, las
proteinas de la descripcion se usan como agentes terapéuticos para una variedad de trastornos. Los anticuerpos de la
descripcion ademas se usan como reactivos en kits de diagndstico o como herramientas de diagnostico, o estos
anticuerpos pueden usarse en ensayos de competicion para generar reactivos terapéuticos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una ilustracion que representa varios formatos de anticuerpos biespecificos (adaptado de Chan y Carter,
Nat. Rev. Immunol. 2010).

Las Figuras 2A-2C son una serie de ilustraciones que representan varios formatos de anticuerpos multiespecificos
adecuados para su uso en las composiciones y métodos de la descripcion. En un anticuerpo biespecifico, un scFv puede
fusionarse al extremo carboxilo de la cadena pesada (Hc) de un anticuerpo IgG (Figura 2A); al extremo carboxilo de la
cadena ligera (Lc) (Figura 2B); o al extremo carboxilo de ambas cadenas pesada y ligera (Figura 2C). La Figura 2D es un
diagrama de una Unica construccion genética para la expresion de fusiones de anticuerpos multiespecificos.

La Figura 3A es una serie de ilustraciones que representan varios formatos de anticuerpos activables multiespecificos
adecuados para su uso en las composiciones y métodos de la descripcion. La Figura 3B es un diagrama de constructos
genéticos para la expresion de fusiones de anticuerpos activables multiespecificos.

La Figura 4, paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de un conjunto seleccionado de las posibles
permutaciones de anticuerpos multiespecificos de la descripcion. Cajas sombreadas en gris cubren las configuraciones
representadas en la Figura 2 y se incluyen en aqui para completar y comparar.

La Figura 5, paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de un conjunto seleccionado de las posibles
permutaciones de anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion. Cajas sombreadas en gris cubren las
configuraciones representadas en la Figura 3 y se incluyen aqui para completar y comparar. En particular, esta figura
muestra los anticuerpos activables multiespecificos en los que el sitio de unién al antigeno primario se enmascara (es
decir, activable) y el(los) dominio(s) de unién a antigeno adicional(es) no se enmascaran.

La Figura 6, Paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables
multiespecificos en los que se enmascaran todos los dominios de unién a antigeno.

Figura 7, Paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables multiespecificos
en los que el dominio de unién a antigeno secundario se enmascara y el dominio o dominios de unién a antigeno
adicionales no se enmascaran.

Figura 8, Paneles A-J, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables multiespecificos
en los que la mayoria, pero no todos los dominios de unién a antigeno se enmascaran y al menos no se enmascara un
dominio adicional de unién a antigeno.

Figura 9, Paneles A-D, son una serie de diagramas esquematicos de una matriz de anticuerpos activables multiespecificos
en los que se enmascaran el dominio de unién a antigeno primario y otro dominio de unién a antigeno, y el dominio o
dominios de unién a antigeno restantes no se enmascaran.

La Figura 10 es una fotografia que representa el analisis PAGE de los anticuerpos multiespecificos y anticuerpos
activables multiespecificos que demuestran los pesos moleculares de las cadenas pesadas fusionadas scFv, muestras 1-
8, en comparacién con los respectivos anticuerpos monoespecificos o anticuerpos activables, muestras 9-11.

La Figura 11 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos multiespecificos para unirse especificamente
a sus antigenos afines.
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Las Figuras 12A-12B son una serie de graficos que representan la capacidad de los anticuerpos multiespecificos y
anticuerpos activables multiespecificos que incluyen los scFv de CTLA-4 antihumano para unirse especificamente a (A)
ratéon y (B) CTLA-4 humano.

La Figura 13 es un grafico que representa la capacidad de los anticuerpos activables multiespecificos que contienen OKT3
referidos en la presente descripcion como anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3 y
anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D1 Iv2-OKT3 para unirse especificamente a CD3¢ humanos
en experimentos de unién ELISA.

La Figura 14 es una serie de fotografias que representa el analisis PAGE de digestiones de uPA que demuestran la
activacion de anticuerpos activables multiespecificos sin escision de fusiones de scFv de cadena pesada.

La Figura 15 es una serie de graficos que representan la capacidad de anticuerpos activables multiespecificos activados
para unir diversos dianas.

La Figura 16A es un grafico que representa la uniéon de anticuerpos multiespecificos de la descripcion a células T Jurkat
positivas para CD3e.

La Figura 16B es un grafico que representa la unién conjunta de anticuerpos multiespecificos de la descripcion a células
T Jurkat positivas para CD3¢ y EGFR.

La Figura 17 es una serie de graficos que representan la activacion dependiente de EGFR de células T Jurkat mediante
anticuerpos multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18A es un grafico que representa la activacion dependiente de EGFR de células CD8" T primarias por
anticuerpos multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18B es un grafico que representa la destruccion de células diana dependiente de EGFR por anticuerpos
multiespecificos de la descripcion.

La Figura 18C es una serie de graficos que representan la activacion de CD69 de células T primarias mediante el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en células SW480 que expresan EGFR en comparacién con la activacion
minima en células U266 negativas para EGFR.

La Figura 18D es una serie de graficos que representan la destruccion dependiente de EGFR de células diana por el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en células SW480 que expresan EGFR en comparacién con la
destruccion despreciable en células U266 negativas para EGFR.

La Figura 19 es una serie de graficos que representan la lisis de células T primarias de un panel de lineas celulares que
expresan EGFR mediante el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N en comparacién con la ausencia de lisis de
la linea celular U266 negativa para EGFR.

La Figura 20Ay la Figura 20B son una serie de graficos que representan la disminucién de la unién del anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N a células que expresan EGFR en comparacién con la unién a EGFR por
el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, las Figuras 20A y 20B demuestran que la activacion de la
proteasa del anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN por matriptasa (ademas denominado en
la presente descripcion MTSP1 o MT-SP1) restaura la unién de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-HN. Las Figuras 20A y 20B ademas demuestran que tal anticuerpo multiespecifico
activable y el anticuerpo multiespecifico se unen a EGFR de una manera similar a la del anticuerpo monoespecifico
respectivo activable y anticuerpo monoespecifico.

La Figura 21Ay la Figura 21B son una serie de graficos que representan la union del anticuerpo activable multiespecifico
3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, el anticuerpo activable multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, vy el
anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN para células T Jurkat positivas para CD3e.

La Figura 22 es un grafico que representa la activacion dependiente de EGFR dependiente de células T Jurkat mediante
el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparacion con la activacion por el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacion de la proteasa del anticuerpo
activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa restaura la activacién dependiente de EGFR a
un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.

La Figura 23A es un grafico que representa la disminucion de la activacion dependiente de EGFR de las células T CD8+
primarias mediante el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparaciéon con la
activacion por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacion de la
proteasa del anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa restaura la activacion
dependiente de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.
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La Figura 23B es un grafico que representa la disminucion de la destruccion dependiente de EGFR de células diana
mediante el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N en comparacién con la destruccion por
el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. Ademas, la figura demuestra que la activacion de la proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N por matriptasa restaura la destruccion de células
diana dependiente de EGFR a un nivel equivalente al exhibido por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.

Descripcion detallada

La presente descripcion proporciona anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos. Como se
usa en la presente descripcion, un anticuerpo multiespecifico es un anticuerpo que reconoce dos o mas antigenos o
epitopos diferentes, y un anticuerpo multiespecifico activable es un anticuerpo multiespecifico que incluye al menos una
entidad enmascarante (MM) enlazada a al menos un dominio de union al antigeno o epitopo del anticuerpo multiespecifico
de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad del dominio de unién al antigeno o epitopo para unirse a
su objetivo. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en la presente descripcion son estables en
circulacion, se activan en sitios de terapia y/o diagndstico previstos, pero no en tejido normal, es decir, sano, y, cuando
se activan, muestran unién a una diana que es al menos comparable con el anticuerpo multiespecifico no modificado
correspondiente.

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos multiespecificos incluyen anticuerpos biespecificos, anticuerpos triespecificos,
anticuerpos tetraspecificos y otros anticuerpos multiespecificos. Los anticuerpos multiespecificos proporcionados en la
presente descripcion ademas son multivalentes; como se usa en la presente descripcion, la multivalencia se refiere al
numero total de sitios de unién en el anticuerpo, independientemente de si los sitios de unién reconocen los mismos o
diferentes antigenos o epitopos. Ejemplos no limitantes de anticuerpos activables multiespecificos incluyen anticuerpos
activables biespecificos, anticuerpos activables triespecificos, anticuerpos activables tetraespecificos, y otros anticuerpos
activables multiespecificos. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados en la presente descripcion
ademas son multivalentes.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de estos y/o anticuerpos activables
multiespecificos o fragmentos de estos se disefian para acoplarse a células T y/o de otras células efectoras inmunes. Los
anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de estos que se acoplan a las células T ademas se denominan en
la presente descripcidon como anticuerpos multiespecificos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos y/o
anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos. Los anticuerpos activables
multiespecificos o fragmentos de estos que se acoplan a células efectoras inmunes ademas se denominan en la presente
descripcion como anticuerpos multiespecificos que se acoplan a células efectoras inmunes o fragmentos de estos y/o
anticuerpos activables multiespecificos que se acoplan a células efectoras inmunes o fragmentos de estos. En algunas
modalidades, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de estos y/o anticuerpos activables multiespecificos o
fragmentos de estos se disefian para unirse o interactuar de cualquier otra manera con mas de una diana y/o mas de un
epitopo, ademas denominados en la presente descripcion anticuerpos dirigidos contra antigenos multiples o fragmentos
de estos y/o anticuerpos activables dirigidos a multiples antigenos o fragmentos de estos.

En algunas modalidades, un anticuerpo multiespecifico o fragmento de este incluye un dominio de IgG y un dominio de
scFv. En algunas modalidades, un anticuerpo multiespecifico o fragmento de este incluye un dominio variable de IgG y
un dominio de scFv. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o fragmento de
este tiene especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para un antigeno de
superficie de la célula T. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o fragmento
de este tiene especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno
diana. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo multiespecifico o fragmento de este tiene
especificidad para un epitopo de un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro epitopo de
este antigeno diana.

Se muestran varias modalidades de anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de estos de la descripcion en
las Figuras 3A 'y 5-9. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este que comprende
una IgG tiene los dominios variables de IgG enmascarados. En algunas modalidades, un anticuerpo activable
multiespecifico o fragmento de este que comprende un scFv tiene los dominios de scFv enmascarados. En algunas
modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este tiene tantos dominios variables de IgG como
dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG se acopla a una entidad enmascarante. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico o un fragmento de este tiene tanto dominios variables de
IgG como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios de scFv se acopla a una entidad enmascarante. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este tiene tanto dominios variables de IgG
como dominios de scFv, donde al menos uno de los dominios variables de IgG se acopla a una entidad enmascarante y
al menos uno de los dominios de scFv se acopla a una entidad enmascarante. En algunas modalidades, un anticuerpo
activable multiespecifico o uno de sus fragmentos tiene dominios variables de IgG y dominios de scFv, donde cada uno
de los dominios variables de IgG y los dominios de scFv se acopla a su propia entidad enmascarante. En algunas
modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este tiene especificidad
para un antigeno objetivo y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para un antigeno de superficie de célula T. En
algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este tiene
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especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno diana. En algunas
modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este tiene especificidad
para un epitopo de un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro epitopo del mismo
antigeno diana.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos o fragmentos de estos de la descripcion incluyen al menos (i)
un anticuerpo o fragmento de este que se acopla a la célula T que incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de este (AB 1) que se une a una primera, diana que se acopla a la célula T que es un antigeno de superficie en
una célula T y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son el
mismo antigeno. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son antigenos diferentes. En algunas
modalidades, las dianas primera y segunda son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas modalidades, el
anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo
especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al
extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla
ala célula T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico a la diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo C de la cadena ligera del
anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico comprende anticuerpos que se
acoplan a células T o fragmentos de estos fijados a una combinacién de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos
C del anticuerpo multiespecifico. La descripcion ademas incluye anticuerpos multiespecificos que comprenden otro
anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune o fragmento de este, tal como uno que se une a un antigeno de
superficie de una célula asesina natural (NK), una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide, un
macrofago, y/o a otras células efectoras inmunes.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la descripcién incluye al menos dos
anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de estos que acoplan uno o mas receptores activadores de la célula
T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv que se acoplan a las células T, que incluyen, pero no se limitan a, OX40/GITR,
CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinacion adicional de receptores de activacion, y un anticuerpo de
union a la diana de manera que los fragmentos scFv que se acoplan a las células T se enlazan a ambos brazos del
anticuerpo de unién a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la
descripcion incluye dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de estos que se acoplan a uno o mas
receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de unién a la diana de manera que los fragmentos scFv que se
acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas modalidades, los dos
fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas
modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes dianas que se acoplan
a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a
diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T.

En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos (i) un primer
brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se acopla a la célula T que incluye un
primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la
célula T y (ii) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo de unioén a la diana
que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana En
algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este incluye (iii) al menos un tercer fragmento de unién
a antigeno de un anticuerpo de unién a la diana que incluye un tercer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB3) que se une a una tercera diana. En algunas modalidades, las dianas segunda y tercera o mas son el mismo
antigeno. En algunas modalidades, las dianas segunda y tercera o mas son antigenos diferentes. En algunas
modalidades, las dianas segunda y tercera o mas son epitopos diferentes en el mismo antigeno.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de estos de la descripcion incluyen al
menos (i) un anticuerpo o fragmento que se acopla a la célula T que incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de este (AB1) que se une a una primera, diana que se acopla a la célula T que es un antigeno de superficie en
una célula T, donde el AB1 se fija a una entidad enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la
capacidad del AB1 para unir la primera diana y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana. En algunas modalidades, las
dianas primera y segunda son el mismo antigeno. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son antigenos
diferentes. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En
algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena
pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla ala célula T o fragmento
de este se fija al extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el
anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico
a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo C de
la cadena ligera del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico
comprende anticuerpos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos fijados a una combinacion de uno o mas
extremos N y/o uno o mas extremos C del anticuerpo activable multiespecifico. La descripcion ademas incluye anticuerpos
activables multiespecificos que comprenden otro anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune o fragmento de
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este, tal como uno que se une a un antigeno de superficie de una célula asesina natural (NK), una célula mononuclear,
tal como una célula mononuclear mieloide, un macroéfago y/o a otras células efectoras inmunes.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpo de estos que se acoplan a uno o mas receptores
activadores de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv que se acoplan a células T, que incluyen, pero no se
limitan a, OX40/GITR, CD 13 7/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinacion adicional de receptores
activadores, donde el AB1 de uno de los fragmentos de anticuerpos que se acoplan a las células T se fija a una entidad
enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad de ese AB1 para unirse a su respectiva
diana que se acopla a la célula T, y (ii) un anticuerpo de unién a la diana de manera que los fragmentos scFv que se
acoplan ala célula T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo
multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de
estos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de unién a la diana de manera que
los fragmentos scFv que se acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas
modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a la misma diana que se acopla a
la célula T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes
dianas que se acoplan a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las
células T se unen a diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) dos anticuerpos de que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpo de estos que se acoplan a uno o mas
receptores activadores de células T, tales como, por ejemplo, los fragmentos scFv que se acoplan a las células T, que
incluyen, pero no se limitan a, OX40/GITR, CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D y una combinacion adicional de
receptores activadores, donde se une cada uno de AB1 de los fragmentos de anticuerpos que se acoplan a las células T
a su propia entidad enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de cada MM a su AB1 respectivo reduce la
capacidad de ese AB1 para unirse a su diana que se acopla a la respectiva célula T, y (ii) un anticuerpo de unién a la
diana de manera que los fragmentos scFv se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de union a la diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la descripcidn incluye dos anticuerpos que se acoplan
a células T o fragmentos de estos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de
union a la diana de manera que los fragmentos scFv que se acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo
de unién a la diana. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a
la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a
las células T se unen a diferentes dianas que se acoplan a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de
anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T.
En algunas modalidades, los anticuerpos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas
receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se acopla a la célula T que
incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla
ala célula T, donde el AB1 se fija a una entidad enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la
capacidad del AB1 para unir la primera diana y (ii) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno
de un anticuerpo de unién a la diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2)
que se une a una segunda diana. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son el mismo antigeno. En
algunas modalidades, las dianas primera y segunda son antigenos diferentes. En algunas modalidades, las dianas primera
y segunda son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas modalidades, los anticuerpos que se acoplan a las
células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas
receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de estos de la descripcion incluyen al
menos (i) un anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este que incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB1) que se une una diana que se acopla a la célula T que es un antigeno de superficie en una
célula T y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde se fija el AB2 a una entidad enmascarante (MM) de
manera que el acoplamiento del MM reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana. En algunas
modalidades, las dianas primera y segunda son el mismo antigeno. En algunas modalidades, las dianas primera y
segunda son antigenos diferentes. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son epitopos diferentes en el
mismo antigeno. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo
N de la cadena pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la
célula T o fragmento de este se fija al extremo C de la cadena pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena ligera del
anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este
se fija al extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo
activable multiespecifico comprende anticuerpos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos fijados a una
combinacion de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos C del anticuerpo activable multiespecifico. La descripcion
ademas incluye anticuerpos activables multiespecificos que comprenden otro anticuerpo que se acopla a la célula efectora
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inmune o fragmento de este, tal como uno que se une a un antigeno de superficie de una célula asesina natural (NK), una
célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide, un macréfago y/o a otras células efectoras inmunes.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpo de estos que se acoplan a uno o mas receptores
activadores de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv que se acoplan a células T, que incluyen pero no se
limitan a OX40/GITR, CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinacioén adicional de receptores activadores
y (ii) un anticuerpo de unién a la diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB2)
que se une a una segunda diana, donde el AB2 se fija a una entidad enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento
de la MM reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana, donde los fragmentos scFv que se acoplan a la célula
T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de union a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico
o fragmento de este de la descripcion incluye dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de estos que se
acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de unién a la diana de manera que los fragmentos
scFv que se acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de union a la diana. En algunas modalidades,
los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a la misma diana que se acopla a la célula T.
En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes dianas
que se acoplan a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células
T se unen a diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, los anticuerpos
que se acoplan a las células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar
de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se acopla a la célula T vy (ii)
un segundo brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo de union a la diana que incluye un
segundo anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se
fija a una entidad enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad del AB2 para unir la
segunda diana. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son el mismo antigeno. En algunas modalidades,
las dianas primera y segunda son antigenos diferentes. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son
epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas modalidades, los anticuerpos que se acoplan a las células T o
fragmentos de estos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores
activadores de células T.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos o fragmentos de estos de la descripcion incluyen al
menos (i) un anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este que incluye un primer anticuerpo o fragmento de
union a antigeno de este (AB1) que se une a una primera, diana que se acopla a la célula T que es un antigeno de
superficie en una célula T, donde el AB1 se fija a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la
MM 1 reduce la capacidad del AB1 para unir la primera diana y (ii) un segundo anticuerpo o fragmento de este que incluye
un segundo anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2
se fija a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para
unir la segunda diana. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son el mismo antigeno. En algunas
modalidades, las dianas primera y segunda son antigenos diferentes. En algunas modalidades, las dianas primera y
segunda son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula
T o fragmento de este se fija al extremo N de la cadena pesada del anticuerpo especifico a la diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo C de la cadena pesada del
anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de este
se fija al extremo N de la cadena ligera del anticuerpo especifico a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo que
se acopla a la célula T o fragmento de este se fija al extremo C de la cadena ligera del anticuerpo especifico a la diana.
En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico comprende anticuerpos que se acoplan a las células T o
fragmentos de estos fijados a una combinacién de uno o mas extremos N y/o uno o mas extremos C del anticuerpo
activable multiespecifico. La descripcion ademas incluye anticuerpos activables multiespecificos que comprenden otro
anticuerpo que se acopla a la célula efectora inmune o fragmento de este, tal como uno que se une a un antigeno de
superficie de una célula asesina natural (NK), una célula mononuclear, tal como una célula mononuclear mieloide, un
macrofago y/o a otras células efectoras inmunes.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpo de estos que se acoplan a uno o mas receptores
activadores de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv que se acoplan a células T, que incluyen, pero no se
limitan a, OX40/GITR, CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinaciéon adicional de receptores
activadores, donde el AB1 de uno de los fragmentos de anticuerpo que se acopla a la célula T se fija a una entidad
enmascarante (MM) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad de ese AB1 para unirse a su respectiva
diana que se acopla a la célula T, y (ii) un anticuerpo de unién a la diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento
de union a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde el AB2 se fija a una entidad enmascarante
(MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2 para unirse a la segunda diana, donde los
fragmentos scFv que se acoplan a las células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas
modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye dos anticuerpos que se acoplan
a células T o fragmentos de estos que se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de
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union a la diana de manera que los fragmentos scFv que se acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo
de unién a la diana. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a
la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a
las células T se unen a diferentes dianas que se acoplan a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de
anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T.
En algunas modalidades, los anticuerpos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas
receptores inhibidores de células T en lugar de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de anticuerpo de estos que acoplan uno o mas receptores
activadores de células T, tales como, por ejemplo, fragmentos scFv que se acoplan a las células T, que incluyen, pero no
se limitan a, OX40/GITR, CD137/ GITR, CD137/0X40, CD27/NKG2D, y una combinacién adicional de receptores
activadores, donde cada uno de AB1 de los fragmentos de anticuerpos que se acoplan a las células T se fija a su propia
entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de cada MM1 con su AB1 respectivo reduce la capacidad
de ese AB1 para unirse a su diana que se acopla a la respectiva célula T, y (ii) un anticuerpo de union a la diana que
incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde
el AB2 se fija a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM2 reduce la capacidad del AB2
para unir a la segunda diana, donde los fragmentos scFv que se acoplan a las células T se enlazan a ambos brazos del
anticuerpo de unién a la diana. En algunas modalidades, el anticuerpo multiespecifico o fragmento de este de la
descripcion incluye dos anticuerpos que se acoplan a células T o fragmentos de estos que se acoplan a uno o mas
receptores inhibidores de células T, y un anticuerpo de unién a la diana de manera que los fragmentos scFv que se
acoplan a células T se enlazan a ambos brazos del anticuerpo de unién a la diana. En algunas modalidades, los dos
fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas
modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a diferentes dianas que se acoplan
a las células T. En algunas modalidades, los dos fragmentos de anticuerpo que se acoplan a las células T se unen a
diferentes epitopos en la misma diana que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, los anticuerpos que se
acoplan a las células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de células T en lugar de
uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico o fragmento de este de la descripcion incluye al menos
(i) un primer brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se acopla a células T que
incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera diana que se acopla
ala célula T, donde el AB 1 se fija a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM reduce
la capacidad del AB1 para unir la primera diana y (ii) un segundo brazo que comprende un fragmento de unién a antigeno
de un anticuerpo de unién a la diana que incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB2)
que se une a una segunda diana, donde el AB2 se fija a una entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento
de la MM reduce la capacidad del AB2 para unir la segunda diana. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda
son el mismo antigeno. En algunas modalidades, las dianas primera y segunda son antigenos diferentes. En algunas
modalidades, las dianas primera y segunda son epitopos diferentes en el mismo antigeno. En algunas modalidades, los
anticuerpos que se acoplan a las células T o fragmentos de estos se acoplan a uno o mas receptores inhibidores de
células T en lugar de uno o mas receptores activadores de células T.

En algunas modalidades, el antigeno diana es un antigeno que se expresa altamente tanto en tejido sano normal como
en tejido enfermo. En algunas modalidades, el antigeno diana es un antigeno de la Tabla 1 que se expresa altamente
tanto en tejido sano normal como en tejido enfermo.

En algunas modalidades, el antigeno diana es un antigeno que se expresa altamente en tejido enfermo, pero no se
expresa altamente en tejido sano normal. En algunas modalidades, el antigeno diana es un antigeno de la Tabla 1 que
se expresa altamente en tejido enfermo, pero que no se expresa altamente en tejido sano normal. El antigeno diana puede
expresarse en tejido sano normal, pero no se expresa altamente o de cualquier otra manera se sobreexpresa en el tejido
sano normal.

En algunas modalidades, la entidad enmascarante (MM) se acopla al anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este
(AB) a través de una entidad escindible (CM) que funciona como un sustrato para una proteasa. Las proteasas adecuadas
para su uso en los anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion se determinan basandose en la expresion de
proteasa en el sitio previsto de tratamiento y/o diagnéstico. En algunas modalidades, la proteasa es activador de
plasminégeno tipo u (UPA, ademas denominado uroquinasa), legumaina y/o matriptasa (ademas denominado MT-SP1 o
MTSP 1). En algunas modalidades, las proteasas son una metaloproteasa de matriz (MMP).

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos se modifican genéticamente para incluir una entidad
enmascarante (MM) que se acopla a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este (AB) a través de un enlazador
no escindible. Por ejemplo, en algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo activable
multiespecifico que se acopla a la célula T que incluye un anticuerpo dirigido o fragmento de union a antigeno de este y
un anticuerpo que se acopla a la célula T o porcién de union a antigeno de este, donde el anticuerpo que se acopla a la
célula T o fragmento de unién a antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de union a antigeno de este
(AB1) que se une a una primera diana que se acopla a la célula T, donde el AB1 se fija mediante un enlazador no escindible

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 683 268 T3

a una entidad enmascarante (MM1) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad del AB1 para unirse a
la primera diana, y el anticuerpo dirigido o el fragmento de unién al antigeno de este no se enmascara.

En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla
a la célula T que incluye un anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este y un anticuerpo que se acopla a
la célula T o porcidn de union a antigeno de este, donde el anticuerpo que se acopla a la célula T o fragmento de unién a
antigeno de este incluye un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de este (AB1) que se une a una primera
diana que se acopla a la célula T, donde el AB1 1 se fija mediante un enlazador no escindible a una entidad enmascarante
(MM1) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad del AB1 para unirse a la primera diana, y el
anticuerpo dirigido o fragmento de unién a antigeno de este incluye un segundo anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno de este (AB2) que se une a una segunda diana, donde se une el AB2 a través de un enlazador escindible a una
entidad enmascarante (MM2) de manera que el acoplamiento de la MM reduce la capacidad del AB2 para unirse a la
segunda diana.

El concepto general de anticuerpos biespecificos se introdujo por primera vez hace al menos 50 afios (Nisonoff, A. y
Mandy, W.J., Nature 194, 355-359 (1962), como se cita en Chan, A.C. y Carter, P.J., Nature Reviews Immunol. 10,301-
316 (2010)).

Se han descrito una variedad de plataformas de biespecificos (ver por ejemplo, Figura 1; Liu, M.A., y otros, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82, 8648-8652 (1985); revisado por Kroesen, B.J., y otros Adv. Drug Delivery Rev. 31, 105-129 (1998);
Marvin, J.S. y Zhu, Z., Acta Pharm. Sinica 26, 649-658 (2005); Chan y Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010; Fitzgerald y
Lugovsky, MAbs. 3(3):299-309 (2011); Riethmuller, G., Cancer Immunity 12, 12-18 (2012)). El concepto general para la
construccion de anticuerpos biespecificos es unir dominios de unién a proteinas, por lo general basados en dominios de
inmunoglobulinas multiples, para construir una molécula que sea capaz de unirse a dos o mas antigenos diana y que
demuestre una distribucion fisioldgica, farmacocinética y funcion efectora similar a IgG. El ultimo puede incluir citotoxicidad
dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), reclutamiento de células
(BiTEs™) (ver por ejemplo, Baeuerle, P.A. y Reinhardt, C., Cancer Res. 69,4941-4944 (2009), y TandAbs™ (ver
Cochlovius y otros, Cancer Res. 60, 4336-4341 (2000)),y/o suministro de una carga citotoxica en la forma de una entidad
quimicamente conjugada, tal como un inhibidor de microtibulos, un alquilante de ADN, u otra toxina, en forma de un
conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC). Se estan estudiando muchos formatos de anticuerpos biespecificos, con IgG
heterodiméricas convencionales y BiTEs™ que representan los mas avanzados clinicamente a pesar de su produccion
suboptima y sus propiedades farmacoldgicas Chan y Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010). Los anticuerpos biespecificos
tienen muchos usos potenciales, basados en caracteristicas especificas de formatos particulares y los antigenos diana
elegidos; no todos los formatos biespecificos son apropiados para todas las aplicaciones. Por ejemplo, el formato Fab
Dos-en-uno (Bostrom, J., y otros, Science 323, 1610-1614 (2009)) consiste en un Unico dominio de unién para unir a los
antigenos Ay B de una u otra manera; asi, este tipo de biespecifico puede acoplar dos copias del antigeno A, dos copias
del antigeno B o una copia de cada antigeno. Por otro lado, el formato de DVD (Wu, C., y otros, Nature Biotechnol. 25,
1290-1297 (2007)) proporciona el acoplamiento de dos copias del antigeno A, ademas de dos copias del antigeno B. El
espaciamiento y la orientacion relativa de cada uno de los dominios de unién ademas pueden ser importantes para el
acoplamiento de multiples antigenos de tal manera que confieren la actividad pretendida, por ejemplo, receptores de
entrecruzamiento (Jackman, J., y otros, J. Biol. Chem. 285, 20850-20859 (2010)), donde se requiere el acoplamiento de
una copia de cada receptor, que puede necesitar una interacciéon monovalente con cada uno de dos antigenos distintos.

Un area mecanisticamente distinta de la aplicacion de anticuerpos biespecificos implica el reclutamiento de células
efectoras inmunes (tales como linfocitos T citotdxicos, células NK y/o células efectoras mieloides) para atacar las células
tumorales mediante la construccion de un compuesto biespecifico que activa tanto un antigeno en la superficie de una
célula dirigida a la citotoxicidad (por ejemplo, una célula tumoral) y un antigeno en la superficie de una célula inmunitaria
citotoxica (por ejemplo, una célula T). Catumaxomab es un ejemplo de un anticuerpo biespecifico clinicamente validado
que se dirige al antigeno tumoral EpCAM en células cancerosas y recluta células T citotdxicas a través de la uniéon a CD3
en la superficie de las células T (Linke, R, Klein, A., y Seimetz, D., mAbs 2, 129-136 (2010)); sin embargo, su uso ha sido
limitado y requiere administracion intraperitoneal. Los anticuerpos BiTE™ son anticuerpos biespecificos que logran el
reclutamiento de células T en un formato diferente con diferentes propiedades farmacoldgicas (Baeuerle, P.A. y Reinhardt,
C., Anti-Cancer Res. 69,4941-4944 (2009))-en particular, los anticuerpos BiTE estan compuestos por dos fragmentos
variables monocatenarios (scFv) y tienen media vidas farmacoldgicas muy cortas in vivo; asi requieren la administracion
por infusién continua. Un formato similar, denominado TandAb™, es un constructo de diacuerpo biespecifico tetravalente
en el que dos dominios variables se unen a un antigeno diana y dos dominios variables se unen a CD3 en la superficie
de células T (Cochlovius y otros, Cancer Res. 60, 4336-4341 (2000)). Este formato ilustra que el acoplamiento bivalente
tanto del antigeno diana como del antigeno de superficie de la célula T puede usarse para el acoplamiento de la célula T
y la citotoxicidad dirigida al antigeno. Sin embargo, el formato TandAb ademas tiene una media vida in vivo muy corta.

Una limitacion general de los anticuerpos biespecificos que se acoplan a células T se relaciona con el hecho de que la
citotoxicidad de células T puede ser extremadamente potente y puede activarse por niveles relativamente bajos de
antigeno diana en la superficie de las células. Por lo tanto, incluso niveles modestos de expresion de antigeno diana, tales
como EGFR, en tejidos sanos pueden conducir a una toxicidad significativa, limitando o previniendo aplicaciones
terapéuticas clinicas (Lutterbuese, R y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107, 12605-12610 (2010)). Por lo tanto, sigue
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existiendo la necesidad de agentes terapéuticos eficaces basados en anticuerpos que exhiban seguridad mejorada, por
ejemplo, toxicidad reducida.

Los anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion son mas seguros que los anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, biespecificos) debido a que la actividad de anticuerpos activables multiespecificos se restringe a un entorno
localizado de la enfermedad. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico es un anticuerpo activable
multiespecifico que se acopla a la célula efectora inmune. En algunas modalidades, un anticuerpo activable
multiespecifico es un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T. En algunas modalidades, un
anticuerpo activable multiespecifico reconoce dos o mas dianas. En algunas modalidades, un anticuerpo activable
multiespecifico comprende un formato de IgG-scFv que confiere las propiedades de media vida larga de una IgG. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo se modula adicionalmente por el uso de
mutaciones Fc en el sitio de uniéon de FcRn (Petkova, S. B. y otros, Intl. Immunol. 18, 1759-1769 (2006)); Deng, R. y otros,
mAbs 4, 101-109 (2012)); Olafson, T Methods Mol. Biol. 907, 537-556 (2012)). En algunas modalidades, un anticuerpo
activable multiespecifico de ese tipo incluye mutaciones en el dominio Fc, tal como una mutacion N297A (Lund, J. y otros,
Mol. Immunol. 29, 53-39 (1992)) que reduce las funciones efectoras de IgG (ADCC y CDC) para reducir las toxicidades
fuera de la diana.

Los anticuerpos activables multiespecificos aprovechan la regulacion positiva de la actividad de la proteasa ampliamente
reconocida como un sello distintivo de multiples estados de enfermedad para lograr el direccionamiento especifico del
tejido con la enfermedad de tales terapéuticos. El anticuerpo activable se basa en el uso de un anticuerpo IgG, o fragmento
de este, tal como una region scFv, region Fab, dominio VH o VL Unico que se ha modificado para incluir una entidad
enmascarante (MM), enlazada al anticuerpo mediante una entidad escindible (CM), tal como una entidad escindible por
proteasa (ver, por ejemplo, Publicacion Internacional PCT nimero WO 2009/025846, publicado el 26 de febrero de 2009;
Publicacion Internacional PCT ndmero WO 2010/081173, publicado, 15 de Julio de 2010). Alternativamente, un dominio
de proteina no anticuerpo (ver, por ejemplo, Publicacion Internacional PCT nimero WO 2010/096838, publicado el 26 de
Agosto, 2010; Boersma, Y.L. y otros, J. Biol. Chem. 286,41273-41285 (2011)) puede usarse para lograr una o mas
especificidades de union. Un anticuerpo multiespecifico, como IgG convencional, puede usarse como punto de partida
para producir un anticuerpo activable multiespecifico. Un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo permitiria el
direccionamiento con alta afinidad de todos los antigenos reconocidos por el anticuerpo multiespecifico parental, pero con
especificidad de tejido dictada por el enlazador escindible activado selectivamente. Dependiendo del formato
multiespecifico usado, la MM y CM podrian colocarse en el extremo N o C del dominio apropiado.

Un anticuerpo activable multiespecifico comprende al menos un dominio derivado de IgG con especificidad hacia un
primer antigeno, enlazado sintéticamente o biosintéticamente a otro dominio (que puede derivarse de una IgG o de otra
proteina) con especificidad para unir un segundo antigeno. Pueden afadirse especificidades adicionales mediante el
enlazamiento de un anticuerpo activable multiespecifico de ese tipo a uno o mas dominios adicionales que confieren
especificidades de union adicionales para el primer antigeno, el segundo antigeno, o antigenos adicionales. En algunas
modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene uno o mas de estos dominios enmascarados por una entidad
enmascarante (MM) apropiada. Cada uno de los formatos multiespecificos descritos en la Figura 1 puede convertirse
potencialmente en un anticuerpo activable multiespecifico enmascarando uno o mas de las entidades de union a antigeno
de uno o mas de los dominios de inmunoglobulina. Los ejemplos de formatos de anticuerpos activables multiespecificos
adecuados se muestran en las Figuras 3A y 5-9.

El uso de un dominio scFv para conferir especificidad a un antigeno especifico permite una construccion modular de
anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos. El uso de dominio(s) de scFv fusionado(s) al
extremo de cadenas pesadas o ligeras de IgG para la construccion de anticuerpos biespecificos se ha descrito
previamente (ver, por ejemplo, Orcutt, K.D. y otros, Prot. Eng. Design Select. 23, 221-228 (2010)); Dong y otros, (2011)).
Este formato ("lgG-scFv") permite convertir una IgG convencional en un anticuerpo biespecifico en donde una primera
especificidad se codifica en los dominios variables de la IgG y una segunda especificidad se codifica en los dominios scFv
fijados a través de una region enlazadora flexible. Las variaciones de este formato incluyen la fusién de dominios scFv en
los extremos N o C de las cadenas pesada o ligera; los scFv pueden tener las mismas o diferentes especificidades de
union a antigeno (Spangler, J. B. y otros, J. Mol. Biol. 422, 532-544 (2012)). Ademas, mediante el uso de heterodimeros
de cadena pesada (por ejemplo, mediante el uso de constructos similares o de perilla), pueden fijarse scFv de
especificidades diferentes al extremo N o C de cada cadena pesada.

En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene los dominios variables IgG enmascarados. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene los dominios scFv enmascarados. En algunas
modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene enmascarados tanto los dominios variables IgG como los
dominios scFv. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para un antigeno de superficie de
célula T. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad
para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno diana. En algunas modalidades,
un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad por un epitopo de un antigeno
diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro epitopo del antigeno diana.
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La descripcion proporciona ejemplos de estructuras de anticuerpos activables multiespecificos que incluyen, pero no se
limitan a, las siguientes: (VL-CL).:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);; (VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-
VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2; (MM-L1-CM-L2-VL-CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VH*-L3-VL*)y; (MM-L1-CM-L2-VL-
CL)2:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*)y; (VL-CL)2:(MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL)2:(MM-
L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3);; (MM-L1-CM-L2-VL-CL):(VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (MM-L1-
CM-L2-VL-CL)2:(VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);:(VH-CH1-CH2-CH3);
(VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3),;  (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VL-CL),:(VH-CH1-CH2-
CH3)z; (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VL-CL),:(VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),: (MM-L1-
CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-
VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-
CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM);: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-
L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3);; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2: (MM-L1-CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)y; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*),: (MM-L1-CM-L2-VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*)2: (MM-L1-
CM-L2-VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3),; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM);:  (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3)y; (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM): (VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-
MM),: (VL*-L3-VH*-L4-VH-CH1-CH2-CH3); o (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM),: (VH*-L3-VL*-L4-VH-CH1-CH2-
CH3),, en donde: VL y VH representan los dominios variables ligeros y pesados de la primera especificidad, contenidos
en la IgG; VL* y VH* representan los dominios variables de la segunda especificidad, contenidos en el scFv; L1 es un
péptido enlazador que conecta la entidad enmascarante (MM) y la entidad escindible (CM); L2 es un péptido enlazador
que conecta la entidad escindible (CM) y el anticuerpo; L3 es un péptido enlazador que conecta los dominios variables
del scFv; L4 es un péptido enlazador que conecta el anticuerpo de la primera especificidad con el anticuerpo de la segunda
especificidad; CL es el dominio constante de la cadena ligera; y CH1, CH2, CH3 son los dominios constantes de la cadena
pesada. La primera y segunda especificidades pueden ser hacia cualquier antigeno o epitopo. Las estructuras adicionales
incluyen, pero no se limita a, las siguientes: (VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),:(VH-CH1-CH2-CH3);; (VL-CL-L4-
VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM)2:(VH-CH1-CH2-CH3),; (MM-L1-CM-L2-VL-CL-L4-VH*-L3-VL*)2:(VH-CH1-CH2-CH3)2; MM-
L1-CM-L2-VL-CL--L4-VL*-L3-VH*)2:(VH-CH1-CH2-CH3)y;(VL-CL-L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),:(VH-CH1-CH2-CH3-
L4-VH*-L3-VL*-L2-CM-L1-MM),; (VL-CL-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-MM);:(VH-CH1-CH2-CH3-L4-VL*-L3-VH*-L2-CM-L1-
MM)z; (MM-L1-CM-L2-VL-CL-L4-VH*-L3-VL*),:(VH-CH1-CH2-CH3)2; o (MM-L1-CM-L2-VL-CL--L4-VL*-L3-VH*),:(VH-
CH1-CH2-CH3),.

En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende una IgG tiene los dominios variables IgG
enmascarados. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico que comprende un scFv tiene los
dominios scFv enmascarados. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene dominios variables
IgG y dominios scFv, donde al menos uno de los dominios variables IgG se acopla a una entidad enmascarante. En
algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene dominios variables IgG y dominios scFv, donde al
menos uno de los dominios de scFv se acopla a una entidad enmascarante. En algunas modalidades, un anticuerpo
activable multiespecifico tiene tanto dominios variables IgG como dominios scFv, donde al menos uno de los dominios
variables IgG se acopla a una entidad enmascarante y al menos uno de los dominios scFv se acopla a una entidad
enmascarante. En algunas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico tiene tanto dominios variables IgG como
dominios scFv, donde cada uno de los dominios variables IgG y los dominios scFv se acopla a su propia entidad
enmascarante. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene
especificidad para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para un antigeno de superficie de
célula T. En algunas modalidades, un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad
para un antigeno diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad para otro antigeno diana. En algunas modalidades,
un dominio de anticuerpo de un anticuerpo activable multiespecifico tiene especificidad por un epitopo de un antigeno
diana y otro dominio de anticuerpo tiene especificidad por otro epitopo del antigeno diana.

En algunas modalidades de un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla con la células efectora inmune tal como
un anticuerpo activable multiespecifico que se acopla a la célula T, un antigeno es tipicamente un antigeno presente en
la superficie de una célula tumoral u otro tipo de célula asociada con la enfermedad, tal como, pero no se limita a, cualquier
diana enumerada en la Tabla 1, tal como, pero no se limita a, EGFR, erbB2, EpCAM, Jagged, PD-L1, B7H3 o CD71
(receptor de transferrina), y tipicamente otro antigeno es un estimulante o inhibidor presente en la superficie de una célula
T, célula asesina natural (NK), célula mononuclear mieloide, macréfago y/o de otra célula efectora inmune, tal como, pero
no se limita a, B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM,
ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3, o VISTA. El dominio de anticuerpo que confiere especificidad al antigeno
de superficie de la célula T ademas puede sustituirse por un ligando o dominio de ligando que se une a un receptor de la
célula T, un receptor de célula NK, un receptor de macréfago y/o de otro receptor de célula efectora inmune, tales como,
pero no se limita a, B7-1, B7-2, B7TH3, PD-L1, PD-L2, o TNFSF9. En algunas modalidades de un anticuerpo activable
dirigido a multiples antigenos, se selecciona un antigeno del grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1, y se selecciona
otro antigeno del grupo de dianas enumeradas en la Tabla 1.

En algunas modalidades, un dominio variable monocatenario, especifico para unir una diana mostrada en la superficie de
la célula T se fusiona al extremo carboxilo de un anticuerpo IgG1 completamente humano (anticuerpo dirigido) que se une
a un antigeno de superficie celular. La fusion del scFv puede ser al término carboxilo de la cadena pesada, al extremo
carboxilo de la cadena ligera o a ambas cadenas (Figura 2). En algunas modalidades, un dominio variable monocatenario,
especifico para unir una diana mostrada en la superficie de la célula T se fusiona al extremo amino de un anticuerpo IgG1
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completamente humano (anticuerpo dirigido) que se une a un antigeno de superficie celular. La fusién del scFv puede ser
al extremo amino de la cadena pesada, al extremo amino de la cadena ligera o a ambas cadenas. Las fusiones se
construyen como una construccion genética Unica y se expresan en células en cultivo. El anticuerpo dirigido puede ser
especifico para unirse a uno o mas antigenos de la superficie tumoral, o a cualquier célula dirigida a la disminucién. El
scFv puede ser especifico para antigenos iguales o diferentes.

En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo
dirigido es C225v5, que es especifico para la union a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225, que
es especifico para la unién a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225v4, que es especifico para la
union a EGFR. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es C225v6, que es especifico para la unién a EGFR. En
algunas modalidades, el anticuerpo dirigido es un anticuerpo anti-Jagged. En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido
es 4D11, que es especifico parala unién a Jagged 1y Jagged 2 humano y de raton. En algunas modalidades, el anticuerpo
dirigido es 4D11v2, que es especifico para la unién a Jagged 1y Jagged 2 humano y de ratén.

En algunas modalidades, el anticuerpo dirigido puede estar en forma de un anticuerpo activable. En algunas modalidades,
los scFv(s) pueden tener la forma de un Pro-scFv (ver, por ejemplo, documentos de patente nums. WO 2009/025846, WO
2010/081173).

En algunas modalidades, el scFv es especifico para la union CD3g, por ejemplo, OKT3. En algunas modalidades, el scFv
es especifico para la union a CTLA-4 (ademas denominado en la presente descripcion CTLA'y CTLA4).

En algunas modalidades, el scFv es especifico para la unién de una o mas células T, una o mas células NK y/o uno o
mas macrofagos. En algunas modalidades, el scFv es especifico para la unidon de un blanco seleccionado del grupo que
consiste en B7-H4, BTLA, CD3, CD4, CD8, CD16a, CD25, CD27, CD28, CD32, CD56, CD137, CTLA-4, GITR, HVEM,
ICOS, LAG3, NKG2D, OX40, PD-1, TIGIT, TIM3, o VISTA, y sus combinaciones.

Definiciones

A menos que se defina de cualquier otra manera, los términos cientificos y técnicos usados en relacién con la presente
descripcion tendran el significado que se entienden cominmente por aquellos con experiencia ordinaria en la materia.
Ademas, a menos que de cualquier otra manera sea requerido por el contexto, los términos singulares incluiran
pluralidades y los términos en plural incluiran el singular. Generalmente, las nomenclaturas utilizadas en relacion con, y
técnicas de, cultivo de tejidos y células, biologia molecular, y la quimica e hibridacion de proteinas y oligo- o polinucleétidos
descritas en la presente descripcion son las bien conocidas y usadas cominmente en la materia. Las técnicas estandar
se usan para el ADN recombinante, sintesis de oligonucledtidos, y cultivo de tejido y transformacion (por ejemplo,
electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y técnicas de purificacion se realizan de acuerdo con las
especificaciones del fabricante 0 como cominmente se realizan en la materia o como se describen en la presente
descripcion. Las técnicas y procedimientos anteriores se realizan generalmente de acuerdo con los métodos
convencionales bien conocidos en la materia y como se describen en diversas referencias generales y mas especificas
que se citan y discuten a lo largo de la presente especificacion. Ver por ejemplo, Sambrook y otros. Molecular cloning: A
Laboratory Manual (2da ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989)). Las nomenclaturas
utilizadas respecto a, y los procedimientos y técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica organica sintética, y
quimica medicinal y farmacéutica descritas en la presente descripcion son las bien conocidas y usadas comunmente en
la materia. Las técnicas estandar se usan para las sintesis quimicas, analisis quimicos, preparaciéon farmacéutica,
formulacion, y suministro, y tratamiento de los pacientes.

Como se utiliza de acuerdo con la presente descripcion los siguientes términos, a menos que se indique de cualquier otra
manera, se entenderan que tienen los siguientes significados:

Como se usa en la presente descripcion, el término "anticuerpo” se refiere a las moléculas de inmunoglobulina y porciones
inmunoldgicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (Ig), es decir, moléculas que contienen un sitio de unién al
antigeno que se unen (inmunorreacciona con) especificamente a un antigeno. Por "se une especificamente" o
"inmunorreacciona con" o "se une inmunoespecificamente" se entiende que el anticuerpo reacciona con uno o mas
determinantes antigénicos del antigeno deseado y no reacciona con otros polipéptidos o se une a afinidad mucho menor
(Kq > 10). Los anticuerpos incluyen, pero no se limitan a anticuerpo policlonal, monoclonal, quimérico, humano completo,
de dominio, cadena sencilla, fragmentos Fab y F(ab'), los scFv, y bibliotecas de expresion de Fab.

Se conoce que la unidad estructural basica de anticuerpos comprende un tetramero. Cada tetramero se compone de dos
pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena "ligera" (aproximadamente 25 kDa) y una
"pesada" (aproximadamente 50-70 kDa). La porcién amino-terminal de cada cadena incluye una region variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables primariamente del reconocimiento del antigeno. La porcion
carboxi terminal de cada cadena define una region constante que es primariamente responsable de la funcién efectora.
Generalmente, las moléculas de anticuerpos obtenidas de los humanos se refieren a cualquiera de las clases IgG, IgM,
IgA, IgE e IgD, que difieren entre si por la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Ciertas clases también
tienen subclases, tales como 1gG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, y otros. Ademas, en los humanos, la cadena ligera puede ser una
cadena kappa o una cadena lambda.
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El término "anticuerpo monoclonal" (mAb) o "composicion de anticuerpo monoclonal”, como se usa en la presente
descripcion, se refiere a una poblacion de moléculas de anticuerpo que contienen solo una especie molecular de molécula
de anticuerpo que consiste en un producto génico unico de cadena ligera y un producto génico Unico de cadena pesada.
En particular, las regiones determinantes de complementariedad (CDR) del anticuerpo monoclonal son idénticas en todas
las moléculas de la poblacion. Los MAb contienen un sitio de union al antigeno capaz de inmunorreaccionar con un epitopo
particular del antigeno caracterizado por una afinidad de unién tnica por él

El término "sitio de unién al antigeno" o "porcion de union" se refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que
participa en la union al antigeno. El sitio de unién al antigeno se forma por residuos de aminoacidos de las regiones
variables N-terminales ("V") de las cadenas pesada ("H") y ligera ("L"). Tres tramos altamente divergentes dentro de las
regiones V de las cadenas pesada y ligera, denominadas "regiones hipervariables", se interponen entre tramos
flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones marco" o "FR". Asi, el término "FR" se refiere a secuencias de
aminoacidos que se encuentran naturalmente entre, y adyacentes a, las regiones hipervariables en las inmunoglobulinas.
En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres regiones hipervariables
de una cadena pesada se disponen una respecto de la otra en un espacio tridimensional para formar una superficie de
union a antigeno. La superficie de union a antigeno es complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno unido,
y las tres regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesada y ligera se denominan "regiones determinantes de
complementariedad," o "CDR." La asignacion de aminoacidos a cada dominio esta de acuerdo con las definiciones de
Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y 1991)),
oChothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia y otros. Nature 342:878-883 (1989).

Como se usa en la presente descripcion, el término "epitopo"” incluye cualquier determinante de proteina capaz de la unién
especifica a una inmunoglobulina, un scFv, o un receptor de células T. El término "epitopo" incluye cualquier proteina
determinante capaz de la union especifica a una inmunoglobulina o receptor de células T. Los determinantes epitdpicos
por lo general consisten en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activa tales como los aminoacidos o
cadenas laterales de azUcares y por lo general tienen caracteristicas especificas de estructura tridimensional, asi como
las caracteristicas especificas de carga. Por ejemplo, pueden generarse anticuerpos contra péptidos N-terminales o C-
terminales de un polipéptido. Se dice que un anticuerpo se une especificamente a un antigeno cuando la constante de
disociacion es < 1 yM; por ejemplo, en algunas modalidades < 100 nM y en algunas modalidades < 10 nM.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "unién especifica”, "union inmunolégica" y "propiedades de unién
inmunoloégicas" se refieren a las interacciones no covalentes del tipo que se produce entre una molécula de
inmunoglobulina y un antigeno para el que la inmunoglobulina es especifica. La fuerza, o afinidad de las interacciones de
union inmunoldgica puede expresarse en términos de la constante de disociacion (Kq) de la interaccion, en donde una Kq
mas pequeia representa una afinidad mayor. Las propiedades de unién inmunolégica de los polipéptidos seleccionados
pueden cuantificarse mediante el uso de métodos bien conocidos en la materia. Uno de tales métodos implica medir las
velocidades de formacioén y disociacion del complejo de unién a antigeno/sitio antigeno, en donde esas velocidades
dependen de las concentraciones de las parejas complejas, la afinidad de la interaccion y los parametros geométricos
que igualmente influyen en la velocidad en ambas direcciones. Asi, tanto la "constante de velocidad de asociacion" (Kon)
como la "constante de velocidad de disociacion" (Ko) pueden determinarse mediante el calculo de las concentraciones y
las velocidades reales de asociacion y disociacion. (Ver Nature 361:186-87 (1993)). La relacion de Koi/Kon permite la
cancelacion de todos los parametros no relacionados con la afinidad, y es igual a la constante de disociacion Kgq. (Ver,
generalmente,,Davies y otros (1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Se dice que un anticuerpo de la presente
descripcion se une especificamente a EGFR, cuando la constante de unién en equilibrio (Kg) es < 1 uM, por ejemplo en
algunas modalidades < 100 nM, en algunas modalidades < 10 nM, y en algunas modalidades < 100 pM a
aproximadamente 1 pM, segun lo medido por ensayos tales como ensayos de unién de radioligando o ensayos similares
conocidos por los expertos en la materia.

El término "polinucledtido aislado” como se usa en la presente descripcion significara un polinucleétido de origen
gendémico, ADNc o sintético o alguna combinacion de estos, que en virtud de su origen el "polinucleétido aislado” (1) no
se asocia con todos o una porcién de un polinucleétido en el que el "polinucleétido aislado" se encuentra en la naturaleza,
(2) esta operativamente enlazado a un polinucleétido al que no se enlaza en la naturaleza, o (3) no se produce en la
naturaleza como parte de una secuencia mayor. Los polinucleétidos de acuerdo con la descripcion incluyen las moléculas
de acido nucleico que codifican las moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada que se muestran en la presente
descripcion, y las moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de inmunoglobulina de cadena ligera que se
muestran en la presente descripcion.

El término "proteina aislada" denominado en la presente descripcion significa una proteina de ADNc, ARN recombinante,
o de origen sintético o alguna de sus combinaciones, que en virtud de su origen, o fuente de derivacion, la "proteina
aislada" (1) no se asocia con proteinas que se encuentran en la naturaleza, (2) esta libre de otras proteinas de esta fuente,
por gjemplo, libre de proteinas murinas, (3) se expresa por una célula de una especie diferente, o (4) no aparece en
naturaleza.

El término "polipéptido” se usa en la presente descripcién como un término genérico para referirse a la proteina nativa,

fragmentos, o analogos de una secuencia de polipéptido. Por lo tanto, fragmentos de proteina nativa, y analogos son
especies del género polipéptido. Los polipéptidos de acuerdo con la descripcion comprenden las moléculas de
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inmunoglobulina de la cadena pesada que se muestran en la presente descripcion y las moléculas de inmunoglobulina de
la cadena ligera que se muestran en la presente descripcion, asi como moléculas de anticuerpo formadas por
combinaciones que comprenden las moléculas de inmunoglobulina de la cadena pesada con las moléculas de
inmunoglobulina de la cadena ligera, tales como las moléculas de inmunoglobulina de la cadena ligera kappa, y viceversa,
asi como fragmentos y analogos de estas.

El término "de origen natural" como se usa en la presente descripcion como se aplica a un objeto se refiere al hecho de
que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de un polipéptido o polinucleétido que esta
presente en un organismo (se incluyen virus) que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que no se ha
modificado intencionalmente por el hombre en el laboratorio o de otra manera es de origen natural.

El término "enlazado operativamente" como se usa en la presente descripcion se refiere a posiciones de los componentes
que estan descritos en una relacién que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia control "enlazada
operativamente" a una secuencia codificante esta ligada de manera que la expresion de la secuencia codificante se logra
en condiciones compatibles con las secuencias control.

El término "secuencia control" como se usa en la presente descripcion se refiere a secuencias de polinucledtidos que son
necesarias para llevar a cabo la expresion y procesamiento de secuencias codificantes a las cuales estan ligadas. La
naturaleza de tales secuencias de control difiere en dependencia del organismo huésped en procariotas, tales secuencias
control generalmente incluyen promotor, sitio de unién al ribosoma, y secuencias de terminacion de la transcripcion en
eucariotas, generalmente, tales secuencias control incluyen promotores y secuencias de terminacion de la transcripcion.
El término "secuencias control" esta destinado a incluir en un minimo, todos los componentes cuya presencia es esencial
para la expresion y el procesamiento, y puede incluir, ademas, componentes adicionales cuya presencia es ventajosa,
por ejemplo, secuencias lider y secuencias de parejas de fusion. El término "polinucledtido” como se refiere en la presente
descripcion significa nucledtidos de al menos 10 bases de longitud, ya sea ribonucleétidos o desoxinucleétidos o una
forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término incluye formas de ADN de cadena doble y sencilla.

El término oligonucledtido referido en la presente descripcion incluye los nucleétidos de origen natural, y modificados
unidos entre si mediante enlaces de origen natural, y de origen no natural. Los oligonucleétidos son un subconjunto de
polinucledtidos que comprenden generalmente una longitud de 200 bases o menos. En algunas modalidades, los
oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a 60 bases de longitud, por ejemplo en algunas modalidades 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 0 20 a 40 bases de longitud. Los oligonucleétidos son generalmente de cadena sencilla, por ejemplo, para
sondas; aunque los oligonucledtidos pueden ser de cadena doble, por ejemplo, para usar en la construccion de un mutante
génico. Los oligonucledtidos de la descripcion pueden ser ya sea oligonucledtidos sentido o antisentido.

El término "nucledtidos de origen natural” denominado en la presente descripcion incluye desoxirribonucledétidos y
ribonucledtidos. El término "nucledtidos modificados" denominado en la presente descripcion incluye nucleétidos con
grupos de azucares modificados o sustituidos y similares. El término "enlaces de oligonucleétidos" denominados en la
presente descripcion incluye enlaces de oligonucledtidos tales como fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselerloato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforonmidato y similares. Ver por ejemplo, LaPlanche y otros.
Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec y otros. J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984), Stein y otros. Nucl. Acids Res. 16:3209
(1988), Zon y otros. Anti Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon y otros. Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach, pags. 87-108 (F. Eckstein, Edicion, Oxford University Press, Oxford England (1991)); Stec y otros. Patente de
Estados Unidos nim. 5,151,510; Uhlmann y Peyman Chemical Reviews 90:543 (1990). Un oligonucleétido puede incluir
una etiqueta para deteccion, si se desea.

Como se usa en la presente descripcion, los veinte aminoacidos convencionales y sus abreviaturas siguen el uso
convencional. Ver Immunology - A Synthesis (2da Edicién, E.S. Goluby D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland7
Mass. (1991)). Los estereoisomeros (por ejemplo, los D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, los
aminoacidos no naturales tales como a-, a-aminoacidos disustituidos, N-alquil aminoacidos, acido lactico, y otros
aminoacidos no convencionales podrian ser ademas componentes adecuados para los polipéptidos de la presente
descripcion. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, €-N,N,N-
trimetillisina, € -N-acetillisina, O-fosfoserina, N- acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-
metilarginina, y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4- hidroxiprolina). En la anotacion de polipéptido
que se usa en la presente descripcion, la direccién a la izquierda es la direccion del amino terminal y la direccion a la
derecha es la direccién carboxi-terminal, de acuerdo con el uso y convencion estandar.

Similarmente, a menos que se especifique de cualquier otra manera, el extremo de la izquierda de secuencias de
polinucleétidos de cadena sencilla es el extremo 5'; la direccién hacia la izquierda de secuencias de polinucleétidos de
doble cadena se conoce como direccion 5'. La direccion de adicion 5' a 3' de transcritos de ARN nacientes se refiere a la
direccion de transcripcion de las regiones de secuencia en la cadena de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN
y que son 5' al extremo 5' del transcrito de ARN se refieren como "secuencias corriente arriba", las regiones de secuencias
en la cadena de ADN que tienen las mismas secuencias que el ARN y que son 3' al extremo 3' del transcrito de ARN se
refieren como "secuencias corriente abajo".
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Aplicado a polipéptidos, el término "identidad sustancial" significa que dos secuencias peptidicas, cuando se alinean
o6ptimamente, tal como mediante los programas GAP o BESTFIT mediante el uso de pesos de hueco predeterminados,
comparten al menos 80 por ciento de identidad de secuencia, por ejemplo en algunas modalidades, en al menos 90 por
ciento de identidad de secuencia, en algunas modalidades al menos 95 por ciento de identidad de secuencia, y en algunas
modalidades al menos 99 por ciento de identidad de secuencia.

En algunas modalidades, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren por sustituciones conservadoras de
aminoacidos.

Como se discute en la presente descripcion, se contemplan variaciones menores en las secuencias de aminoacidos de
anticuerpos o moléculas de inmunoglobulina que se incluyen en la presente descripcion, siempre y cuando las variaciones
en la secuencia de aminoacidos mantengan al menos 75%, por ejemplo en algunas modalidades al menos 80%, 90%,
95% y en algunas modalidades 99%. Particularmente, se contemplan las sustituciones conservadoras de aminoacidos.
Las sustituciones conservadoras son aquellas que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que se relacionan
en sus cadenas laterales. Los aminoacidos genéticamente codificados generalmente se dividen en familias: (1)
aminoacidos acidos son aspartato, glutamato; (2) aminoacidos basicos son lisina, arginina, histidina; (3) aminoacidos no
polares son alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano, y (4) aminoacidos polares no
cargados son glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. Los aminoacidos hidrofilicos incluyen
arginina, asparagina, aspartato, glutamina, glutamato, histidina, lisina, serina y treonina. Los aminoacidos hidrofébicos
incluyen alanina, cisteina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano, tirosina y valina. Otras familias
de aminoacidos incluyen (i) serina y treonina, que son la familia hidroxialifatica; (ii) asparagina y glutamina, que son la
familia que contiene amidaj; (iii) alanina, valina, leucina e isoleucina, que son la familia alifatica; y (iv) fenilalanina, triptéfano
y tirosina, que son la familia aromatica. Por ejemplo, es razonable esperar que una sustitucion aislada de una leucina con
una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o una sustitucion similar de un
aminoacido con un aminoacido estructuralmente relacionado no tendra un efecto importante en la funcién de union o las
propiedades de la molécula resultante, especialmente si la sustitucién no implica un aminoacido dentro de un sitio marco.
Si un cambio de aminoacido resulta en un péptido funcional puede determinarse facilmente mediante el ensayo de la
actividad especifica del polipéptido derivado. En la presente descripcion se describen los ensayos en detalle. Aquellos
con experiencia ordinaria en la materia pueden preparar facilmente los fragmentos o los analogos de los anticuerpos o
las moléculas de inmunoglobulinas. En algunas modalidades, los amino y carboxi terminal de los fragmentos o analogos
se producen cerca de los limites de los dominios funcionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden
identificarse mediante la comparacion de los datos de las secuencias de nucleétido y/o aminoacido con las bases de datos
de secuencias publicas o privadas. Se usan métodos de comparacion computarizados para identificar motivos de
secuencia o dominios de conformacion de la proteina predicha que se producen en ofras proteinas de estructura y/o
funcién conocidas. Se conocen métodos para identificar las secuencias de proteinas que se pliegan en una estructura
tridimensional conocida. Bowie y otros, Science 253:164 (1991). Por lo tanto, los ejemplos anteriores demuestran que
aquellos con experiencia en la materia pueden reconocer los motivos de secuencias y las conformaciones estructurales
que pueden usarse para definir dominios estructurales y funcionales de acuerdo con la presente descripcion.

En algunas modalidades, las sustituciones de aminoacidos son aquellas que: (1) reducen la susceptibilidad a la proteolisis,
(2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran la afinidad de unién para formar complejos de proteinas, (4) alteran
las afinidades de union, y (4) confieren o modifican otras propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales analogos. Los
analogos pueden incluir diversas muteinas de una secuencia distinta a la secuencia del péptido de origen natural. Por
ejemplo, pueden realizarse sustituciones de aminoacidos Unicas o multiples (por ejemplo, sustituciones de aminoacidos
conservativas) en la secuencia de origen natural (por ejemplo, en la porcion del polipéptido fuera del(de los) dominio(s)
que forman contactos intermoleculares). Una sustitucion de aminoacido conservadora no deberia cambiar
sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental (por ejemplo, un aminoacido de sustitucion no
deberia tender a romper una hélice que se produce en la secuencia parental, o alterar otros tipos de estructura secundaria
que caracterizan la secuencia parental). Los ejemplos de estructuras secundarias y terciarias de polipéptidos reconocidos
en la materia se describen en Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Edicién, W. H. Freeman vy
Compairiia, Nueva York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze, eds., Garland Publishing, Nueva
York, N.Y. (1991)); y Thornton y otros, (Nature 354:105 (1991).

El término "fragmento de polipéptido" como se usa en la presente descripcion se refiere a un polipéptido que tiene una
deleciéon amino-terminal y/o carboxi-terminal y/o una o mas delecién(es), pero donde la secuencia de aminoacidos restante
es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia de origen natural deducida, por ejemplo, a partir de una
secuencia de ADNc de longitud completa. Los fragmentos tienen tipicamente al menos 5, 6, 8 o 10 aminoacidos de
longitud, por ejemplo en algunas modalidades de al menos 14 aminoacidos de longitud, en algunas modalidades de al
menos 20 aminoacidos de longitud, generalmente de al menos 50 aminoacidos de longitud, y en algunos modalidades de
al menos 70 aminoacidos de longitud. El término "andlogo" como se usa en la presente descripcion se refiere a
polipéptidos que estan compuestos por un segmento de al menos 25 aminoacidos que tiene identidad sustancial con una
porcién de una secuencia de aminoacidos deducida y que tiene unién especifica a EGFR, bajo condiciones de unién
adecuadas. Tipicamente, los analogos polipeptidicos comprenden una sustitucién de aminoacido conservadora (o adicion
o deleciodn) con respecto a la secuencia de origen natural. Los analogos tipicamente son de al menos 20 aminoacidos de
longitud, preferentemente al menos 50 aminoacidos de longitud o mas largo, y frecuentemente pueden ser tan largos
como un polipéptido de origen natural de longitud completa.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 683 268 T3

El término "agente" se usa en la presente descripcidon para denotar un compuesto quimico, una mezcla de compuestos
quimicos, una macromolécula bioldgica, o un extracto hecho de materiales bioldgicos.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "etiqueta” o "marcado” se refieren a la incorporaciéon de un marcador
detectable, por ejemplo, mediante la incorporacion de un aminoacido radiomarcado o unién a polipéptido de entidades
biotinilo que puede detectarse mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un marcador
fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse mediante métodos 6pticos o calorimétricos). En ciertas
situaciones, la etiqueta o marcador puede ser ademas terapéutico. Diversos métodos para marcar polipéptidos y
glicoproteinas se conocen en la materia y pueden usarse. Ejemplos de marcadores para polipéptidos incluyen, pero no
se limitan a, los siguientes: radiois6topos o radiontclidos (por ejemplo, °H, '“C, "N, 35S, 90y, 99T¢, "1n, 125, 131]),
marcadores fluorescentes (por ejemplo, un fluoréforo, rodamina, fésforos lantanidos), marcadores enzimaticos (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante, p-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), quimioluminiscentes, grupos
biotinilos, epitopos polipeptidicos predeterminados reconocidos por un reportero secundario (por ejemplo, secuencias de
pares de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metal, etiquetas de
epitopo). En algunas modalidades, las etiquetas se unen mediante brazos espaciadores de varias longitudes para reducir
el impedimento estérico potencial. El término "agente farmacéutico o farmaco" como se usa en la presente descripcion se
refiere a un compuesto quimico o composicion capaz de inducir un efecto terapéutico deseado cuando se administra
adecuadamente a un paciente.

Como se usa en la presente descripcion, "sustancialmente puro" significa que una especie objeto es la especie
predominante presente (es decir, sobre una base molar es mas abundante que cualquier otra especie individual en la
composicion), y una fraccion esencialmente purificada es una composicion en donde la especie objeto comprende al
menos aproximadamente 50 por ciento (sobre una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes.

Generalmente, una composicion esencialmente pura comprendera mas de aproximadamente 80 por ciento de todas las
especies macromoleculares presentes en la composicion, por ejemplo, en algunas modalidades, mas de
aproximadamente 85%, 90%, 95% y 99%. En algunas modalidades, la especie objeto se purifica para homogeneidad
esencial (las especies contaminantes no pueden detectarse en la composiciéon mediante métodos de deteccion
convencionales) en donde la composicion consiste esencialmente en una Unica especie macromolecular.

El término paciente incluye a sujetos humanos o veterinarios.

Otros términos quimicos en la presente descripcién se usan de acuerdo con el uso convencional en la materia, como se
ejemplifica por The McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Edicion, McGraw-Hill, San Francisco (1985)).

Anticuerpos Multiespecificos y Anticuerpos Multiespecificos Activables

Los anticuerpos multiespecificos ilustrativos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion incluyen, por
ejemplo, los mostrados en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion, y sus variantes.

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo multiespecifico es una pareja de union
para cualquier diana enumerada en la Tabla 1.

Tabla 1: Objetivos ilustrativos

1-92-LFA-3 CD52 DL44 HVEM LAG-3 STEAP1
Integrina alfa-4 CD56 DLK1 Hialuronidasa LIF-R STEAP2
Integrina alfa-V CD64 DLL4 ICOS Lewis X TAG-72
integrina alfa4betal CD70 DPP-4 IFNalfa Ligera TAPA1
integrina alfadbeta7 CD71 DSG1 IFNbeta LRP4 TGFbeta
AGR2 CD74 EGFR IFNgamma LRRC26 TIGIT
Anti-Lewis-Y EGFRuiii IgE MCSP TIM-3
Receptor Apelinad CD80 Receptor de endotelina B (ETBR) Receptor de IgE (FceRI) Mesotelina TLR2
APRIL CD81 ENPP3 IGF MRP4 TLR4
B7-H4 CD86 EpCAM IGF1R MUC1 TLR6
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BAFF CD95 EPHA2 IL1B Mucina-16 (MUC16, TLR7
CA-125)
BTLA CD117 EPHB2 IL1R ATPasa Na/K TLR8
Complemento C5 CD125 ERBB3 IL2 Elastasa de TLR9
neutroéfilos
C-242 CD132 (IL-2RG) Proteina F de IL11 NGF TMEM31
RSV
CA9 CD133 FAP IL12 Nicastrina TNFalfa
CA19-9 (Lewis a) CD137 FGF-2 IL12p40 Receptores Notch TNFR
Anhidrasa CD138 FGF8 IL-12R, IL- Notch 1 TNFRS12 A
carboénica 9 12Rbeta1
CD2 CD166 FGFR1 IL13 Notch 2 TRAIL-R1
CD3 CD172A FGFR2 IL13R Notch 3 TRAIL-R2
CD6 CD248 FGFR3 IL15 Notch 4 Transferrina
CD9 CDH®6 FGFR4 IL17 Nov Receptor de
transferrina
CD11a CEACAM5 Receptor de IL18 OSM-R TRK-A
(CEA) folato
CD19 CEACAM6 GAL3ST1 IL21 OX-40 TRK-B
(NCA-90)
CD20 CLAUDINA-3  G-CSF IL23 PAR2 uPAR
CD22 CLAUDINA-4  G-CSFR IL23R PDGF-AA VAP1
CD24 cMet GD2 IL27/IL27R PDGF-BB VCAM 1
(wsx1)
CD25 Colageno GITR IL29 PDGFRalfa VEGF
CD27 Cripto GLUT1 IL-31R PDGFRbeta VEGF-A
CD28 CSFR GLUT4 IL31/IL31R PD-1 VEGF-B
CD30 CSFR-1 GM-CSF IL2R PD-L1 VEGF-C
CD33 CTLA-4 GM-CSFR IL4 PD-L2 VEGF-D
CD38 CTGF Receptores de IL4AR Fosfatidilserina VEGFR1
GP lIb/llla
CD40 CXCL10 Gp130 IL6, IL6R P1GF VEGFR2
CD40L CXCL13 GPIIB/IA Receptor de PSCA VEGFR3
insulina
CD41 CXCR1 GPNMB Ligandos PSMA VISTA
Jagged
CD44 CXCR2 GRP78 Jagged 1 RAAG12 WISP-1
CD44v6 HER2/neu Jagged 2 RAGE WISP-2
CD47 CXCR4 HGF SLC44A4 WISP-3
CD51 CYR®61 hGH Fosfato de
esfingosina 1

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB del anticuerpo multiespecifico es o se deriva de una
secuencia expuesta en la Tabla 7 en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion.

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB del anticuerpo multiespecifico es o se deriva de un
anticuerpo enumerado en la Tabla 2.

Tabla 2: Fuentes ilustrativas para los Ab
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Nombre comercial del anticuerpo (nombre del anticuerpo) Diana
Avastin™ (bevacizumab) VEGF
Lucentis™ (ranibizumab) VEGF
Erbitux™ (cetuximab) EGFR
Vectibix™ (panitumumab) EGFR
Remicade™ (infliximab) TNFa
Humira™ (adalimumab) TNFa
Tysabri™ (natalizumab) Integrinaa4
Simulect™ (basiliximab) IL2R

Soliris™ (eculizumab) Complemento C5
Raptiva™ (efalizumab) CD11a
Tositumomab (Bexxar); CD20
Zevalin™ (ibritumomab tiuxetan) CD20
Rituxan™ (rituximab) CD20
Ocrelizumab CD20
Arzerra™ (ofatumumab) CD20
Obinutuzumab CD20
Zenapax™ (daclizumab) CD25
Adcentris™ (brentuximab vedotin) CD30
Myelotarg™ (gemtuzumab) CD33
Mylotarg™ (gemtuzumab ozogamicin) CD33
Campath (alemtuzumab) CD52
ReoPro™ (abiciximab) Receptor de glicoproteina lIb/llla
Xolair™ (omalizumab) IgE
Herceptin™ (trastuzumab) Her2
Kadcyla™ (trastuzumab emtansina) Her2
Synagis™ (palivizumab) Proteina F de RSV
(ipilimumab) CTLA-4
(tremelimumab) CTLA-4

Hu5c8 CD40L
(pertuzumab) Her2-neu
(ertumaxomab) CD3/Her2-neu
Orencia™ (abatacept) CTLA-4
(tanezumab) NGF
(bavituximab) Fosfatidilserina
(zalutumumab) EGFR
(mapatumumab) EGFR
(matuzumab) EGFR
(nimotuzumab) EGFR

ICR62 EGFR

mAb 528 EGFR

CHB806 EGFR
MDX-447 EGFR/CD64
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(edrecolomab) EpCAM
RAV12 RAAG12
huJ591 PSMA
Enbrel™ (etanercept) TNF-R
Amevive™ (alefacept) 1-92-LFA-3
Antril™ Kineret™ (ankinra) IL-1Ra
GC1008 TGFbeta

Notch, por ejemplo, Notch 1

Jagged 1 o Jagged 2

(adecatumumab) EpCAM
(figitumumab) IGF1R
(tocilizumab) Receptor de IL-6
Stelara™ (ustekinumab) IL-12/1L-23
Prolia™ (denosumab) RANKL

Se incluyen ademas en la descripcion anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos que se
unen al mismo epitopo que los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos descritos en la
presente descripcion.

Los expertos en la materia reconoceran que es posible determinar, sin experimentacion excesiva, si un anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico tienen la misma especificidad o similar que un anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion al determinar si el primero impide al ultimo
que se una a una diana. Si el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico que se prueba compite
con el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion, como se muestra mediante
una disminucién en la unién por el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion,
entonces los dos anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos se unen al mismo epitopo, o a
uno estrechamente relacionado.

Una modalidad para determinar si un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico tiene la misma
especificidad o similar que un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion es
preincubar el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripciéon con una diana soluble
con la que normalmente es reactivo, y después se agrega el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico que se esta probando para determinar si el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico que se esta probando se inhibe para su capacidad para unirse a la diana. Si el anticuerpo multiespecifico
y/o un anticuerpo activable multiespecifico que se esta probando se inhibe entonces, con toda probabilidad, tiene la misma
especificidad epitdpica, o funcionalmente equivalente, que el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico de la descripcion.

Se genera un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico, por ejemplo, con el uso de los
procedimientos descritos en los Ejemplos proporcionados mas abajo. Puede generarse ademas un anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico con el uso de cualquiera de una serie de técnicas reconocidas
en la materia para la produccion y/o purificacion de anticuerpos.

Los fragmentos de anticuerpo, tales como Fv, F(ab'), y Fab, para su uso en un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico pueden prepararse por escision de la proteina intacta, por ejemplo, mediante escision quimica o
por proteasas. Alternativamente, puede disefiarse un gen truncado. Por ejemplo, un gen quimérico que codifica una
porcién del fragmento F(ab'), puede incluir secuencias de ADN que codifican el dominio CH1 y la regién bisagra de la
cadena H, seguido de un coddn de terminacion traduccional para producir la molécula truncada.

Los vectores de expresion incluyen los plasmidos, retrovirus, YAC, episomas derivados de EBV y similares. Un vector
conveniente es uno que codifica una secuencia de inmunoglobulina humana funcionalmente completa de CH o CL, con
sitios de restriccion apropiados disefiados de manera que cualquier secuencia de VH o VL puede facilmente insertarse y
expresarse. En tales vectores, normalmente el empalme se produce entre el sitio donador del empalme en la region J
insertada y el sitio aceptor del empalme sitio aceptor que precede a la region C humana, y ademas en las regiones de
empalme que se producen dentro de los exones CH humanos. La poliadenilaciéon y terminacion de la transcripcion se
producen en sitios cromosomicos nativos corriente abajo de las regiones codificantes. El anticuerpo resultante puede
unirse a cualquier promotor fuerte, incluyendo las LTR retrovirales, por ejemplo, el promotor temprano de SV-40,
(Okayama y otros, Mol. Cell. Bio. 3:280 (1983)), virus LTR del sarcoma de Rous (Gorman y otros, P.N.A.S. 79:6777
(1982)), y virus LTR de la leucemia murina de moloney (Grosschedl y otros, Cell 41:885 (1985)). Ademas, como se
apreciara, pueden usarse promotores de Ig nativos y similares.
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Ademas, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos pueden generarse a través de
tecnologias de tipo exhibicion, que incluyen, sin limitarse a, exhibicion de fagos, exhibicion retroviral, exhibicion ribosomal,
y otras técnicas, con el uso de procedimientos bien conocidos en la materia y las moléculas resultantes pueden someterse
a la maduracion adicional, tal como maduracién de afinidad, como dichos procedimientos que se conocen bien en la
materia. Wright y otros, Crit, Reviews in Immunol. 12125-168 (1992), Hanes y Plickthun PNAS USA 94:4937-4942 (1997)
(exhibicion ribosomal), Parmley y Smith Gene 73:305-318 (1988) (exhibicion de fagos), Scott, TIBS, vol. 17:241-245
(1992), Cwirla y otros, PNAS USA 87:6378-6382 (1990), Russel y ofros, Nucl. Acids Research 21:1081-1085 (1993),
Hoganboom y otros, Immunol. Reviews 130:43-68 (1992), Chiswell y McCafferty TIBTECH; 10:80-8A (1992), y patente de
los Estados Unidos num. 5,733,743.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion con
respecto a la funcion efectora, para potenciar o reducir dicha funcién para mejorar la eficacia del anticuerpo en el
tratamiento de enfermedades y trastornos. Por ejemplo el(los) residuo(s) de cisteina(s) puede(n) introducirse en la region
Fc, permitiendo de ese modo la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios en esta region. El anticuerpo homodimérico
asi generado puede haber mejorado la capacidad de internalizaciéon y/o aumentado la destruccién celular mediada por el
complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). (Ver Caron y otros, J. Exp Med., 176: 1191-
1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992)). Alternativamente, puede modificarse genéticamente un
anticuerpo que tenga dos regiones de Fc y puede tener de ese modo las capacidades de lisis de complemento y de la
ADCC mejoradas. (Ver Stevenson y otros, Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989)). En algunas modalidades, las
mutaciones Fc se preparan para eliminar los sitios de glicosilacion, reduciendo asi la funcién de Fc.

Anticuerpos multiespecificos activables

Los anticuerpos activables multiespecificos y las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos
proporcionados en la presente descripcion contienen al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo de este
(referido colectivamente como AB1 a lo largo de la descripcion) que se une especificamente a una primera diana y/o un
primer epitopo y un segundo anticuerpo o fragmento de anticuerpo de este (referido colectivamente como AB2 a lo largo
de la descripcidn) que se une especificamente a una segunda diana y/o un segundo epitopo, en donde al menos uno de
los AB se modifica por una entidad enmascarante (MM). En algunas modalidades, cada AB en un anticuerpo activable
multiespecifico se modifica por su propia entidad enmascarante.

Cuando al menos uno de los AB en un anticuerpo activable multiespecifico se modifica con un MM y esta en presencia
de su diana, se reduce o inhibe la unién especifica de AB a su diana, en comparacién con la unién especifica del AB no
modificado con un MM o el enlace especifico del AB parental a la diana.

La Ky del AB modificada con un MM hacia la diana es al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10
000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 5 000 000, 10 000 000, 50 000 000 o mayor, o entre 5-10,10-100,10-1000, 10-
10 000, 10-100 000, 10-1 000 000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-10 000, 100-100 000, 00-1 000 000, 100-10 000 000,
1000-10 000, 1000-100 000, 1000-1 000 000, 1000-10 000 000, 10 000-100 000, 10 000-1 000 000, 10 000-10 000 000,
100 000-1 000 000, o 100 000-10 000 000 veces mayor que la Ky del AB no modificado con un MM o del AB parental
hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de unién del AB modificado con un MM hacia la diana es al menos 5, 10, 20,
25, 40, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10 000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 5 000 000, 10 000 000, 50
000 000 o mayor, o entre 5-10, 10-100, 10-1000, 10-10 000, 10-100 000, 10-1 000 000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-
10 000, 100-100 000, 100-1 000 000, 100-10 000 000, 1000-10 000, 1000-100 000, 1000-1 000 000, 1000-10 000 000,
10 000-100 000, 10 000-1 000 000, 10 000-10 000 000, 100 000-1 000 000, o 100 000-10 000 000 veces menor que la
afinidad de unién del AB no modificada con un MM o del AB parental hacia la diana.

La constante de disociacion (Kg) (Kd) del MM hacia al menos uno de AB en el anticuerpo activable multiespecifico es
generalmente mayor que la Ky del AB hacia la diana. La K4 del MM hacia el AB puede ser al menos 5, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000, 2500, 5000, 10 000, 100 000, 1 000 000 o incluso 10 000 000 veces mayor que la Kq del AB hacia la
diana. Por el contrario, la afinidad de unién del MM hacia el AB es generalmente inferior que la afinidad de unién del AB
hacia la diana. La afinidad de unién de MM hacia AB puede ser de al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500,
5000, 10 000, 100 000, 1 000 000 o incluso 10 000 000 veces inferior que la afinidad de unién de AB hacia la diana.

Cuando al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico se modifica con un MM y esta en presencia de
la diana, se reduce o inhibe la unién especifica de AB a su diana, en comparacién con la unién especifica del AB no
modificado con un MM o el enlace especifico del AB parental a la diana. Cuando se compara con la unién del AB no
modificado a un MM o la unién del AB parental a la diana, la capacidad del AB para unir la diana cuando se modifica con
un MM se puede reducir al menos en un 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% e
incluso 100% durante al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84, o0 96 horas, o 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 0 180 dias,01, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 meses 0 mas cuando se mide in vivo 0 en un ensayo in vitro.

El MM inhibe la unién de al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico a su diana. El MM se une al

dominio de unién de antigeno del AB e inhibe la union del AB a su diana. EI MM puede inhibir estéricamente la union del
AB a la diana. EI MM puede inhibir alostéricamente la unién del AB a su diana. En estas modalidades cuando el AB se
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modifica o acopla a un MM y en presencia de la diana, no hay unién o esencialmente ninguna unién del AB a la diana, o
no mas de 0,001%, 0,01%, 0,1%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, o 50%
de unién del AB a la diana, en comparacién con la union del AB no modificado con un MM, el AB parental, o el AB no
acoplado con un MM a la diana, durante al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84, 0 96 horas, 0 5, 10, 15, 30,
45, 60, 90, 120, 150, 0 180 dias, 01, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 meses o mas cuando se mide in vivo o en un ensayo
in vitro.

Cuando al menos uno de los AB en un anticuerpo activable multiespecifico se acopla o modifica por un MM, el MM
'‘enmascara’ o reduce o de cualquier otra manera inhibe la unién especifica del AB a su diana. Cuando al menos uno de
los AB en un anticuerpo activable multiespecifico se acopla o modifica por un MM, dicho acoplamiento o modificacion
puede afectar un cambio estructural que reduce o inhibe la capacidad del AB para unirse especificamente a su diana.

En un anticuerpo activable multiespecifico, cuando al menos un AB se acopla o se modifica con un MM, al menos una
porcién del anticuerpo activable multiespecifico puede representarse por las siguientes férmulas (en orden de una region
amino (N) terminal a la region carboxilo (C) terminal:

(MM)-(AB)
(AB)-(MM)
(MM)-L-(AB)
(AB)-L-(MM)

donde MM es una entidad enmascarante, el AB es un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de este, y el L es un enlazador.
En muchas modalidades, puede ser deseable insertar uno o mas enlazadores, por ejemplo, enlazadores flexibles, en la
composicion para proporcionar flexibilidad.

En ciertas modalidades, el MM no es una pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no contiene o
esencialmente no presenta homologia con ninguna pareja de unién natural del AB. En otras modalidades, el MM no es
mas de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70 %, 75% u 80% similar a cualquier
pareja de union natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, o 80% idéntico a cualquier parea de unién natural del AB. En algunas modalidades,
el MM no es mas del 25% idéntico a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas
del 50% idéntico a cualquier pareja de union natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas del 20% idéntico
a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas del 10% idéntico a cualquier pareja
de unién natural del AB.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos incluyen un AB que se modifica por un MM e incluye
ademas, una o mas entidades escindibles (CM). Tales anticuerpos activables multiespecificos exhiben union
activable/conmutable, a la diana de AB. Los anticuerpos activables multiespecificos generalmente incluyen al menos un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB), modificado por o acoplado a una entidad enmascarante (MM) y una entidad
modificable o escindible (CM). En algunas modalidades, el CM contiene una secuencia de aminoacidos que sirve como
un sustrato para una proteasa de interés.

Los elementos de los anticuerpos activables multiespecificos estan dispuestos de manera que cada MM y CM se colocan
de manera que en un estado escindido (o relativamente activo) y en presencia de una diana, el AB correspondiente se
une a una diana, mientras que en un estado no escindido, la unién especifica del AB a su diana, se reduce o se inhibe.
La unién especifica del AB a su diana puede reducirse debido a la inhibicion o enmascaramiento de la capacidad del AB
para unir especificamente su diana con el MM.

La Ky de cada AB modificada con un MM y un CM hacia la diana, es al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1000,
2500, 5000, 10 000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 5000 000, 10 000 000, 50 000,000 o mayor, o entre 5-10, 10-
100, 10-1000, 10-10 000, 10-100 000, 10-1 000 000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-10 000, 100-100 000, 100-1 000 000,
100-10 000 000, 1000-10 000, 1000-100 000, 1000-1 000 000, 1000-10 000 000, 10 000-100 000, 10 000-1 000 000, 10
000-10 000 000, 100 000-1 000 000, o 100 000-10 000 000 veces mayor que la Ky del AB no modificada con un MM y un
CM o del AB parental hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de unién de cada AB modificado con un MM y un CM
hacia la diana es de al menos 5, 10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10 000, 50 000, 100 000, 500 000,
1 000 000, 5 000 000, 10 000 000, 50 000 000 o mayor, o entre 5-10,10-100,10-1000, 10-10 000, 10-100 000, 10-1 000
000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-10 000, 100-100 000, 100-1 000 000, 100-10 000 000, 1000-10 000, 1000-100 000,
1000-1 000 000, 1000-10 000 000, 10 000-100 000, 10 000-1 000 000, 10 000-10 000 000, 100 000-1 000 000, o 100 000-
10 000 000 veces inferior que la afinidad de unién del AB no modificado con un MM y un CM o del AB parental hacia la
diana.

Cuando al menos un AB se modifica con un MM y un CM y esta en presencia de la diana, pero no en presencia de un
agente modificador (por ejemplo, una proteasa), la union especifica de ese AB a su diana, se reduce o se inhibe, en
comparacion con la union especifica del AB no modificado con un MM y un CM o el AB parental a la diana. Cuando se
compara con la unién del AB parental o la union de un AB no modificado con un MM y un CM a su diana, la capacidad del
AB para unirse a la diana cuando se modifica con un MM y un CM puede reducirse en al menos 50%, 60%, 70%, 80%,
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90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% e incluso 100% durante al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60,
72, 84, 0 96 horas o 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 0 180 dias, 01, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 0 12 meses o mas
cuando se mide in vivo o en un ensayo in vitro.

Como se usa en la presente descripcion, el término estado escindido se refiere a la condicion de los anticuerpos activables
multiespecificos después de la modificacion del CM por una proteasa. El término estado no escindido, como se usa en la
presente descripcion, se refiere a la condicidon de los anticuerpos activables multiespecificos en ausencia de la escision
del CM por una proteasa. Como se discutié anteriormente, la expresion "anticuerpos activables multiespecificos" se usa
en la presente descripcion para referirse a un anticuerpo activable multiespecifico tanto en su estado no escindido (nativo),
asi como en su estado escindido. Sera evidente para el experto en la materia que, en algunas modalidades, un anticuerpo
activable escindible multiespecifico puede carecer de un MM debido a la escisién del CM por la proteasa, dando como
resultado la liberacion de al menos el MM (por ejemplo, cuando el MM no esta unido a los anticuerpos activables
multiespecificos mediante un enlace covalente (por ejemplo, un enlace disulfuro entre residuos de cisteina).

Por activable o conmutable se entiende que el anticuerpo activable multiespecifico exhibe un primer nivel de unién a una
diana cuando esta en un estado de inhibiciéon, enmascaramiento o no escindible (es decir, una primera conformacion) y
un segundo nivel de unién a la diana, en el estado de desinhibicion, desenmascaramiento y/o escindible (es decir, una
segunda conformacion), donde el segundo nivel de unién a la diana es mayor que el primer nivel de unién. En general, el
acceso de la diana al AB correspondiente del anticuerpo activable multiespecifico es mayor en presencia de un agente
de escision capaz de escindir el CM que en ausencia del agente de escision de ese tipo. Por lo tanto, cuando el anticuerpo
activable multiespecifico esta en el estado no escindido, al menos un AB se inhibe de la unién a la diana y puede
enmascararse de la union a la diana (es decir, la primera conformacion es tal que AB no puede unirse a la diana), y en el
estado escindido el AB no se inhibe 0 se desenmascara para la unién a la diana.

El CM y AB de los anticuerpos activables multiespecificos se seleccionan de modo que el primer AB represente una
entidad de unién para una primera diana y/o epitopo, y el CM representa un sustrato para una proteasa que esta
colocalizada con la diana en un sitio de tratamiento o sitio de diagnéstico en un sujeto. Los anticuerpos activables
multiespecificos descritos en la presente invencidon encuentran un uso particular cuando, por ejemplo, una proteasa capaz
de escindir un sitio en el CM esta presente en niveles relativamente mas altos en el tejido que contiene la diana de un
sitio de tratamiento o sitio de diagndstico que en el tejido de sitios sin (por ejemplo, en tejido sano).

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos proporcionan toxicidad reducida y/o efectos
secundarios adversos que de cualquier otra forma pueden resultar de la unién del primer AB en los sitios sin tratamiento
si el AB no estuviera enmascarado o de cualquier otra manera inhibido para la unién a su diana.

En general, puede disefiarse un anticuerpo activable multiespecifico seleccionando primero el AB de interés y
construyendo el resto del anticuerpo activable de manera que, cuando se restrinja conformacionalmente, el MM
proporcione el enmascaramiento del AB o la reduccién de la unién del AB a su diana. Los criterios de disefio estructural
pueden tenerse en cuenta para proporcionar esta caracteristica funcional.

Se proporcionan los anticuerpos activables multiespecificos que exhiben un fenotipo conmutable de un intervalo dinamico
deseado para la unién a la diana en una conformacién inhibida frente a una no inhibida. El intervalo dinamico se refiere,
generalmente, a una relacion de (a) un nivel maximo detectado de un parametro bajo un primer conjunto de condiciones
para (b) un valor minimo detectado de ese parametro bajo un segundo conjunto de condiciones. Por ejemplo, en el
contexto de un anticuerpo activable multiespecifico, el intervalo dinamico se refiere a la relacion de (a) un nivel maximo
detectado de proteina diana, que se une a un anticuerpo activable multiespecifico en presencia de la proteasa capaz de
escindir el CM de los anticuerpos activables para (b) un nivel minimo detectado de la proteina diana, que se une a un
anticuerpo activable multiespecifico en ausencia de la proteasa. El intervalo dinamico de un anticuerpo activable
multiespecifico puede calcularse como la relacién de la constante de disociacion de equilibrio de un tratamiento con un
agente de escision (por ejemplo, enzima) del anticuerpo activable multiespecifico con la constante de disociacion de
equilibrio del tratamiento con agente de escision de los anticuerpos activables. Cuanto mayor sea el intervalo dinamico
de un anticuerpo activable multiespecifico, mejor sera el fenotipo conmutable del anticuerpo activable. Los anticuerpos
activables que tienen valores de intervalo dinamico relativamente mas altos (por ejemplo, mayores que 1) presentan
fenotipos de conmutacion mas deseables de manera que la unién a proteinas diana por los anticuerpos activables ocurre
en mayor medida (por ejemplo, ocurre predominantemente) en presencia de un agente de escision (por ejemplo, enzima)
capaz de escindir el CM de los anticuerpos activables que en ausencia de un agente de escision.

Pueden proporcionarse anticuerpos activables multiespecificos en una variedad de configuraciones estructurales. Se
proporcionan mas abajo las formulas ilustrativas para al menos una porcion de un anticuerpo activable multiespecifico.
Se contempla especificamente que el orden N- a C-terminal del primer AB, el MM y el CM correspondientes pueden
invertirse dentro de un anticuerpo activable. Se contempla ademas especificamente que el CM y el MM pueden solaparse
en la secuencia de aminoacidos, por ejemplo, de manera que el CM esté contenido dentro del MM.

Por ejemplo, al menos una porciéon de los anticuerpos activables multiespecificos puede representarse mediante la
siguiente formula (en orden de una regiéon amino (N) terminal a carboxilo (C) terminal:
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(MM)-(CM)-(AB)
(AB)-(CM)-(MM)

donde MM es una entidad enmascarante, CM es una entidad escindible, y AB es un primer anticuerpo o fragmento de
este. Debe observarse que aunque MM y CM estan indicados como componentes distintos en las férmulas anteriores, en
todas las modalidades ilustrativas (que incluyen férmulas) descritas en la presente descripcion se contempla que las
secuencias de aminoacidos del MM y el CM podrian superponerse, por ejemplo, de manera que el CM esta total o
parcialmente contenido dentro del MM. Ademas, las férmulas anteriores proporcionan las secuencias de aminoacidos
adicionales que pueden colocarse en el N terminal o en el C terminal de los elementos de anticuerpos activables.

En ciertas modalidades, el MM no es una pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no contiene o
esencialmente no presenta homologia con ninguna pareja de unién natural del AB. En otras modalidades, el MM no es
mas de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70 %, 75% u 80% similar a cualquier
pareja de union natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, o 80% idéntico a cualquier parea de unién natural del AB. En algunas modalidades,
el MM no es mas del 50% idéntico a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas
del 25% idéntico a cualquier pareja de union natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas del 20% idéntico
a cualquier pareja de unién natural del AB. En algunas modalidades, el MM no es mas del 10% idéntico a cualquier pareja
de unién natural del AB.

En muchas modalidades, puede ser deseable insertar uno o mas enlazadores, por ejemplo, enlazadores flexibles, en el
constructo de anticuerpo activable multiespecifico para proporcionar flexibilidad en una o mas de la union MM-CM, la
union CM-AB, o ambos. Por ejemplo, AB, MM y/o CM pueden no contener un nimero suficiente de residuos (por ejemplo,
Gly, Ser, Asp, Asn, especialmente Gly y Ser, particularmente Gly) para proporcionar la flexibilidad deseada. Como tal, el
fenotipo conmutable de tales constructos de anticuerpos activables multiespecificos puede beneficiarse de la introduccién
de uno o mas aminoacidos para proporcionar un enlazador flexible. Ademas, como se describe mas abajo, cuando el
anticuerpo activable multiespecifico se proporciona como un constructo conformacionalmente restringido, se puede
insertar operativamente un enlazador flexible para facilitar la formacion y el mantenimiento de una estructura ciclica en el
anticuerpo activable multiespecifico no escindible.

Por ejemplo, en ciertas modalidades, un anticuerpo activable multiespecifico comprende una de las siguientes formulas
(en donde la siguiente formula representa una secuencia de aminoacidos ya sea en la direccion N a C terminal o direccion
C a N terminal):

(MM)-L1-(CM)-(AB)
(MM)-(CM)-L2-(AB)
(MM)-L1-(CM)-L2-(AB)

en donde MM, CM y AB son como se definieron anteriormente; en donde L1 y L2 estan cada uno independientemente y
opcionalmente presentes o ausentes, son los enlazadores flexibles idénticos o diferentes que incluyen al menos 1
aminoacido flexible (por ejemplo, Gly). Ademas, las férmulas anteriores proporcionan secuencias de aminoacidos
adicionales que pueden posicionarse en N-terminal o C-terminal a los elementos de anticuerpos activables
multiespecificos. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, entidades dirigidas (por ejemplo, un ligando para un receptor
de una célula presente en un tejido diana) y entidades de semivida extendida en suero (por ejemplo, polipéptidos que
unen proteinas séricas, tales como inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG) o seroalbumina (por ejemplo, seroalbumina
humana (HAS)).

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico es una pareja
de unién para cualquier diana enumerada en la Tabla 1.

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende, es
o se deriva de una secuencia expuesta en la Tabla 7 en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion.

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende, es
o se deriva de una secuencia expuesta en el Ejemplo 5 en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion. En
algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico comprende, es o
se deriva de una secuencia expuesta en la Tabla 11 en los Ejemplos proporcionados en la presente descripcion.

En algunas modalidades no limitantes, al menos uno de los AB en el anticuerpo activable multiespecifico es o se deriva
de un anticuerpo enumerado en la Tabla 2.

En algunas modalidades, la entidad enmascarante se selecciona para su uso con un anticuerpo o fragmento del anticuerpo
especifico. Por ejemplo, entidades de enmascaramiento adecuadas para su uso con anticuerpos que se unen a EGFR
incluyen los MM que abarcan la secuencia CISPRG (sec. con nim. de ident.: 75). A modo de ejemplos no limitantes, el
MM puede incluir una secuencia tal como CISPRGC (sec. con num. de ident.: 339), CISPRGCG (sec. con num. de ident.:
76); CISPRGCPDGPYVMY (sec. con num. de ident.: 77); CISPRGCPDGPYVM (sec. con num. de ident.: 78),
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CISPRGCEPGTYVPT (sec. con num. de ident.: 79) y CISPRGCPGQIWHPP (sec. con num. de ident.: 80). Otras entidades
de enmascaramiento adecuadas incluyen cualquiera de las mascaras especificas de EGFR descritas en la publicacion
PCT num. WO 2010/081173, tal como, a modo de ejemplo no limitativo, GSHCLIPINMGAPSC (sec. con num. de ident.:
81); CISPRGCGGSSASQSGQGSHCLIPINMGAPSC (sec. con num. de ident.: 82); CNHHYFYTCGCISPRGCPG (sec.
con num. de ident.: 83); ADHVFWGSYGCISPRGCPG (sec. con num. de ident.: 84); CHHVYWGHCGCISPRGCPG (sec.
con num. de ident.: 85); CPHFTTTSCGCISPRGCPG (sec. con num. de ident.: 86); CNHHYHYYCGCISPRGCPG (sec.
con num. de ident.: 87); CPHVSFGSCGCISPRGCPG (sec. con nim. de ident.: 88); CPYYTLSYCGCISPRGCPG (sec.
con num. de ident.: 89); CNHVYFGTCGCISPRGCPG (sec. con num. de ident.: 90); CNHFTLTTCGCISPRGCPG (sec.
con num. de ident.: 91); CHHFTLTTCGCISPRGCPG (sec. con num. de ident.: 92); YNPCATPMCCISPRGCPG (sec. con
num. de ident.: 93); CNHHYFYTCGCISPRGCG (sec. con nim. de ident.: 94); CNHHYHYYCGCISPRGCG (sec. con num.
de ident.: 95); CNHVYFGTCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 96); CHHVYWGHCGCISPRGCG (sec. con num. de
ident.: 97); CPHFTTTSCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 98); CNHFTLTTCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.:
99); CHHFTLTTCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 100); CPYYTLSYCGCISPRGCG (sec. con nim. de ident.: 101);
CPHVSFGSCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 102); ADHVFWGSYGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 103);
YNPCATPMCCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 104); CHHVYWGHCGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 105);
C(N/P)H(H/NVIF)(YIT)F/WIT/IL)(Y/IGITIS)(T/SIYIH)CGCISPRGCG (sec. con num. de ident.: 106); CISPRGCGQPIPSVK
(sec. con nim. de ident.: 107); CISPRGCTQPYHVSR (sec. con num. de ident.: 108); y/o CISPRGCNAVSGLGS (sec. con
nam. de ident.: 109).

Entidades de enmascaramiento adecuadas para su uso con anticuerpos que se unen a una diana Jagged, por ejemplo,
Jagged 1 y/o Jagged 2, incluyen, a modo de ejemplo no limitante, entidades de enmascaramiento que incluyen una
secuencia tal como QGQSGQCNIWLVGGDCRGWQG (sec. con nam. de ident.: 338);
QGQSGQGQQQWCNIWINGGDCRGWNG (sec. con nim. de ident.: 110); PWCMQRQDFLRCPQP (sec. con num. de
ident.: 111); QLGLPAYMCTFECLR (sec. con num. de ident.: 112); CNLWVSGGDCGGLQG (sec. con nim. de ident.:
113); SCSLWTSGSCLPHSP (sec. con num. de ident.: 114); YCLQLPHYMQAMCGR (sec. con num. de ident.: 115);
CFLYSCTDVSYWNNT (sec. con num. de ident.: 116); PWCMQRQDYLRCPQP (sec. con num. de ident.: 117);
CNLWISGGDCRGLAG (sec. con nuim. de ident.: 118); CNLWVSGGDCRGVQG (sec. con num. de ident.: 119);
CNLWVSGGDCRGLRG (sec. con num. de ident.: 120); CNLWISGGDCRGLPG (sec. con num. de ident.: 121);
CNLWVSGGDCRDAPW (sec. con num. de ident.: 122); CNLWVSGGDCRDLLG (sec. con nim. de ident.: 123);
CNLWVSGGDCRGLQG (sec. con num. de ident.: 124); CNLWLHGGDCRGWQG (sec. con num. de ident.: 125);
CNIWLVGGDCRGWQG (sec. con num. de ident.: 126); CTTWFCGGDCGVMRG (sec. con ndm. de ident.: 127);
CNIWGPSVDCGALLG (sec. con num. de ident.: 128); CNIWVNGGDCRSFEG (sec. con num. de ident.: 129);
YCLNLPRYMQDMCWA (sec. con ndm. de ident.: 130); YCLALPHYMQADCAR (sec. con num. de ident.: 131);
CFLYSCGDVSYWGSA (sec. con num. de ident.: 132); CYLYSCTDSAFWNNR (sec. con num. de ident.: 133);
CYLYSCNDVSYWSNT (sec. con num. de ident.: 134); CFLYSCTDVSYW (sec. con num. de ident.: 135);
CFLYSCTDVAYWNSA (sec. con num. de ident.: 136); CFLYSCTDVSYWGDT (sec. con num. de ident.: 137);
CFLYSCTDVSYWGNS (sec. con num. de ident.: 138); CFLYSCTDVAYWNNT (sec. con num. de ident.: 139);
CFLYSCGDVSYWGNPGLS (sec. con nim. de ident.: 140); CFLYSCTDVAYWSGL (sec. con num. de ident.: 141);
CYLYSCTDGSYWNST (sec. con num. de ident.: 142); CFLYSCSDVSYWGNI (sec. con num. de ident.: 143);
CFLYSCTDVAYW (sec. con num. de ident.. 144); CFLYSCTDVSYWGST (sec. con num. de ident.. 145);
CFLYSCTDVAYWGDT (sec. con num. de ident.: 146); GCNIWLNGGDCRGWVDPLQG (sec. con num. de ident.: 147);
GCNIWLVGGDCRGWIGDTNG (sec. con num. de ident.: 148); GCNIWLVGGDCRGWIEDSNG (sec. con num. de ident.:
149); GCNIWANGGDCRGWIDNIDG (sec. con num. de ident.: 150); GCNIWLVGGDCRGWLGEAVG (sec. con num. de
ident.: 151); GCNIWLVGGDCRGWLEEAVG (sec. con num. de ident.: 152); GGPALCNIWLNGGDCRGWSG (sec. con
ndm. de ident.: 153); GAPVFCNIWLNGGDCRGWMG (sec. con nim. de ident.: 154); GQQQWCNIWINGGDCRGWNG
(sec. con num. de ident:. 155); GKSEFCNIWLNGGDCRGWIG (sec. con num. de ident.:. 156);
GTPGGCNIWANGGDCRGWEG (sec. con num. de ident.: 157); GASQYCNLWINGGDCRGWRG (sec. con num. de ident.:
158); GCNIWLVGGDCRPWVEGG (sec. con num. de ident.: 159); GCNIWAVGGDCRPFVDGG (sec. con num. de ident.:
160); GCNIWLNGGDCRAWVDTG (sec. con num. de ident.: 161); GCNIWIVGGDCRPFINDG (sec. con num. de ident.:
162); GCNIWLNGGDCRPVVFGG (sec. con num. de ident.: 163); GCNIWLSGGDCRMFMNEG (sec. con num. de ident.:
164); GCNIWVNGGDCRSFVYSG (sec. con num. de ident.: 165); GCNIWLNGGDCRGWEASG (sec. con num. de ident.:
166); GCNIWAHGGDCRGFIEPG (sec. con num. de ident.: 167); GCNIWLNGGDCRTFVASG (sec. con num. de ident.:
168); GCNIWAHGGDCRGFIEPG (sec. con num. de ident.: 169); GFLENCNIWLNGGDCRTG (sec. con num. de ident.:
170); GIYENCNIWLNGGDCRMG (sec. con num. de ident.: 171); y/o GIPDNCNIWINGGDCRYG (sec. con num. de ident.:
172).

Las entidades de enmascaramiento adecuadas para el uso con anticuerpos que se unen a una diana de interleuquina 6,
por ejemplo, receptor de interleuquina 6 (IL-6R), incluyen, a modo de ejemplo no limitante, entidades de enmascaramiento
que incluyen una secuencia tal como QGQSGQYGSCSWNYVHIFMDC (sec. con num. de ident. 174);
QGQSGQGDFDIPFPAHWVPIT (sec. con num. de ident.: 175); QGQSGAQMGVPAGCVWNYAHIFMDC (sec. con num. de
ident.: 176); YRSCNWNYVSIFLDC (sec con nim. de ident.: 177); PGAFDIPFPAHWVPNT (sec. con num. de ident.: 178);
ESSCVWNYVHIYMDC (sec. con num. de ident.. 179); YPGCKWNYDRIFLDC (sec. con nim. de ident.: 180);
YRTCSWNYVGIFLDC (sec. con ndm. de ident.: 181); YGSCSWNYVHIFMDC (sec. con ndm. de ident.: 182);
YGSCSWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 183); YGSCNWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 184);
YTSCNWNYVHIFMDC (sec. con num. de ident.: 185); YPGCKWNYDRIFLDC (sec. con nim. de ident.: 186);
WRSCNWNYAHIFLDC (sec. con num. de ident.: 187); WSNCHWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 188);
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DRSCTWNYVRISYDC (sec. con num. de ident.: 189); SGSCKWDYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 190);
SRSCIWNYAHIHLDC (sec. con num. de ident.: 191); SMSCYWQYERIFLDC (sec. con num. de ident.: 192);
YRSCNWNYVSIFLDC (sec. con ndm. de ident.: 193); YGSCSWNYVHIFMDC (sec. con ndm. de ident.: 194);
SGSCKWDYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 195); YKSCHWDYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 196);
YGSCTWNYVHIFMEC (sec. con num. de ident.: 197); FSSCNWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 198);
WRSCNWNYAHIFLDC (sec. con num. de ident.: 199); YGSCQWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 200);
YRSCNWNYVHIFLDC (sec. con num. de ident.: 201); NMSCHWDYVHIFLDC (sec. con nim. de ident.: 202);
FGPCTWNYARISWDC (sec. con num. de ident.: 203); XXsCXWXYvhIfXdC (sec. con num. de ident.: 204);
MGVPAGCVWNYAHIFMDC (sec. con num. de ident.: 205); RDTGGQCRWDYVHIFMDC (sec. con num. de ident.: 206);
AGVPAGCTWNYVHIFMEC (sec. con num. de ident.: 207); VGVPNGCVWNYAHIFMEC (sec. con nium. de ident.: 208);
DGGPAGCSWNYVHIFMEC (sec. con num. de ident.: 209); AVGPAGCWWNYVHIFMEC (sec. con nim. de ident.: 210);
CTWNYVHIFMDCGEGEGRP (sec. con num. de ident.: 211); GGVPEGCTWNYAHIFMEC (sec. con nim. de ident.: 212);
AEVFAGCWWNYVHIFMEC (sec. con num. de ident.: 213); AGVPAGCTWNYVHIFMEC (sec. con nim. de ident.: 214);
SGASGGCKWNYVHIFMDC (sec. con num. de ident.: 215); MGVPAGCVWNYAHIFMDC (sec. con num. de ident.: 216);
TPGCRWNYVHIFMECEAL (sec. con num. de ident.: 217); VGVPNGCVWNYAHIFMEC (sec. con nim. de ident.: 218);
PGAFDIPFPAHWVPNT (sec. con num. de ident.: 219); RGACDIPFPAHWIPNT (sec. con num. de ident.: 220);
QGDFDIPFPAHWVPIT (sec. con num. de ident.: 221); XGafDIPFPAHWVPNT (sec. con num. de ident.. 222);
RGDGNDSDIPFPAHWVPRT (sec. con nim. de ident.: 223); SGVGRDRDIPFPAHWVPRT (sec. con nim. de ident.: 224);
WAGGNDCDIPFPAHWIPNT (sec. con num. de ident.: 225); WGDGMDVDIPFPAHWVPVT (sec. con num. de ident.: 226);
AGSGNDSDIPFPAHWVPRT (sec. con num. de ident.: 227); ESRSGYADIPFPAHWVPRT (sec. con num. de ident.: 228);
y/o RECGRCGDIFFPAHWVPRT (sec. con num. de ident.: 173).

En algunas modalidades, la entidad escindible (CM) del anticuerpo activable multiespecifico incluye una secuencia de
aminoacidos que puede servir como un sustrato para una proteasa, usualmente una proteasa extracelular. EI CM puede
seleccionarse en base a una proteasa que esta colocalizada en el tejido con la diana deseada de al menos un AB del
anticuerpo activable multiespecifico. Se conocen una variedad de afecciones diferentes en las que una diana de interés
se colocaliza con una proteasa, donde el sustrato de la proteasa es conocido en la materia. En el Ejemplo de cancer, el
tejido diana puede ser un tejido canceroso, particularmente, tejido canceroso de un tumor sélido. En la bibliografia existen
informes del incremento de niveles de proteasas que tienen sustratos conocidos en una serie canceres por ejemplo,
tumores sdlidos. Ver, por gjemplo, La Rocca y otros, (2004) British J. of Cancer 90(7): 1414-1421. Ejemplos no limitantes
de enfermedad incluyen: todos los tipos de cancer (mama, pulmén, colorrectal, prostata, melanoma, cabeza y cuello,
pancreatico, etc.), artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, SLE, dafio cardiovascular, isquemia, etc. Por ejemplo, las
indicaciones pueden incluir leucemias, que incluye la leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL), enfermedades
linfoblasticas que incluyen mieloma multiple y tumores sélidos, incluyendo pulmén, colorrectal, préstata, pancreas y mama,
incluyendo el cancer de mama triple negativo. Por ejemplo, las indicaciones incluyen enfermedad 6sea o metastasis en
el cancer, independientemente del origen del tumor primario; cancer de mama, incluyendo, a modo de ejemplo no
limitativo, cancer de mama ER/PR+, cancer de mama Her2+, cancer de mama triple negativo; cancer colorrectal; cancer
endometrial; cancer gastrico; glioblastoma; cancer de cabeza y cuello, tales como cancer de eséfago; cancer de pulmén,
tal como a modo de ejemplo no limitante, cancer de pulmoén de células no pequefas; cancer de ovario de mieloma multiple;
cancer de pancreas; cancer de prostata; sarcoma, tal como osteosarcoma; cancer renal, tal como a modo de ejemplo no
limitante, carcinoma de células renales; y/o cancer de piel, tal como a modo de ejemplo no limitante, cancer de células
escamosas, carcinoma de células basales o melanoma. En algunas modalidades, el cancer es un cancer de células
escamosas. En algunas modalidades, el cancer es un carcinoma de células escamosas de la piel. En algunas
modalidades, el cancer es un carcinoma de células escamosas esofagicas. En algunas modalidades, el cancer es un
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello. En algunas modalidades, el cancer es un carcinoma de células
escamosas de pulmon.

El CM se escinde especificamente por una enzima a una velocidad de aproximadamente 0,001-1500 x 10* M'S" o al
menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 500, 750, 1000,
1250, 0 1500 x 10* M-S,

Para la escision especifica por una enzima, se establece el contacto entre la enzima y el CM. Cuando el anticuerpo
activable multiespecifico que comprende al menos un primer AB acoplado a un MM y un CM esta en presencia de una
diana y suficiente actividad de la enzima, el CM puede escindirse. La actividad enzimatica suficiente puede referirse a la
capacidad de la enzima para entrar en contacto con el CM y efectuar la escision. Puede facilmente imaginarse que una
enzima puede estar en las proximidades del CM pero no puede romperse debido a otros factores celulares o a la
modificaciéon proteinica de la enzima.

Los sustratos ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, sustratos escindibles por una o mas de las siguientes enzimas o
proteasas enumeradas en la Tabla 3:

Tabla 3: Proteasas y/o enzimas ilustrativas
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ADAMS, ADAMS, por|Cisteina proteinasas, por|Serina proteasas, por ejemplo.,
ejemplo, ejemplo,
ADAMS Cruzipaina proteina C activada
ADAM9 Legumaina Catepsina A
ADAM10 Otubaina 2 Catepsina G
ADAM12 Chimasa
ADAM15 KLKs, por ejemplo, proteasas del factor de |la
coagulacion
ADAM17/TACE KLK4 (por ejemplo, FVlla, FIXa, FXa,
FXla,
ADAMDEC1 KLK5 FXlla)
ADAMTSH1 KLK6 Elastasa
ADAMTS4 KLK7 Granzima B
ADAMTS5 KLK8 Guanidinobenzoatasa
KLK10 HtrA1
Aspartato  proteasas, por |KLK11 Elastasa de neutréfilos humanos
ejemplo,
BACE KLK13 Lactoferrina
Renina KLK14 Marapsina
NS3/4A
Aspartico catepsinas, por|Metalo proteinasas, por|PACE4
ejemplo., ejemplo.,
Catepsina D Meprina Plasmina
Catepsina E Neprilisina PSA
PSMA tPA
Caspasas, por ejemplo, BMP-1 Trombina
Caspasa 1 Triptasa
Caspasa 2 MMPs, por ejemplo, uPA
Caspasa 3 MMP1
Caspasa 4 MMP2 Transmembrana tipo Il
Caspasa 5 MMP3 Serina Proteasas (TTSP), por
ejemplo,
Caspasa 6 MMP7 DESC1
Caspasa 7 MMP8 DPP-4
Caspasa 8 MMP9 FAP
Caspasa 9 MMP10 Hepsina
Caspasa 10 MMP11 Matriptasa 2
Caspasa 14 MMP12 MT-SP1/Matriptasa
MMP13 TMPRSS2
Cisteina  catepsinas, por|MMP14 TMPRSS3
ejemplo,
Catepsina B MMP15 TMPRSS4
Catepsina C MMP16
Catepsina K MMP17
Catepsina L MMP19
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Catepsina S MMP20
Catepsina V/L2 MMP23
Catepsina X/Z/P MMP24
MMP26
MMP27

Por ejemplo, en algunas modalidades, el sustrato es escindible por una o mas de las siguientes enzimas o proteasas:
uPA, legumaina, MT-SP1, ADAM 17, BMP-1, TMPRSS3, TMPRSS4, MMP-9, MMP-12, MMP-13, y/o MMP-14. En algunas
modalidades, la proteasa se selecciona del grupo de uPA, legumaina, y MT-SP1. En algunas modalidades, la proteasa
es una metaloproteinasa de matriz. En algunas modalidades, la proteasa comprende uPA. En algunas modalidades, la
proteasa comprende legumaina. En algunas modalidades, la proteasa comprende MT-SP1.

En algunas modalidades, el CM se selecciona para su uso con una proteasa especifica. En algunas modalidades, el CM
es un sustrato para al menos una proteasa seleccionada del grupo que consiste en una ADAM 17, una BMP-1, una
cisteina proteasa tal como una catepsina, una HirA1, una legumaina, una matriptasa (MT-SP1), una metaloproteasa de
matriz (MMP), una elastasa de neutréfilos, una TMPRSS, tal como TMPRSS3 o TMPRSS4, una trombina y un activador
de plasminogeno de tipo u (UPA, también denominado como uroquinasa).

En algunas modalidades, el CM es un sustrato para un ADAM17. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para un
BMP-1. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para una catepsina. En algunas modalidades, el CM es un sustrato
para una cisteina proteasa. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para un HirA1. En algunas modalidades, el
CM es un sustrato para una legumaina. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para un MT-SP1. En algunas
modalidades, el CM es un sustrato para un MMP. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para una elastasa de
neutréfilos. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para una trombina. En algunas modalidades, el CM es un
sustrato para un TMPRSS. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para TMPRSS3. En algunas modalidades, el
CM es un sustrato para TMPRSSA4. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para uPA.

En algunas modalidades, la entidad escindible se selecciona para su uso con una proteasa especifica, por ejemplo, una
proteasa que se conoce que esta colocalizada con la diana del anticuerpo activable. Por ejemplo, las entidades escindibles
adecuadas para su uso en los anticuerpos activables de la descripcion incluyen la secuencia TGRGPSWYV (sec. con num.
de ident.: 27); SARGPSRW (sec. con num. de ident.: 28); TARGPSFK (sec. con nim. de ident.: 29); LSGRSDNH (sec.
con num. de ident.: 26); GGWHTGRN (sec. con num. de ident.: 30); HTGRSGAL (sec. con nim. de ident.: 31);
PLTGRSGG (sec. con num. de ident.: 32); AARGPAIH (sec. con ndm. de ident.: 33); RGPAFNPM (sec. con num. de
ident.: 34); SSRGPAYL (sec. con num. de ident.: 35); RGPATPIM (sec. con num. de ident.: 36); RGPA (sec. con num. de
ident.: 37); GGQPSGMWGW (sec. con num. de ident.: 38); FPRPLGITGL (sec. con ndm. de ident.: 39); VHMPLGFLGP
(sec. con ndm. de ident.: 40); SPLTGRSG (sec. con num. de ident.: 41); SAGFSLPA (sec. con num. de ident.: 42);
LAPLGLQRR (sec. con num. de ident.: 43); SGGPLGVR (sec. con nim. de ident.: 44); y/o PLGL (sec. con num. de ident.:
45).

En algunas modalidades, el CM es un sustrato para al menos una metaloproteasa de matriz (MMP). Ejemplos de los MMP
incluyen MMP1; MMP2; MMP3; MMP7; MMP8; MMP9; MMP10; MMP11; MMP12; MMP13; MMP14; MMP15; MMP16;
MMP 17; MMP 19; MMP20; MMP23; MMP24; MMP26; y MMP27. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para
MMP9, MMP14, MMP 1, MMP3, MMP13, MMP 17, MMP 11, y MMP 19. En algunas modalidades, el CM es un sustrato
para MMP7. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para MMP9. En algunas modalidades, el CM es un sustrato
para MMP14. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para dos o mas MMP. En algunas modalidades, el CM es
un sustrato para al menos MMP9 y MMP14. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para dos o mas sustratos para
el mismo MMP. En algunas modalidades, el CM es un sustrato para dos o mas sustratos de MMP9. En algunas
modalidades, el CM es un sustrato para dos o mas sustratos de MMP14.

En algunas modalidades, el CM es un sustrato para un MMP e incluye la secuencia ISSGLLSS (sec. con nim. de ident.:
316); QNQALRMA (sec. con num. de ident.: 317); AQNLLGMYV (sec. con num. de ident.: 318); STFPFGMF (sec. con num.
de ident.: 319); PVGYTSSL (sec. con ndm. de ident.: 320); DWLYWPGI (sec. con nim. de ident.: 321); MIAPVAYR (sec.
con num. de ident.: 322); RPSPMWAY (sec. con num. de ident.: 21); WATPRPMR (sec. con num. de ident.: 323);
FRLLDWQW (sec. con num. de ident.: 324); LKAAPRWA (sec. con num. de ident.: 325); GPSHLVLT (sec. con num. de
ident.: 326); LPGGLSPW (sec. con num. de ident.: 327); MGLFSEAG (sec. con num. de ident.: 328); SPLPLRVP (sec.
con num. de ident.: 329); RMHLRSLG (sec. con ndm. de ident.: 330); LAAPLGLL (sec. con ndm. de ident.: 331);
AVGLLAPP (sec. con num. de ident.: 332); LLAPSHRA (sec. con num. de ident.: 333); PAGLWLDP (sec. con nim. de
ident.: 334); y/o ISSGLSS (sec. con num. de ident.: 335).

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion
pueden elaborarse de forma biosintética con el uso de tecnologia de ADN recombinante y expresién en especies
eucarioticas o procariotas. Para los anticuerpos activables multiespecificos, los ADNc que codifican la entidad de
enmascaramiento, la secuencia enlazadora (que puede incluir una entidad escindible (CM) y cadena de anticuerpo
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(pesada o ligera)) se pueden unir en una secuencia 5' a 3' (N- a C-terminal en el producto traducido) para crear el
constructo de acido nucleico, que se expresa como la proteina del anticuerpo activable multiespecifico después de un
proceso de expresion del anticuerpo convencional. En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico puede
producirse semisintéticamente al expresar un anticuerpo CM y después acoplarse quimicamente a la mascara en o cerca
del N terminal de la proteina. En algunas modalidades, el anticuerpo activable multiespecifico puede producirse
expresando un anticuerpo y después acoplarse quimicamente a la mascara y al CM en o cerca del N-terminal de la
proteina de manera que el anticuerpo activable multiespecifico en el estado no escindido tiene la disposicién estructural
de N-terminal al C-terminal de la siguiente manera: MM-CM-AB o AB-CM-MM.

Los enlazadores adecuados para su uso en las composiciones descritas en la presente descripcidon son generalmente los
que proporcionan flexibilidad del AB modificado o los anticuerpos activables multiespecificos para facilitar la inhibicién de
la union de al menos el primer AB a la diana. Tales enlazadores generalmente se denominan enlazadores flexibles. Los
enlazadores adecuados pueden seleccionarse faciimente y pueden ser de cualquier una de las diferentes longitudes, tales
como de 1 aminoacido (por ejemplo, Gly) a 20 aminoacidos, de 2 aminoacidos a 15 aminoacidos, de 3 aminoacidos a 12
aminoacidos, que incluyen 4 aminoacidos a 10 aminoacidos, 5 aminoacidos a 9 aminoacidos, 6 aminoacidos a 8
aminoacidos, o 7 aminoacidos a 8 aminoacidos, y pueden ser 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
0 20 aminoacidos de longitud.

Enlazadores flexibles ilustrativos incluyen polimeros de glicina (G)n, polimeros de glicina-serina (que incluyen, por
ejemplo, (GS)n, (GSGGS)n (sec. con num. de ident.: 18) y (GGGS)n (sec. con num. de ident.: 19), donde n es un ndmero
entero de al menos uno), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina y otros enlazadores flexibles conocidos
en la materia. Los polimeros de glicina-serina son relativamente no estructurados, y por lo tanto pueden ser capaces de
servir como un enlace neutral entre componentes. La glicina permite significativamente mas espacio phi-psi que incluso
la alanina, y estda mucho menos restringido que los residuos con cadenas laterales mas largas (ver Scheraga, Rev.
Computational Chem. 11173-142 (1992)). Enlazadores flexibles ilustrativos incluyen, pero no se limitan a Gly-Gly-Ser-Gly
(sec. con num. de ident.: 20), Gly-Gly-Ser-Gly-Gly (sec. con num. de ident.: 21), Gly-Ser-Gly-Ser-Gly (sec. con nim. de
ident.: 22), Gly-Ser-Gly-Gly-Gly (sec. con num. de ident.: 23), Gly-Gly-Gly-Ser-Gly (sec. con num. de ident.: 24), Gly-Ser-
Ser-Ser-Gly (sec. con num. de ident.: 25), y similares. El experto en la materia reconocera que el disefio de anticuerpos
activables puede incluir enlazadores que son todos o parcialmente flexibles, de modo que el enlazador puede incluir un
enlazador flexible asi como una o mas porciones que confieren una estructura menos flexible para proporcionar una
estructura de anticuerpos activables multiespecificos deseados.

Ademas de los elementos descritos anteriormente, los anticuerpos activables multiespecificos pueden contener elementos
adicionales tales como, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos N- o C-terminal de los anticuerpos activables
multiespecificos. Por ejemplo, los anticuerpos activables multiespecificos pueden incluir una entidad de direccionamiento
para facilitar la administracién a una célula o tejido de interés. Los anticuerpos activables multiespecificos pueden
conjugarse con un agente, tal como un agente terapéutico, un agente antineoplasico, una toxina o fragmento de este, una
entidad detectable o un agente de diagnéstico. Se describen en la presente descripcion ejemplos de agentes.

Los anticuerpos activables multiespecificos pueden incluir ademas cualquiera de los agentes conjugados, enlazadores y
otros componentes descritos en la presente en relaciéon con un anticuerpo multiespecifico de la descripcion, que incluye,
a modo de ejemplo no limitante, cualquiera de los agentes enumerados en la Tabla 4 y/o cualquiera de los enlazadores
enumerados en la Tabla 5 y/o la Tabla 6.

Anticuerpos Multiespecificos Conjugados y Anticuerpos Activables Multiespecificos Conjugados

La descripcion se refiere ademas a los inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo
activable multiespecifico conjugado con un agente citotéxico tal como una toxina (por ejemplo, una toxina
enzimaticamente activa de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de esta), o un is6topo radioactivo
(es decir, un radioconjugado). Los agentes citotoxicos adecuados incluyen, por ejemplo, dolastatinas y sus derivados (por
efemplo, auristatina E, AFP, MMAD, MMAF, MMAE). Por ejemplo, el agente citotoxico es monometilauristatina E (MMAE).
En algunas modalidades, el agente es monometilauristatina D (MMAD). En algunas modalidades, el agente es un agente
seleccionado del grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas modalidades, el agente es una dolastatina. En algunas
modalidades, el agente es una auristatina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es auristatina E o un
derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es monometilauristatina E (MMAE). En algunas modalidades, el
agente es un maitansinoide o derivado de maitansinoide. En algunas modalidades, el agente es DM1 o DM4. En algunas
modalidades, el agente es una duocarmicina o un derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es una
calicheamicina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es una pirrolobenzodiazepina.

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de estas que pueden usarse incluyen la cadena A de la difteria,
fragmentos activos no enlazantes de la toxina de la difteria, cadena A de la exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena A de la ricina, cadena A de la abrina, cadena A de la modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los
tricotecenos. Una variedad de radionuclidos estan disponibles para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los
ejemplos incluyen 2'2Bi, 84Cu, 1291, 131, 131|n, 9mT¢, Y, 186Re, y 897r.
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Los conjugados del anticuerpo y agente citotoxico se preparan con el uso de una variedad de agentes bifuncionales de
acoplamiento de proteina tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol) propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados
bifuncionales de imidoésteres (tal como dimetiladipimidato HCL), ésteres activos (tal como disuccinimidil suberato),
aldehidos (tal como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tal como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de
bis-diazonio (tal como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tal como tolueno 2,6-diisocianato), y
compuestos de fluor bis-activos (tal como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una inmunotoxina de ricina puede
prepararse como se describe en Vitetta y otros, Science 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietileno
triaminapentaacético marcado con carbono 14 (MX-DTPA) es un agente quelante ilustrativo para la conjugacion del
radionucledtido al anticuerpo. (Ver documento de patente nim., WO 94/11026).

La Tabla 4 enumera algunos de los ejemplos de agentes farmacéuticos que pueden emplearse en la invencion descrita
en la presente descripcion, pero de ninguna manera pretende ser una lista exhaustiva.

Tabla 4: Agentes farmacéuticos ilustrativos para la conjugacion

Agentes citotdxicos

Auristatinas Turbostatina

Auristatina E Fenstatinas
Monometilauristatina D (MMAD)
Monometilauristatina E (MMAE)

Desmetilauristatina E (DMAE)

Hidroxifenstatina
Espongistatina 5
Espongistatina 7

Auristatina F Halistatina 1
Monometilauristatina F (MMAF) Halistatina 2
Desmetilauristatina F (DMAF) Halistatina 3

Derivados de auristatina, por ejemplo., amidas Briostatinas modificadas

de esta

Auristatina tiramina Halocomstatinas
Auristatina quinolina Pirrolobenzimidazoles (PBI)
Dolastatinas Cibrostatina 6
Derivados de dolastatina Doxaliform
Dolastatina 16 DmJ

Dolastatina 16 Dpv

Analogos de Antraciclinas

Maitansinoides, por ejemplo DM-1; DM-4

Derivados de Maitansinoides Analogo de cemadotina (CemCH2-SH)

Duocarmicina
Derivados de duocarmicina

Alfa-amanitina
Antraciclinas
Doxorubicina

Daunorubicina

Briostatinas

Camptotecina

Derivados de camptotecina
Camptotecina 7-substituida
10,11-
Difluorometilenodioxicamptotecina

Variante de la toxina A de Pseudomonas
(PE38)

Variante de la toxina A de Pseudomonas (ZZ-
PE38)

ZJ-101
OSW-1

Derivado de 4-nitrobenziloxicarbonilo de O6-
Bencilguanina

Inhibidores de la topoisomerasa
Hemiasterlina

Cefalotaxina

Homoharringtonina

Dimeros de pirrolobenzodiazepina (PBDs)
Pirrolobenzodiazepina funcionales
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Combretastatinas
Debromoaplisiatoxina
Kahalalido-F
Discodermolido
Ecteinascidinas

Antivirales
Aciclovir
Vira A
Simmetrel

Antifingicos
Nistatina

Antineoplasicos adicionales

Adriamicina
Cerubidina
Bleomicina
Alkeran
Velban
Oncovin
Fluorouracilo
Metotrexato
Tiotepa
Bisantreno
Novantrona
Tioguanina
Procarabizina
Citarabina

Antibacterianos
Aminoglicosidos
Estreptomicina
Neomicina
Kanamicina
Amikacina
Gentamicina
Tobramicina
Estreptomicina B
Espectinomicina
Ampicillina
Sulfanilamida
Polimixina
Clorafenicol

ES 2 683 268 T3

Calicheamicinas
Podofilotoxinas
Taxanos
Alcaloides vinca

Reactivos de deteccion de conjugables

Fluoresceina y sus derivados
Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Radiofarmacéuticos

125|

131|

897r

111|n
123|

131|

®mTc
201T|
133Xe
11C
62Cu
18F
%8Ga
13N
150
38K
82RDb
“mTc (Technetio)

Metales pesados
Bario

Oro
Platino

Antimicoplasmales

Tilosina

Espectinomicina
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Los expertos en la materia reconoceran que una gran variedad de entidades posibles pueden acoplarse a los anticuerpos
multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos resultantes de la descripcion. (Ver, por ejemplo, "Conjugate
Vaccines", Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse y R. E. Lewis, Jr (eds), Carger Press, Nueva York,
(1989)).

El acoplamiento puede lograrse mediante cualquier reaccidon quimica que unira a las dos moléculas siempre que el
anticuerpo y la otra entidad retengan sus respectivas actividades. Este enlace puede incluir muchos mecanismos
quimicos, por ejemplo unién covalente, unién por afinidad, intercalacién, union coordinada y complejacion. En algunas
modalidades, la union preferida es, sin embargo, union covalente. La union covalente puede lograrse ya sea mediante
condensacioén directa de cadenas laterales existentes o mediante la incorporacién de moléculas de puentes externos.
Muchos agentes de enlace bivalentes o polivalentes son utiles en el acoplamiento de moléculas de proteina, tales como
los anticuerpos de la presente invencion, a otras moléculas. Por ejemplo, los agentes de acoplamiento representativos
pueden incluir compuestos organicos tales como tioésteres, carbodiimidas, ésteres de succinimida, diisocianatos,
glutaraldehido, diazobencenos y hexametilendiaminas. Esta lista no pretende ser exhaustiva de las diversas clases de
agentes de acoplamiento conocidos en la materia, sino mas bien, es ilustrativa de los agentes de acoplamiento mas
comunes. (Ver Killen y Lindstrom, Jour. Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen y otros, Immunological Reviews 62:185-
216 (1982); y Vitetta y otros, Science 238:1098 (1987).

En algunas modalidades, ademas de las composiciones y métodos proporcionados en la presente descripcion, el
anticuerpo activable conjugado puede modificarse también para la conjugaciéon especifica de sitio a través de las
secuencias de aminoacidos modificadas insertadas o de cualquier otra manera incluidas en la secuencia del anticuerpo
activable. Estas secuencias de aminoacidos modificadas se disefian para permitir la colocaciéon y/o la dosificacion
controlada del agente conjugado dentro de un anticuerpo activable conjugado. Por ejemplo, el anticuerpo activable puede
disefiarse para incluir sustituciones de cisteina en posiciones sobre las cadenas ligeras y pesadas que proporcionan
grupos tiol reactivos y no afectan negativamente el plegamiento y ensamblaje de proteinas, ni alteran la unién al antigeno.
En algunas modalidades, el anticuerpo activable puede disefiarse para incluir o introducir de cualquier otra manera uno o
mas residuos de aminoacidos no naturales dentro del anticuerpo activable para proporcionar sitios adecuados para la
conjugacion. En algunas modalidades, el anticuerpo activable puede modificarse para incluir o de cualquier otra manera
introducir secuencias de péptidos enzimaticamente activables dentro de la secuencia de anticuerpo activable.

Los enlazadores preferidos se describen en la literatura. (Ver, por ejemplo, Ramakrishnan, S. y otros, Cancer Res. 44:201-
208 (1984) que describe el uso de MBS (éster de M-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida). Ver ademas, el documento
de patente de los Estados Unidos num. 5,030,719, que describe el uso del derivado de acetilhidrazida halogenada
acoplado a un anticuerpo por medio de un enlazador oligopeptidico. Enlazadores particularmente adecuados incluyen: (i)
SMPT (4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-pridil-ditio)-tolueno (Pierce Chem. Co., nim. de catalogo. (21558G); (ii)
SPDP (succinimidil-6 [3-(2-piridilditio) propionamido]hexanoato (Pierce Chem. Co., num. de catalogo 21651G); y (iii) Sulfo-
LC-SPDP (sulfosuccinimidil 6 [3-(2-piridilditio)-propianamida] hexanoato (Pierce Chem. Co. nium. de catalogo. 2165-G.
Los enlazadores adicionales incluyen, pero no se limitan a, SMCC, sulfo-SMCC, SPDB o sulfo-SPDB.

Los enlazadores descritos anteriormente contienen componentes que tienen diferentes atributos, lo que conduce asi a
conjugados con diferentes propiedades fisicoquimicas. Ademas, el enlazador SMPT contiene un enlace disulfuro
estéricamente impedido, y puede formar conjugados con la estabilidad aumentada. Los enlaces disulfuro, en general, son
menos estables que otros enlaces debido a que el enlace disulfuro se escinde in vitro, lo que resulta en un conjugado
con menor disponibilidad.

El reactivo hidrocloruro de EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida es util para crear una carboxamida que
comienza con un acido carboxilico y una amina primaria o secundaria. Por lo tanto, EDC puede usarse para unir los
residuos de lisina en un anticuerpo con un acido carboxilico en un enlazador o toxina, o para unir residuos de aspartato o
glutamato en un anticuerpo con una amina en un enlazador o toxina. Dichas reacciones de conjugacion que utilizan EDC
pueden potenciarse mediante la adicion de NHS (N-hidroxisuccinimida) o sulfo-NHS (N-hidroxi-3-oxisulfonilsuccinimida).
La adicion de NHS o sulfo-NHS a dichas reacciones de conjugacion pueden potenciar la velocidad, integridad,
selectividad, y/o reproducibilidad de las reacciones de conjugacion.

En algunas modalidades, los enlazadores son escindibles. En algunas modalidades, los enlazadores son no escindibles.
En algunas modalidades, estan presentes dos o mas enlazadores. Los dos o mas enlazadores son todos iguales, por
efemplo, escindibles o no escindibles, o los dos o0 mas enlazadores son diferentes, por ejemplo, al menos uno escindible
y al menos uno no escindible.

La presente descripcion utiliza diversos métodos para unir agentes a los Ab de los anticuerpos multiespecificos y/o
anticuerpos activables multiespecificos: (a) union a las entidades de carbohidrato del AB, o (b) unién a grupos sulfhidrilo
del AB, o (c) unién a grupos amino del AB, o (d) unién a grupos carboxilato del AB. De acuerdo con la descripcion, los AB
pueden unirse covalentemente a un agente a través de un enlazador intermedio que tiene al menos dos grupos reactivos,
uno para reaccionar con AB y el otro para reaccionar con el agente. El enlazador, que puede incluir cualquier compuesto
organico compatible, puede elegirse de manera que la reaccion con AB (o agente) no afecte adversamente la reactividad
y selectividad de AB. Ademas, la union del enlazador al agente puede no destruir la actividad del agente. Los enlazadores
adecuados para la reaccion con los anticuerpos oxidados o fragmentos de anticuerpos oxidados incluyen los que
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contienen una amina seleccionada del grupo que consiste en grupos de amina primaria, amina secundaria, hidrazina,
hidrazida, hidroxilamina, fenilhidrazina, semicarbazida y tiosemicarbazida. Tales grupos funcionales reactivos pueden
existir como parte de la estructura del enlazador, o pueden introducirse por modificaciéon quimica adecuada de enlazadores
que no contienen tales grupos.

De acuerdo con la presente descripcion, los enlazadores adecuados para la unién a AB reducidas de los anticuerpos
multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos incluyen los que tienen ciertos grupos reactivos capaces de
reaccionar con un grupo sulfhidrilo de un anticuerpo o fragmento reducido. Tales grupos reactivos incluyen, pero no se
limitan a: grupos haloalquilo reactivos (que incluyen, por ejemplo, grupos haloacetilo), grupos p-mercuribenzoato y grupos
capaces de reacciones de adicion de tipo Michael (que incluyen, por ejemplo, maleimidas y grupos del tipo descrito por
Mitra y Lawton, 1979, J. Amer. Chem. Soc. 101: 3097-3110).

De acuerdo con la presente descripcion, los enlazadores adecuados para la uniéon a AB oxidados o reducidos de los
anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos incluyen los que tienen ciertos grupos funcionales
capaces de reaccionar con los grupos amino primarios presentes en los residuos de lisina sin modificar en el AB. Tales
grupos reactivos incluyen, pero no se limitan a, ésteres de NHS carboxilico o carbénico, ésteres de sulfo-NHS carboxilico
o carbodnico, ésteres de 4-nitrofenil carboxilico o carbénico, ésteres de pentafluorofenil carboxilico o carbénico, acil
imidazoles, isocianatos e isotiocianatos.

De acuerdo con la presente descripcion, los enlazadores adecuados para la unién a los AB ni oxidados ni reducidos
incluyen los que tienen ciertos grupos funcionales capaces de reaccionar con los grupos del acido carboxilico presentes
en los residuos de aspartato o glutamato en el AB, que se han activado con reactivos adecuados. Los reactivos de
activacion adecuados incluyen EDC, con o sin NHS o sulfo-NHS afiadido, y otros agentes deshidratantes utilizados para
la formacién de carboxamida. En estos casos, los grupos funcionales presentes en los enlazadores adecuados pueden
incluir aminas primarias y secundarias, hidrazinas, hidroxilaminas e hidrazidas.

El agente puede unirse al enlazador antes o después de que el enlazador esté unido al AB. En ciertas aplicaciones, puede
ser deseable producir primero un intermedio de enlazador-AB en el cual el enlazador esté libre de un agente asociado.
En dependencia de la aplicacion particular, un agente especifico después puede unirse covalentemente al enlazador. En
otras modalidades, el AB se une primero al MM, CM y enlazadores asociados y luego se une al enlazador para fines de
conjugacion.

Enlazadores ramificados: En modalidades especificas, se utilizan enlazadores ramificados que tienen multiples sitios para
la unién de los agentes. Para los enlazadores de multiples sitios, una unidn covalente Unica a un AB puede resultar en un
intermedio AB-enlazador capaz de unir un agente en varios sitios. Los sitios pueden ser grupos aldehido o sulfhidrilo o
cualquier sitio quimico al que puedan unirse los agentes.

Alternativamente, puede lograrse una actividad especifica mas alta (o una relacion mas alta de agentes a AB) mediante
la unién de un enlazador de sitio Unico a una pluralidad de sitios en el AB. Esta pluralidad de sitios puede introducirse en
el AB mediante cualquiera de los dos métodos. Primero, uno puede generar multiples grupos aldehidos y/o grupos
sulfhidrilos en el mismo AB. En segundo lugar, puede unirse a un aldehido o sulfhidrilo del AB un "enlazador ramificado"
que tiene multiples sitios funcionales para su posterior uniéon a los enlazadores. Los sitios funcionales del enlazador
ramificado o del enlazador de multiples sitios pueden ser grupos aldehidos o sulfhidrilos, o pueden ser cualquier sitio
quimico al que pueden unirse los enlazadores. Pueden obtenerse actividades especificas ain mas altas combinando
estos dos enfoques, es decir, unir enlazadores de sitio multiple en varios sitios del AB.

Enlazadores escindibles: Los enlazadores peptidicos que son susceptibles de escisiéon por enzimas del sistema del
complemento, tales como, pero sin limitarse a, uroquinasa, activador del plasminégeno tisular, tripsina, plasmina u otra
enzima que tiene actividad proteolitica pueden usarse en una modalidad de la presente descripcion. De acuerdo con un
método de la presente descripcion, un agente se une a través de un enlazador susceptible de escision por el complemento.

El anticuerpo se selecciona de una clase que puede activar el complemento. El conjugado anticuerpo-agente, por lo tanto,
activa la cascada del complemento y libera el agente en el sitio diana. De acuerdo con otro método de la presente
descripcion, un agente se une a través de un enlazador susceptible de escisidon por enzimas que tienen una actividad
proteolitica tales como una uroquinasa, un activador del plasmindgeno tisular, plasmina o tripsina. Estos enlazadores
escindibles son utiles en anticuerpos activables conjugados que incluyen una toxina extracelular, por ejemplo, a modo de
ejemplo no limitante, cualquiera de las toxinas extracelulares mostradas en la Tabla 4.

Ejemplos no limitantes de secuencias enlazadoras escindibles se proporcionan en la Tabla 5.

Tabla 5: Secuencias ilustrativas de enlace para la conjugacion
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Tipos de secuencias escindibles

Secuencia de aminoacidos

Secuencias escindibles de plasmina
Pro-uroquinasa

TGFB
Plasminégeno
Estafiloquinasa

Secuencias Factor Xa escindibles

PRFKIIGG (sec. con nim. de ident.: 47)

PRFRIIGG (sec. con num. de ident.: 48)
SSRHRRALD (sec. con num. de ident.: 49)
RKSSIIIRMRDVVL (sec. con num. de ident.: 50)
SSSFDKGKYKKGDDA (sec. con num. de ident.: 51)
SSSFDKGKYKRGDDA (sec. con num. de ident.: 52)
IEGR (sec. con nim. de ident.: 53)

IDGR (sec. con num. de ident.: 54)

GGSIDGR (sec. con num. de ident.: 55)

Secuencias escindibles de MMP
Gelatinasa A

PLGLWA (sec. con nim. de ident.: 56)

Secuencias escindibles de colagenasa

Colageno de piel de ternero (cadena a1(l))
Colageno de piel de ternero (cadena a2(l))

Colageno de cartilago bovino (cadena a1(ll))
Colageno de higado humano (cadena a1(lll))

GPQGIAGAQ (sec. con num. de ident.:
57)

GPQGLLGA (sec. con num. de ident.:
58)

GIAGQ (sec. con num. de ident.: 59)
GPLGIAGI (sec. con num. de ident.: 60)

az2M humano

PZP humano

asM de rata

azM de rata

a4l3(2J) de rata

a113(27J) de rata

GPEGLRVG (sec. con num. de ident.:
61)

YGAGLGVV (sec. con num. de ident.:
62)

AGLGVVER (sec. con num. de ident.:
63)

AGLGISST (sec. con num. de ident.: 64)

EPQALAMS (sec. con num. de ident.:
65)

QALAMSAI (sec. con num. de ident.:
66)

AAYHLVSQ (sec. con num. de ident.:
67)

MDAFLESS (sec. con num. de ident.:
68)

ESLPVVAV (sec. con nim. de ident.:
69)

SAPAVESE (sec. con num. de ident.:
70)

Colagenasa de fibroblasto humano (escisiones DVAQFVLT (sec. con ndm. de ident.:

autoliticas)

71)

VAQFVLTE (sec. con ndm. de ident.:
72)

AQFVLTEG (sec. con num. de ident.:
73)

PVQPIGPQ (sec. con num. de ident.:
74)

Ademas, los agentes pueden unirse mediante enlaces disulfuro (por ejemplo, los enlaces disulfuro en una molécula de
cisteina) al AB. Dado que muchos tumores liberan naturalmente altos niveles de glutation (un agente reductor), esto puede
reducir los enlaces disulfuro con la posterior liberacion del agente en el sitio de la administracion. En ciertas modalidades
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especificas, el agente reductor que puede modificar un CM también puede modificaria el enlazador del anticuerpo
activable conjugado.

Espaciadores y elementos escindibles: En aun otra modalidad, puede ser necesario construir el enlazador de manera que
se optimice la separacion entre el agente y el AB del anticuerpo activable. Esto puede lograrse mediante el uso de un
enlazador de la estructura general:

W-(CH2)n-Q

en donde

W es ya sea -NH-CHz- o0 -CHy-;
Q es un aminoacido, péptido; y

n es un numero entero de 0 a 20.

En aun otras modalidades, el enlazador puede comprender un elemento separador y un elemento escindible. El elemento
separador sirve para posicionar el elemento escindible lejos del niucleo del AB de manera que el elemento de escision
sea mas accesible a la enzima responsable de la escision. Ciertos enlazadores ramificados descritos anteriormente
pueden servir como elementos espaciadores.

A lo largo de esta discusion, debe entenderse que la unién del enlazador al agente (o del elemento espaciador al elemento
de escision, o elemento de escision al agente) no necesita ser un modo particular de union o reaccién. Cualquier reaccion
que proporcione un producto de estabilidad adecuada y compatibilidad biologica es aceptable.

Complemento sérico y seleccion de los enlazadores: De acuerdo con un método de la presente descripcion, cuando se
desea la liberacion de un agente, se usa un AB que es un anticuerpo de una clase que puede activar el complemento. El
conjugado resultante conserva tanto la capacidad de unirse al antigeno como la activacién de la cascada del
complemento. Por lo tanto, de acuerdo con esta modalidad de la presente descripcion, un agente se une a un extremo
del enlazador escindible o elemento escindible y el otro extremo del grupo del enlazador se une a un sitio especifico en
el AB. Por ejemplo, si el agente tiene un grupo hidroxi o un grupo amino, puede estar unido al extremo carboxi de un
péptido, aminoacido u otro enlazador adecuadamente seleccionado mediante un enlace éster o amida, respectivamente.
Por ejemplo, tales agentes pueden unirse al péptido enlazador a través de una reacciéon de carbodimida. Si el agente
contiene grupos funcionales que pueden interferir con la unién al enlazador, estos grupos funcionales interferentes pueden
bloquearse antes de la unién y desbloquearse una vez que se produzca el producto conjugado o intermedio. El terminal
opuesto o amino del enlazador se usa luego ya sea directamente o después de una modificacién adicional para unirse a
un AB que es capaz de activar el complemento.

Los enlazadores (o elementos espaciadores de los enlazadores) pueden ser de cualquier longitud deseada, uno de cuyos
extremos puede unirse covalentemente a sitios especificos en el AB del anticuerpo activable. El otro extremo del elemento
enlazador o espaciador puede unirse a un aminoacido o péptido enlazador.

Por lo tanto, cuando estos conjugados se unen al antigeno en presencia del complemento, se escindira el enlace de amida
o éster que une el agente al enlazador, lo que resulta en la liberacién del agente en su forma activa. Estos conjugados,
cuando se administran a un sujeto, lograran la administracion y liberacion del agente en el sitio diana, y son
particularmente eficaces para la administracion in vivo de agentes farmacéuticos, antibiéticos, antimetabolitos, agentes
antiproliferativos y similares, tal como se presentan, pero no limitados a los de la Tabla 4.

Enlazadores para liberacion sin activacion del complemento: En aun otra solicitud de administracion dirigida, se desea la
liberacion del agente sin activacion del complemento ya que la activacion de la cascada del complemento finalmente lisara
la célula diana. Por lo tanto, este enfoque es util cuando la administracion y la liberacion del agente deben realizarse sin
destruir a la célula diana. Tal objetivo es cuando se desea la administracion de mediadores celulares tales como
hormonas, enzimas, corticosteroides, neurotransmisores, genes o enzimas a las células diana. Estos conjugados pueden
prepararse uniendo el agente a un AB que no es capaz de activar el complemento a través de un enlazador que es
ligeramente susceptible a la escision por proteasas séricas. Cuando este conjugado se administra a un individuo, se
formaran complejos antigeno-anticuerpo rapidamente, mientras que la escision del agente se producira lentamente, dando
como resultado asi a la liberacion del compuesto en el sitio diana.

Agentes bioquimicos de reticulacién: En otras modalidades, el anticuerpo activable puede conjugarse con uno o mas
agentes terapéuticos mediante el uso de ciertos agentes bioquimicos de reticulacion. Los reactivos de reticulacion forman
puentes moleculares que unen grupos funcionales de dos moléculas diferentes. Para unir dos proteinas diferentes de
manera escalonada, pueden usarse agentes reticuladores heterobifuncionales que eliminan la formacion de
homopolimeros no deseados.

Los enlazadores de peptidilo escindibles por las proteasas lisosémicas también son utiles, por ejemplo, Val-Cit, Val-Ala u
otros dipéptidos. Ademas, pueden usarse enlazadores labiles a acidos escindibles en el entorno de pH bajo del lisosoma,
por ejemplo: éter bis sialilo. Otros enlazadores adecuados incluyen sustratos labiles a la catepsina, particularmente
aquellos que muestran una funcién éptima a un pH acido.
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Los agentes reticuladores heterobifuncionales ilustrativos se enumeran en la Tabla 6.

Tabla 6: Agentes reticuladores heterobifuncionales ilustrativos

Agentes reticuladores heterobifuncionales

Enlazador Reactivo a

Ventajas y aplicaciones

Longitud del brazo
espaciador después de la
reticulacion (Angstroms)

SMPT Aminas primarias

Aminas primarias
SPDP sulfhidrilos

Aminas primarias
LC-SPDP  sulfhidrilos

Sulfo-LC-  Aminas primarias

SPDP sulfhidrilos
Aminas primarias

SMCC sulfhidrilos
Sulfhidrilos

Sulfo-

SMCC Aminas primarias
Sulfhidrilos

MBS Aminas primarias
Sulfhidrilos

Sulfo-MBS Aminas primarias

Aminas primarias
SIAB sulfhidrilos

Aminas primarias
Sulfo-SIAB  sulfidrilos

Aminas primarias
SMPB sulfhidrilos

Aminas primarias
Sulfo-SMPB sulfhidrilos

EDE/Sulfo- Aminas primarias

NHS sulfhidrilos
Grupos carboxilos
ABH de carbohidratos
No selectivo

Mayor estabilidad

Tiolacion
Brazo espaciador extendido
del agente reticulador
escindible

Brazo espaciador extensor

Maleimida reactiva estable e
hidrosoluble

grupo conjugacion enzima-
anticuerpo

Conjugacion de  proteina
portador de hapteno con
maleimida reactiva estable

grupo hidrosoluble

Conjugacion enzima-
anticuerpo
Conjugacion enzima-
anticuerpo

Conjugacion proteina portador
de hapteno

Hidrosoluble

Conjugacion enzima-
anticuerpo

Hidrosoluble

Brazo espaciador extendido

Conjugacion enzima
anticuerpo con brazo
espaciador extendido

Conjugacion portador-hapteno
hidrosoluble

Reacciona con grupos de
azucar

11,2 A

6,8 A

15,6 A
15,6 A

11,6 A

11,6 A

9,9A

9,9A
10,6 A
10,6 A

14,5 A

14,5 A

11,9A

Enlazadores no escindibles o unién directa: En aun otras modalidades de la descripcion, el conjugado puede disefiarse
de manera que el agente se administre a la diana pero no se libere. Esto puede lograrse uniendo un agente a un AB

directamente o mediante un enlazador no escindible.

Estos enlazadores no escindibles pueden incluir aminoacidos, péptidos, D-aminoacidos u otros compuestos organicos
que pueden modificarse para incluir grupos funcionales que pueden utilizarse posteriormente en la uniéon a AB por los

métodos descritos en la presente. Una formula general para tal enlazador organico puede ser

W-(CH2)n-Q
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en donde

W es ya sea --NH--CHaz-- 0 --CHz--;
Q es un aminoacido, péptido; y

n es un numero entero de 0 a 20.

Conjugados no escindibles: Alternativamente, un compuesto puede unirse a los AB que no activan el complemento.
Cuando se usan los AB que son incapaces de la activacion del complemento, esta unién puede lograrse mediante el uso
de enlazadores que son susceptibles a la escision por el complemento activado o mediante el uso de enlazadores que no
son susceptibles a la escision por el complemento activado.

Los anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden formularse ademas como inmunoliposomas. Los liposomas
que contienen el anticuerpo se preparan mediante métodos conocidos en la materia, tales como los descritos en Epstein
y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang y otros, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y Patente
de los Estados Unidos Nums. 4,485,045 y 4,544,545. Los liposomas con un tiempo de circulaciéon mejorado se describen
en la Patente de los Estados Unidos nim. 5,013,556.

Particularmente, los liposomas utiles pueden generarse por el método de evaporacion de fase inversa con una
composicion de lipidos que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE).
Los liposomas son extrudidos a través de filtros de tamafio de poro definido para producir liposomas con el diametro
deseado. Los fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente descripcion pueden conjugarse a los liposomas como se
describe en Martin y otros, J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) a través de una reaccion de intercambio de disulfuro.

Anticuerpos activables multiespecificos que tienen entidades estéricas no enlazantes o parejas de union para entidades
estéricas no enlazantes

La descripcidon proporciona ademas anticuerpos activables multiespecificos que incluyen entidades estéricas no
enlazantes (NB) o parejas de unién (BP) para entidades estéricas no enlazantes, donde la BP recluta o de cualquier otra
manera atrae el NB al anticuerpo activable multiespecifico. Los anticuerpos activables multiespecificos proporcionados
en la presente descripcion incluyen, por ejemplo, un anticuerpo activable multiespecifico que incluye una entidad estérica
no enlazante (NB), un enlazador escindible (CL) y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se
une a una primera diana o epitopo; un anticuerpo activable multiespecifico que incluye una pareja de unién para una
entidad estérica (BP) no enlazante, un CL y un AB1; y un anticuerpo activable multiespecifico que incluye un BP al que
se recluté un NB, un CL y AB1 que se une a una primera diana o epitopo. Los anticuerpos activables multiespecificos en
los que se une covalentemente el NB al CL y AB1 o se asocian por interaccion con una BP que se une covalentemente a
CL y AB1 se denominan en la presente "anticuerpos activables multiespecificos que contienen NB." Por activable o
conmutable se entiende que el anticuerpo activable exhibe un primer nivel de unién a una diana cuando el anticuerpo
activable esta en un estado de inhibicion, enmascaramiento o no escindible (es decir., una primera conformacion) y un
segundo nivel de unioén a la diana cuando el anticuerpo activable esta en un estado de no inhibicién, desenmascarado y/o
escindible (es decir., una segunda conformacion, es decir., una segunda conformacion, es decir, anticuerpo activado),
donde el segundo nivel de unién a la diana es mayor que el primer nivel de unién a la diana. Las composiciones de
anticuerpos activables multiespecificos pueden exhibir una biodisponibilidad aumentada y una biodistribucion mas
favorable en comparacion con los agentes terapéuticos de anticuerpos convencionales.

En algunas modalidades, los anticuerpos activables multiespecificos proporcionan toxicidad reducida y/o efectos
secundarios adversos que de cualquier otra manera pueden resultar de la unién del anticuerpo activable multiespecifico
en sitios sin tratamiento y/o sitios no diagndsticos si el anticuerpo multiespecifico activable no fuera enmascarado o de
cualquier otra manera inhibido de unirse a dicho sitio.

En una modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico incluye una entidad estérica no enlazante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, en donde el NB es un polipéptido que no se une especificamente al AB1; el CL es un polipéptido
que incluye un sustrato (S) para una enzima; el CL esta posicionado de manera que en un estado no escindido, el NB
interfiere con la unién del AB1 a su diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del AB 1 a su diana; y
el NB no inhibe la escision de CL por la enzima. Como se usa en la presente descripcion y a lo largo del documento, el
término polipéptido se refiere a cualquier polipéptido que incluye al menos dos residuos de aminoacidos, incluyendo
polipéptidos mas grandes, proteinas de longitud completa y fragmentos de estos, y el término polipéptido no se limita a
polipéptidos de cadena sencilla y puede incluir polipéptidos de multiples unidades, por ejemplo, polipéptidos multicadenas.
En los casos en que el polipéptido es de una longitud mas corta, por ejemplo, menos de 50 aminoacidos totales, los
términos péptido y polipéptido se usan indistintamente en la presente descripcion, y en los casos en que el polipéptido es
de una longitud mas larga, por ejemplo, 50 aminoacidos o mas, los términos polipéptido y proteina se usan de forma
intercambiable en la presente descripcion.

En una modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico incluye una entidad estérica no enlazante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, en donde (i) el NB incluye un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) CL es un
polipéptido de hasta 50 aminoacidos de longitud que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esta posicionado
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de manera que en un estado no escindido, el NB interfiere con la unién del AB1 a su diana y en un estado escindido, el
NB no interfiere con la unién del AB1 a su diana; y (iv) el NB no inhibe la escision del CL por la enzima. Por ejemplo, el
CL tiene una longitud de hasta 15 aminoacidos, una longitud de hasta 20 aminoacidos, una longitud de hasta 25
aminoacidos, una longitud de hasta 30 aminoacidos, una longitud de hasta 35 aminoacidos, una longitud de hasta 40
aminoacidos, una longitud de hasta 45 aminoacidos, una longitud de hasta 50 aminoacidos, una longitud en el intervalo
de 10-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 15-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 20-50
aminoacidos, una longitud en el intervalo de 25-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 30-50 aminoacidos, una
longitud en el intervalo de 35-50 aminoacidos , una longitud en el intervalo de 40-50 aminoacidos, una longitud en el
intervalo de 45-50 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 10-40 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 15-40
aminoacidos, una longitud en el intervalo de 20-40 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 25-40 aminoacidos, una
longitud en el intervalo de 30-40 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 35-40 aminoacidos, una longitud en el
intervalo de 10-30 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 15-30 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 20-30
aminoacidos, una longitud en el intervalo de 25-30 aminoacidos, una longitud en el intervalo de 10-20 aminoacidos, o una
longitud en el intervalo de 10-15 aminoacidos.

En una modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico incluye una entidad estérica no enlazante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, en donde (i) el NB incluye un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esta posicionado de manera que en un estado no
escindido, el NB interfiere con la unién del AB1 a su diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del
AB1 a su diana; (iv) el NB no inhibe la escision del CL por la enzima; y (v) al menos una parte del anticuerpo activable
multiespecifico tiene la disposicion estructural desde el extremo N al extremo C de la siguiente manera en el estado no
escindido: NB-CL-AB1 o AB1-CL-NB.

En una modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico incluye una entidad estérica no enlazante (NB); un enlazador
escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una
primera diana o epitopo, en donde (i) el NB incluye un polipéptido que no se une especificamente al AB1; (ii) el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (iii) el CL esta posicionado de manera que en un estado no
cortado, el NB interfiere con la unién del AB1 a su diana y, en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del AB
1 a su diana, y en el que el NB en el anticuerpo activable no escindible reduce la capacidad del AB 1 para unirse a su
diana en al menos un 50%, por ejemplo, en al menos un 60%, en al menos un 70%, en al menos un 75%, en al menos
un 80%, en al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al
menos el 99%, al menos el 100% con respecto al capacidad del AB1 escindible para unirse a su diana; y (iv) el NB no
inhibe la escision del CL por la enzima. La reduccioén en la capacidad del AB para unirse a su objetivo se determina, por
ejemplo, mediante el uso de un ensayo como se describe en la presente descripcion o un ensayo de desplazamiento de
diana in vitro tal como, por ejemplo, el ensayo descrito en los documentos de las publicaciones PCT nums. WO
2009/025846 y WO 2010/081173.

En una modalidad, el anticuerpo activable multiespecifico incluye una pareja de unién (BP) para una entidad estérica no
enlazante (NB); un enlazador escindible (CL); y al menos un primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (AB1) que se
une especificamente a una primera diana y/o epitopo, en donde el BP es un polipéptido que se une al NB cuando se
expone a este; el NB no se une especificamente al AB1; el CL es un polipéptido que incluye un sustrato (S) para una
enzima; el CL esta posicionado de manera que en un estado no escindido en la presencia del NB, el NB interfiere con la
union del AB a la diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la unién del AB a la diana y el BP no interfiere
con la union del AB a la diana; y el NB y el BP no inhiben la escision de CL por la enzima. En algunos ejemplos de esta
modalidad, el BP del anticuerpo activable se une opcionalmente a NB. En una modalidad, el NB se recluta por el BP del
anticuerpo activable in vivo.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico se formula como una composicion. En algunas de estas modalidades, la composicion incluye
ademas el NB, donde el NB se coformula con el anticuerpo activable multiespecifico que incluye el BP, el CL y el AB. En
algunos ejemplos de esta modalidad, el BP se selecciona del grupo que consiste en un péptido de union a la albumina,
un péptido de union al fibrindégeno, un péptido de union a la fibronectina, un péptido de unién a la hemoglobina, un péptido
de unidn a la transferrina, un péptido de unién al dominio de la inmunoglobulina y otros péptidos de unién a proteinas
séricas.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el NB es una
proteina globular soluble. En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables
multiespecificos, el NB es una proteina que circula en el torrente sanguineo. En algunos ejemplos de cualquiera de estas
modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el NB se selecciona del grupo que consiste en albumina,
fibrinbgeno, fibronectina, hemoglobina, transferrina, un dominio de la inmunoglobulina y otras proteinas séricas.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una proteasa. En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de
anticuerpos activables multiespecificos, la proteasa se colocaliza con su diana en un tejido, y la proteasa escinde el CL
en el anticuerpo activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico se expone a la proteasa. En
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algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el CL es un polipéptido
de hasta 50 aminoacidos de longitud. En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables
multiespecificos, el CL es un polipéptido que incluye un sustrato (S) que tiene una longitud de hasta 15 aminoacidos, por
efemplo, 3 aminoacidos de longitud, 4 aminoacidos de longitud, 5 aminoacidos de longitud, 6 aminoacidos de longitud, 7
aminoacidos de longitud, 8 aminoacidos de longitud, 9 aminoacidos de longitud, 10 aminoacidos de longitud, 11
aminoacidos de longitud, 12 aminoacidos de longitud, 13 aminoacidos de longitud, 14 aminoacidos de longitud, o 15
aminoacidos de longitud.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpo activable al menos una porcion del anticuerpo
activable multiespecifico tiene la disposicion estructural desde el extremo N hasta el extremo C como sigue en el estado
no escindido: NB-CL-AB, AB-CL-NB, BP-CL-AB o AB-CL-BP. En modalidades donde el anticuerpo activable
multiespecifico incluye un BP y el anticuerpo activable multiespecifico esta en presencia del NB correspondiente, al menos
una porcién del anticuerpo activable multiespecifico tiene la disposicion estructural desde el extremo N hasta el extremo
C como sigue en el estado no escindido: NB:BP-CM-AB o AB-CM-BP:NB, donde ":" representa una interaccion, por
efemplo, union, entre el NB y BP.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico incluye un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este que se une especificamente a
su diana y es un anticuerpo monoclonal, anticuerpo de dominio, cadena sencilla, fragmento Fab, un fragmento F(ab');, un
scFv, un scab, un dAb, un anticuerpo de cadena pesada de un dominio simple, y un anticuerpo de cadena ligera de un
dominio simple. En algunas modalidades, dicho anticuerpo o fragmento inmunolégicamente activo de este que se une a
su diana es un anticuerpo monoclonal murino, quimérico, humanizado o completamente humano.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico también incluye un agente conjugado al AB. En algunas modalidades, el agente es un agente
terapéutico. En algunas modalidades, el agente es un agente antineoplasico. En algunas modalidades, el agente es una
toxina o fragmento de esta. En algunas modalidades, el agente se conjuga con el AB a través de un enlazador. En algunas
modalidades, el enlazador es un enlazador escindible. En algunas modalidades, el agente es un agente seleccionado del
grupo enumerado en la Tabla 4. En algunas modalidades, el agente es una dolastatina. En algunas modalidades, el
agente es una auristatina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es auristatina E o un derivado de esta.
En algunas modalidades, el agente es monometilauristatina E (MMAE). En algunas modalidades, el agente es
monometilauristatina D (MMAD). En algunas modalidades, el agente es un maitansinoide o derivado de maitansinoide.
En algunas modalidades, el agente es DM1 o DM4. En algunas modalidades, el agente es una duocarmicina o un derivado
de esta. En algunas modalidades, el agente es una calicheamicina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente
es una pirrolobenzodiazepina.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico incluye también una entidad detectable. En algunas modalidades, la entidad detectable es un
agente de diagnostico.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico incluye también un espaciador. En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de
anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo activable multiespecifico incluye también un péptido sefial. En
algunas modalidades, el péptido sefial se conjuga con el anticuerpo activable multiespecifico a través de un espaciador.
En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el espaciador se
une directamente al MM del anticuerpo activable multiespecifico.

En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es mas larga que la del
anticuerpo multiespecifico correspondiente; por ejemplo, el pK del anticuerpo activable multiespecifico es mas largo que
el del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es similar a la del anticuerpo multiespecifico correspondiente. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 15 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 dias cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 11 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es de al menos 10 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media
vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 9 dias cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 8 dias cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 7 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo
activable multiespecifico es de al menos 6 dias cuando se administra a un organismo. En algunos ejemplos de cualquiera
de estas modalidades de anticuerpo activable multiespecifico, la media vida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 5 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en
suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 4 dias cuando se administra a un organismo. En algunas
modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 3 dias cuando se administra
a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
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2 dias cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 24 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida
en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 20 horas cuando se administra a un organismo. En
algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 18 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 16 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 14 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 12 horas cuando se
administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es
de al menos 10 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del
anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 8 horas cuando se administra a un organismo. En algunas
modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos 6 horas cuando se administra
a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable multiespecifico es de al menos
4 horas cuando se administra a un organismo. En algunas modalidades, la media vida en suero del anticuerpo activable
multiespecifico es de al menos 3 horas cuando se administra a un organismo.

La descripcion proporciona ademas una molécula de acido nucleico aislada que codifica cualquiera de estos anticuerpos
activables multiespecificos, asi como los vectores que incluyen estas secuencias de acido nucleico aisladas. La
descripcion proporciona los métodos para producir un anticuerpo activable multiespecifico cultivando una célula en
condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable multiespecifico, en donde la célula comprende una
molécula de acido nucleico de ese tipo. En algunas modalidades, la célula comprende un vector de ese tipo.

La constante de disociacion (Kg) del anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es mayor que la
Kg del AB hacia la diana cuando no esta asociada con el NB o NB:BP. La constante de disociacion (Kq) del anticuerpo
activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es mayor que la Ky del AB parental hacia la diana. Por ejemplo,
la K4 del anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1000, 2500, 5000, 10 000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 5 000 000, 10 000 000, 50 000 000 o mayor, o entre 5-
10, 10-100, 10-1000, 10-10 000, 10-100 000, 10-1 000 000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-10 000, 100-100 000, 100-1
000 000, 100-10 000 000, 1000-10 000, 1000-100 000, 1000-1 000 000, 1000-10 000 000, 10 000-100 000, 10 000-1 000
000, 10 000-10 000 000, 100 000-1 000 000, o 100 000-10 000 000 veces mayor que la Ky del AB no cuando no se asocia
con el NB o NB:BP o la K4 del AB parental hacia la diana. Por el contrario, la afinidad de unién del anticuerpo activable
multiespecifico que contiene NB hacia la diana es menor que la afinidad de unién del AB cuando no se asocia con el NB
o NB:BP o menor que la afinidad de union del AB parental hacia la diana. Por ejempilo, la afinidad de union del anticuerpo
activable multiespecifico que contiene NB hacia la diana es al menos 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10
000, 50 000, 100 000, 500 000, 1 000 000, 5 000 000, 10 000 000, 50 000 000 o mayor, o entre 5-10, 10-100, 10-1000,
10-10 000, 10-100 000, 10-1 000 000, 10-10 000 000, 100-1000, 100-10 000, 100-100 000, 100-1 000 000, 100-10 000
000, 1000-10 000, 1,000-100 000, 1000-1 000 000, 1000-10 000 000, 10 000-100 000, 10 000-1 000 000, 10 000-10 000
000, 100 000-1 000 000, o 100 000-10 000 000 veces menor que la afinidad de unién del AB no cuando no se asocia con
el NB o NB:BP o menor la afinidad de unién del AB parental hacia la diana.

Cuando el anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana, se reduce o inhibe la unién
especifica del AB a su diana, en comparacién con la unién especifica del AB cuando no esta asociado con el NB o NB:BP.
Cuando el anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana, la unién especifica del AB
a su diana se reduce o se inhibe, en comparacién con la unién especifica del AB parental a su diana. Cuando se compara
con la unién del AB no asociada con un NB o NB:BP o la unién del AB parental a su diana, la capacidad del anticuerpo
activable multiespecifico que contiene NB para unirse a su diana se reduce, por ejemplo, en al menos 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso 100% para al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48,
60, 72, 84 0 96 horas o0 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 0 180 dias, 01, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 meses o mas
cuando se mide in vitro y/o in vivo.

Cuando el anticuerpo activable multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana pero no en presencia de
un agente modificador (por ejemplo, una proteasa u otra enzima), se reduce o inhibe la unién especifica del AB a su diana,
en comparacioén con la unién especifica del AB cuando no se asocia con el NB o NB:BP. Cuando el anticuerpo activable
multiespecifico que contiene NB esta en presencia de su diana pero no en presencia de un agente modificador (por
ejemplo, una proteasa, otra enzima, agente de reduccion, o luz), la unién especifica del AB a su diana se reduce o inhibe,
en comparacion con la unién especifica del AB parental a su diana. Cuando se compara con la unién del AB no asociada
con un NB o NB:BP o la unién del AB parental a su diana, la capacidad del anticuerpo activable multiespecifico que
contiene NB para unirse a su diana se reduce, por ejemplo, en al menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso 100% para al menos 2, 4, 6, 8, 12, 28, 24, 30, 36, 48, 60, 72, 84 0 96 horas o 5, 10,
15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 0 180 dias,0 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 0 12 meses o mas cuando se mide in vitro y/o in
vivo.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, el anticuerpo
activable multiespecifico incluye ademas un agente conjugado al AB para producir un conjugado de anticuerpo activable
multiespecifico. En algunas modalidades del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el agente es un agente
terapéutico. En algunas modalidades, el agente es un agente de diagnostico. En algunas modalidades, el agente es un
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marcador detectable. En algunas modalidades del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el agente es un
agente antineoplasico. En algunas modalidades del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el agente es una
toxina o fragmento de esta. En algunas modalidades del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico, el agente se
conjuga al AB a través de un enlazador. En algunas modalidades del conjugado de anticuerpo activable multiespecifico,
el enlazador es un enlazador escindible. En algunas modalidades, el agente es un agente seleccionado del grupo
enumerado en la Tabla 4. En algunas modalidades, el agente es una dolastatina. En algunas modalidades, el agente es
una auristatina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es auristatina E o un derivado de esta. En algunas
modalidades, el agente es monometilauristatina E (MMAE). En algunas modalidades, el agente es monometilauristatina
D (MMAD). En algunas modalidades, el agente es un maitansinoide o derivado de maitansinoide. En algunas modalidades,
el agente es DM1 o DM4. En algunas modalidades, el agente es una duocarmicina o un derivado de esta. En algunas
modalidades, el agente es una calicheamicina o derivado de esta. En algunas modalidades, el agente es una
pirrolobenzodiazepina.

En algunos ejemplos de cualquiera de estas modalidades de anticuerpos activables multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos son anticuerpos activables multiespecificos de unién a doble diana. Tales anticuerpos
activables multiespecificos de unién a doble diana contienen dos Ab que pueden unirse a las mismas o diferentes dianas.
En modalidades especificas, los anticuerpos activables multiespecificos de doble diana contienen anticuerpos
biespecificos o fragmentos de anticuerpos.

Los anticuerpos activables multiespecificos de unién a doble diana se disefian para tener un CL escindido por un agente
escindible que se localiza en un tejido diana con una o ambas dianas capaces de unirse a los AB de los anticuerpos
activables multiespecificos. Pueden disefarse anticuerpos activables multiespecificos de unién a doble diana con mas de
un AB a las mismas o diferentes dianas para tener mas de un CL, en donde el primer CL es escindible por un agente de
escision en un primer tejido diana y en donde el segundo CL es escindible por un agente de escisién en un segundo tejido
diana, con una o mas de las dianas que se unen a los AB de los anticuerpos activables multiespecificos. En una modalidad,
los tejidos diana primero y segundo estan espacialmente separados, por ejemplo, en sitios diferentes en el organismo. En
una modalidad, el primer y segundo tejidos diana son el mismo tejido temporalmente separado, por ejemplo, el mismo
tejido en dos intervalos de tiempo diferentes, por ejemplo, el primer intervalo de tiempo es cuando el tejido es un tumor
en etapa temprana, y el segundo intervalo es cuando el tejido es un tumor de etapa tardia.

La descripcion proporciona ademas moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos activables multiespecificos
descritos en la presente descripcion. La descripcion proporciona ademas vectores que incluyen estos acidos nucleicos.
Los anticuerpos activables multiespecificos descritos en la presente descripcion se producen cultivando una célula en
condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable multiespecifico, en donde la célula incluye estas
moléculas o vectores de acido nucleico.

La descripcidon proporciona ademas los métodos de fabricacién de anticuerpos activables multiespecificos. En una
modalidad, el método incluye las etapas de (a) cultivar una célula que incluye un constructo de acido nucleico que codifica
el anticuerpo activable multiespecifico en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable
multiespecifico, en donde el anticuerpo activable multiespecifico incluye (i) una entidad estérica no enlazante (NB); (ii) un
enlazador escindible (CL); y (iii) un anticuerpo o un fragmento de unién al antigeno de este (AB) que se une
especificamente a una diana, en donde (1) el NB no se une especificamente al AB; (2) el CL es un polipéptido que incluye
un sustrato (S) para una enzima; (3) el CL se posiciona de manera que en un estado no escindido, el NB interfiere con la
union del AB a la diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la union del AB a la diana; y (4) el NB no inhibe
la escision del CL por la enzima; y (b) recuperar el anticuerpo activable multiespecifico.

En otra modalidad, el método incluye las etapas de (a) cultivar una célula que incluye un constructo de acido nucleico que
codifica el anticuerpo activable multiespecifico en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable
multiespecifico, en donde el anticuerpo activable multiespecifico incluye (i) una pareja de union (BP) para una entidad
estérica no enlazante (NB); (ii) un enlazador escindible (CL); y (iii) un anticuerpo o un fragmento de unioén al antigeno de
este (AB) que se une especificamente a una diana, en donde (1) el NB no se une especificamente al AB; (2) el CL es un
polipéptido que incluye un sustrato (S) para una enzima; (3) el CL se posiciona de manera que en un estado no escindido
en la presencia de NB, el NB interfiere con la union del AB a la diana y en un estado escindido, el NB no interfiere con la
union del AB a la diana y el BP no interfiere con la unién del AB a la diana; y (4) el NB y el BP no inhiben la escision del
CL por la enzima; y (b) recuperar el anticuerpo activable multiespecifico. En algunos ejemplos de esta modalidad, el BP
del anticuerpo activable multiespecifico se une al NB.

Uso de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos

Se apreciara que la administracion de entidades terapéuticas de acuerdo con las composiciones y métodos en la presente
descripcion se administraran con portadores, excipientes, y otros agentes adecuados que se incorporan en las
formulaciones para proporcionar transferencia mejorada, administracion, tolerancia, y similares. Puede encontrarse una
multitud de formulaciones apropiadas en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington's
Pharmaceutical Sciences (15ta ed, Mack Publishing Company, Easton, PA (1975)), particularmente Capitulo 87 por Blaug,
Seymour, en el mismo. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, ungientos, jaleas, ceras, aceites,
lipidos, vesiculas (tales como Lipofectin™) que contienen lipido (catiénico o anidnico), conjugados de ADN, pastas de
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absorcion anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de carbocera (polietilenglicoles de varios
pesos moleculares), geles semisolidos, y mezclas semisolidas que contienen carbocera. Cualquiera de las mezclas
anteriores puede ser adecuada en los tratamientos y terapias de acuerdo con la presente descripcion, siempre que el
ingrediente activo en la formulacién no esté inactivado por la formulacion y la formulacién sea fisiolégicamente compatible
y tolerable con la via de administracion. Ver ademas Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for
preclinical guidance." Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. "Lyophilization and development of solid
protein pharmaceuticals." Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000), Charman WN "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-
some emerging concepts." J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell y otros, "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citas en la misma para informacion adicional relacionada
con las formulaciones, excipientes y portadores bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.

En una modalidad, puede usarse un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la
descripcion como agentes terapéuticos. Tales agentes se emplearan generalmente para diagnosticar, pronosticar,
controlar, tratar, aliviar y/o prevenir una enfermedad o patologia en un sujeto. Se lleva a cabo un régimen terapéutico
mediante la identificacion de un sujeto, por ejemplo., un paciente humano u otro mamifero que padece (o en riesgo de
desarrollar) un trastorno con el uso de métodos estandar. Un anticuerpo multiespecifico y/o una preparacion de
anticuerpos activables multiespecificos, por ejemplo en algunas modalidades, uno que tiene alta especificidad y alta
afinidad por sus dos o mas antigenos diana, se administra al sujeto y tendra generalmente un efecto debido a su unién
con las dianas. La administracion del anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico puede abrogar
o inhibir o interferir con la funciéon de sefalizacién de uno o mas de las dianas. La administracion del anticuerpo
multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico puede abrogar o inhibir o interferir con la unién de uno o mas
de las dianas con un ligando endégeno con el que se une naturalmente.

Generalmente, el alivio o el tratamiento de una enfermedad o trastorno implica la disminuciéon de uno o mas sintomas o
problemas médicos asociados con la enfermedad o trastorno. Por ejemplo, en el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente eficaz del farmaco puede realizarse con uno o una combinacioén de los siguientes: reducir el numero de
células de cancer, reducir el tamario del tumor; inhibir (es decir, disminuir en alguna medida y/o detener) la infiltracion de
células cancerigenas en 6rganos periféricos; inhibir la metastasis del tumor; inhibir, en alguna medida, el crecimiento del
tumor, y/o aliviar en alguna medida uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. En algunas modalidades, una
composicion de esta descripcion puede usarse para prevenir la aparicidn o reaparicion de la enfermedad o trastorno en
un sujeto, por ejemplo, un ser humano u otro mamifero, tales como un animal de compafia primate no humano, (por
ejemplo, gato, perro, caballo), animal de granja, animal de trabajo o animal de zooldgico. Los términos sujeto y paciente
se usan de manera intercambiable en la presente descripcion.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la
descripcion se refiere generalmente a la cantidad necesaria para lograr un objetivo terapéutico. Como se indico
anteriormente, esta puede ser una interaccion de union entre el anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico y sus antigenos diana que, en ciertos casos, interfiere con el funcionamiento de las dianas. La cantidad
requerida a administrar dependera ademas de la afinidad de unién del anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo
activable multiespecifico por su antigeno especifico, y también dependera de la velocidad a la que se administra un
anticuerpo multiespecifico y/o se agota un anticuerpo activable multiespecifico del volumen libre del otro sujeto al que se
administra. Los intervalos comunes para la dosificacion terapéuticamente efectiva de un anticuerpo multiespecifico y/o
fragmento de anticuerpo y/o un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcién pueden ser, a modo de ejemplo no
limitante, de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. Las
frecuencias de dosificacion comunes pueden encontrarse en el intervalo, por ejemplo, de dos veces al dia a una vez a la
semana.

La eficacia del tratamiento se determina en asociacion con cualquier método conocido para diagnosticar o tratar el
trastorno en particular. Los métodos para el tamizaje de anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables
multiespecificos que poseen la especificidad deseada incluyen, pero no se limitan al, ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) y otras técnicas inmunoldgicas conocidas en la materia.

En otra modalidad, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o mas dianas
se usan en métodos conocidos en la materia relacionados con la localizacién y/o cuantificacion de las dianas (por ejemplo,
para usar en niveles de mediciéon de una o mas de las dianas dentro de las muestras fisioldégicas apropiadas, para uso en
métodos de diagndstico, para uso en la formacién de imagenes de la proteina, y similares). En una modalidad dada, un
anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o mas dianas, o un derivado,
fragmento, analogo u homoélogo de este, que contiene el dominio de unién al antigeno derivado de anticuerpo, se utilizan
como compuestos farmacolégicamente activos (referencia de aqui en lo adelante como "Terapéutica").

En otra modalidad, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o mas dianas
se usa para aislar una o mas de las dianas mediante técnicas estandar, tales como inmunoafinidad, cromatografia o
inmunoprecipitacion. Un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o mas dianas
(o un fragmento de este) se usan diagnésticamente para controlar los niveles de proteina en tejido como parte de un
procedimiento de prueba clinica, por ejemplo, para determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccion
puede facilitarse acoplando (es decir, enlazando fisicamente) el anticuerpo a una sustancia detectable. Los ejemplos de
sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes,
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materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano
picante, fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados
incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina de fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina;
un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa,
luciferina y aecuorina, y ejemplos de materiales radiactivos adecuados incluyen 25|, 31|, 35S o 3H.

En aun otra modalidad, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico dirigido a dos o mas
dianas puede usarse como un agente para detectar la presencia de una o mas de las dianas (o un fragmento del mismo)
en una muestra. En algunas modalidades, el anticuerpo contiene un marcador detectable. Los anticuerpos son
policlonales, o en algunas modalidades, monoclonales. Se usa un anticuerpo intacto, o un fragmento de este (por ejemplo.,
Fab, SCFv, 0 Faby2). El término "marcado”, con respecto a la sonda o anticuerpo, pretende abarcar el marcaje directo de la
sonda o anticuerpo acoplando (es decir, enlazando fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi
como el marce indirecto de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro reactivo que esta directamente marcado. Los
ejemplos de marcaje indirecto incluyen la deteccion de un anticuerpo primario con el uso de un anticuerpo secundario
marcado fluorescentemente y el marcaje final de un anticuerpo con biotina de manera que pueda detectarse con
estreptavidina fluorescentemente marcada. El término "muestra bioldgica" pretende incluir tejidos, células y fluidos
biolégicos aislados de un sujeto, asi como también tejidos, células y fluidos presentes en un sujeto. Incluido dentro del
uso del término "muestra bioldgica”, por lo tanto, se encuentra la sangre y una fracciéon o componente de la sangre que
incluye suero sanguineo, plasma sanguineo o linfa. Es decir, el método de deteccion de la descripcion puede usarse para
detectar una proteina en una muestra biolégica in vitro asi como in vivo.Por ejemplo, las técnicas in vitro para la deteccion
de una proteina analito incluyen ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), transferencias de membranas
de tipo Western, inmunoprecipitaciones e inmunofluorescencia. Se describen procedimientos para realizar
inmunoensayos, por ejemplo en "ELISA: Theory and Practice: Methods in Molecular Biology", Vol. 42, J. R. Crowther
(Edicion) Human Press, Totowa, NJ, 1995; "Immunoassay", E. Diamandis y T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San
Diego, CA, 1996; y "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam,
1985. Ademas, las técnicas in vivo para la deteccion de una proteina de analito incluyen introducir en un sujeto un
anticuerpo anti-proteina analito marcado. Por ejemplo, el anticuerpo puede marcarse con un marcador radioactivo cuya
presencia y ubicacion en un sujeto pueden detectarse mediante técnicas de imagen estandar.

Los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion son utiles también en una
diversidad de formulaciones profilacticas y de diagndstico. En una modalidad, se administra un anticuerpo multiespecifico
y/o anticuerpo activable multiespecifico a pacientes que estan en riesgo de desarrollar uno o mas de los trastornos
anteriormente mencionados. La predisposicion de un paciente u 6rgano a uno o mas de los trastornos puede determinarse
con el uso de marcadores genotipicos, seroldgicos o bioquimicos.

En otra modalidad de la descripcion, se administra un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico
a individuos humanos diagnosticados con una indicacion clinica asociada con uno o mas de los trastornos anteriormente
mencionados. Tras el diagnéstico, se administra un anticuerpo multiespecifico y/o anticuerpo activable multiespecifico
para mitigar o revertir los efectos de la indicacion clinica.

Los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos son utiles ademas en la deteccion de una o
mas dianas en muestras de pacientes y, por consiguiente, son utiles como diagndstico. Por ejemplo, los anticuerpos
multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos de la descripcidon se usan en ensayos in vitro, por ejemplo,
ELISA, para detectar uno o mas niveles de la diana en una muestra de paciente.

En una modalidad, un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico se inmoviliza sobre un soporte
solido (por ejemplo, el(los) pocillo(s) de una placa de microtitulacion). En una modalidad, un anticuerpo inmovilizado y/o
un anticuerpo activable sirve como un anticuerpo de captura para cualquier diana o dianas que pueda(n) estar presente(s)
en una muestra de prueba. Antes de poner en contacto el anticuerpo multiespecifico inmovilizado y/o el anticuerpo
activable multiespecifico inmovilizado con una muestra de paciente, el soporte sdlido se enjuaga y se trata con un agente
blogueador tal como proteina de leche o albumina para evitar la adsorcion inespecifica del analito.

Posteriormente, los pocillos se tratan con una muestra de prueba sospechosa que contiene el antigeno, o con una solucion
que contiene una cantidad estandar del antigeno. Dicha muestra es, por gjemplo, una muestra de suero de un sujeto del
que se sospecha que tiene niveles de antigeno circulante que se consideran diagnéstico de una patologia. Después de
enjuagar la muestra o estandar de prueba, el soporte sélido se trata con un segundo anticuerpo que estd marcado
detectablemente. El segundo anticuerpo marcado sirve como un anticuerpo de deteccion. Se mide el nivel de marcador
detectable y se determina la concentracion de antigeno(s) diana(s) en la muestra de prueba por comparacion con una
curva estandar desarrollada a partir de las muestras estandar.

Se apreciara que en base a los resultados obtenidos con el uso del anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable
multiespecifico en un ensayo de diagndstico in vitro es posible establecer una enfermedad en un sujeto basandose en los
niveles de expresion del(de los) antigeno(s) diana(s). Para una enfermedad dada, se toman muestras de sangre de los
sujetos diagnosticados en diversas etapas en la progresion de la enfermedad, y/o en diversos momentos del tratamiento
terapéutico de la enfermedad. Con el uso de una poblacién de muestras que proporciona resultados estadisticamente
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significativos para cada etapa de progresion o terapia, se designa un intervalo de concentraciones del antigeno que
pueden considerarse caracteristicas de cada etapa.

Los anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables multiespecificos pueden usarse ademas en métodos de
diagnéstico y/o de formacion de imagenes. En algunas modalidades, dichos métodos son métodos in vitro. En algunas
modalidades, dichos métodos son métodos in vivo. En algunas modalidades, dichos métodos son métodos in situ. En
algunas modalidades, dichos métodos son métodos ex vivo. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos multiespecificos y/o
anticuerpos activables multiespecificos que tienen un CM enzimaticamente escindible para detectar la presencia o
ausencia de una enzima que es capaz de escindir el CM. Tales anticuerpos multiespecificos y/o anticuerpos activables
multiespecificos pueden usarse en diagndsticos, que pueden incluir la deteccion in vivo (por ejemplo, cualitativa o
cuantitativa) de la actividad enzimatica (o, en algunas modalidades, un entorno de potencial de reduccion incrementado
tal como el que puede proporcionar la reduccion de un enlace disulfuro) mediante la acumulacién medida de anticuerpos
activados multiespecificos (es decir, anticuerpos resultantes de la escisién de un anticuerpo activable multiespecifico) en
una célula o tejido dados de un organismo huésped dado. Tal acumulacién de anticuerpos multiespecificos activados
indica no solo que el tejido expresa actividad enzimatica (o un potencial de reduccién incrementado en dependencia de
la naturaleza del CM) sino también que el tejido expresa al menos una diana al que se une el anticuerpo activado.

Por ejemplo, el CM puede seleccionarse para que sea un sustrato de proteasa para una proteasa que se encuentra en el
sitio de un tumor, en el sitio de una infeccion viral o bacteriana en un sitio biolégicamente confinado (por ejemplo, tales
como en un absceso, en un érgano y similares) y similares. Al menos uno de los AB puede ser uno que se une a un
antigeno diana. Con el uso de los métodos familiares para un experto en la materia (por ejemplo, un marcador detectable
(por ejemplo, un marcador fluorescente o marcador radiactivo o radiotrazador) puede conjugarse con un AB u ofra region
de un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable multiespecifico. Los marcadores detectables adecuados se
discuten en el contexto de los métodos de tamizaje anteriores y mas abajo se proporcionan ejemplos especificos
adicionales. Con el uso de al menos un AB especifico para una proteina o péptido del estado de enfermedad, junto con
una proteasa cuya actividad es elevada en la enfermedad de interés, los anticuerpos activables exhibiran una mayor tasa
de unién al tejido de enfermedad en relacién con los tejidos donde la enzima especifica a CM no esta presente a un nivel
detectable o esta presente en un nivel mas bajo que en el tejido enfermo o esta inactiva (por ejemplo, en forma de
zimégeno o en complejo con un inhibidor). Dado que las proteinas pequefas y los péptidos se eliminan rapidamente de
la sangre por el sistema de filtracion renal, y debido a que la enzima especifica para el CM no esta presente a un nivel
detectable (o esta presente en niveles inferiores en tejidos no enfermos o esta presente en conformacion inactiva), la
acumulacion de anticuerpos activados multiespecificos en el tejido enfermo se mejora en relacion con los tejidos no
enfermos.

En otro ejemplo, pueden usarse anticuerpos activables multiespecificos para detectar la presencia o ausencia de un
agente de escision en una muestra. Por ejemplo, cuando los anticuerpos activables multiespecificos contienen un CM
susceptible de escisién por una enzima, los anticuerpos activables multiespecificos pueden usarse para detectar
(cualitativa o cuantitativamente) la presencia de una enzima en la muestra. En otro ejemplo, cuando los anticuerpos
activables multiespecificos contienen un CM susceptible de escision por un agente reductor, los anticuerpos activables
multiespecificos pueden usarse para detectar (cualitativa o cuantitativamente) la presencia de condiciones reductoras en
una muestra. Para facilitar el analisis en estos métodos, los anticuerpos activables multiespecificos se pueden marcar de
forma detectable y se pueden unir a un soporte (por ejemplo, un soporte solido, tales como un portaobjetos o perla). El
marcador detectable puede colocarse en una porcion del anticuerpo activable que no se libera después de la escision,
por ejemplo, el marcador detectable puede ser un marcador fluorescente inactivado u otro marcador que no sea detectable
hasta que se haya producido la escision. El ensayo puede realizarse, por ejemplo, poniendo en contacto los anticuerpos
activables multiespecificos detectablemente marcados e inmovilizados con una muestra sospechosa de contener una
enzima y/o agente reductor durante un tiempo suficiente para que se produzca la escision, luego lavando para eliminar el
exceso de muestra y contaminantes. La presencia o ausencia del agente de escision (por ejemplo, enzima o agente
reductor) en la muestra se evaltia mediante un cambio en la sefial detectable de los anticuerpos activables multiespecificos
antes de contactar con la muestra, por ejemplo, la presencia y/o un aumento en sefial detectable debido a la escision del
anticuerpo activable multiespecifico por el agente de escision en la muestra.

Dichos métodos de deteccién pueden adaptarse para proporcionar también la deteccién de la presencia o ausencia de
una diana que sea capaz de unir al menos un AB de los anticuerpos activables multiespecificos cuando se escinde. Por
lo tanto, los ensayos pueden adaptarse para evaluar la presencia o ausencia de un agente de escision y la presencia o
ausencia de una diana de interés. La presencia o ausencia del agente de escision puede detectarse mediante la presencia
y/o un aumento en el marcador detectable de los anticuerpos activables multiespecificos como se describié anteriormente,
y la presencia o ausencia de la diana puede detectarse mediante la deteccion de un complejo AB diana por ejemplo,
mediante el uso de un anticuerpo anti-diana detectablemente marcado.

Los anticuerpos activables multiespecificos también son utiles en la formacion de imagenes in situ para la validaciéon de
la activacion de anticuerpos activables, por ejemplo, por escision de proteasas, y la unién a una diana en particular. La
formacién de imagenes in situ de imagenes es una técnica que permite la localizacion de la actividad proteolitica y la diana
en muestras bioldgicas tales como cultivos celulares o secciones de tejidos. Con el uso de esta técnica, es posible
confirmar tanto la unién a una diana dada como la actividad proteolitica basandose en la presencia de un marcador
detectable (por ejemplo, un marcador fluorescente).
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Estas técnicas son utiles con cualquier célula congelada o tejido derivado de un sitio de la enfermedad (por ejemplo tejido
tumoral) o tejidos sanos. Estas técnicas son utiles también con células frescas o muestras de tejidos.

En estas técnicas, un anticuerpo activable se marca con un marcador detectable. La etiqueta detectable puede ser un
colorante fluorescente (por ejemplo, un fluoréforo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de rodamina (TRITC),
un marcador Alexa Fluor®), un colorante de infrarrojo cercano (NIR) (por ejemplo, nanocristales de Qdot®), metal coloidal,
un hapteno, un marcador radiactivo, biotina y un reactivo de amplificacion, tales como estreptavidina, o una enzima (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina).

La deteccién del marcador en una muestra que se ha incubado con el anticuerpo activable multiespecifico marcado indica
que la muestra contiene la diana y contiene una proteasa que es especifica para el CM del anticuerpo activable
multiespecifico. En algunas modalidades, la presencia de la proteasa puede confirmarse con el uso de inhibidores de
proteasa de amplio espectro tales como los descritos en la presente descripcion, y/o con el uso de un agente que es
especifico para la proteasa, por ejemplo, un anticuerpo tal como A11, que es especifico para la proteasa matriptasa (MT-
SP1) e inhibe la actividad proteolitica de MT-SP1; ver, por ejemplo, el documento de la publicacién internacional nim.
WO 2010/129609, publicado el 11 de Noviembre de 2010. El mismo enfoque de usar inhibidores de proteasa de amplio
espectro tales como los descritos en la presente descripcion, y/o con el uso de un agente inhibidor mas selectivo puede
usarse para identificar una proteasa o clase de proteasas especificas para el CM del anticuerpo activable. En algunas
modalidades, la presencia de la diana puede confirmarse con el uso de un agente que es especifico para la diana o el
marcador detectable puede competir con una diana sin marcaje. En algunas modalidades, puede usarse anticuerpo
activable no marcado, con deteccidn por un anticuerpo secundario marcado o un sistema de detecciéon mas complejo.

Técnicas similares son Utiles ademas para la obtencién de imagenes in vivo donde la deteccion de la sefial fluorescente
en un sujeto, por ejemplo, un mamifero, incluyendo un ser humano, indica que el sitio de la enfermedad contiene la diana
y contiene una proteasa que es especifica para el CM del anticuerpo activable multiespecifico.

Estas técnicas son utiles ademas en estuches y/o como reactivos para la deteccion, identificacion o caracterizacion de la
actividad de la proteasa en una variedad de células, tejidos y organismos basados en el CM especifico de proteasa en el
anticuerpo activable multiespecifico.

Administracion Terapéutica y Formulaciones de Anticuerpos Multiespecificos y/o Anticuerpos Activables Multiespecificos

Se apreciara que la administracion de entidades terapéuticas de acuerdo con las composiciones y métodos en la presente
descripcion se administraran con portadores, excipientes, y otros agentes adecuados que se incorporan en las
formulaciones para proporcionar transferencia mejorada, administracion, tolerancia, y similares. Puede encontrarse una
multitud de formulaciones apropiadas en el formulario conocido por todos los quimicos farmacéuticos: Remington's
Pharmaceutical Sciences (15ta ed, Mack Publishing Company, Easton, PA (1975)), particularmente Capitulo 87 por Blaug,
Seymour, en el mismo. Estas formulaciones incluyen, por ejemplo, polvos, pastas, ungientos, jaleas, ceras, aceites,
lipidos, vesiculas (tales como Lipofectin™) que contienen lipido (catiénico o anidnico), conjugados de ADN, pastas de
absorcion anhidras, emulsiones de aceite en agua y agua en aceite, emulsiones de carbocera (polietilenglicoles de varios
pesos moleculares), geles semisolidos, y mezclas semisdlidas que contienen carbocera. Cualquiera de las mezclas
anteriores puede ser adecuada en los tratamientos y terapias de acuerdo con la presente descripcion, siempre que el
ingrediente activo en la formulacién no esté inactivado por la formulacion y la formulacion sea fisiologicamente compatible
y tolerable con la via de administracion. Ver ademas Baldrick P. "Pharmaceutical excipient development: the need for
preclinical guidance." Regul. Toxicol Pharmacol. 32(2):210-8 (2000), Wang W. "Lyophilization and development of solid
protein pharmaceuticals." Int. J. Pharm. 203(1-2):1-60 (2000), Charman WN "Lipids, lipophilic drugs, and oral drug delivery-
some emerging concepts." J Pharm Sci.89(8):967-78 (2000), Powell y otros, "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998) y las citas en la misma para informacion adicional relacionada
con las formulaciones, excipientes y portadores bien conocidos por los quimicos farmacéuticos.

En algunas modalidades, los anticuerpos multiespecificos, anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones
anticuerpos activables multiespecificos conjugados se administran junto con uno o mas agentes adicionales o una
combinacion de agentes adicionales. Los agentes adicionales adecuados incluyen terapias farmacéuticas y/o quirurgicas
actuales para una aplicacion pretendida. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables
multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados pueden usarse junto con
un agente quimioterapéutico o antineoplasico adicional. Por ejemplo, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos
activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente
adicional se formulan en una Unica composicion terapéutica, y los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables
multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y agente adicional se
administran simultdneamente. Alternativamente, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables
multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente adicional estan
separados entre si, por ejemplo, cada uno se formula en una composicion terapéutica separada, y los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados y el agente adicional se administran simultaneamente, o los anticuerpos multiespecificos, los
anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el
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agente adicional se administran en diferentes momentos durante un régimen de tratamiento. Por ejemplo, los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados se administran antes de la administracion del agente adicional, los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados se administran después de la administracion del agente adicional, o los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados y el agente adicional se administran de forma alternativa. Como se describe en la presente
descripcion, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de
anticuerpos activables multiespecificos conjugados y el agente adicional se administran en dosis Unicas o en dosis
multiples.

En algunas modalidades, el agente adicional estd acoplado o de cualquier otra manera unido a los anticuerpos
multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos activables
multiespecificos conjugados.

Los agentes adicionales adecuados se seleccionan de acuerdo con el propdsito de la aplicacion prevista (es decir, destruir,
prevencion de la proliferacion celular, terapia hormonal o terapia génica). Tales agentes pueden incluir, pero no se limitan
a, por ejemplo, agentes farmacéuticos, toxinas, fragmentos de toxinas, agentes alquilantes, enzimas, antibidticos,
antimetabolitos, agentes antiproliferativos, hormonas, neurotransmisores, ADN, ARN, ARNip, oligonucleétidos, ARN
antisentido, aptameros, diagndsticos, colorantes radioopacos, isétopos radiactivos, compuestos fluorogénicos,
marcadores magnéticos, nanoparticulas, compuestos marcadores, lectinas, compuestos que alteran la permeabilidad de
la membrana celular, compuestos fotoquimicos, moléculas pequenas, liposomas, micelas, vectores de terapia génica,
vectores virales y similares. Finalmente, pueden usarse combinaciones de agentes o combinaciones de diferentes clases
de agentes.

Los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos activables multiespecificos y/o las composiciones de anticuerpos
activables multiespecificos conjugados de la descripcion (también denominados en la presente descripcion "compuestos
activos"), y derivados, fragmentos, analogos y homologos de estos, pueden incorporarse a composiciones farmacéuticas
adecuadas para administracion. Los principios y consideraciones implicados en la preparacion de tales composiciones,
asi como la orientacion en la eleccion de los componentes, se proporcionan, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical
Sciences: The Science and Practice of Pharmacy, 19na Ed. (Alfonso R. Gennaro, y otros, editors) Mack Pub. Co., Easton,
Pa. : 1995; Drug Absorption Enhancement: Concepts, Possibilities, Limitations, And Trends, Harwood Academic
Publishers, Langhorne, Pa., 1994; y Peptide And Protein Drug Delivery (Advances In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991,
M. Dekker, New York.

Tales composiciones comprenden tipicamente el anticuerpo multiespecifico y/o el anticuerpo activable multiespecifico y
un portador farmacéuticamente aceptable. Cuando un anticuerpo multiespecifico y/o un anticuerpo activable
multiespecifico incluyen un fragmento del dominio AB, puede usarse el fragmento mas pequefio de AB que se une
especificamente al dominio de unién de la proteina diana. Por ejemplo, basado en las secuencias de la region variable de
un anticuerpo, pueden disefiarse moléculas peptidicas que retienen la capacidad del AB para unir la secuencia de la
proteina diana. Tales péptidos pueden sintetizarse quimicamente y/o producirse por tecnologia de ADN recombinante.
(Ver, por ejemplo, Marasco y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1993)).

Como se usa en la presente descripcion, el término "portador farmacéuticamente aceptable" se pretende que incluya
cualquiera y todos los solventes, medio de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antimicéticos, agentes
isotonicos y de retardo de la absorcion, y similares, compatibles con la administracién farmacéutica. Los portadores
adecuados se describen en la edicion mas reciente de Remington's Pharmaceutical Sciences, un texto de referencia
estandar en el campo. Los ejemplos preferidos de tales portadores o diluyentes incluyen, pero no se limitan a, agua,
solucion salina, soluciones de Ringer, solucion de dextrosa, y albumina de suero humano al 5%. Pueden usarse liposomas
y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos. El uso de tales medios y agentes para las sustancias farmacéuticamente
activas es bien conocido en la materia. Excepto en la medida en que cualquiera de los medios o agente convencional sea
incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones.

Las formulaciones que se usan para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se realiza facilmente, mediante la
filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula para ser compatible con su via de administracion prevista. Los
ejemplos de vias de administracién incluyen la administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (es decir, topica), transmucosal y rectal. Las soluciones o
suspensiones que se usan para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tal como acido etilendiaminotetraacético
(EDTA); tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro de
sodio o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tales como acido clorhidrico o hidroxido sédico. La
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preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis multiples hechos de vidrio
o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable pueden incluir dispersiones o soluciones acuosas
estériles (solubles en agua) y polvos estériles para la preparacion extemporanea de dispersiones o soluciones inyectables
estériles. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen soluciéon salina fisiolégica, agua
bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina regulada con fosfato (PBS). En todos los
casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida hasta el punto que sea facilmente inyectable. Debe ser estable
bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la acciéon de la contaminacion de los
microorganismos tales como bacteria y hongos. El portador puede ser un medio de dispersion o solvente que contenga,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), y sus mezclas
adecuadas. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, por medio del uso de un revestimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de dispersion y por medio del uso de
tensioactivos. La prevencion de la accion de los microorganismos puede lograrse por varios agentes antibacterianos y
antimicoticos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir en la composicién agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol,
cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede producirse incluyendo en la
composicion un agente que retarda la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse mediante la incorporacion del compuesto activo en la cantidad
requerida en un disolvente adecuado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido por la esterilizacion con filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un portador estéril que contiene un medio de dispersion basico y otros ingredientes requeridos a
partir de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion son el secado al vacio y liofilizaciéon que producen un polvo del ingrediente activo
mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién estéril de este previamente filtrada.

Las composiciones orales incluyen generalmente un diluyente inerte o un portador comestible. Pueden encerrarse en
capsulas de gelatina o comprimirse en tabletas. Para el propésito de la administracion terapéutica oral, el compuesto
activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de tabletas, trociscos, o capsulas. Las composiciones orales
pueden prepararse ademas mediante el uso de un portador fluido para su uso como un enjuague bucal, en donde el
compuesto en el portador fluido se aplica por via oral. Los agentes de unién farmacéuticamente compatibles, y/o
materiales adyuvantes pueden incluirse como parte de la composicion. Las tabletas, pildoras, capsulas, trociscos y
similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un
aglutinante tales como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tales como almidén o lactosa,
un agente desintegrante tales como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante tales como estearato de
magnesio o esterotes; un agente de deslizamiento tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tales como
sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tales como yerbabuena, salicilato de metilo, o sabor de naranja.

Para la administracion por inhalacién, los compuestos se suministran en la forma de una atomizacién de aerosol a partir
de un dispersador o contenedor presurizado que contiene un propelente adecuado por ejemplo, un gas tal como dioxido
de carbono, o un nebulizador.

La administraciéon sistémica puede ser ademas por medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracion
transmucosal o transdérmica, se usan en la formulaciéon penetrantes adecuados para la barrera que se penetra. Tales
penetrantes son generalmente conocidos en la materia e incluyen, por ejemplo, para administracion transmucosal,
detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. La administracion transmucosal puede lograrse a través del uso
de atomizadores nasales o supositorios. Para la administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en
pomadas, unglentos, geles, o cremas que se conocen generalmente en la materia.

Los compuestos pueden prepararse ademas en la forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorios
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para el suministro rectal.

En una modalidad, los compuestos activos se preparan con portadores que protegeran el compuesto contra la eliminacion
rapida del cuerpo, tal como una formulacion de liberacion controlada, que incluyen sistemas de suministro
microencapsulados e implantes. Pueden usarse polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como etileno y acetato
de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la preparacion
de tales formulaciones seran evidentes para los expertos en la materia.

Por ejemplo, los ingredientes activos pueden encerrarse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de
coacervacion o por polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas), o en
macroemulsiones.
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Las preparaciones de liberacion sostenida pueden prepararse. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, dichas matrices
son en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietilo-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidos
(patente de los Estados Unidos num. 3,773,919), copolimeros de acido L-glutamico y gamma-etil-L-glutamato, acetato de
etileno-vinilo no-degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como el LUPRON DEPOT™.
(microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida), y acido poli-
D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque los polimeros tales como acetato de etileno-vinilo y acido lactico-acido glicélico permiten
la liberacion de las moléculas durante mas de 100 dias, determinados hidrogeles liberan las proteinas durante periodos
de tiempo mas corto.

Los materiales pueden obtenerse ademas comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Las
suspensiones liposémicas (que incluyen liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales para
antigenos virales) pueden usarse ademas como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse de
conformidad con los métodos conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en la Patente de
los Estados Unidos num. 4,522,811.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones orales o parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar la
administracion y uniformidad de la dosis. La forma de dosis unitaria como se usa en la presente descripcion se refiere a
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el sujeto a tratar; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada del compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el portador
farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de dosis unitarias de la invencion se dictan por, y dependen
directamente de, las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se desea, y las
limitaciones inherentes en la materia de la composicion tal como un compuesto activo para el tratamiento de los individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluirse en un contenedor, paquete o dispensador junto con instrucciones para
su administracion.

La formulacion de la presente descripcion puede contener ademas mas de un ingrediente activo seguin sea necesario
para la indicacion particular que se trata, preferentemente aquellas con actividades complementarias que no se afectan
adversamente entre si. Alternativamente, o ademas, la composicién puede comprender un agente que mejora su funcion,
tales como, por ejemplo, un agente citotdxico, citoquina, agente quimioterapéutico o agente inhibidor del crecimiento.
Tales moléculas se presentan adecuadamente en combinacién en cantidades que son efectivas para el propésito que se
pretende.

En una modalidad, los compuestos activos se administran en terapia de combinacioén, es decir, combinados con otros
agentes, por ejemplo, agentes terapéuticos, que son Utiles para tratar afecciones o trastornos patolégicos, tales como
trastornos autoinmunes y enfermedades inflamatorias. El término "en combinacién” en este contexto significa que los
agentes se administran de forma sustancialmente simultanea, ya sea de manera simultanea o secuencial. Si se administra
secuencialmente, al inicio de la administracion del segundo compuesto, el primero de los dos compuestos todavia es
detectable a concentraciones efectivas en el sitio de tratamiento.

Por ejemplo, la terapia de combinaciéon puede incluir uno o mas anticuerpos de la descripcion coformulados con, o
coadministrados con, uno o mas agentes terapéuticos adicionales, por ejemplo, uno o mas inhibidores de citoquinas e
inhibidores del factor de crecimiento, inmunosupresores, agentes antiinflamatorios, inhibidores metabdlicos, inhibidores
de enzimas y/o agentes citotdxicos o citostaticos, como se describe detalladamente mas abajo. Ademas, uno o mas
anticuerpos descritos en la presente descripcion pueden usarse en combinacién con dos o mas de los agentes
terapéuticos descritos en la presente descripcion. Tales terapias de combinacion pueden usar de manera favorable
dosificaciones inferiores de los agentes terapéuticos administrados, evitando asi posibles toxicidades o complicaciones
asociadas con varias monoterapias.

En otras modalidades, uno o mas anticuerpos de la descripcion pueden coformularse con, y/o coadministrarse con, uno
0 mas farmacos antiinflamatorios, inmunosupresores o inhibidores metabdlicos o enzimaticos. Los ejemplos no limitantes
de los farmacos o inhibidores que pueden usarse en combinacién con los anticuerpos descritos en la presente descripcion
incluyen, entre otros, uno o mas de: farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), por ejemplo, ibuprofeno, tenidap,
naproxeno, meloxicam, piroxicam, diclofenaco e indometacina; sulfasalazina; corticosteroides tales como prednisolona;
farmacos antiinflamatorios supresores de citoquinas (CSAID); inhibidores de la biosintesis de nucleétidos, por ejemplo,
inhibidores de la biosintesis de purina, antagonistas de folato (por ejemplo, metotrexato acido (N-[4-[[(2,4-diamino-6-
pteridinil)metil] metilamino] benzoil]-L-glutamico); ); e inhibidores de la biosintesis de pirimidina, por ejemplo,, inhibidores
de la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH). Los agentes terapéuticos adecuados para uso en combinacion con los
anticuerpos de la descripcion incluyen inhibidores de los NSAID, CSAID, (DHODH) (por ejemplo, leflunomida), y
antagonistas del folato (por ejemplo, metotrexato).

Ejemplos de inhibidores adicionales incluyen uno o mas de: corticosteroides (inyeccién oral, inhalada y local);

inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-506); e inhibidores de mTOR, por ejemplo,sirolimus
(rapamicina - RAPAMUNE™ o derivados de rapamicina, por ejemplo,derivados de rapamicina soluble (por ejemplo,
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derivados de éster de rapamicina, por ejemplo,CCI-779); agentes que interfieren con la sefializacion por citoquinas
proinflamatorias tales como TNFa o IL-1 (por ejemplo inhibidores de quinasa de IRAK, NIK, IKK, p38 o MAP); inhibidores
de COX2, por ejemplo, celecoxib, rofecoxib, y sus variantes; inhibidores de fosfodiesterasa, por ejemplo, R973401
(inhibidor de fosfodiesterasa Tipo IV); inhibidores de la fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de fosfolipasa citosdlica 2
(cPLA2) (por ejemplo, analogos de la trifluorometilcetona), inhibidores del factor de crecimiento de células endoteliales
vasculares o del receptor del factor de crecimiento, por ejemplo, inhibidor de VEGF y/o inhibidor de VEGF-R e inhibidores
de la angiogénesis. Los agentes terapéuticos adecuados para uso en combinacién con los anticuerpos de la descripcion
son inmunosupresores, por ejemplo, ciclosporina, tacrolimus (FK-506); inhibidores de mTOR, por ejemplo, sirolimus
(rapamicina) o derivados de la rapamicina, por ejemplo, derivados de la rapamicina soluble (por ejemplo, derivados del
éster de la rapamicina, por ejemplo, CCI-779); inhibidores de COX2, por ejemplo, celecoxib y sus variantes; e inhibidores
de la fosfolipasa, por ejemplo, inhibidores de la fosfolipasa citosdlica 2 (cPLA2), por ejemplo, analogos de
trifluorometilcetona.

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que pueden combinarse con un anticuerpo de la descripcion incluyen uno
o0 mas de: 6-mercaptopurinas (6-MP); azatioprina sulfasalazina; mesalazina; olsalazina; cloroquina/hidroxicloroquina
(PLAQUENIL®); pencillamina; aurotiornalato (intramuscular y oral); azatioprina; coicicina; agonistas del beta-2
adrenoreceptor (salbutamol, terbutalina, salmeteral); xantinas (teofilina, aminofilina); cromoglicato; nedocromil; ketotifeno;
ipratropio y oxitropio; micofenolato mofetil; agonistas de adenosina; agentes antitrombdticos; inhibidores del complemento;
y agentes adrenérgicos.

EJEMPLOS

Las siguientes secuencias que se muestran en la Tabla 7 incluyen secuencias que se usaron a lo largo de los Ejemplos
proporcionados en la presente descripcion:

Tabla 7: Secuencias ilustrativas

Anticuerpo anti-CTLA-4 scFv humano
SEATCTERAGETOGEUGETTORGEUTCTE

SET T EL YR
TGAAATTGTETTGRUACAGTCOTC

“J

T GEAGEATOAG

TCTOU

CCTEUAGGEUCABTCAGRGTETTAGLAG SOUTGETACCRE
CAREGARACCTGGUCAGGUTCCCABEUTUCTOATUTATGETRCATICA BUTGECA
TOOCCRGRIAGETTOA ACRGADTTOROTOTOM TCAGURGROT
GLAGCUTGARGRTTTUTCCAGTCTATTAC TG TCAGCRGTATL CROCGUCTCACTTTO

AR CUARGLTE

b

=BUCRTAR

TATACTATACGAAGTTATCOTCGAGCOGTACCCAGGTGCAGUTCGTGCAGACTGLGGEAGE

COTCGETCCAGCCTGOGAGGTCCOTCACACTCTCCTGTGCAGCCTCTGCATCCACCTTTAGT

AGCTATGCCATGAGCTGGGTCCCCCACGCTCCAGGGAAGGGLECTGCAGTCEGGTCTCAGCTA
TTAGTGGTAGTGOTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTCAACGGGCCGGETTCACCATCTC
CAGAGACAATTCCAAGAACACGUTCTATCTGCAAATGAACAGCCTCGAGAGCCGAGGACACG
GCCCTATATTACTGTGUGACAAACTCCCTTTACTGGTACTTCGATCTCTGGGGCCETGGECA
CCOTEL CTTY E

TAGC  (sec. con num. de ident.:229)
B VLTQSPGTL SPGERATLSCRASQISVISESYLAWYD
Y

N Y N NS N Y o~ E
\JGLLDL\"LGDGF GGGESGEGEEI!

CRPCGRAPRLLIYGASERATGIPDRESGSGSGTDEFTILTISRLEFEDFAVYYCQQOYGSSPLTE

GGGETKVE

YYTRKLSSSGTOVOLVOTGEGVVOPCRSLRLECAASGSTES
SY AMSWVROAPGKGLEWVSAT SCSCEETYYADSVRGRETT SRONSKNTLY LOMNS LRAE DT

AVYYCATNSLYWYFDLWGRGTLVTVE3AS  (sec. con nim. de ident.:230)
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(continuacion)
Anticuerpo anti-CD3 épsilon OKT3 scFv humano:

GCTGGCGETTCAGGCTCTGGCEGLAGGCTCAGGTGETGGAGGATCAG

CGGTGCAGAACTGCGCACGTCCEGGGTGCAAGCET

CTTTACCCGTTATACCATGCATTCGGTTARA

CAGCGTCCGEGTCAGGETCTGGAATGGATTGETTATATCAATCCGAGCCGTCETTATACCA

ACTACAACCAGAAATTCAAACATAAAGCAACCCTGACCACCCATAAAAGCAGCAGCACCGC

CTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCACGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGETAT

TATCGATGATCACTATTGCCCTGCGATTATTCGCGGETCAGGLCACCACCCTCGACCGTTAGCAGCG

GCTAGTGGETGEGCEET

STTCAGGUGGTGGCGETAGCCAGATIGTTCTGACCCA

CAATTATGAGCGCAAGTCCGGGETGAAAAAGTTACCATCGACCTGTAGCGCCAG

ATTG

[ATCAGCAGAAAAGCGGECACCAGCCCGAAACGTTGGA

TPAGCTA

T

TTTATGATACCAGCARA SGCAAGUGGTGTTCCGECACATTTTICGTGETAGCGETAGCEGE

CACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGCAAGCAGAAGATGCAGCAACCTA

TTATTGT

CAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGETAGTGGCACCARACTGGAAATTAATCGET

(sec. con num. de ident.:231)

GGGE3G SGEGESGEGEESGEEQVQI CTMHWVE

GGGEIGGEEGS

JOSGARLARPGASVEMI UK

CRPGOGLEWIGYINFPSRGYTNYNOQ

VILTTDKSSSTAYMOQL

EDSAVYYCARY

et >
,\‘L ci\(

YDDHYCLDYWGOGT TVESGGEEEIGEEESGHEGEGSQIVLTOSPATIMSASPGERY S

SSVSYMNWYQOKSGT S PKEWIYDTSKLASGVPAEFRGSGSGTSY SLTISCMEARDAATYYC

QUWSSNPFTFGEGTELEINR  (sec. con num. de ident.:232)
Anticuerpo anti-Jagged 4D11v2 humano: Cadena pesada
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(continuacion)

gaggtgcacctgttggagtetgggyggaggettggtacagectgyggogoteaect

o R R

cetgtygcagec “tcacctttagecagets

ratgagetgggtecgecagyct

agggaaggggctggagtgyggtgtcaagtattgaccecgygaaggtecggcagacatatitacygca

gactceccecgtgaagggecyggttcaccatctecagagacaattccaagaacacgettgttatetge

aaatgaacagecetgagagecgaggacacggecgtatattactgtgegaaagacateggegy

caggteggectittogactactyggyggecagggaacectgygtcacecgtectectecagetagcace

aagggcccatcggtottoccococctggcacccto
cococtgggectgectggtecaaggyactacttecec

acaccttcccgogge

Lgaatca accaaggtggac

actcacacatgccecacegtgcccageacctgaactectggggggac
ttccccceccaaaacccaagygacaccetecatgateteocoggacccectgaggteacatgegtgy
tggtggacgtgagoecacy

ggtgcataatge
agcgtcctcacce
ccaacaaagecetacca

aJaaccaca

r\ ]

ks

ctgacctgece

caaaggcttcectatcccagegac
ggycagecggagaacaactacaagaccacgcaetLaecayg
cctectacagcaagat

tcecgtgatgeat
gtaaa (sec. con num. de ident.:233)

EVHLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTESSYAMSWVROAPCGKGLEWVSSIDPEGROTY YA

DB8VK

TTSEDNSKNTILY]

NSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGQGTLVTVISAST

KGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLOS3GLYS

LS DT

LSSVVTIVPRS STOTY TCNVNHKPSH JDEKRVEPKS

"PCPA

GGPSVEL

[ LMISRITPEVTICVVVDVISHEDPEVEKENWY VDGVEVHNA

SKPREEQYNSTYRVV

SVLTVLHOQDWLNGREYRCKVINKALPARPT LPPSREEMTKNQVS
LTCLVEGEYPSDIAVEWESNGOPENNYXKTTPPVLDSBGEFFLY SKLTVDESRWOQOGNVE S/

L

SVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK (sec. con num. de ident.:234)

Anticuerpo anti-Jagged 4D11v2 humano: Cadena ligera
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(continuacion)

Gacatccagatgacccagt ~cotogtetgeatetgtaggagacagagtecacca

tcacttgcecggocaagtcagageattagecagetatttasattggtatcagecagaa

\’:“izl\:{'g

raaageccectaagetectygatectatgeggeatecagt

cagtggcecagtggatctygggacagattttcactectecaccatea

attttgcaacttactac caacagacggtizgt

It

’_JC” ggaad Lcaaac

ofe 4_3{ gq(‘i GCacce

Q

agcagttgaaatctggaactgectetgtitgtgt
aggccaaagtacagtggaagytggataacgaecct

agootcagcagcacectgacgotgancaaa

tgcgaagtcacccatcagggocectgagetcge

VATV OOV D T T TSI M N ST €Y N TS YT
WYQCKPGRKAPKLLIYAASSLOISGVPIR

YCQQTVVAPPL STk

LILNNEY P

/DNALOSGNEQESVTEQDSKDSTYSLEST]

T

ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC  (sec. con nim. de ident.:236)

Anticuerpo anti-Jagged 4D11 humano: Cadena pesada

gagygtgcagcetgttggagtetgggggadgya

cectgtgcagectotggattecacctttage

agggaaggugotggagtgyggtgtcaagt

- L

ttcococcaaaacocaagygacacectcatgateteceggacocectgaggtcacatyogtagy

Lggtggacgtgagecac ctggtacgtggacgy

G
e
{

e
@]
)
o+
';L
I
-+
Q
/‘«
{2
p)

dgacasagocgcgggaggageagtacaacageacgtacaegt

agcecgtoectcacegtectgeac

gactggoetgaatggcaaggagtacaagtgeaay

cecaacaaagocctoceageeeceate coatocioccaaagocasagagueageaecy

agaaccacaggtgtacacactgoaccac

raggagatgaccaagaacecaggtecage

ctgacctgecetggtcaaaggettectatcecagegacategeocgtggagtgggagageaaty

gqycagoecggagaacaactacaagaccacgectecegtygctggacteccgacggetoctitott

cotctacageaagotcacogtgygacaagageaggtggoeagcagygggaacgtettotaoatge

¢
[®]
ﬁ,

gLgatgecatgaggetotygcacaaccactacacgea agcecctcteocctgtettecegy

gtaaa (sec.connUnLdeident237)
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(continuacion)

EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAATSG

TESSYAMEWVROQAPCKCGILEWVSSIDPEGROTY YA
DSVEGRETISRDNSENTLY LOMNSLRAEDTAVYYCARDIGGRBAYDYWGOGTLVITVIIAIT
KOoPSVEPLAPSSKETSGCGTAALCCLVEDY P PEPVIVSWNSCALTSCGVHTEPAVLOSSGLY S

LoSVVIVPSES LETOTY ICNVNHEKPSNTRVDEEVEPRSCOKTHT CPPCPAPRELLGGPSVE L

FPPRPRDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVREENWY VDGVEVHNARTEKPREEQYNSTYRVY
SYVLTVLHODWLNGREYKCKVSNEKALPAPIERTISKAKGOPREFOVYTLEPPSREEMTRNCGYV S
LTCLVERGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPEVLDSDGSE P LY SKLTVDESRWOOGNVESC

YVINAYI T
O VMRS

IBYTORKSLSLSPCGK (sec. con nim. de ident.:238)

Anticuerpo activable anti-Jagged 5342-1204-4D11v2: Cadena ligera

caaggccagtctggocecagtgcaatatttggetegtagytggtgattgecaggggetgycagy

agoggtggctectggtegtctgagcggecgttcegataatcatgy

ctgagetegecegteacaaagagetbtcaacaggggagagtgt (SEC. con ndm. de ident.:239)
e .

QGGSSEGSGESGELSGREDNHGGGSDIQOMTOSPSELIEASVED

QGQSGOCN

RVTITCRASOSISSYLNWYQOKPGKAPKLLE GSGTDFTLTISSL

QPEDFATYYCQQOTVVAPPLFGQGTRVEIRRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNE
YPREARKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY SLESTLTLXKADYEKHKVYACEVTHQG

LSSPVTKSFNRGEC (sec. con nim. de ident.:240)
Anticuerpo multiespecifico anti-Jagged 4D11v2 - anti-CD3 OKT3: Cadena pesada
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(continuacion)
GAGGTGCACCTGTTGCAGTCTGEGEGAGGCTTGGETACAGCCTGGGEGETCCCTGAGACTC

CCTETGCAGCCTCTGCGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGETCCGCCAGET

AGGCAAGCGGECTGCAGTGEETGTCAAGTATTCACCCGCAAGGTCGGCAGACATATTACGCA
GACTCCGTIGAAGGGCCGGETTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGC
AAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACCGGCCGTATATTACTGTGCCGAAAGACATCGGECEE

CAGCTCGGCCTTTGACTACTGGEGCCAGCGGAACCCTEGGTCACCETCTCCTCAGCTAGCACC

GCCCATCGEICTTCCCCCTGECACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGECACAGCGE

CCCTGOGCTCECCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGETGTCEGTGGAACTCAGE
CGCCCTGACCAGCGGCETGCACACCTICCCGEGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGETGACCGTGCCCTCCACCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACE

TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGCGTGCACAAGAAAGTTCAGCCCAAATCTTGTCACAA

AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEEGACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGCGACCCCTGAGGT CACATGCETGE

GGTACGTGGACGGCGTGGA

SACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGT TCAAL

GGTGCATAATGCCAAGACARAGCCGCGEGAGBAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCETCCTGCACCAGGACTGGCTGART GGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAABACCATCTCCARAGCCARAGGGCAGCCCUG
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGHGAGGAGATGACCARGAACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTGETCAARGGC TTCTATCCCAGCGACATCGUCGTGCAGTGEGAGAGCART
GGUAGCCGGAGRACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGLTCCTTCTT
CCTCTACAGCARGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGTAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTCATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE
GTARAGGAGGTGBATCTGCAGGTGGCGETTCAGBCTCTGGUCEAGGUTIAGGTGETGGAGS
ATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGCACGTCCGGGTGCA
AGCGTTAARATGAGCTGTAAAGCAAGCGGT TATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTG
TTARACAGCGTCCGGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTA
TACCAACTACAACCAGARATTCAAAGATARAGCAACCCTGACCACCGATARARGCAGCAGT
ACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGT TTATTACTGTGCAC
GCTATTATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTGGGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAG
CAGCGGTGGTGGTGGTAGTGGTGGCGGTGGTTCAGGCGETGGCGGTAGCCAGATTGTTCTG
ACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCARGTCCGGGTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCE
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAARAGC GGCACCAGCCCGAARCE
TTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGGT

~
_'1(_) ~

SGCACCTCATATAGCCTCACCATTAGCGGTATGCGAAGCAGAACGATGCAGCAACCTATT
ATTCGTCACGCAGTGGTCAAGCAATCCCTTTACCTTTGECTAGTCGCACCAAACTGCGAAATTAA

TCGT (sec. con num. de ident.:241)
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Anticuerpo multiespecifico anti-Jagged 4D11v2 - anti-CD3 OKT3: Cadena pesada

EVHLILESGGGLVOPGGSLRLSCAASGHFTFISEYAMEWVROAPCGKGLEWVSSIDPEGROTY YA

DEVEGRETISRDNSKNTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRSAFDYWGOG!

LVIVSSAST
KGEPSVEPLAPSSKSTEGGTAALCGCLVEDYPRPEPVIVEWNSGALTSGVHTEPAVLCSSGLY S

LSSVVTVPSES!

GGPSVEL

)
L2

FPEPRER

DIIMISRITPEVITCVYVVDVIHED HNARKTEKPREEQYNSTYRVY

3y
)
)
<\
-
3

TLPPSREEMTENQVS
LT

WOOGNYE SO
RWQCG NI

CEESGEGEEGEGEGEGEGEEESGEEOVOLOOEGARLARPGA

SVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKORPGOGLEWIGY INPSRGYTNYNOQKEFKDKATLTTDKSSS

TAYMOTLISILTSEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGOQGTTLTVEIGEGESGEGGEGEEGE3QIVL

W

TOSPATMSASPGERVIMTCSASSSVIYMNWY OKSGTIPK ITYDTSKLASGVPAHERGSG

SGTSYSLTISGMEARDAATYY COQWSSNPFTEFGSGTKLEINR (sec. con num. de ident.:242)

Anticuerpo multiespecifico anti-Jagged 4D11v2 - anti-CD3 OKT3: Cadena ligera

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGETCTECATC TAGGAGACAGAGTCACCA
TCACTTGCCGGEELCAAGTCAGAGCAT TAGCAGUTATTTAAATTGGTATCAGCAGARACCAGS

GAAAGCUCOUTAAGCTCCTGATOTATGCGGCATCCAGCTTTCCAAAGTGGEETNCCCATCAAGS

TTCAGTGGCAGTGGATCTGOGGACAGAT T T CACTCTCACCATCAGCAGTCIGCAACCTGAAG

AT

ITTGCAACTTACTACTGTCAACAGACGGETTGTGGCGCCTCCGTTATTCGGCCAAGGGAC
CAAGGTGGARATCAAACGTACGGETCGGCTCCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT

GAGCACTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTCAATAACTICTATCCUCAGAL
AGGUCARALAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGEGTAACTCCCAGGAGAGTGET
CACAGCAGCAGGACAGCALAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGANCAARA

GUACACTACCAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGEC
CCGTCACAAAGAGCTICAACAGOGGACGACTGTCCGAGETGGATCTGGAGGTGGCGGTTCAGE

ST S T Tl
CTCTGCECGGAGGCTCAGS

=

GGTGEGAGCATCAGECGGAGSTCAGCTTCAGCTGCAGCAGAGT
GGTGCAGAACTGGCACGTCCGGETECAACGCGTTAAAATGAGUTCTAAAGCAAGCGGTTATA

CCTTTACCCGETTA

GGTTAAACAGCGTCCGCGTCAGEGTCTGGAATGGAT
TOGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACAACCAGAAATTCAAAGATARAAGCA

ACCCTGACCACCGA GCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAG

AGGATAGCGCACGTITATTACTGTGCACGCTATTATGATGATCAC

FGCCTGGEEA

TATTE

A

GOGTCAGCGCACCACCCTIGACCCTTAGCAGCEGTGETGETGETAGTGETGGCGETEHETTO

TGGCGETAGCCAGATTGT TCTGACCCAGE

GAGCGCAAGTCCGE
GTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGUAGCACCGT TAGCTATATCAATTCCTATCA
GOAGARAAGCGGCACCAGOCOGARAACCTTGGATTTATGATACCAGCARACTGGCAACCOGT
GTTCCGGCACATTITCGTGETAGCGETAGCGECACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTA
TGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTAT TGTCA

AGCAATCCGTTTACCTT

g

GETACTCGCACCAAACTGGAAATTAATCGET (Sec con num. de ident. 243)
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(continuacion)

GERVTITCRASQOS

LOPEDFATYYCQOTVV?

ECLESCGTASVVCLLNNEYPREARKVOWRVDNAL

ADYERKAKVYACEVTHQOGT VITKSENRGECGC
CRASGYTEFTRY TMHWVKORPGQGLEWIGY INPSRGY TNYNQRKEKDKA

SQED

DS

SYWEOSTTLTVES T ~
DYWGQGTTT VESGGGEESG =5

DHY

TUSASSSVSYMNWYOOKIGTSPKR

DTSKLASG

i

DAATYYCQOWSSNE

VEAHFRGESGIGET
de ident. 244)
Anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged-anti-CD3 5342-1204-4D11v2-CD3 OKT3: Cadena ligera

(sec. con num.

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCAATATTTGGCTCGTACCTCETCATTGCAGEGECTGEECAGE

GGGEEE GAGLCGE SOTCTGCAGCGECCETTCCGATAATCAT GG
COGCGETTCTGACAT CCATCCTCCCTGTCTGCCATCTIGTAGGAGAT

AGAGTCACCATCAC CCGGEGETC CAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATIGGTATCAGT

CCCCTAAGCTCCTCGATCTATGCGGCATCCACGTTTCCAAAGTOGEGET
CCCATCAAGGTTCAGTGECAGTGGATCTGGCGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG

CAACCTGAACGATTTTGCAACT TACTACTGT GACGGTTGTGGCGCCTCCGTTATTCG

e
( I
IvI:i
Ned
[Q
Ned

GCCAAGGCACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGETGGCTGCACCATCTCTCTICATETTCCC

GCCATCTCATGAGCAGTTGAAATCTGCAACTGCCICTGTTCTGTGCCTGCTGAATAACTTC

TATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGCAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCC

RS T S T e . i TV alalal o
AGCGGCGAGAGTGTCAC CTCAGCAGCACCCTGALC

GCTC

,41

ANCAAAGCAGACTACGAG CAANG CGCCTCCCAAGTCACCCATCAGGGT

CTGAGCTCECCCGTCE

STGTGCACGTGCATCTEGAGE TG

\GGCTCTGECEGAGGCTCAGETGG

SCCCACGTCAGGTTCAL

P
0}
@

=i

CAGAGCGGTGCAGAACT

ACCTCOGEGTE

5
2z

g
3
[
b
0

CCCETTATACCATGCATTG!

TGCAATGCATTGOTTATATCAATCCGAGCCG

AGATAAAGCAACCCTYCACCACCCATAAA

CTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCA

CACCACTCCTCACCETTA

i AL LA UL VAUl oA
ey e A TTCTTONGACCCASAGT ~ T 7 T
GCGGTAG SATTGITCTGACCCAGAGTCCGGUAATTATGE

SCAGCAGCGTTAGCTATATGA

ATTTATCGATACCAGCAAACT

ATTAGCGG

AGCAACCTATTAY

COTTTACCTITGGTAGTGHCACCAAACTGGAAATTAATCSET  (sec. con num. de ident.:245)
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(contiuacion)

GESGEEGESGGELSGRSDNHGGES D I OMT]C

S LSASY

IYAASSLOSCGVPSRESGESGEGTDRETLTISSL

OPEDTAT \;x/(su )g)

SVETIEPPSDEQOL

G VO LLNNE

YPREAKVOWKVDNALOSGN SVTEQLREEDSTYSLSSTLTLKEADY! CWCEVTHQG
(GECGGEESGEGEGEIGICGGIGGEGISGEERVOLOQLG ARPGASVEMSCKA
WVERQRPGOGLEWIGY INPSRGYT KEKDKATLTTL L33

SAVYYCARYY

DBHYC

YWGCQGTTLIVSSGEGESCEEEIGELES]

VIMTCSASSSVSYMNWYQCKSGTSPRKRWIYDTSKLASGVRAI

GSGETE

PRILE

DAATYYCQQWS ST NI (sec. con num. de ident.:246)

Antlcuerpo multiespecifico anti- Jagged 4D11v2-anti-CTLA-4: Cadena pesada

GAGCGTGCACCTGTTGCGAGTCTGGGGEGAGCGCTTIGGETACAGLCTGGGGGETCCCTGAGACTCT
CCTGTGCAGCCTCTGEATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGC TCGGETCCGCCAGLLTCT
AGGUAAGCGGCIGCAGCTEGGTETCAAGTATTGACCCGGAAGGTCGGCAGACATATTACGCA
SACTCCGTGAAGGGUCOGTICACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATITGC
AAATGAACAGCCTGAGAGLCCGAGGACACCGCCCTATATTACTGTGCGAAAGACATCGGTGE

CAGGTCGGCCTITGACTACTG

CAGGGAACCCTGGTCACCEGTCTCOTCAGCTAGCACT

"

~ oy S e ; D R R
AAGGGCCCATCGGETCTITCLCCCTGECACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGEGUACAGCGE

CACGOETETCCTCEAACTO

T AT CAGE GO T OO AL
CoCCT ZC4 SCGTGCAC

VGGG CTTCCCGGUCIGTCCTACAGTCCTCACGACTCTACTCC

~CAGCAGOT v N R N e aautr Nar Ui ekl Vel
CCA \GCTTGEGCACCCAGACCTACATCTGCAACG

ACCAAGCTCGACAAGAAACSTTCAGCCCAAATCTTGTGACARD

s

'GCCCAGCCACCTGCAACTCCTGE GACCGTCAGTCTTCCTC

CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTCGAGGTCACATGCGETGE

GIGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAA

AATGCCAAGACARAGCCGECEGCAGCAGCAGTACAACAGCACGTACCGTETGETC

FCACCGTCCTGCACCAGCGACTGGCTGAS

AGAACCACAGGTGTACA

CTGACCTGOCTGGT CAAA G
COCAGCCGGAGARCAAS TCCCGTGCTGEACTCCGACGGCT CCTTCTT

CCTCTACAGCAAGC CECGAACGTCTTCTCATEC

TCOCGTCATGCA CTCTCCCTGETOTCCEE

GCAGGCTCTCUACAANC

GTAAAGGAGGTGS

QOGO TTCAGCSCT

AGGUTCAGGTGETGGAGE

(GGAGGTGAAATTGE

GACACAGTCTCCAGGCACCCTETCTITETCTCCACGS

ANGAGCH SCCAGTCAGAGTETTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGEE

co TV 7 e
U NP R

Lo

e A
GCAG

TR T NS e R S
TGCATCCAGCAGGEGGECCAC

\GGOTCCTCATCTATEC

ey e elclalaI Nelels
ABCCAGCAGAAACTCTGGCCAGET

A
AGAC

TGGCATC

CCAGAC

CAGGTTCAGTGGCAGTGEEGE TCACTCTCACCATCAGC

TCTGG

AGACTGGAGCUTGAAGATTTTECAGTGTATTACTGTCAGCACGTATGGETAGCTCACCET
TGGECGGAGESGACCAAGGTGEAAATCAAACGTTCCECGAGEETCGACCATAACTTCCTSE

YT
TCAGH

TN TS T s
CAGACTGEE

SCAGC

ATACT

CGAAGCTTATCCTCGAGCH

CAGCCTCTGEGEATOCACT

ey Nelalelehdelehdels NolNeIleler e
GGAGGCETGETCCAGCCTCGEAL

F O T GASACTOTO
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(continuacion)

TTAGCAGCTATGCCATGAGCTEGCGTCCGCCAGGCTCCA CTC
ACCTATTAGTGCTAGTOCTGOTAGCACATACTACGCACACTCCETC CCCGTTCACT
ATCTCCAGAGACAATTCCAAGARACACGUCTGTATCTGCAAATGAACAGCCT GAGAGCUGAGE

TACTGTGCCCGACAAACTCCCTTTACTGGTACTTCGA

TEGCACCCTEGTCACTGTCTCTTCAGC (sec. con nim. de ident.:247)
GSTLRELSCAASGFTFSSYAMSWVROAPCRKGLAEWY

DSVEGRETISRDNZENTLY LOMNSLRAEDTAVYYCAKDIGGRESAFDYWGOGT LA

;3
=
e
&
n
&)
&
Ui
=

AALGCLVEKDYEPPERPVIVEWNSGALTSGVHTERPA

LesVVIVPISSLGTCTY ICNVNHKPSNTRKVDERKVEPKSCEKTHTCPFCFPAPEL

T PEVTCVVVDVSHEDPEVRKENWY VDGVEVHNAKTRKPREEQYNSTYRVY

VITVLHQDWLNGRKEYRC KALFPAPT LPPSREEMTE

NOVS

LTCLA EYPSDIAVEWESNGOPENNYHKTTPEVLDSDGESEFFLYSKLTVIKSRWOOGNVESC

SVMHEALHNEY TORKSLSLSPOGKEGEIGGEGCEGEGGLEGELEISGCEGCEIVLTOSPGTLSLS

cleicleuuny:

15G5 i

LTIS

ERATLSCRA

r\

RLEPEDFAVYYCQOYGSSPLTFCCETRKVEIRRESGGSTITSYNVY Y THKLSSSGTYQVOLVOTG

PORKGCLEWVIEALSGCESCESTYYADSVEGRET

PDLWGERGTLVIVESAS sec. con num.

=
<
—

v

ISRDNSKNTLY

de ident.:248)
Anticuerpo multiespecifico anti-Jagged 4D11v2-anti-CTLA-4: Cadena ligera

GACATCCAGATCGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATETETAGGAG

TCACTTGCCGEGOAAGTCAGAGCAT TAGCAGOTATTTAAATT GG TATCA

GAAAGCUCCTAAGCTCCTGATCTATGCGGCATCCAGTTTGCAAAGTGGG

e
i

T SGATCTCGCACACATTT SCAACC

ATT

GCAACTTACT

CTOTOAAT AGA N CUN OO TR TTATTCN Nt Ve
ACTCTCAACAGACGGTTGTGGECECCTCCGT CEGCCAAGGGAC

AAGGTGCGAAATCAAACGTACGGETGGCTGCACCATCTCSTCTTCATCTTCCCGZCATCTGAT

NI . ey CAACTECCTOTET TETETECCTEO AT AR T AT OO ALA
GAGCAGTTGAAATCTGEGAACTECCTCYGETTGETGETG TGCTCGAATAACTTCTATCCCAGAG

N eletela:
AGGECC

VAT OCOAG

CITURA SR T ST
AAGTACAGTGGAAGGTG

AACGCCCTCT

CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGUACCOCTGACGCTGANCAAN

GCACACTACGAGAAACATCAAA COATCAGGGLCTGAGCTCEC

LTACGCCTGCGAAGT

CAAAGAGCITTCAACAG

GGAGGTGGCGEETTCAGE

SAGAGTGTGEGAGE!

[ GCECGGAGGCTCAGGTGE TGGAGGAT CAGGUCGGAGET GAAATTGTGT TGACACAGTCT
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(continuacic’m)
AGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGA

CTTTGTOTCCAGGGGAAAGA

CCAGGCACCCTGT

GTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCA

CATCTATCGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCAT

SRR S R (T R, e
SGGACAGACTTCACT

GAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT

CCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGETCT

CTCACCATCAGCA TOGAGCCTCGAAGATTTTGCAGTGTATTACT

GTCAGCAGTATGGTAGCTCACCEGCTCACTTTICGGUGGAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACG

ATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGGET

TTCCGCGAGGGTCGACCATAACTTCCTATAATGTA

ACCCAGGETG GCTGGTGCAGACTGGGGEAGGCGTGETCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGAC

ACCUAGEGT

~

TCTCCTGTGCAGCCTCTGGATCCACCTTTAGCAGC

CUTGELC

TCCA AGGGGCTGGAGTGCGETCTCAGCTAT

GCACACTCCCTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCC

. COTCAGAGCCGAGGA
CAAATGAACAGUCCTGAGA CGAGGACACGGC

oS

P T T T Y e e T O e (Y C
TTCGATCTCTCGGEECCETGEE

TTACTG

(sec. con num. de ident.:249)

DIOMTOSPSELEASVGDRVTITCRASQOSISSE

FSGSGSGETDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTVY

XN T ONIAT
VOWKY

POTLSLS ]

GTDETLTISRLEPEDFAVYYCQOYGSSPLTEGG

TOVOLVOTGGOVVORGER

bl

*AGT';\)TA\WTHGJ_L iAGC
AGAGACAATTCCAAGAACA

NALQSGNSQCESVTEQDSKDITYS

ADYEKHRKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGECGGGEGEEESEIGEGEEGEEESEGE

3

E TR ] N S T S
ATGCCATCGAGCTGCGTCCGECCAGGT

CETATATTACTGTGCGACART

GTEVEIRRI3GGE YNVYYTKLSS5SE

SLRLSCAASGSTESSYAMSWVRCAPGRGLEWVIAISGIGESTYY

ADSVKCRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCATNSLYWYPDILWGRGTLVITVISAS

(sec. con num. de ident.:250)

Anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged-anti-CTLA—

5342-1204-4D11v2-CTLA-4: Cadena Ilgera

- ~p

GCCAGTCTGGCCA

PGCAATATTTGEGECTC

CAA

CGAGCGHTGGCAGOG ElCUNE

GCGGTTCTGACATCCAGATGACCOAC

1N TOACTTGOOGER e le
CACCATCACT CCGGGECAAGTCAGAG

VA Ve
AGAGT

AGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAG

N T TP T A T S TPV T Ty L TS 6T Ry e
CCCATCAAGGTTCAGTGGCAGT

AT e 5
CAACCT 'GC

SAAGA

ACCAAGGTGE AACGTACG

77

e e
(

ACCCAGTOTCCE

[N

ATCTGGEGACAGATTTCACTCTCACCAS

TACTGTCAL

o

S OTCOTGATTECACGGEOTEE
AGGTGEETGATTGCAGGGGT

GGTCTGAGC

CCGTTCCGATAATCAT

ATCCTO OGO AT T
MCCTC CCTGCATCTEE

VT A AGOTATTTR a2
TAGCAGCTA AAA

CAGTTTE ST s e
TCCAGT GCAARGTGEEGE

N e S AT
Lo\l iohaio o

TCAGCAGTCTG

NCAGACGCTTETGGCGICTCCETTATICGE

STGECTGCACK

ACCATCTGETCT

ATCTTCCC
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(continuacion)

GCCAGTCTGGCCAGTECAATAT T TGGCTCETA

O GEGTGET

Ll lala

CGTTCCGATAATCA

CGAGUGGETGGCAGCE

CCTGACATCOCAGAT

ACCCR
ACCCAG

CTCTOCATOOTOOC

L s

CTECATOTET

PN R PN
AGAGTCAC

SCATCACTTGCCGGGCAAGTUAGAL

AT TR A A DT
AGCAGCTATTTALAAT

SGTATCAGC

AGCGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAG CCGCATCCAGTTTGCAAAGTGCGEET

TSCGEEC [OFES AGTGEGEGEE

T TOARAGGT T T .
CCCATCAAGGTTCAGTGGCAG

GATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTG

CUA A
CAACC

GCAACTTACTACTGTCAACAGACGETTL

SCGCCRCCETTATTCG

ALGA

GCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGETCT!

GCCATCTCGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTETTGTGETG TGCTGAATAACTTC

CATCTTCCC

TATCCCACGAGAGGCCAAAGTACAGTGCGAAGGTGGATAACGCOCTCCAATCGEGGTAACTCCC
AGGAGAGTGCITCACAGAGCAGGACACCAAGGACAGCACCTACAGLUCTCAGCAGCACCCTGAC

GUTCANCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTCCCGAAGTCACCCATCAGGGT

CTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGCAGGTGGATCT GGAGGTG

GTTCAGGCTCTGGCEGGAGGUTCAGGTGETGGAGGAT CAGGUCGGAGGTGAAATTCTLTT
GACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAACAGCCACCCTCTCCTS GG
GCCCAGTCAGAGTGTTACCAGCAGCTACTTAGCCTGOGTACCAGCAGAAACCTGGUCACGCTC
CCAGGCTCCTCATCTATGLTGCCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGEE
CAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGCAGCCTGAAGATTTTGCA

GTGTATTACTGTCAGCAGTATGETAGCTCACCGCTICACTT TCGECEGAGGGACCAAGES

AAATCAAACGTTCCGGAGGE CCATAACT

CGTATAATCGTATACTATACGAAGTTATC

cTe

-3

TGCAGA

GCCTGEGE

COGETAC

CTCTGGATCCACCTTTAGCAGCTATGCCATCGACCTGGEE

P g e o e e
TCCCTCACACTC

TCC

CACTGLGTCITCAGCTA

CCAGGCTCCA

CACATATTA

GGCCGGITTCACCATCTCC AGAAC

CCTGAGAGTZCGAGGACACE ATTACTGTGCGA

SATCTCTGHGGCCETGGCACCOCTGEGTCACTETOTOTTC

SCGEEDIOMTOSPSELISASVED

COGVPISRESGIGSGCTDETLTISE]

TVVAPPLEGQCTRVEIKRIVAAPSVEIFPPSDEQLESGTASVVCLLNNE

DNALQOSGNSQESVTEQDSKDSTY SLESTLTLXKEKADYEKERVYACEVTHQG

LS SPVTREINRGECGGGSGEEEIGIGEEGISGGHEIGGEREIVLITOSPGTLS PGERATLSCR

APRLLIYGASSRATGCIPDRESGSGIGTDETLT

VEYCQQYGISE

GGETRVE LE NVYYTRLESSSCGTQOVOLVOTGCGEVVQ:

T RLSCA SRS
S SCAASGSTES

AMSWVROAPG GSGGSTYYADSVKGRETI SRONSKN

TLYLOMNILRAEDTAVYYCATNSLYWYFDLWGRGTLVTVI33AS (sec. con nim. de ident.:252)

Anticuerpo anti-EGFR C225v5: Cadena pesada

caggtgcagotgasacagagoggoocogggootggigeagocgagocagagootgageatta

o
o
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(continuacion)

cogtttaccagocgoeotgagoat

aacagectgecaaagocagygatacecgaegatis Jegocgcgoegegotgacetatta

gattatgaatitige Jgggccagggecaceaetgy cgltgagecgeggetagcace
aagggceccatcecggtettecccoectgygcacectectecaagageacctetgggggeacageygy

cectgggetgectaggtecaaggactacttteccecgaaccyggtgacyggtgtegtggaactcagy

cgcoctgaccageaggegtgeacacottecccoggetgt

scagtecctecaggactce

ctecageagoegtggtgacas

cote

agoagaot

(e

¢ Oy

cocagacctacatetgeaacy

aatcacaagoeocca caaggtggacaaqgs

tgagcccaaatct

aactcacacatgecce

cocageacctgaactectyggggygacegtecagtetteoto

caaaaccecaaggacacccectecatgatectececeggacecctgaggtecacatgecgtgy

cgtgagecacgaagaccctgaggtecaagttcaactggtacgtggacgygcy

ggtgcataatgooaagacaaagocgo agtacaacageacgtaccgtgrggte

ajycgtcecctcacegtoetgcaccagyga

ccaacaaageccteccagooecccatcecga

toccgtgatgcatgaggototgcacaaccs

gtaaatga @eoconndm.deMentZS&

QVQLKOSGPGLVOPSOSLSITCTIVIGEFITINYGVHERVEQS PECKELEW LGV IWSGENTDY NT
PEFTSRLSINKDNSKSCOVEFFKMNSLOSQDTATYYCARALTYYDYEFAYWSOGTLVIVEAAS

SKETSGETAALCCLVEDY P RPERPVIVEWNSGALTSGVHTEPAVLOSSGLYS

CEOTY LTCNVNHKPSN

KVDEEKVERK

DKTHTCPRPCRPAPELLOGPSVEL

LSRIPEVICVVVDVISH

YPEVEENWY VDGVEVHNA

SPREEQYNSTYRVV
SVLITVLHQDIWLNGRKEYRCRKVSNKALPAPIEKRT

LTCLVE

NN

P Vdsulnsl
KT

YPSDIAVEWESNGQFRE

~ T
SV

STLE T

Anticuerpo anti-EGFR C225v5: Cadena Ilgera

AT [GCTGACCCAGAGCCCGEET VITCTGAGLCGTGAGCCCGGEE SAACGTGETGAGCT
CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTGATTCTGAG TGAGCCCGGGCGAACGTGTGAGT]

TTACCTGCCGUGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTL

SCTATCAGCCAGCCOCACCAA

CEGGCAGCCCGUGCCTGCTGATTAAATATGCGAGCGAAAGCATTAGCGGCATTCCGAGCCEL

TTTAGCGGCAGCGGCAGCCGCACCCGATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGGAAAGCGAAG
ATATTGCGGATTATTATTCCCAGCAGAACAACAACTGGCCGACCACCTTTGGCGCEGGECAL

CAAACTGCAACTCAAACGTACGETCGGCTCGCACCATCTOTC TTCATCTICCCGCCATCTGAT

GAGCAGT TGAAATC T GOAAC TGO CTCTEY GGG OTSOTGAATAACTTCTATCCOAGAG

[N A ANES [N AN B Ll lioan Al 000 DAL

AGGCCAAAGTACAGCTGLAAGGTCGGATAACGCCCTCCAATCGEGETAACTCCCAGGAGAGTGT

0
1]
e
G
g

CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA

yateln

RN £}

GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAL

CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT  (sec. con num. de ident.:255)
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(continuacion)

YCOONNNWE T
ECLESGTASVVCLLNNEYPREARVOWRVDNALOSGNSQESVTECDSKDSTYSLESTLTLSK
ADYREKHAKVYACEVIHQGLSSPVTKSFNRGEC (sec. con num. de ident.:256)

Anticuerpo anti-EGFR C225v5: Cadena pesada

caggtgcagotgasacagagocggocecgdg

cotgocaccgtgagaeggecttitagectgacae

gygcaaaggoctg

Q
o))
ol
of

Q

u:‘l
( B}

k;)
e}
9]
e}
p
e}
W
W
—+
('?

cogtttaccagoeocgoctgagecattaacaaagataacady ggtgt
Lgaacagcectgcaaagecaacgataccgegatitatitatigcgecgcgegecget
tgattatgaattigocgtattggggecadgggeacoectggtgaccygtgageygcyg
aagggeccatcggtottooccctggecacectoctaocaagagecacetetgggggeacagogy

coctgggectgectggtecaaggactactteccaog

QO
[l
W)
@]
0

te}
(i

Q0
V]
0

[te]

Q
ni

Q
T

O
ot

Q
&
8]
0
rt
0
8]
Q

cgoccctgac

A
[+7]
Q
+
e
0
o+
0
i
le]
[t
\l)
2
%

ctocagecagogtgagtgacogtgecctocagoeagettgggoaceccagacchtacatoetgecaacy
accaaggtbtggacaagogegttgagococaaatetigtgacaa
tgcocccagcacaot CLEQUYUOYs gtcecagtcecttocte

coococcaaaacecaagyuacacectecatygatoet

N

roecyggaceectgagutcacatgegtyy
goascggogtgga
cgtacogtgtggtc
agogtocctecacogtoctgeaccaggactggctgaatggcaaggaagt

coaacaaageoctoocagoococatocgagaaaacecatectoccaaageoa

agaaccacaggtgtacacceotygecocccecateeogggatgaactygaccaagaacoaggtteage
ctgacctgaoct ~Caaaggecttctatocoeagcygacategecgtyggagtgaggagagecaaty
ggcageoggagaacaactacaagaccacgectecagtygectgygactecgacggetectiott
cctoetacageaagoehcacogtgygacaagageagotggeagecagygggaacgtetteteatge
tececgtgatgecatgaggetoctgcacaaccac gaagagcctecteocectgetoecgy

gtaaa  (sec. con num. de ident.:257)
OSCGPCGLVOPSQSLSITCTVSGESLTNYGVEWVEOSPCKGLEWLGVIWSGGNTDYNT

K
PETSRLSINEDNSKSQVEFKMNSLOSNDTAIYYCARALTYYDYRFPAYRGOGTLVTVIAAST

SCGALTSGVHTEFPAVLOISGLYS
LSSVVIVPSESLGTQTUY ICNVNHKPSNTRKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPEVEL

FPFREKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VBGVEVHNARKTKPREEQYNSTYRVY
SVLITVLHODWLNGKEYKCKVSNKALFPAFPIEKTISKAKGOPREFOVYTLPPSRDELTKNOVS

LTCLVEGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPEVLDSDEEF LY SKLTVDESRWOOUGNVESC

SVMHEALANHYTORKSLSLSPGK  (sec. con nim. de ident.:258)

Anticuerpo anti-EGFR C225v5: Cadena ligera
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(continuacion)

tgagcgtgage
tt

gtgtgagcetttagetgoogoegcgagecagagecatiggoaccaacattca

cectgoctgattasatatgogagocgaaageatta

%
o
o
©
0
Q
Q
b
4
0
@]
L\_"
L_"

gattttaccctgagecatta

cgo
cgagecegetttagogycagogycageggeac

0

aaagcgaagatatis

CYCggICaACCasaactggas

ccatctgatgagcagtitgaaatctggaactgoctetgttgtgtgectgetgaataacttct
ga

atcccagagagoccaasagitacagly ctLccaatcgyg
ggagagtglbcacagagecaggacagcaaggacagecacctacagoottcagoea

cgoctgegaagtcacocateay

Q
Ne)
o)
Q

. (sec. con num. de ident.:259)

LESVEPGERVSESCRASOSIGINIEWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPIR

T

LS INEVESEDTADYYCQONNNWRTTFGAGTRLET SVETIEPRPPSD

SVTEQDSKDSTYSLESTLTLSK

EYPREARKVOWKVDNALOSGNSC

JLKSCTASVVCLILNN

ADYEKBEKVYACEVTHQOGLESFVTHSENRGEC (sec. con num. de ident.:260)
Anticuerpo anti-EGFR C225v4: Cadena pesada

geggecocggoecthggtgecagecygageccagagectgageattta

caggtgcagetgaaacs

ccltygcaccegtgageggetttagectgacecaactatggegtgeattgggtgegecagagece

gygcaaaggectggaatggetgyggegtgattitogageyggegygcaacaccgattataacace

cecgtttaccagecgectgageattaacaaagataacagcaaaagcecaggtyg

cagectgeaaageaacgataccgegatittattatigecgcygcgecgegetgaccttatta

tga
tgattatgaatt ggggccagggeaccecectgygtgaccecygtgagege

aagggcccatcggtectitcecccectggcacectectecaagageacctetgoggaggecacagogy
cecectyg ctacttcecccececgaaccyggtgacyggtgtecgtggaactcagy
cgcectyge acaccttcececggetgtectacagtecctecaggactetactcae

gaccgtgcoccctceccagecagettggycacccagacctacatetgecaacy

ctcagea

gacaagasagttgagcccaaatetty

CLgaatcacaageoccageaacaccaaggt Jacaa

O

aactcacacatgcecacegtgcccagecacctgaactectggggggacegtcagtecttectae
ttccccecccaaaacecaagyacaccctecatgatetecocoeggacecctgaggtcacatgegtgy

tggtggacgtgagecacgaagaccctgaggtcaagticaactggtacgtggacggyegigga

ggtgcataatgccaagacasagceccygcgggacygageagtacaacagecacgtaccgtgtggte

agycgtcctcaccas

ccaacaaadgec Lot occaaagecaaagggeagceccy

agaaccacaggtgtacaccetgecccececateecgggatgaactgaccaagaaccaggttcagae

crtgacctgectggtoaaaggottectatececcagaegacatogccgtggagtgggagageaatc

LQ

gycagccggagaacaactacaagaccac

ot

cctectacageads

Te
c

caccgtgJgacaagag

tccgtgatgecatgaggetcitgcacaaccac

gtaaatga (sec.con num. de ident.:261)
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(continuacion)

QVQLKQSGRPGLVY

SOSLITTCTVIGES NYGVHEWVROSPCGKGLEWLGVIWSGGNTDYNT

e T TR
PETSRLS ITNKD

FEFRMNSLOSHDTAIYYCARALTYYDYEFAYWCOCTILVTVIAAST

KOPSVEPRPLAPSSKSTSCGTAALCCLVEDYFRPERPVIVSWNSGALTSGVRETERPAV.

C‘L\., l/(‘

LSSVVIVPSSSLGTQUY LICNVNHAKPS

BVDEREVEPKSCODKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL

PEPPRPRDTLMISRTIPEVICVVVIVEHE

DPEVEENWY VDGVEVHNARTRPREEQYNSTYRVY

SVLITVLHQDWLNGKEYRCRVSNKALPAP I

PREPOQVYTLPPSRDELTENGVS

LTCLVK

YW PSDIAVEWESNGOPENNYKTTRPRPVLDSDESFEFLY SKLTVDESRWOOGNVESC

SV

ndm. de ident.:262)

Cagatcttgectgacc ccoggltgatitetgagad

Joccgggegaacgt

rgecattggecaccaac Ccattggtatcagecagegcaceaa

cggecagcecgegaecta gattaaatatgcgagegaaagecattagegoecatteccgagecgaoe
Tt tageggcagaedggeageggeacecgattttacaectg: rattaacageyg

statltgcgyg

gecagcagaacaacaactgyccgacecaccectttbtggegegggean

ytacggtggetgcacaat cttcatcttoo

gagecagttgaaatctgygaactgectetgttgtgtgectgctygaataacttetateccagay

aggceccaaagtacacgtgyaagytyggataacgecetceaatcgyggtaactececcaggagagtgt

cacagagcaggacagoeasggacageacctacageoetcageageacoectgacaga

groagactacgagaaacacs

ccgtcacaaagageiLicaa

QILLTOSPVILSVESPGERVSFSCRASQS IGTNIHWY QORTNGSPRLLIK

L\
<,
3
[0
€3]
i
(€5
1]
Pt
i
6]
by

NEVESEDIADY YCQONNNWETT FOAGTRLELKR

[451
&

EQLESCGTASVVCLLNNEYPREAKVOWRVDNALQOSGNSCESVTEQDSKDSTYSLESTLTL

62}
G

L

ADYFKHKVYACEVITHOGLISPVITKSEFNRGEC (sec. con num. de ident.:264)
Anticuerpo anti-EGFR C225v6: Cadena pesada

agoegtoectcacogtectgeaccaggactaogoetgaatgygeas

Fggagtacaagtgecaaggtoet

COAACAEAAgeCOloCCagoaaCoat CgagadsaceatatocanageCalagugCagaeaaayg

acoctgooocoecatceogags

tgaccaagaaccaggteago

ctgacctgecctggtecaaaggettectatceccagegacatogecogtgyge

ggcagecggagaacaactacaagaccacgecteecagiigetggactecgacgac
cecltecltacagecaagetcaccgtiggacaagageaggttggeagcagyggaacgetictecatge

tecgtgatgeatgaggetetygcacaaccactacacgeagaagagectetocetgteteacgy

gtaaatga (sec.con ndm. de ident.:265)

SLEWLGV

ALTY YDYEPFPAYWGOGTLVIVISAAST

SNTRVDKEKV]

Ner=re]

SVEL

EVEENY

LTEQYASTYRVV

SVLTVILHQD

LEPPSRDETL

KNQVS

LTCLYV

FYPSDIAVEWESNG WDERSRWQOUGNVESC

[SRGSV S
&V ViE

SLSPGK (sec con num. de ident.:266)
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(continuacion)

Cagatcttgctgaccecagagocccggtgattetgagogtgageccgggcgaac
ttagctgccgegogagocagageattggecaccaacatiicattggtatcagecagoeyoeaccaa

cattagecggecattocegagocge

Jcattaacagegtggaaagcgaay

cgaccacctttgge

tottecatcectteocogoe

N5 e

goagactacga

gtcacaaag r (sec. con nim. de ident.:267)

CILLTQSPVILSVSPGERVSEFSCRASQSIGTNIEWY QORTNCGEPRLLIKYASESISCIFER

FSOSESaTIET

F3G3E3G INSVESEDTA QONNNWPTTEPGCACTRLELRRTVAAPSVETE

ECLESGTASVVCLLNNEY PREARKVOWKVDNALOSGNSCESVTEODSKDESTYSLESTLTLEK

ADYEKHRKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (sec. con nim. de ident.:238)
Anticuerpo activable anti-EGFR 3954-1204-C225v5: Cadena ligera

[Espaciador (sec. con num. de ident.: 283)][Mascara (sec. con num. de ident.: 284)][Enlazador 7 (sec. con
num. de ident.: 285)][Sustrato 1204 (sec con num. de ident.: 286)][Enlazador 2 (sec. con num. de ident.:
287)][cadena ligera C225v5 (sec. con num. de ident.: 255)]

[caaggocagtetggecag] [tgcatctcacctogtggttgtceggacggoccatacgtca

tgtacggcicgageautyggcageggigr

gataatcat] [ggcagtagoggtace] |

agoegtgagecoccoggoegaacgtgtgagetttagetgoccgcgecgagccagageat

acattcatitgc totgetgattaas

cyaaagcatta gocggcagoeggeacaegatititace

ctgagcattaacags ttattattgocagoagaacaaca

actggocgaccaccettiggoegegggecaceaaactggaactgaaacgtacy

atctgtcttcata raatctggaactyg
tgcctgoctgaat ttet aagtacagtgyggaaggtg
tccaatcgggtaa

coctcago cacootgacygaotyg: aagcagactacgagaaacacaaagtat:

gaagtcacccat:

291 (sec. con nim. de ident.:269)

[Espaciador (sec. con num. de ident.: 46)][Mascara (sec. con nium. de ident.: 77)][Enlazador 1 (sec. con num.
de ident.: 288)][Sustrato 1204 (sec. con num. de ident.: 26)][Enlazador 2 (sec. con num. de ident.:
289)][C225v5 (sec. con num. de ident.: 256)]

[QGEOSGE] [CISPROCPDRCRPYVMY] [GS

i

SGGESGEGEGESGE] [LSGRSDNHT [ GS8GT] [QTL

LTOSEPVILSVEPGERVIFSCRASOSTGTNIHWYQORTNGSPRLLIKYASESISGIPSRESG

SCSCTDYTLIINSVESEDIADYYCOONNNWPTTFCACTKLELKRITVAAPSVEIFPPZSDEQL

KSGTASVVCLLNNEY PREARKVOWKVDNALOSGNSQESVITEQDSKDSTYSLSS

ERHRKVYACEVTHOGLSSPVTKSEFNRG (sec. con num. de ident.:270)
Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5 - Anti-CD3 OKT3: Cadena pesada
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.-x -w,ﬁ Tarel Pl A e~ N alaialalals T alinlalalsilal: ~ "\r“* ﬂ —~ VNPT ek
CAGGTGC TCGAAACAGAGCGGECCCGEGEECCTGEGETGCAGCCCGALC GCCTGAGCATTA

CCTGCACCGTGAGCGGUTTTAGCCTGACCAACTATGGLUETGCATTGGETGCGCCAGAGCCO

}-1

GGGCAAAGGCCTGGAATGLCTGLGCGTGATTTGGAGCGGCGECAACACCCGATTATAACACC
CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAAAAGCCAGGTGTTTTTTAAAL
TGAACAGCCTGCAA? CAGCATACCCGCGATTTATTATTLCGCGCECGCECTGACCTATTA

GATTATCAATTTGCGTATTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTCAGCGCGGCTAGCACT

7 elalalalel ~ Bilalnialalalalaalals e lslalalslalal: PSR ‘rrv'*m“r"! -~
AAGCGCCCATCGRTCTTCCCCCTGECACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGEGECACAGLGE
o~ T N T - T AAGGACTACTTCCCCGAAC CGOTGACGCTETCOTG N~ R
CCCTGGGECTGCCTGGETCAAL CTACTTCCCCGAACCGGETGACGGETGTCETGGAACTCAGE

CGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGLCTGTCCTACAGT CCTCAGGACTCTACTCC

CGTGGTG

SGCCCTCCAGCAGCTTGGLCACCCAGACCTACATCTGCAACT

TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGCACAAGAAAGT TG

AGTCTTCOTC

eI Yl et Uilelalaler Naleletielalels N
AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA

T s e OO AACGACACCOTCATGATCTCOCOGACCCOT elNes: P e
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCA TCTCCCGGACCCCTGAGGT CAC iCioiCER eI

i
™y
2
~

TGETGCACGTGAGCTACGAAGACCCTGAGGCTCAAGTTCAACTGETACGTCGACGGCGTGGA

(.u

GOTOCAT AATGCCAAGAC ARAGCCOCGaGAGGAGCAGT ACAACAGCACGT ACCGTATGATC
ATAATGCCAAGACAAAGCCCECGEGEEAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCETGETGESTC

S P YT I R S T N P T R S YT TR R T 4 R T Y (IR PR T T T T (S e
AGCGTCCTCACCGETCCTGCACCAGGACTGGCTCGAATGECAAGGAGTACAAGTGCAAGGETCT

o~ R T TS A (Y S T O A T n BRI R TR R TR (R T Ty TN PN £ g g
CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAANCCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCE

4

AGAACCACAGGTGTACAC \GETCAGC

{

CTOACCTCCCTGOTCAAALL
CTGACCTGCCTGGTCAAAGS

CGTGCAGTGGGAGAGCAATG

GGCAGCCGGAGAACAATCTA CACTCCGACGGCTCCTTCTT

CCTOTACAGCAAGCTCACCOTGOACAAGAGCAGOT GOCAGCAGAGCAACGTCTTCTOATGE
CC ACAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGGTGGCAGCAGEGGAACGTCTTCTCATGC

COCTOATCOATE Nalabvaluarar) T A YA A A A AT e \'1/‘![”1/* val Wf\(f‘t o~y
TCCCTCATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGACCCTCTCCCYGTCTCCGE

Fandt il “I"1 " r'1 N \|f‘ . Valks TN "D'II"1 . Y ‘1('1/"'-‘f‘ y"‘f"
GTAARAGGAGGTGGATCTGEGAGG L M|

B T sl ,'"r feler Yeie
SGCGGETTCAGS [GGCGEAGGUTCAGGTGETGEEAGE

1S e
S

CAGCCGGAGGTCAGOTTCAGCTAOA TR ACAAC TR e Talelatelel
FCAGGUGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGLGGT GAACTGGCACGTCCEEE]

AGCGTTAAAATGAGCTGTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGEE

TTAAACAGUGTCCGGETCAGGGETCTCGAATGEATTGETTATATCAATCCGAGCCETEET TA

TACCAACTACARCCAGAAATTCAAAGATAARAGCAACCCTCGACCACCGATAARAGCAGCAGC

ACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGUCTGACCTCAGAGGAT

AGCGCACTTTATTACTESTGOAL
A TTATTACTGETGCA

e au s

(.

GCTATTATGATGATCACTATTGCCTGGATTATTGGEGTCAGGGCACCACCCT

¥ Jal ~ i elallaral IainTalal ~ aradaltlarnin i tlal Wa ke Falaalsl NN VTR ] AFI'W/""\ al
GCEGETGEETGETGGTAGTGGTGECEETGETTCAGECGETCGUGGTAGCCAGATTGETTC]

ACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCUGCAAGTCUGHGGETH AAAGTTACCATGACCTGTAGCG

CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATCGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAL
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TTGCATTTATGATACCAGCAAANCTGGCAAGCGGTGTITCCGGCACATTTTICGTGGTAGCEGT
AGCCGCACCTCATATAGCCUCTCACCATTACCOGGTATGCAACCAGAACATGCAGCAACCTATT
ATTCTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGCTCGCACCAAACTGGAAATTAR

<

GT (sec. con num. de ident.:271)
OVOLKOSCGPGLVOPSOSLSITCTVSGESLTNYGVEWVEQS FCKCGLEWLGVIWSGGNTDYNT

PETSRLSINKDNSKSOQVEFKMNSLOSODTAIYYCARALTYYDYEFAYWGCOGTLVITVSAAST

FTEGGTAALGCLVEDYEFPERPVIVEWNSGALTSGVHETEFPAVLOISGLYS

I

SKA
LSSVVTVPSSSLGTCTY ICNVNHKPSNTRKVDERKVEPKSCEKTHTCPFCFAPELLGGPEVEL

FPPEEFEDTI

MISRITPEVTCVVVDVIHR

o

PEVEEFNWYVDGVEVHNAKTEIPREEQYNSTYRVVY

L{

VLTVLHODWLNGREYRCKVSNEALPAPIERKTISKARKGOPREPOVYTLEPPSRDELTERNG

LTCLVEGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKITRPEVLDSDGIOE

SVMHEALHENAYTORKSLSLISPGKG

SGGEGEGEGGGEGGE

SVEKMSCKASGY TFPTEYTMHWVKORPGOGLEWIGY INPSRGYTNYNOX

TAYMOLSSLISEDSAVYYCARYYDDHYCLDYWGOCTTLIVSSGCOCSCEEGEGEAESQIVL
TOSPATMSASPGERVIMTCSASSSVSYMNNYQOKSGTS PERWI Y DTSKLASGVRPANIFRGSG
SGTSYSLTISGMEAEDAATYY COQWSSNPETFGSGTKLETINR (sec. con ndm. de ident.:272)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5 - Anti-CD3 OKT3: Cadena ligera

CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETCATTCTCAGCGTGAGCCLCGGEGUGAR

TTAGCTGCCCCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTC

CG

CCCGCGCCTGCTEATTAAATATGCGAGCGAAAGCAT TAGCGGCATTCCGAGCCGC
TTTAGCGCCAGCGGCACCOGCACCCAT T TACCCTIGAGCCATTAACAGCCTOCCAAAGCGAAC

ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACARCAACTGGCCGACCACTCTTTGGCGCGGGECAC

TACGGTGGECTGCACCATCTETCTT

~NA R
CABAC

SGAACTGAAACG CATCTTCCCGCCATCTGAT

GAGCACTTGAAATCTGCAACTGCOTCTGTTGEIGTGCCTGCTCAATAACTTCTATCUCAGAG

AGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCEEL

TAARCTCCCAGGAGAGT

CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCUTACAGCCT CAGCAGCACCOTGACGCTGAGCAAA

GOAGACTZ

CCCATCAGGGCCTGAGCTCEC

CGAGAAACACAAA ACGCO

SCGAAGTC!

TCAACAGGGGAGAGTGTGGAG

TGGAGGETGGUGGETTCAGG

AGCTGOAGCAGAG

CGGAGGCTCAGETGGT AGGATCAGGCGGAGGTCA

GCTCGL AACTGGCCACCTCCOGETCCAAGUGTTAAAATGAGC TCTAAAGCAAGCSEGTTATA
CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTARAACAGCGTCCGGGET CAGGGTCTGGAATGGAT

TGGTTATATCAATCCGAGCCOGTGGTTATACCAACTACAACCAGAAATTCAARAGATAAAGCA

ACCOTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCEGCCTATATGCAGCTGAGCACGCCTGACUTCAL

AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGATCACT GCCTGGATTATTGC
&

GGGTCAGGGCACCACCLCTGACCETTAGCAGUGETGGTCOTGOTAGTGGTGGCGGTEGETTCA

3

GGCGGTGCCCGTAGCCAGATTGTTCTCGACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCLGE

CACCAGCCCGAAACGTIGGATTTATGATACCAGCARACTGGCAAGCEGT

G
&

2
'J

i
2
3
>
[
0
Gl
)]
O

STTCCCGCACATTTTCOTGETAGCEGTAGCGGCACCTCATATAGCCTCACCATTAGCGGTA

TOCAACCAGALGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTCGTCAAGCAATCCGTTTACCTT

= ]

TAGTAGTCGCACCAAACTGCAAATTAATCGT (sec. con nim. de ident.:273)
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QILLTOSPVILEVEPGERVIEESCRASQOSE

FSGI3GSGIDFTLSINSVESEDTADY Y CQON!

ECLESGTASVVCL NEYPREARKVOWEKVDNALOSGN SK

NI T O e Y e e ey -

ADYRKAKVYACEVTHQGLSSPVITKSENRGECGGGEGGLEEIE3GEEEGGEGEE

GAELARFCASVEMECKASGYTETRY TMHWVKORPGQGLEWIGYINPSRGY TNYNOKEKDRKA

TLTTDRSESTAYMQLESLTSEDSAVYYCARYYDLHEY

GSOIVLIQSPAIMSASPGERVIMICSASSEVEYMNWY QOKSGTSPKRWIYDTSKLASG

VEPAHPE

(sec. con num. de ident.:274)

Anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR - anti-CD3 3954-1204-C225v5-OKT3: Cadena ligera

CAAGGCCAGICTGGCCAGTGCATCTCACCTCOTGGTTIGTCCCCGACCGGCCCATACGTCATET

L Yades

. N YT P N e T e e T T ST N B P e Y e - COCOGTTOCGATAR
ACGCCTCGAGCGETGECAGCGETGECICTIGETGGATCCGLTCTCAGCEGCT CCGATAN

CEETACOC!

el \TOTTECTGA \COCAGASCCOCGETE ATTCTGAGCGTGAGT

TCATGE

TGGCACT

CCECECGAACGTETGAGTTTTAL WACA

SCCGUGTGAGICA

GOTATCAGOAGCECACCAACGGCAGTCUGUGLCTGCTGAT TAAATATGUGAGEGARAGCAT

(=13

WSCSGCAGCEGCACCEAT TTTACCCTGAGCATT

TAGCGCECATTICCBAGCCGCTT TAGCEGEU

AACAGCGTGGAAAGCGARGATATTGUGEATTATTATITGCCCAGCAGAACAACAACTGGECCGA

SGAACTGEAAACGETACGEGTGGCTGCACCATCTGETCTT

CCACCTTTGCLGLGEGCACTAALCT

CTOTTETGTEOOTECTE
T TGETGETGECCTGECTG

CATCTTOCCGUCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGEAALCT

AGTACAGTGGAAGGTGEGATALACGCCCTYCCAATCGE

7 CTTOTATC e Ve Veletale:
AATAACTTCTATCCCAGAGAGGECT

GTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACZAGCARG CAGCACCTACAGCCTC SAG

CACCCTGACGCTGAGUCAAAGCACACTACCGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACT

CATCAGGGCCTGAGCTCGCCUGTCACAAAGAGUCT T CAACAGCGGAGAGTCTGGAGGTGGAT

GCTCAGGTGE TGGAGCATCAGGCEGLAGGTCA

CTGCAGGTGGECGGTTCAGLGCTCTGECGGA

GETTCAGCTGCAGCAGAGTUGLTCC ACTGGCACGTCOGGCTGCAAGCGTTAARATGAGT

-
i
9]
O
b2
H
&3
0
‘J;*
=

TCTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTAT
GTCAGGGTCTGGAATCGGATTGGTTATATCAATCCGAGCOGTGGETTATA

GAAATTCAAAGATAAAGCAACCOTCGACCACCGATAAANAGCAGCAGCACCGCCTATATECAG
CTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTITTATTACTGCTGCACGC

ACTATTGCCTGGATTATTCGLETCAGGGCACCACCCTCACCEGTTAGCGCAGCGGTGETEETEE
TAGTGGTCGCGGTGGTTCAGGCEGTGCCOGGTAGCCAGATTGTTCTCGACCCAGAGTCCEGGCA
AGCGCCAGCAGCAGCGTTA

ATTAT SCGCAAGTCCGGET

AADAAAGTTACC!

GUTATATGAAT TGO TATCAGCAGARAAGCEGUACCAGCCOSAAACGTTGCATTTATGATAC

.\

CAGCAAACTGEGCAAGCLGTGTTCCOGCAC

AGCCTGACCATTAGCGGTATGGAA

~ T Y
CAAC

AGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGEY

VAT CCGET

(sec. con num. de ident.:275)
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&8 r"Q:LTv'TK OEPVILSVS

SGTDETLST

\DY Y COQONNNWEPT PlIpPPEDEQLEKEGTASVVCLL
NNEYPREAKVOWKVDNALCSGNSQESVITEQDSKDETYSLSSTLTLEKADYERHRKVYACEVT
HOGLSSEVITRKSENRGECGGGSGEEGIGIGGEIGHLEGEGEEOVRLOOSGAR LARPGASVEMS
CRASGYTEFTRYTMEWVEKORPGOCGLEWIGY INFPSEGY TNYNOREKDEKATLTTDKSE 33 TAY MO

LSSLTSEDSAVYYCARY YDDHYCLDYWGQGTT:

VS SGEHEEIGEEEIGGEGSOIVLTOSEA

IMSASP FNVTMTCS AL

STSKLASGVPAHFRGSG3GTSY

SLTISG

DAAT FTEGSGTKLEINR (sec. con num. de ident.:276)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5-Anti-CTLA-4: Cadena pesada

CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCOGEGLCTGELTGIAGCCCAGCCAGAGCCTGAGCATTA

-~

SCTG

CCHETGAGCGGCTTTAGCC

CACCAACTATGGCGTGCATTGGETGCGUCAGAGCCC

¢

GECARAGGCOTGEAATGCOT GEECETGATTTELAGCCGCEEIAACACCGATTATAAL

0]

TACCAGCCGUCTGAGCATTAACAALGATAACAGCAARAAGTUCAGGT S

"PTTAAAA

e
oA

O

TCGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGIGA

ATTGOGCGCGUGUGCTGACCTATTA
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~

TCATTATCGAATTT GTATTGGGGCCAGGGCACCTTY

AMGGGCCCATCGETCTTCCCCCTGCCACCCTCOCTCCAAGAGUACCTCTGGGEGCACAGTEE

CCCTGLGCTECCTGOTCAAGGACTACTTCCCC

CLOCCCTGACCAGCGEGES ACACCTTCCCEGGCTETCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCO
CTCAGCAGCGTGGTGACCOTGCOCTCCAGCAGCTTOGEECACCCAGACCTACATCTGCAACG

TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTIGTGACAR
ac

”)

AACTCACACATGCCCACCGETGCCCAGCACCTGAACTCCTCEGLRGEGACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCOCCAAAACCCAAGGACACCOTCATGAT COCTGAGGTCACATGLGETGE

TG GGACGTGAGCCACGAAGCACCCTCAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGEGA
GOTCGCATAATGCCAAGACAAAGUCECEGEAGGA

ACTGEGUTGS

CCAACAAAGCCCTCCCAGCOCCCATCCAGAAAF

AGAACCACAGGTGTACACCCOTGCCCLCCATCCCG

CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCETGCGAGTGGGAGAGCAATG

SGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCETGCTE

SACTCCGACGGCTCOTTCTT

CCTCTACAGCARAGTTCA SAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATES

TOCGTOATCCATS

AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGE

GTAAAGG

GAAAGAGCCACCCTCTCCTGECAL

CAGAAACCTGGCCAGS

GCATCCAGCAGGGTCCAC

SCCAGCOTCCTCATOTATE

\GACAGGTTCALGT

- ST NI e e
AGT

G ECHGGEATA

=
1

AGCOTEAAGATT T TGCAGTGTATTACTCTCAGCAGTATGETAGE

SACCAAGOTCGAAATCARAACGTTCCGOAGGETCGACCATAACTTCGTA

T
CCCAGGE

O AGUTEG T ACAC TGRS
fCCAGUTGGETGCAGACTGES

VCGAAGTTATCCTCGAGCS

ST T

CAGUCTCTGGATCCAC

GGAGGCGTGGETCCAGCCTGE

CCOTGAGAC

TGCCATGAGC

CCGCCAGGUTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGEETCTC

AGCTATTAGTGGE!

S TGETEETAGCACATACTACGCAGACTCOGTGAAGGGCCGETTCACC

e
CCAAGAAC

ACAGCCT

AGCCGEA

AGAGACAA

ACGCT

AT

THSN N PN
Lioaio\ais s

TGEET

ACTTCGA T

ACTGTGCCCACAAACTCCCY

ACACGGCCGETATAY

CACTETCTC

OSLSTTS

T T e R (P T e
TGGCACTCCTGE

QSCGRPGLV

SNTRYNT

TNYGVHWVROSPCKCLENW!

ORLE TNK]

e
RO LN NTVSAAST

VERMNSLE O YCARALTYYDYEFAYWGOGT
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KGPSVEPLAPSSKETEGETAALGCLVKDYFPERPVIVEWNSGALTSCGVHTFPAVLOESGLY S
LSSVVIVPSSSLGTOTY ICNVNHKPSNTRVDERVEPKSCDKTHTCPFCPAPELLGGPEVEL
FPPEPEDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWY VEGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCEVSNEKALFPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLFPSRDELTENGVS

LTCLVEGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGEFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESC

IYTOKSLSLSPGKGGESGGEGEGEGEGEGEEESGEGEIVLTQSPCGTLSLSFG

TLSCRASQEVESEY LAWY QOKPGOAPRLLIYGASSRATGIPDRESGSGEGTEETLTIS
RLEPEDFAVYYCQQYGSESPLTEFGGETRVEIKREGESTITSYNVY YTKLSSSGTQVQLVOTG
GGVVQOPGRSLRLSCAASGSTESSYAMSWVROQAPGKGLEWVSATSGSGGSTYYADSVEGRET
ISRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCATNESLYWYFDIWGRGTLVIVSSAS

(sec. con nim. de ident.:278)

Anticuerpo multiespecifico anti-EGFR C225v5-Anti-CTLA-4: Cadena ligera

CAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETCGATTCTGAGCEGTGAGCCCGEGECEAACGTGTGAGCT

TTACCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGCETATCAGCAGCGCACCAA

COGOAL NN NPT N AN AN NIV TN A e ~ 7 ~r TR MariGusialel Velalalals
GGCAGCCCGCGCCTGCTCATTAAATATGCCGAGCCGAAAGCAT TAGCGCCATTCCGAGCCGEC

TTTAGCGGCAGCGGCAGCGEGCACCCATTTTACCCTGAGCATTAACAGCG SAAAGCGAAG
ATATTCCGCATTATTATTGCCACCAGAACAACAACTGGCCGACCACCTTTGGCGCGGGCAC
CAAACTGGCAACTGAAACGTACGCETCGGCTCGCACCATCTCTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT
GAGCACTTGAAATCTGCAACTGCCTCIGTTGTCTGCCTGC TCAATAACTT CTATCCCAGAG
AGGCCAAAGTACAGTGGAAGST (CCTCCAATCGGETAACTCCCAGGAGAGTGT

CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA

GCAGACTACGAGAAACACARAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGC

WVl Valalale S T A T
AACAGGGCGAGAGTGETGEGAGETGGATC

CONA PN T e
SGAGGTGGCGEETTCAGE

7 Sl sINelculeleueler Ve TR Y YR N TTGTGETTGAC o e
GECGGAGGCTCAGGETEETGEAGGAT CAGGCGEEAGGETGAAAT CGTTGACACAGTCT

CCAGGCACCCTGETCH

TCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGICAGTCAGA

AGCAGUAGCT

/3 e r\.[‘.C‘r'

P COTAGS
CI ) ACCAGCAGAAAC GGECC

CT OO AGEE
[ CCCAGGCT

CATCTATGGETGCATCCAGCAGGGUCACTGGCATCCTAGACAGE

[TCAGTGGCAGTGGEGETCT

GGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGEAGCCTCGAAGATTTTGCAGTGTATTAL

T CAGOAGTATGOTAGCCTOAC TG - ~ COGACCAAGCTGE] SR T
GTCAGCAGTATGGSTAGCTCACCGC CGGECHGEAGGGACCAAGGTGEGAAATCAAACG

TTCCGEAGGGTCGACCATAACTTCGTATAATGTATACTATACGAAGTTATCCTCGAGCGET

ACCCAGGTC CTGGTGCAGACT LGOGTGETCCAGCCTGS STOCCTGAGAS
ACCCAGGTGCAGZTG GCAGACTGGGGGAGHECETGETCC CCTGGGAGGTCCCTGAGAC

TOTCOTGT CCTCTECATCCACOTTTAG T ATGCCATG Shleleleitslelelalortalele
TC TGTGCAGCCTCTGGATCCAC CAGCTATGCCATCGAGCTGGEGETCCGECCAGEL

CCAC’SL,AAGLJmCﬁCTGGAGTGC’“T\’”TCAGA,’TZXT""\CT\;\,TA(TTx—.Lg;L;G*ACL.ACATA“\,T_A\,
GCACGACTCCCTGCAAGGGCCGETTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAACGAACACGUCTGTATC

TCCAAATGAACAGCCTGAGAL

0

'

CCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGACAAACTCCCT

¥
W&

TTACTGGTACTTCGATCTCTCGEECCETGGCACCCTGGTCACTGTCTCTTCAGCTAGT

]

(sec. con num. de ident.:279)
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ECLESGTASVVCLLNNEY PREAREVOWEK
ADYEKHRKVYACEVTHQGLSEPVTKS

-1

PCTLSLIPGERATLSCRASQSVIE3 3T

GTDETLTISRLEPEDFAVYYCQOUYCSSPLTFGGGTRVEIRRS

TOVOLVQTGGEOGVVOPGRELRLECAASCES IV ESYAMSWVRAPGRGLEW . G3GLETYY

ITVSSAS

ADSVKGRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY YCATNS LYWY F DLW

(sec. con num. de ident.:280)
Anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR - Anti-CTLA-4 3954-1204-C225v5-CTLA-4: Cadena ligera

GGCCAGTCIGGCCAGTGCATCTCACCTCGTGGTTGTCCEGCACGGCCCATACGTCATET

CAAL

CTCGAGCGGCCGTTCOGATAA
CGETGATTCTGAGCGTGAGC

CATTGGCACCAACATTCATT

AAATATGCGAGCGAAAGCAT

AATCAGCETGGAAAGCGAAGCATATTCCGGAT LA

TGGCGIGEEGECACC GAL 'GAAARCGTACGGTGGECTGCACCATCTGTCTT
TCCCGCATCTGATGAGCACTTGAAATCTGGAACTGCOTOTGTTGTGETGCCTECTE

SGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGEE

CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGH

AATAACTTCTA'

GGAGAGTGTCACAGAGCAGGACZAGCAAGGATAGCACCTACAGZCTCAGCA

GTARN CH

LWGCARAAGCACACTACGAGAAACATCAAAL

SACGT TACGCOTGCSARAC

N IaYe
CAACAGEL

N T ey
CATCAGL

CAGCAGTGTGGAGG

CACAAAGAGCT

CCUGAGTTCGCCCE

+

GCUGGAGGUICAGETGETGGAGGA T CAGGCGGAGCEG

CAGETGGEUGETTCAGECOT

(GTCTCCAGCGGGGAAAGAGCCACCCTC

AATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGETCH

AGAGTC

(/ NGOAGSCTACTTAGS

T BT BT

CTGGTACCAGCAGAAACCTG

3

£o8 ..[‘ 2

TGOAT

g g e g
SRR R B

e,
TETT CETCADCAGTRTGGTEL

T,

TOGROCCRATRAT

CORBAGETOOARATCRALCGTTY

FGCGET

P B

W

AELT R R

T BT R
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L

DY ERHENTACEVT
EERATL

HT LY LOMMS LE

SR ABDTAVY Y CATHEL YWY DMt

(sec. con nim. de ident.:282)

Ejemplo 1: Preparacion de anticuerpos multiespecificos

Este ejemplo demuestra la construccion, expresion y purificacion de anticuerpos multiespecificos anti-Jagged - CD3, anti-
Jagged - CTLA-4, anti-EGFR - CD3 y anti-EGFR - CTLA-4.

Se usaron vectores para expresar la cadena pesada anti-Jagged (4D11v2), la cadena ligera 5342-1204-4D11v2, la cadena
pesada anti-EGFR C225v5 y las secuencias de la cadena ligera 3954-1204-C225v5 mostradas anteriormente. Tales
vectores se describen en las solicitudes pendientes de los documentos de la patente num. WO 2013/163631, presentada
el 26 de abril de 2013 (titulada "Activatable Antibodies That Bind Epidermal Growth Factor Receptor And Methods Of Use
Thereon") y el documento WO 2013/192550, presentao el 21 de Junio de 2013 (titulada "Anti-Jagged Antibodies,
Activatable

Anti-Jagged Antibodies and Methods of Use Thereof), cuyos contenidos se incorporan en la presente descripciéon como
referencia en su totalidad.

Los Vectores se digirieron con las enzimas de restriccion Nhel y Notl y el fragmento del vector se aisl6 mediante
electroforesis en gel. Los insertos se prepararon de la siguiente manera. El fragmento de IgG CH2CH3 humano se
amplificd en la reaccioén 1, a partir de Pop Hygro 4D11v2 con el uso del cebador HCForNhe (Tabla 8, sec. con nim. de
ident.: 3) y el cebador HCRevOL (Tabla 8, sec. con nium. de ident.: 4), CTLA-4 scFv se amplifico en la reaccion 2, a partir
de CTLA-4 scFv cDNA (sec. con nim. de ident.: 229) con el uso del cebador CTRevNot (Tabla 8, sec. con nim. de ident.:
1) y el cebador CTForOL (Tabla 8, sec. con nim. de ident.: 2), OKT3 scFv se amplifico en la reaccién 3, a partir de OKT3
scFv cDNA (sec. con num. de ident.: 231) con el uso del cebador OKRevNot (Tabla 8, sec. con num. de ident.: 5) y el
cebador CTForOL (Tabla 8, sec. con num. de ident.: 2). Se prepararon las fusiones de IgG, CH2CH3/CTLA-4 scFv humano
combinando 10% de la reaccion 1, 10% de la reaccion 2, y amplificando con los cebadores, HCForNhe y CTRevNot.

Tabla 8. Secuencias del cebador

Cebador |Secuencia de acido nucleico Sec. con num. de ident.
CTRevNot | TCGAGCGGCCGCTCAACTAGCTGAAGAGACAGTG Sec. con num. de ident.:

CTForOL Sec. con num. de ident.:
GCCCTCTAGACTCGATCTAGCTAGCTGAAGAGAC |2

AGTGACCAGG

HCForNhe | CTCAGCTAGCACCAGGGCCCATCGGTC Sec. con num. de ident.:
3

HCRevOL | CTTTACCCGGAGACAGGGAGAGGCTCTTCTGC Sec. con num. de ident.:
4

OKRevNot | CTCGAGCGGCCGCTCAACGATTAATTTCCAGTTTG Sec. con num. de ident.:
5

Después de la amplificacion, el ADN resultante se digirié con las enzimas de restriccion Nhel y Notl y el ADN de fusion
CH2CHB3/CTLA-4 scFv se aislé mediante electroforesis en gel. Se prepararon las fusiones de IgG, CH2CH3/OKT3 scFv
humano combinando 10% de la reaccién 1, 10% de la reaccion 3, y amplificando con los cebadores, HCForNhe y
CTRevNot. Después de la amplificacion, el ADN resultante se digirié con las enzimas de restriccion Nhel y Notl y el ADN
de fusion CH2CH3/CTLA-4 scFv se aisl6 mediante electroforesis en gel.
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Para insertar los fragmentos CH2CH3/scFv en los vectores de expresion, las siguientes combinaciones mostradas en la
Tabla 9 se ligaron durante la noche con ADN T4 ligasa (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA). Después de la ligacion, el ADN se
transformo en la cepa MC106 de E. coliy se selecciond para la resistencia a la ampicilina. La secuencia de ADN identifico
clones que contienen inserciones de ADN que codifican los anticuerpos multiespecificos o anticuerpos activables
multiespecificos correctos, y se preparo el ADN para la transfeccion de células de mamiferos.

Tabla 9: Reacciones de ligacion

1 ul de cadena pesada de anti-Jagged |10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
(4D11v2) digerido con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/CTLA scFv
1 ul de cadena pesada de anti-Jagged |10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
(4D11v2) digerido con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/OKT3 scFv
1 yl de cadena pesada 5342-1204-4D11v2| 10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
digerida con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/CTLA scFv
1 yl de cadena pesada 5342-1204-4D11v2| 10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
digerida con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/OKT3 scFv
1 pl de cadena pesada de anti-EGFR|10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
(C225v5) digerido con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/CTLA scFv
1 pl de cadena pesada de anti-EGFR|10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
(C225v5) digerido con Nhe/Notl de fusion CH2CH3/OKT3 scFv
1 pl 3954-1204-C225v5 digerido con|10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
Nhe/Notl de fusion CH2CH3/CTLA scFv
1 pl 3954-1204-C225v5 digerido con|10 pl de IgG humana digerido con Nhe/Notl, ADN
Nhe/Notl de fusion CH2CH3/OKT3 scFv

Ejemplo 2: Produccion de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos

Se expresaron IgG completamente humanas a partir de células HEK-293 transfectadas transitoriamente. La
cotransfeccion con vectores de expresion de cadena pesada y cadena ligera distintas, mostrados en la Tabla 10, permitié
la expresion de los anticuerpos activables multiespecificos.

Tabla 10
Numero de Transfeccion Vector de cadena ligera Vector de cadena pesada
1 anti-EGFR C225v5 LC C225v5-OKT3 HC
2 3954-1204-C225v5 LC C225v5-OKT3 HC
3 C225v5 LC C225v5-CTLAHC
4 3954-1204-C225v5 LC C225v5-CTLAHC
5 anti-Jagged 4D11v2 LC 4D11v2-OKT3 HC
6 5342-1204-4D11v2 LC 4D11v2-OKT3 HC
7 4D11v2 LC 4D11v2-CTLA HC
8 5342-1204-4D11v2 LC 4D11v2-CTLA HC

Los anticuerpos multiespecificos y los anticuerpos activables multiespecificos expresados en las células HEK-293 se
purificaron mediante cromatografia de Proteina A.

Ensayos de Union: Como se muestra en la Figura 11, los experimentos de unién por ELISA revelaron que los anticuerpos
multiespecificos anti-Jagged-CTLA-4 y anti-Jagged-OKT3 y los anticuerpos multiespecificos activables se unen a Jagged
1 humano, y los anticuerpos multiespecificos anti-EGFR-CTLA-4 y anti-EGFR-OKT3 y los anticuerpos activables
multiespecificos se unen especificamente a EGFR humano.

Jagged 1-Fc humano (R&D Systems; num. de catalogo 1277-JG-050) y EGFR humano (R&D Systems, nim. de catalogo
344-ER-050) se adsorbieron en diferentes pocillos de una placa de ELISA de 96 pocillos. Se aplicaron a la placa los
anticuerpos anti-Jagged-CTLA y anti-Jagged-OKT3, anti-EGFR-CTLA o anti-EGFR-OKT3 purificados y se dejaron unir.
El anticuerpo unido se visualizé con un conjugado de anti-lIgG humano con HRP (Fab specific, Sigma, St Louis, MO; nim.
de catalogo A0293-1ML) y se desarroll6 con el sustrato cromogénico TMB.
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Como se muestra en las Figuras 12A y 12B, los experimentos de unién por ELISA revelaron que anti-Jagged-CTLA-4 y
anti-EGFR-CTLA-4 se unen especificamente tanto a CTLA-4 humano como de ratén (el anti-CTLA-4 humano reacciona
de forma cruzada tanto con CTLA-4 de ratdbn como humano): Ya sea CTLA-4 humano (R&D Systems; num. de catalogo
325-CT-200/CF) o CTLA-4 de raton (R&D Systems, num. de catalogo 434-CT-200/CF) se adsorbieron en los pocillos de
las placas de ELISA de 96 pocillos por separado. El anti-Jagged 4D11v2-CTLA-4 purificado, el anticuerpo activable anti-
Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4, el anti-EGFR C225v5-CTLA-4 o anticuerpo activable 3954-1204-C225v5-CTLA-4 se
aplicaron a la placa y dejaron unir. El anticuerpo unido se visualizé con un conjugado de anti-lgG humano con HRP (Fab
specific, Sigma, St Louis, MO; nim. de catalogo A0293-1ML) y se desarroll6 con el sustrato cromogénico TMB. La
especificidad de la unién se demostrd por la incapacidad de las fusiones del anticuerpo-OKT3, especificas para CD3¢
humano, de unirse.

Ejemplo 3: OWT3 que se une a CD3¢

Como se muestra en la Figura 13, los experimentos de union por ELISA revelaron que el anticuerpo activable
multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3 y el anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-
4D11v2-OKT3 se unen especificamente a CD3¢ humano. CD3e humano (NovoProtein, num. de catalogo C578) se
absorbié en los pocillos de una placa ELISA de 96 pocillos. Anticuerpo activable multiespecifico purificado anti-EGFR
3954-1204-C225v5-CTLA-4, anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-OKT3, anticuerpo
activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 o anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged
5342-1204-4D11v2-OKT3 se aplico a la placa y se dejé unir. El anticuerpo unido se visualizé con un conjugado de anti-
IgG humano con HRP (Fab specific, Sigma, St Louis, MO; nim. de catalogo A0293-1ML) y se desarrollé con el sustrato
cromogénico TMB.

Ejemplo 4: Activacion de la proteasa de los anticuerpos activables mutiespecificos.
Activacion

Anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos se diluyeron en PBS hasta una concentracion final
de 0,8 mg/ml. Se afiadié uPA humana recombinante (R&D Systems, catalogo 1310-SE) a una concentracion final de 700
nM y se incubd a 37°C durante ~20 h. Las alicuotas digeridas se eliminaron y se prepararon para el analisis por SDS-
PAGE como se describe mas abajo, y se diluyeron en PBS 100 nM; Tween20 al 0,05% y albumina de suero bovino 10
mg/mL para su analisis en ensayos de ELISA de union.

Para el PAGE, las muestras se desnaturalizaron a 70°C durante 10 min en tampén de muestra LDS 1 x y se afiadio TCEP
hasta una concentracion final de 40 mM antes de la electroforesis. Se cargaron seis ug de anticuerpo en un gel Bis-Tris
NuPAGE al 10% (Invitrogen) y las proteinas se separaron por tamafio con el uso del tampdn de electroforesis MOPS.
Después de la electroforesis, el gel se tifid con azul de Coomassie y los resultados se muestran en la Figura 14. El cambio
en la movilidad de las cadenas ligeras del anticuerpo activable anti-EGFR 3954-1204-C225v5, anticuerpo activable
multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-CTLA-4, anticuerpo activable anti-Jagged 5342-1204-4D11v2 y anticuerpo
activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4, en presencia de uPA, demuestran la activacion
proteolitica de los anticuerpos activables multiespecificos. La carencia de cualquier cambio en la movilidad de las fusiones
de cadena pesada demuestra la resistencia a la escision de la proteasa.

Ensayos de Unién

El Panel A en la Figura 15 muestra que el anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-C225v5-CTLA-4 se
unioé a EGFR, mediante ELISA, con menor afinidad (Kd = 12,8 nM) en comparacién con C225v5 (3 nM) o con C225v5-
CTLA-4 (0,33 nM). Sin embargo, una vez activado por uPA, el anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR 3954-1204-
C225v5-CTLA-4 se unié a EGFR con afinidad similar (0,45 nM) en comparacién con C225v5 (0,21 nM) y C225v5-CTLA4
(0,33 nM). Es importante destacar que uPA no escindi6 el anti-CTLA4 scFv fusionado al extremo carboxilo de la cadena
pesada: Como se ilustra en el panel B de la Figura 15, el tratamiento con uPA no tuvo ningun efecto de unién a CTLA4
humano.

De manera similar, el anticuerpo multiespecifico activable anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 se uni6 a Jagged 1
humano, mediante ELISA, con menor afinidad (15 nM) en comparacion con 4D11v2 (0,44 nM) o 4D11v2-CTLA4 (0,77
nM). Una vez activado, el anticuerpo activable multiespecifico anti-Jagged 5342-1204-4D11v2-CTLA-4 se uni6 a Jagged
1 humano con afinidad similar a 4D11v2 (0,54 nM) y 4D11v2-CTLA4 (0,92 nM) (Figura 15, panel C). El tratamiento con
uPA no tuvo efecto sobre la unién a CTLA4 (Figura 15, panel D). Las mediciones de unién a ELISA se realizaron de la
siguiente manera. Jagged 1-Fc humano (R&D Systems; nim. de catalogo 1277-JG-050), EGFR humano (R&D Systems,
num. de catalogo 344-ER-050) o CTLA4 humano (R&D Systems; nim. de catalogo 325-CT-200/CF) se adsorbieron en
los pocillos de una placa de ELISA de 96 pocillos. Se aplicaron a la placa diluciones triples, comenzando a 100 nM, de
anticuerpos no tratados y tratados con uPA, anticuerpos multiespecificos o anticuerpos activables multiespecificos y se
les dejo asociarse con el antigeno unido a la placa durante 1 hora. Tras la union, el anticuerpo unido se visualizé con un
conjugado de anti-IgG humano con HRP (Fab specific, Sigma, St Louis, MO; num. de catalogo A0293-1ML) y se desarrollé
con el sustrato cromogénico TMB.
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Ejemplo 5: Secuencias de anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos adicionales

Este ejemplo proporciona las secuencias de anticuerpos multiespecificos adicionales y anticuerpos activables

multiespecificos.
Anticuerpo OKT3m scFv

Secuencia de aminoacidos

S Iele

GSGGEGEESGGE

TSKLASGVPAHFRGSGSGET

(sec. con num. de ident.:306)

Secuencia de nucledtidos

GCTGTAAAGCH

GGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGA

CAGARATTCAAAGATAAAGCAACC!

GCAGCCTGA

TCACTATAGC

GGTAGTGGTGGCGETGGETTCAGGCGET

CAATTATGAGCGCAAGT
TAGCTATATCGAATTGGTATC

lolalelat
.-"\.r\..-"\a

ACCAGCAAACTGGCARA

~TT

SGAELARPGASVEMSCEAS

YSLTIS

AAGCGGTTATACCTTTACCCL

\CCTCAGE

SGGSQIVLTOSPATIMBASPGERVT

T

CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGETGCAGAACTG

AGCGATAGUGCAGTTTATTACTGTGLE

CTGGATTATTGGGEGETCAGEGCACCACCCTGACCGTTA
'CCGGGTGARARAGT
AGCAGAAAAGCGGCA

GTTCCGGCACA

ATAGCCTCACCATTAGCGGTATGGAAGCAGA

GTCAAGCAATCCGTTTACCTTTCGTAGTGGCA

(sec. con num. de ident.:307)
Anticuerpo OKT3m scFv Lv

Secuencia de aminoacidos

QIVLTQOSPAT

ISGMEAEDAATYYCOOWSSNFPE

{(sec. con nim. de ident.:308)

Secuencia de nucledtidos

CAGA

aral

GTTCTGACCCAGAGT

TGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGET

CAGCCCCAAACGTTGGATT

CAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTGE

Anticuerpo OKT3m scFv Hv

Secuencia de aminoacidos

PCERKVTMTCSASIZVIYM

SEUS IOV A B TTITUR T SO A
CCGGCAATTATGAGC VAGT

"TATGATACCAGCAA

AGCGGTAGCGGCACCTCATATAGCTTGA

94

SGYTEFTRYTMEWVEQR

MTCSASSSV
GMEAEDA.

ATYY
X

Ak

GCRACGTCCGGG

GTTATACCATGCATTGGGTTAARCAGCGTCC

GGCGG

TAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGT

TACCATGACCT

TTTTCCTGGTAGCGGTAGC

TCAAGC

(o

SRGYTNYN

PCQGLEWIGY IN

PLTTDKSSSTAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGTTLTVSSGGEE

SYMNWYQQKSGTSPRKRWIYD

YCQOWSSNEPFTFGISGTRKLEINR

TGCAAGCGTTAAAATG

alarv

GCCGTGGTTATACCAACTACAAC

CTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGC

ACGCTATTATGATGA

GCAGCGGTGGTGGT

S
CCGE

I Talat
A

AGCGCCAGCAGCA
CCAGCCC

GAAACGTTGGATTTATGAT

_GGCACCTCAT

AGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTG

CCAAACTCGGAAATTAATCGT

WYQOKSGTSPKRWIYDTSKLASGVFAHY

ASGVEA

TEGSGTRLETINR

CCGGGETGARARAGTTACCA

Lo/

TSR N TR TR R R R e gy
ATCAGCAGAARAGCGGECAL

ACTCGCAAGCGGTGTTCCGGZACATTTT

TACCCGTATE AR T
TAGCGGTATGGAAGCAGAAGATG

\CCAT

AATCCOGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAA

(sec. con num. de ident.:309)
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TN .
OVOLOQOSGA

OKEKDKEA

LIS

(sec. con num. de ident.:310)

Secuencia de nucledtidos

STAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGTT

ARPGASVKMSCKASCGYTFIRYTMHWVKORPGOGLEWIGY INPSRGYTNYN

TVSS

.- ~ e ST Y LT N Y T T S T e ~ -
CAGGTTCAGCUTGCAGCAGAGCEGETGCAGAACTGGLACGTCCEGETGCAAGCETTAARATGA

et

VR e T
SO TAC

AAY, i

ARAGCAAGZGSTTATACCTTTACCCGTTA

GGETCAGGGTCTGEAATGGATTGETTATATCAATCCGAGTCL STTATAC

CAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATARAAGUAGCAGTALCT

AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGUGCAGTTTATTACTCTGLACGTTY

TCACTATAGCCTGGATTATTGGGETCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAG

(sec. con num. de ident.:311)

El anticuerpo OKT3m scFv con enlazador largo para unirse al extremo C ya sea de la cadena pesada (HC) o de la cadena
ligera (LC) de un anticuerpo o anticuerpo activable para producir un anticuerpo multiespecifico o un anticuerpo activable,

respectivamente

Secuencia de aminoacidos

GGGSGEGEGESGSGEESGEEESEEEOVOLOOSGAELARPGASVEMS! SYTE

ASG

QRPGOCLEWIGYINPSRGYTNYNQK LITDKS38TAYMOLSSLT

-

YE I

HYSLDYWGQGTT

VESGGEEESEGEEESGLEGSQIVLTOSPATM

ATTGGETTAA

n CACCETCC
ARCAGCETCC

CAACTACAACT
SCCTATATGC

AT 7
ATTAR

FTRYTMHWVEK

SEDSAVYYCAR

SPGERVIMTCSAS

SEVSYMNWYQOKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTSY SLTISCGMEAEDAATYYC

COWSSNPFTFGSGTKLEINR* (Sec. con num. de ident.:290)

Secuencia de nucledtidos

LE

GGAGGTGGATCTGGAGGTGGCEGETTCAGGLTCTGGCGCGAGGCTCAGETGGET

GCGGAGGTCAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGTGCAGRALTGGCACGTCCGE

GGAGGATCA

GTGCAAGCGET

alar

GGTTATACCA

TAAAATGAGCTGTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAARA
CAGCGTCCOGRTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGT
CTACAACCAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCA

CTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTG

TATCGATGATCACTATAGCCTGGATTATTGGGGTCAGGGCACCACCCTGACC
GETGGTGOTAGTGETGLCGETGETTCAGGCGGTGGLEETAGCCAGATTG

GAGTCCGGCAATTATCGAGCGCAAGTCCGEGTGAAARAAGTTACCATCGACCTG

SCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCG

GCRGCACCES
SCAGCACCGEC

TGCACGCTAT

CTTAGSCAGCE
FAGUAGUG

TTCTGACCCA
el

TAGCGCCAGT

ARACGTTGGA

TTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCCGTGTTCCGGCACATTTTCCTGGTAGCGGTAGCGE

CACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATCGCAGCAACCT

ATTATTGT

CAGCACGTGGTCAAGCAATCCCTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGTT

GA  (sec. con num. de ident.:291)

El anticuerpo OKT3m scFv con/ enlazador corto para unirse al extremo N del HC de un anticuerpo o anticuerpo activable

para producir un anticuerpo multiespecifico o un anticuerpo activable respectivamente

Secuencia de aminoacidos
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TRYTMEWVKCRPGOGLEWIGY INPSRGYTNYN

[YYCARYYDDHYSLDYWGQGTTLTVESGEE

=
(5]
]
-}
B
s
-3
—
3
i
o
=
N
0
N
3
5
5
= =
&
w0
e
H
0
[z
o
0
o
¢

GEGEEESGEEESQIVLTOSPA

MSASPGERVIMTCEZASSSVISYMNWYQOKEGTSPRRWIYD
G

TERLASGVPAHFRGEGSGTSY SLTLSGMEARDAATYYCCOWSSNPFTFCSGTRLEINRGGE

Secuencia de nucledtidos

Cadena pesada del anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N (anticuerpo OKT3m unido al extremo N del anticuerpo

C225v5 HC)

CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGETGCAGAACTGGCACGTCCGGETGCAAGCGTTAAAATGA

GCCTCTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATCGCATTCG

@
[]
-3
3
[
g
B
By
B
(@
el
(D]
(@
[
3
(@
(@}

GGGTCAGGCETCTGGAATGGATTGCETTATAT CAATCCGAGCCGTGCGTTATACCAACTACAAC
CAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATCEC

AGC TCAGCAGCOTGACCTCAGAGCAT AGCGCAGTTTATTAC TCTCCACGU TATTATGATCA

TCACTATAGCCTGGATT

TTGGGETCAGGGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCEGGTGETGET

GOTACTCEGTGECEGTGET TCAGGCGETEECEETAGCCAGAT TETICTGACCCAGAGTCCGE
CAATTATGAGCGCAAGTCCAGETEAAAAAGTTACCATGACCTETAGCGCOAGCAGCABCAT
TAGCTATATGAATTGETATCAGCAGARAAGCGGCACCAGCCCCAAACGTTGGATTTATGAT

ACCAGCARACTGCCAAGCGOTCTTCCGGCACATT TTCGTCETAGCECTAGCEGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATGEAAGCAGAAGATGCAGCAACCTAT TATTGTCAGCAGTS
GTCARGCAATCCETTTACCT TTGETAGT GGCACCAAACTGGARATTAATCGTGGAGGTGAT

GGATCC (sec. con num. de ident.:293)

Secuencia de aminoacidos

CVOLOQSGAELARPGASVKMECKASCGYTFTRYTMEWVKCORPGOGLEWICGY INPSRGYTNYN

CKEKDKATLTTDKSESTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHY SLDYWCGQGTTLTVESGGEG
I

SGSGEGEESQIVLTOSPAIMBASPCERVIMTICEASSSVEYMNWYQOKEGCTSPERWIYD

TSKLASGVPARFRGEGEGTSYSLTISGMEAEDAATYYCOQWS

GEQOVOLEKQSGPGLVQOPSOSLEITCTVIEGESLINYGVHWVROSP

NTPETSRLSINKDNSKSOVE

JGTLVIVEAA

NSLOSODTATYYCARALTYYDYEERY

=3
=
|
<
fC ]

PESKSTSGLTAALGCLVEDY FPERPVTVSWNSCALTSGVHTFPAVLOSSGL

YELSSVVIVESSSLGTOTYICNVNHEPSNTKVDKRVEPKSCDRTHTCPPCPAPELLGGPSY

3
&

1
o
o
=
o
A
i
£
=

[ €2}
Dj
ri
é

4

VOVSHEDPEVRKENWYVDGVEVENAKTKPREEQYNS

U‘
P
s
2y

VVSVLTVLHEQDWLNGKEY KCKVENKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPEREEMTKNO

VELTCLVKCGEY PEDIAVEWESNGOPENNYRTTPPVLDEDGSFFLYSKLTVDKERWOOGNY

=51

€N TN,

SCSVMHEALHNHYTOKS PGK* (sec. con num. de ident.:294)

Secuencia de nucledtidos
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Cadena pesada del anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-C (anticuerpo OKT3m unido al extremo C del anticuerpo

C225v5 HC)

ES 2 683 268 T3

T AT O O
SAACTGGCACGTCCG

STGCAAGCGTTAAAATCA

AGOGH

AGCGTCC
AGCGTC

GGGTCAGGGTCTGGEAATGGATTI

[TATATCAATCCGAGCCG

CTTATACCBACTACRAL
Jh LA CTACAAL

CAGARATTCAAAGATAAAGCAAL

[GACCACCGATARAAGT

SCAGCACCGCCTATATGC

1
L

AT e

ATTATGATGA

CTGAGCAGCC

ACCTCAGAGGATAGCGCAGTTT

TAC

TCGTGCACGT

GGG

[AGCCTGGA TCAGGGCACCACCCTGACCEGTTAGCAGCGGTGETGET

S TalaTatatel

GGTAGTCGGTGGCGS

GO R O R P O P St asTata ~CAGAGTOCRE
GTTCAGGCGEETGGECH GCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGL

CAATTATGAGCGCARGTCCGEGETGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGET

TAG
oAl

TATGAATTGGETATCAGT

ARGCGGCACCAGCCE

SAAACGTTGE TTATG

ACCAGCAAACTGGCAAGCGGTGETTCCGGCACATTTTCGTGCTAGCGGTAGCGGCACCTCAT

T tale

GCGGTAT

ATAGCCTGACCA

AAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTAT

T T
STCAGCAG

GTCAAGCAATCCGTTTACCT GTAGTGGCACCARACTGGAAATTAATCGTGGAGGTGET
GGATCCCAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGEECCTGETGCAGUCGAGCCAGAGCCTGA

GCATTACCTGCACCGTGS

CTTTAGCCTGACCAACTATGGUGTGCATTGGETGCGCCA

GAGCCUGGGEIAAAGGTUTGEAATGGCTGEGCETGATTTCGAGCGGUGLECAACACCGATTAT

CACCCOGTTTACCAGCCEOCT SATITUR B (VR A Ty £
AACACCCCGTTTACCAGCCGCCTCAGTUATTAACAAAGATAA

CAGCAALAAGCCAGGTGTT

TTAAAATCAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGCGATTTATTATTCGCGCGCGCGLGLTGAL
CTATTATCATTATGAATTTGCGTATTGG AGGGCACCCTGETGACCGTGAGCGCGLLT
AGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTLEGEGCA
CAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCETGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCETGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCT

CAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT

GGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTG
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEEGACCGTCAGTC

TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGCGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTCGAGGTCACAT

T AT T (D (ST R N TN S T TR p—— [
GCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGE

TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGG

{..

POCCAGCCCCCATCGAGARALDT
CCCAGCCCCCA GAGAAAACC

N alalal

TGCCCCCATCCLGEGE!

GTCAGCCTGA £

AT O AL
CCCA

GAGAACAACTACAACGACCACGCCTCCCGT

7 elelalelel

GCAATGGGCAGCCG

CTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTC

TCATGCTCCCGTCGATGCATCAGGCTCTGCACAACCACTACACCGCAGAAGAGCCTCTCCOTET

TGA  (sec. con num. de ident.:295)

Secuencia de aminoacidos
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ES 2 683 268 T3

OVOLROSGPGLVCPSOSLSITCTVSGESLINYGVHEWVROS PO

Al

SINKDNSKSOVEFRMNSLOS QDT

YYCARALTYYI

AYWGQGET

V

CTAALGCLVKDYFPERPVIVISWNSGALTSGVHTEPAVE

SEST,ET
PSS3L

HEPSNTKVL

FPPKPKDT

SVLTVLAQDW

IGKEYKCKVSNKALPAP

LTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNY

TOKSLSLSPGRGCGESGEEESGSGGGEE

NN TN LT TN IO ey (N T T
Y TMHWV T \ {P\:\,’ SLEWIGY

AYMOLSSLTSEDSAVYYCARYY

H
(@

o}

,

Secuencia de nucledtidos

98

T TR Qe
NLGVIWSGGE

HYSLDYWGOGTTLTVISGGEGEGEGGEGESGH

NTDYNT

TVSAAST

LOS8GLYS

EVTCVVVDVESHEDPEVRENWYVDGVEVANAKTHKPREEQYNSTYRVY
DVYTLPPSREEMTENQVS
RWOOG]

SGAELA

NVESC

REPGA

PRRG S
DKSSS

GGSQIVL

CSPAIMSASEGERVIMTCSASSSVSYMNWYQOKSGCTSPERWIYDTSKLASGVPARERGSC
GTSYSLTISGMEAEDAATYYCOQWSSNPFTFGSGTKLEINE* (sec. con nim. de ident.:296)
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Cadena ligera del anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-L-C (anticuerpo OKT3m unido al C-terminal del anticuerpo

C225v5 LC)

ES 2 683 268 T3

CAGCTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCAGECCTGGTGCAGCCGAGCCAGAGCCTGAGCATTA
CCTCCACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGGCEGTGCATTGGGTGCGCCAGAGCCT
GGGCAAAGGCCTGCAATGGCTGEGCGTGATTTGGAGCGGCGECAACACCGATTATAACACT

CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAAAAGCCAGGTGTTTTTTAAAA

TCAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCCCCATTTATTATTGCCECGCGCGCGCTGACCTATTA
CATTATCGAATTTGCGTATTGGEGCCAGGGCACCCTGLTCACCETCAGCGCEGGCTAGCACT

STCTTCCCCCTGECACCCTCCTCCAAGAGCAC

COTCAAGCACTACT TCCCOGAACCOET

CGCCCTGACCAGCGGCETGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC

GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG

ACCAAGGTGGACAAGAAAGT TCAGCCCAAATCTTCTCACAA

SCCCAGCACCTGAACTCCTG [CAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATG

CATCTCOCR OO TOACATEOGTES
£ ATCTCC GAC SAGGTCACAT SICHRCIE]

CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGETACCTCGACGLCETGGA

TGGETCEACGTGAG

AGCCCCGEGCAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGETC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGCACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT

COAACAAAGCCCTCCCAGCCOCCR » VAT - " xR e s
CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGLCCCE

AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGLGAGGAGATCACCAAGAACCAGGTCA
CTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCETGCACTGGCGAGAGCAATG

el
oL

p._-t

GAGAACAACTACAACACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT

CCTCTACAGCARGCTCACCGET

SCACAAGAGCAGGTGGCAGTAGGGGAACGTCTTCTCATGC

TCUCGTGATGCATSAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCUCTCTCCCTGTCTCCGE

e

CGETTCAGGCTC

-

STGEATCTGRA

GTARAGGAGGTGGA GGAGE TGGUGEAGGUTCAGGTGEETEG

ATCAGCUGGAGGTCAGCTTCAGCTCGCAGCAGAGCGGTGCAGAACTGGCACGTCCEGETGCA

TG

AT ACCTTTACCOGTTATACCATGOR
ATACCTTTACCCGTTATACCATGCA

TAAAATGAGCTCTAAAGCAAGCEGET

TTAAACAGCGTCCGEGTCAGHE!

GAATGS

FATATCAATCCGAGCCETGE

slad.Yeler
LAlols

GCARCCCTGACT

ACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTA

GCTATTATGATGATCACT! TGGGGTCAGGGCACCACCCTGACCETTAG

p O TGGTGATGATAGTCETRECGET
CAGCGETGETGETGETAGTGETGEECEETGE'

. Ny
TCAGGTGEE

GGTAGCCAGAT

[CTG

ACCCAGAGTCCGGCAATTATGAGCGCAAGTCCGGETGAAAAAGT TACCATGACCTGTAGCG
CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATGAATTGGTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACE
TTGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGETCTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCEGT
AGCGGCACCTCATATAGCCTCACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATT

ATTGTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGTGGCACCAAACTGGAAATTAA

TCGTTGA  (sec. con num. de ident.:297)

Secuencia de aminoacidos
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ES 2 683 268 T3

aras
FSGSC

ADYYCQQ

AKVQWKVD

*‘?t“

CAELARPGASVEMSCKAS

AN

v
TCS

(sec. con num. de ident.:298)

Secuencia de nucledtidos

lclelol:
IO

ACCCAGAC

TGOTG

SR T
GACA

TG

CGCBCE

e -
GGUAGCCCGECG

SIlele O R e e
CGGCAGCGGCATCGAT

TTTAGCGG

~ ¢
CAAACTG

SGAACTGARACGTACG

Iy Vel

BATCTGEAMDT
GAGC VAA AAC

Lol

"COCTCTGET

FTGA

(AN

T R T
L5GAAGE

AGGUCAAAGTACAL

STay Vel
RICT-AOrs

AGCAGGACAGCTAAG

~
CACAGA

NAL

Y7 T
FGATEC

ATTTTA
i

NNNWEP

SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK

VKQRPGOGLEWIGY INFPSRCYTNYNQKEKDKA

TOVATR Y

WRYY

GCCAGAGCATTGGCACCAACATTCA

CCTGCTGATTARATATGCCAGCGAAAGCAT

ATTGCCAGCAGARACAACAA

SGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCE

3

AACGCC!

\CCCTGAGCATTAACAG

TETECOTO

&

TN T e R
CAGCCTCAGCAGC

DYWGOGTTI TYSSGCRGSEaGEES

‘GAGUCUGEGIGAACGTGTGAGCT

SAGCGT

TTGGTATCAGCAGCGCACCAA
AGCGG PCCGAGCCGT

NACUTR BT
AGCGAAG

SGT G

R eeleTeley Yok TTPGGOGCRGEECAL
CTGGCCGACCACCE SGCGECEEETCA

CGCCATCTGA

SAATAACTTCTAL

idelelel
CCCAGAG

CTCCAATCGGGETAACTCUCAGSAGAGTGET

CACCCTGACGCT

G ACGAGAAARCACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCET
CCCTCACAAAGAGCTTCAACAGGGEAGAGT CTGGAGETCGATCTGEAGGTGECEETTCAGE
CTCTGGCGGAGSCTCAGETGGTGCAGGATCAGECGGAGGTCAGGTTCAGUTGCAGCAGAGT

GGTGCAGAACTGGCACGTCCGEETGCAAGCGTTAARAATCGAGUTGTARAGCAAGTGETTATA
CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGCGTCCGGETCAGGGTCTGGAATGGAT
TGGTTATATCAATCCGAGCCGTGETTATACCAACTACAACCAGARATTCAAAGATAAAGCA

ACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAG

CACGCTATTATGATGATCACTATAGCCTG

SGATTATTG

AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTE! TAT
GGGTCAGGGCACCACCCTGACCETTAGCAGCGGTGGTGETGETAGTGETCGCGGTEGTTCA

GGCGGTGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCA

GTGAAAAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGC

GCAGAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACCT

GTTCCGGCACATTTTICGTGEGTAGCGGTA

AGCAGAAGATGCAGCAACCTATTAT

TGGA

GTCGGCACCAAACTGGA

\GCG

71T

Ll

ATTAATCGTTAG

AGAGTCCGGCAATTATGAGCG

CAGCAGTGGTCAAGCARATCC

CAAGTCLGE

AGCAGCGTTAGCTATATCAATTGGTATCA
TGGATTTATGATACCAGCAAACTGGCAAGCGE
GGCACCTCATATAGCCTGACCATTAGCGGETA

GTTTACCT

(sec. con num. de ident.:299)

Cadena pesada del anticuerpo multiespecifico C225v5 (N297Q)-OKT3m-H-N

Secuencia de aminoacidos
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ES 2 683 268 T3

OVOLOQSGAELARPGASVEKMSCKASCGY TFTRYTMHWVKORPGQGLEWIGY INPSRGYTNYN

ATLTTDKSSSTAYMOLSSLTS

DSAVYYCARYY DDHYSLID

YWGEOGET

GSGGEESGEEGESQIVLTOSPATIMSASPGERVIMTCSASSSVSYMNNYQQKSGY WIYD

LEINRGGG

TSKLASGVPARFRGSGSGTSYSLTISCGMEAEDAATYYCQOWSSNPEFTEFGSGT
GSQVQLKOSGPGLVOPSOSLSITCTVSGFSLINYGVHWVRQSPCRGLEWLGVIWSGGNTDY
NTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSODTATYYCARALTYYDYEFAYWGRGTLVTVSAA

STRGPSVEPLAPSS

TSGETAALGCLVKDYFPEPVIVIWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDEKVERPKSCORTHTCPPCPAPELLGGY SV
FLFPPEPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEENW GVEVENAKTKPREEQYQ

OVYTLEPPSREEMTENQ

JVEVLTVLHG

VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPRPVLDSDGS TVDKSRWOOGNVE

(TOKSLSLSPGE® (sec. con num. de ident.:300)

CAGGTTCAGCTGCAGCAGAGCGGETGCAGRACTGGCACGTCCGGETGCARGCGTTAARAATGA

GCTGTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCETTATACCATGCATTGGGTTAARACAGCGTCO
GGGTCAGGGTCTGGAATGGATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAACTACAAL

CAGAAATTCARAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATAARAGCAGCAGCACCGCCTATATGO
AGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGA

TCACTATAGCCTGCGATTATTGGEGTCAGEGCACCACCCTGACCGTTAGCAGCGETGGTGE
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ES 2 683 268 T3

GCTAGTGGTGGCGETGGTTCAGGCGETGGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCECGE
CAATTATCGAGCGCAAGTCCGGGTGAARAAGTTACCATCGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGLG
TAGCTATATCAATTGCTATCAGCACGAAAAGCGGCACCAGCCLCGAAACCTTGCGATTTATGAT
ACCAGCAAACTGGCAAGCGGETGTTCCGGCACATTTTCCTGGTAGCGGTAGCGGCACCTCAT
ATAGCCTGACCATTAGCGGTATCGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGTCAGCAGTG
GTCAAGCAATCCGTTTACCTTTCCTAGTGGCACCARACTCGAAATTARATCGTGGAGGTGGT
GGATCCCAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGECCCEGGGCITGETECAGCCCAGCCAGAGCCTGA

T
GCATTACCTGCACCGTGAGCGGCTTTAGCCTGACCAACTATGGUGTGCATTGGETGCGCCA

GAGCCCGGGCAAAGGCCTGGAATGECTGGGCGTGATTTGCGAGCGGCGGECAACACCGATTAT
AACACCCCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAARAGCCAGGTGTTTT

TTAAAATGAACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGUGAT

CTATTATGATTATGAATTTGCC

ATTGG

5CCAGGGCAC

VICGLTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCA

GCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCETGCACACCTTCCCGLCTETCCTACAGT CCTCAGGACTC

TACTCCCTCAGCAGCGTGLTGACCETGCCCTCCAGCAGCTTCGECACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGCACAAGAAAGTTCGAGCCCAAATCTTC
TCACAAAACTCACACATGCCCACCCETGCCCAGCACCTGAACTCCTGGEGEGACCGTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGCACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACAT

GCGTGCETECTGCACGT GAGCCACGAAGACCCTGAGGTC

STTCAACTGCTACGTGGACGE

COTCGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGLGAGGAGCAGTACCAGAGCACGTACCET

TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTG

ATGGCAAGGAGTACAAGTGCA

')

AGGTCTCCARACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCTCAAAGHS

[’
&
P
B

COCCCOAGAAC CACAGH COCTGOOCOCATOCOGR0]
GCCCCGAGAACC GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGEE!

CAGATGACCAAGAACCAG

v

SCUTGACCTGCCTGETCAMAGG

TCCCAGCGACATCGUCETGGAGTGGGAGA

f]

PCGGCAGCOGEAGAACAACTACAAGACCALGCCTCCOGTCUTGEACTCLGACGGEOTC

CTTCTTCCTCTRACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGCTGGCAGCAGGGGARCGTCTTC

CATGCTCCGTGATGCATCAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGZCTCTCCCT

CTCCGGGETAAATGA  (sec. con num. de ident.:301)

Cadena pesada del anticuerpo multiespecifico C225v5(N297Q)-OKT3m-H-C

Secuencia de aminoacidos

CVOLKOSCPCLVOPSQSLSITCTVSGESLTNYGVEWVRQS PGRKGLEWLGV IWSGGNTDYNT
PETSRLS INKDNSKSQVEFRKMNSLOSODTATYYCARALTYYDYREFAYWGOGTLVTVSAAST
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ES 2 683 268 T3

KGPSVERPLAPSSKETEGEGTAALGCLVEDYFPRPEPVIVEWNSGALTSGVETFPAVLOSSGLYS

LSSVVIVPSSSLGTOTY ICNVNHKPSNTRKVDEKVEPKSCEBKTHTCPPCPAPEL

FPPRPRKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWY VEGVEVHNAKTKFREEQY(C

(\’3
v ,»)

TYRVV

5

SVLTVLHODWLNGKEYRCEVSNKALPAP TEKTISKAKCOPREFOVYTLPPSREEMTENCVS

I

LTCLVEGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYXKTTPPVLDSDCSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESC
TOKSLSLSPGKGGEEGGEEGEGEGEEEGEEESGEERVOLOOSGAELARPG

CYTFTRYTMHWVEKORPGOGLEWIGY INPSRGYTNYNQKFKDEAT

555
TAYMOLSSLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGTTLTVESGGGGIGGGGEGEGESQIVL
IMSASPGERKVIMTCSASSSVSYMNWYQOKSGTSPRRWIYDTSKLASGVPAHERGSG

SGTSYSLTISGMEAEDAATYYCOOWSSNPFTFGSGTKLEINE*(sec. con nim. de ident.:302)

Secuencia de nucledtidos

STCGCAGCTGAAACAGAGCGGECCCGGECCTGLTGCAGCCCAGCGCCACGAGCCTGAGCATTA

COTGECAC
fo CAU

CCAACTATGGCGTGCATTGGGTGCGLCAGAGCCC

SCGCAACACCGATTA

CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATT

AAAAGCCAGETETTTTTTAAAA

T

AACAGCCTGCAAAGCCAGGATACCGCCATTTATTATTGCCGCECGCGCGCTGACCTATTA

TCGATTATGAATTTGCCGTATTGGCGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTCGAGCGCGGCTAGCACC

CGOTCTTCOCOCTS

SCTOCT OO e PPN
CCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGECACAGLGE

L AN
T e TR P o T S T e Ty GACTACTTCCCOGA N
CCTGGGECTGCCTGETCAAGGACTACTTCC AACCGGTGA

CAGCGGCETGCACACCTTCCCGLCTGTCCTY

AGCCTGGTGE CCAGCAGCTTGGGCAC

TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC

CCCAAATCTTGTCACAA

AACTCACACATGCCCACCGTG CACCTGAAC

GACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAARCCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGATCCCTGAGGT CACATGCGET GG

TATaTAD Pty
EICIMCHRCIGTN

SGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAL

GCTCGCATAATGCCAAGACAAAGCCGUGGEGAGGAGCAG

TACCAGAGCACGTACCGTGTGETC

CCTGCACCAGGACTGGECTGAATGCCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT

CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCUAAAGCCAARAGGGCAGCCLCG

AOC ETETACACCCTGOCCCCA!
AGAACCACAGGTGETACAC TGC CCA

CCCGGGAGGAGAT

VCCAAGRACCAGG

CACCTGCCTGGTCAAAGGCTT

CCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGHGAGAGCARTG

GGUAGCCGGAGAACAACTACAAGCGACCACGLCTCCCGTGCTGEACTCCGACGGCTCC

\GCARGCTCACCE

NPT T PR PR (N YT ~
GCGACAAGAGCAGGTGGCAGT

TCTCATES

TCOGTCATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCYGTCTCCGE
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ES 2 683 268 T3

GTARAGGAGGTGGATCTGCAGGTGECEGTTCAGGCTOTGECEGAGGCTC

ATCAGCGCGGAGGTCAGETTCAGCTGCAGCAGAGCGGT
AGCGTTAAAATGAGCTGTAAAGCAAGCGGETTATACCT

TTAAACAGCGTCCGGGTCAGGGTCTGGAATGGATTIGE

TGCATTGGE

GCCGTGGTTA

TACCAACTACAACCAGAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTGACCACCGATARARAAGCAGCAGT

ACCGCCTATATGCAGCTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTT

TTACTGTGCAC

GCTATTATGATGATCACTATAGCCTGCGATTATTGGGGTCAGGGCACCACCCTGACCGTTAG

CAGCGETGGTGETGGTAGTGGTGGECGE

TEGTTCAGGCGETGECEET

STCCGGCAATTATGAGCGCA 3G SAAARRG

CCAGCAGCAGCGTTAGCTATATCAATTGCTATCAGCAGAAAAGCGGCACCAG

3

GCATTTAT

ATTCTCAGCAGTGGTCAAGCAATCCGTTTACCTTTGGTAGT

T

TTGA (sec. con num. de ident.:303)
Cadena ligera de anticuerpo multiespecifico C225v5 (N297Q)-OKT3m-L-C

Secuencia de aminoacidos

DILLTQSPVI RVSESCRASQ

EQLEKIGTASVVCLLNNEY PREAKVOWKVDNAL

ARYEKHKVYACEVTH

GAELARPGASVEMSCKASGYTEFTRYTMEWVKQORPGOGLEWIGY INPSRGYTNYNQK

TLTTDKSSS

PAIMSASPGEEVTMTICS

VPAHFEGSGSGTSYSLTISGMEAEDAATYY(
(sec. con num. de ident.:298)

Secuencia de nucledtidos

TACCATGACCTGT?

SCGECACCTCATATAGCCTCACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATG

NSQESVTEQDSKDSTY

SLTSEDSAVYYCARYYDDHYSLDYWGQGTTL

KSGTSPRKRWIYDTESE

AGCCAGATTGTTCTG

A e
AGCG

'CCGAAACG
GATACCAGCAAACTGGCAAGCGETCTTCCGGCACATTTTCGTGGTAGCGET

AGCAACCTATT

ACCAAACTGCAAATTAA

GLSEPVTKSENRGECGGGSGEGESGSGEEIGHGGSGGERVOLOQS

KDK2A

GGGGEGGEGES

o

LASG

GACATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETGATTCTGAGCGTGAGLCUGLGUGARCGTGTGAGCT

TTAGCTGCCGCGCEAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGGTAT
CGGCAGCCCGCECCTGCTGATTARATATGCGAGCGAAAGCATTAGCGGCATY
TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCCATTTITACCCTGAGCATTAACAGCGTGGAA
ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTGGCCGACCACCTTTG

CAAACTGCAACTGAAACGTACGGTGGCTCCACCATCTGTCTTCATCT

104

CAGCAGCGCACCAA

Yalalalalal

AL
1y / ¢\"”1\" (LA AW

AGCGAAG
GCGCGGGLAT

CCATCTGAT
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ES 2 683 268 T3

GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGE

N e -~ COACACOACCT
CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCT

GCAGACTACGAGAAACACLH CTACGCCTGC

TR R A D O i

CCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGCGACGAGTC

Sy g T T P
CTCTGGCGGAGGCTCAGGTGGTCEGAGGATC

GGTGCAGAACTGGCACGTCCGGETGCAAG

CCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAACAGC

M

ITGTGTG
AGGCCAAAGTACACTGGAAGGTCGATAACGCCC

ACAGCCT

CHEITITR

Ceil

TGGTTATATCAATCCGAGCCGTGGTTATACCAA

ACCCTGACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCECCTAT
AGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTE

GGGTCAGGGCACCACCCTGACCCETTAGCAGCGGT

ACCTGTAGCGCCAGTAG
GCACAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGGATTTAT
CTTCCGGECACATTTTCGTGGTAGCGETAGEE
TCGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTATTATTGETCA

TCGETAGTGGCCACCAAACTGGAAATTAATCG

Cadena pesada del anticuerpo C225v5(N297Q)

Secuencia de aminoacidos

FERKMNSLO3OD

LOSSVVTVPSSSLGTOTY ICNVNHKPENTKVDERVEPKSCURKTHTCPPCPARPEL

SVLTVLHODWLNGKEYKCRKVSNKALPAPTEKTISKAKGO

LTCLVEGEYPSDIAVEWESNGOPENNYK

SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK™* (sec. con num. de ident.:336)

Secuencia de nucledtidos

CAGGTGCAGCTGAAACAGAGCGGCCCGGE

LSITCTVSGEFSLT

mMA T

TALYY

GATTGTTCTGACCCAGAGTC!

SGCTAALGCLVEDYEFPEPVE

FPPEPEKDTIMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVEKENWYVDGY

KTTPPVLD

T alnlel

CULGGL

CCTGCACCGTGAGCGGLCTTTAGCCTGACCAACT

e~ e CTGOGOGTCATTT
GGGCAAAGGCCTGGAATGGCTGGGCGTGATTTGGA

105

"GAAGTCACC
STGGAGGTG!

CAGGC

CAGCAAACTGG

T
L LA

300G

-3

J\/'\J\) LG UAA

CTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAG
GGTAACTCCCAGGAGAGTGT
TGACGCTGAGCAAA
FCAGGGCCTGAGCTCGT

GTGGCGETTCAGE

v SACO
CAGCAGAGC

AAGCAAGCGESTTATA

CGTCTGCAATGGAT
CABRAGATAAAGCA
TGAGCAGCCTGACCTCAG
VTGATGATCACTATAGCCTGGATTAT TG
GTGETGECEETGETTCA

CAATTATGAGCGCAAGTCCGE

CATATAGCCTGACCATTAGCGGTA

SCAATCCGTTTACCTT

AG (sec. con num. de ident.:299)

NYGVEWVRQSPGRGLEWLGVIWSGGNTDYNT

VITVSAAST

HTEFPAVLOSSGLYS

QoPSvE
SGGPEVEL

TANAKTKEPREEQYQSTYRVV
POVYTLPPSREEMTENQVS

VDKSRWQOGNVESC

GCCTGAGCATTA

CCAGAGCCC

GATTATAACACC
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CCGTTTACCAGCCGCCTGAGCATTAACAAAGATAACAGCAARAAGCCAGGTGTTTTTTAAAA

-3

TGAACAGCC

TGATTATCGAATTTGCGTATTGGCEGLCAGGGCACCCTGLTCACCETCAGCELE

AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGECACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGEGGGCACA:

4"'\4../\ Cioliow Dsiae v LN S L

L4

TGCAAAGCCAGGATACCGCCATTTATTATTCCCGCECGCGCELT

ACOACT
sl A

I lalolel
oAty

CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGETGACGGTGTCGTGGAACTCAGE

CGCCCTGACCA COTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC

CTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGLCACCCAGACCTACATT

TGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTCGCACAAGAAAGTTCGAGCCCAAATCTTG

GCAACG

GACEA

AACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGEGGGACCGTCAGTCTTCCTC

TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCOGGACCCCTGAGGTCACA

el

GGTCCATAATGCCAAGACARAGCCGCGGEAGGCAGCAGTACCAGAGCACGTACK

AGCOTCCTCACCOTCCTECACCAGCACTGECTCAATGOCAAL TACAAGTE

CCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCA

AR R T GTGTACACCCTGCCOCCATCCOGGGAGGAGATE] < -
AGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCA GGGAGGCAGATGACCAAGAAC

CTGACCTGCCTGOTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCECCETGEAGTELGA

GETGCACGTGAGCCACGAAGACCCTCAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACG

AAGGTCT

AGOCOCE

A

CAGGTCAGC

GGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGECTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTCTTCTCATGC

TCCCTCATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTC

GTAAATGA (sec. con num. de ident.:337)
Cadena ligera del anticuerpo activable 3954-1204-C225v5

Secuencia de aminoacidos

QGQSGQCISPRGCPRGRPYVMYGS3GESGGSGGSGLEGREDNHGSSGT

PGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQORTNGSPER

LIKYASESISGIPSRESGSG

CYCQONNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVETIFPES
NNEYPREARKVOWKVDNALCSGNSQESVTEQDSKD:

HOGLSSPVTKSFNRGEC*  (sec. con num. de ident.:304)
Secuencia de nucledtidos

CAAGGCCAGTCTGGCCAGTGCA CACCTCGTGGTTGTCCGGACGGCCCATACGTCA

ACGGCTCCACGCGGTGGCAGCGETGECTCTGETGGATCCGETCTCGAGCGEGLC

TCATGGCAGTAGCGGTACCCAGATCTTGCTGACCCAGAGCCCGGTCGATTCTGA

CCGGGLGAACGTGTGAGCTTTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCA

106

elotele

&G

)SPVILSVS
GTDETLSI
ASVVCLL

TYSLSSTLTLSKADYEKHEKVYACEVT

TGT

CTTCCGATAA
GCGTGA

CATTCATT
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GGTATCAGCAGCGCACCAACGGCAGCCCGCGCCTGCTGATTAAATATGCGAGC

TAGCGGCATTCCGAGCCGLTTTAGCGECAGCGGCAGCLGCACCGATTTTACC

AACAGCGTGGAAAGCGAAGATATTCCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACA

,

ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCACTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTCET

AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCC

GTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGLCACCTACAGC

CGAAAGCAT
AGCATT

-~ Velaleler
CTGGCCGA

CCACCTTTGGCGCGGGCACCAAACTGCAACTGAAACGTACGETGGCTGCACCATCTLTCTT

GCCTGCTC
CCAATCGG

CCTCAGCAG

ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACCGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACT

CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTETG

[

CTGCAGGTGGCG

P —
AGGTGGAT

TTCAGGCTCTGECOGAGGCTCAGGTGCTCGAGCATCAGGCGGAGETCA

GGTTCAGCTGCAGCAGAGCEGTECAGAACTGGCACGTCCOEETCGCAAGCETTAAAATGAGC

TCTAAAGCAAGCGGTTATACCTTTACCCGTTATACCATGCATTGGGTTAAA

%

GTCAGGGTCT

NN N Y ey
AGCGTCCGE

SGAATGCATTGGTTATATCAATCCGAGCCGTCGET TATACCAACTACAACCA

GAAATTCAAAGATAAAGCAACCCTCACCACCGATAAAAGCAGCAGCACCGCCTATATGCAG
CTGAGCAGCCTGACCTCAGAGGATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGCTATTATGATGATC

CTATAGCCTGGATTATTGGEETCAGCGGCACCACCCTGACCETTAGCAGCGGTGETGETGE

TAGTGGTGGCGETE GGCGGTAGCCAGATTGTTCTGACCCAG!

ATTATCAGCGCAAG

COGOOA

AGTCCGGECA

AAAGTTACCATGACCTGTAGCGCCAGCAGCAGCGTTA

GCTATATGAATTGGTATCAGCACAAAAGCGGCACCAGCCCGAAACGTTGCATTTATCATAC

PR ROV B (R ST ST T e (e T T T A GO A
CAGCAAACTGGCAAGCGGTGTTCCEGCACATTTTCGTGETAGCGGETAGCGGEC

AGCCTCACCATTAGCGGTATGGAAGCAGAAGATGCAGCAACCTA

-

CAAGCAATCCETTTACCTTTE

(.

(sec. con nim. de ident.:305)

Anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, que comprende el plasmido de cadena ligera 3954-

1204-C225 y el plasmido de cadena pesada C225v5-OKT3m-H-N.
Cadena ligera del anticuerpo C225v5

Secuencia de aminoacidos

AGTGGCACCAAACTGGAAATTAATCGTTAG

DILLTOSEVILSVSPGERVSESCRASQSIGTNIEWYCORTNGSFRLLIXYASESISGIPSR

FEGSGSCTIDFTLEINSVESEDIADYYCOONNNWPTTEGAGTKLELKRTVAAPSVEIFPPSD

EQLKSGTASVVCLLANNEY PREAKVOWKVDNALQEGNSQESVTEQDSKDSTYS

ADYERHEVYACEVTEQGLSSPVTESFNRGEC*  (sec. con num. de ident.:314)

Secuencia de nucledtidos

107
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GACATCTTGCTGACCCAGAGCCCGETCATTCTGAGCGTGAGCCLGGGCGAACGTGTGAGT!

TTAGCTGCCGCGCGAGCCAGAGCATTGGCACCAACATTCATTGGTATCAGCA

CGGCAGCCCGCGCCTGCTCATTAAATATCCGAGCGARAAGCATTAGCGGCA

TTTAGCGGCAGCGGCAGCGGCACCGATTTTACCCTGAGCATTAACAGCGTGE

NSRS R
GCGCACCAA
I Nelalalele]

TTOCR
TCCCGAGCCGT

GAAAGCGAAG

ATATTGCGGATTATTATTGCCAGCAGAACAACAACTGGCCGACCACCTTTIGGCGCGGECAL

CAAACTGGAACTGARACGTACGETGGCTGCACCATCTLTCTTCATCTTCCCG

GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTCAATAACTT

AGGCCAAAGTACAGCTGGAAGGTCGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGT

CCATCTGAT

G alalal Vet Ve
CTATCCCAGAG

CACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAA

GCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGET

O R S A A A AT R A AL
CCGTCACAAAGAGCTTCAACAG

CTCTGGCGGAGGCTCAGGTELTECAGCGATCAGGCGGAGGTCAGGTTCAGCT

COTOOD SPGOOR
GGCTGCAGAACTGGCAC

CCTTTACCCGTTATACCATGCATTCGGGTTAAACAGCGTCCGGETCAGGGTC

TR T ATOA 2 r"\/\'ﬂt\ ACOCOTOETTAT '1|‘r(i\r~< Y ar: ORI A
TGGETTATATCAAT AGCCGTGGETTATACCAACTACAACCAGAAATTCAA

AGCGTTAMAATCAGCTGTE e
SCGTTAAAATS CTAAAGCA

CTGAGCTCGC

GGCAGAGTGTGGAGGTGCATCTGCAGGT GGCEGLTTCAGE

GCAGCAGAG

AGCGGTTATA

ACCCTCACCACCGATAAAAGCACGCAGCACCGCCTATATGCACGCTGAGCAGCCTGACCTCAG

COATAGCGCAGTTTATTACTGTGCACGC T ATTATGATCATCACTATAGOD
GGGTCAGGGCACCACCCTGACCCETTAGCAGCGGT GG TGETGETAGTGGETGGTE
GGCGGTGGCEETAGCCAGATTGTTCTGACCCAGAGTCCGGCAAT TATGAGT

A GO RO CACOCE ST A T T AT A D GO BA T
GCAGAAAAGCGGUACCAGCCCGAAACGTTGGATTTATCATACCAGCAAA

TGGATTATTC
GGTGGTTCA

CGCAAGTCOGE

Lloiotis

P TROR R T T R PSR TS By e O CAGOAGCAGCCT TAGCTATAT PTGGTATCR
GTGAAAAAGTTACCATGACCTGETACGCGCCAGCAGCAGLCGT TAGCTATATCGAATTGGTATCA

GGCAAGCOGT
AAGCGGET

GTTCCGGCACATTTTCGTGETAGCEETACCGGCACCTCATATAGCCTCACCAT TAGCGGTA

COARGC A 2
TGGAAGCAGAA ik

TGCAGCAACCTATT

GTCGTCAAGCAATC

CGTTTACCTT

TEGTAGTGGCACCARACTGGAAATTAATCGTTAG (sec. con num. de ident.:315)

La Tabla 11 muestra ejemplos de apareamiento de secuencias de cadena pesada (HC) y cadena ligera (LC) para producir
un anticuerpo multiespecifico o anticuerpo activable multiespecifico de la descripcién. Como se usa en la presente
descripcion cuando se hace referencia a cadenas ligeras, las cadenas ligeras de anticuerpos que comprenden C225v5

se denominan también cadenas ligeras que comprenden C225.
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Tabla 11. Anticuerpos multiespecificos y anticuerpos activables multiespecificos de la descripcion

Nombre de la proteina Pares de Plasmidos (nucleétidos) para la transfeccion

HE GEBvRDK

225650 T3m-H-O HO C22565-OKT3n-H-C

O D225

| EE L

HE C2200-NEG7 G-OKT 3m-H-N
RSN i

CR2NEARTQAOKT 3l HEC 2250 E-NEBTG

L C225-ORTam-L-C

G OR TN

MO CR220vE-NEBF QUK T30 H-O

LG C226-3854-1204

; ..._1;325;’(5#3\529?{2;. Lo GlamiEmmnnn .
22530541204 0K 3n o

vS se refiere a la version 5 de C225
Ejemplo 6: Unidn de anticuerpos multiespecificos a CD3¢ en células T Jurkat

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para unirse a las células T.

Se probaron tres formatos de anticuerpos multiespecificos: (1) C225v5-OKT3m-HN, un anticuerpo multiespecifico en el
que un OKT3m scFv (que se une a CD3¢ (también denominado en la presente descripcion CD3e y CD3) en células T) se
unio al extremo N-terminal de la cadena pesada del anticuerpo anti-EGFR C225v5; (2) C225v5-OKT3m-H-C, un anticuerpo
multiespecifico al que se unié un OKT3m scFv al extremo C de la cadena pesada del anticuerpo anti-EGFR C225v5; y (3)
C225v5-OKT3m-L-C, un anticuerpo multiespecifico al que se unié un OKT3m scFv al extremo C de la cadena ligera del
anticuerpo anti-EGFR C225v5. Las secuencias de aminoacidos de estos anticuerpos multiespecificos se proporcionan en
la presente descripcion, al igual que las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos C225v5 y OKT3. También se probd
un control de isotipo, a saber, control de isotipo IgG+ humano, Enzo, catalogo ALX-804-133-C100.

Para determinar si los tres formatos de anticuerpos multiespecificos pueden unirse a las células T Jurkat positivas a CD3¢
(también denominadas en la presente descripcion células Jurkat y Jurkats), se realizé un ensayo de union basado en
citometria de flujo. Se cultivaron las células T Jurkat (Clon E6-1, ATCC, TIB-152) en RPMI-1640 con GlutaMAX™ (Life
Technologies, Catalogo 72400-120), suero Bovino Fetal Inactivado con Calor al 10% (HI-FBS, Life Technologies, Catalogo
10438-026), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml(Life Technologies, Catalogo 15140-122) (también referido en
la presente como medio completo) de acuerdo con las directrices de la ATCC. Las células se recogieron por centrifugacion
(200xg, 4°C, 5 min) y se resuspendieron en PBS con HI-FBS al 2% (tampon FACS). Aproximadamente 250,000 células
Jurkat por pocillo se transfirieron a una placa con fondo en U de 96 pocillos, se recogieron y se resuspendieron en 50
microlitros (también denominados en la presente descripcion como puL o ul) de los anticuerpos a ser probados. La
concentracion de partida de los anticuerpos fue 100 nM para los anticuerpos multiespecificos y 166,7 nM para el control
de isotipo, seguido de diluciones en serie de 5 veces para un total de 8 concentraciones para cada anticuerpo.
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Las células y los anticuerpos se incubaron a 4°C con agitacion durante aproximadamente 1 hora, se recogieron y se
lavaron 3 veces con 200 yL de tampon FACS. Las células Jurkat resultantes se resuspendieron en 50 pl de anti-IgG
humana conjugada con AlexaFluor® 647 (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Catalogo 709-606-149) y se incubaron a 4°C
con agitacion durante aproximadamente 30 min. Las células Jurkat resultantes se recogieron, se lavaron 3 veces con 200
ML de tampdn FACS y se resuspendieron en un volumen final de 150 yL de tampén FACS con 7-AAD 2,5 pg/ml (BD
Pharmigen, catalogo 559925). Se analizaron las muestras en un citémetro de flujo BD Accuri C6 (BD Biosciences), y se
calculd la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células viables con el uso de FlowJo V10 (Treestar). La tincion 7-
AAD mostré que un portal de dispersion lateral frontal fue suficiente para identificar las células viables. Valores de ECsp
se calcularon en GraphPad Prism 6 ajustando la curva de los datos al log(agonista) frente la respuesta (tres parametros).

La Figura 16A demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos se unieron a las células T Jurkat con
valores ECso que varian de un solo digito en nM a sub-nM.

Ejemplo 7: Anticuerpos multiespecificos se unen a las células T que expresan CD3¢ y al EGFR humano recombinante

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para unirse tanto a células T
(también denominadas en la presente descripcion como co-unién) como a las células que contienen el antigeno diana.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, C225v5-OKT3m-H-C o C225v5-OKT3m-L-C podria
unirse a las células T Jurkat positivas para CD3¢ y EGFR, se realizé un ensayo de counion basado en citometria de flujo.
Se pretrataron las células Jurkat con una concentracion saturante de cada uno de los anticuerpos multiespecificos seguido
de titulacién con EGFR biotinilado y la deteccidn con el conjugado R-ficoeritrina estreptavidina (SAPE). También se probd
un control de isotipo, a saber, control de isotipo IgG+ humano, Enzo, catalogo ALX-804-133-C100.

Las células Jurkat se cultivaron y recogieron como se describe en la presente descripcion. Se transfirieron
aproximadamente 500,000 células Jurkat por pocillo a una placa de fondo en U, se recogieron y se resuspendieron en 50
pl de anticuerpo multiespecifico 40 nM o anticuerpo de isotipo 67 nM. Las células se incubaron a 4°C con agitacion durante
aproximadamente 1 hora, se recogieron y se lavaron 3 veces con 200 pL de tampdn FACS. Las células Jurkat resultantes
(que unen un anticuerpo multiespecifico de la descripcion) se resuspendieron en 50 yl de proteina EGFR humana
recombinante biotinilada (Abcam, Catalogo ab168702) comenzando a aproximadamente 290 nM seguido de diluciones
en serie de 5 veces para un total de 8 concentraciones. Las células se incubaron a 4°C con agitacion durante
aproximadamente 1 hora, se recogieron y se lavaron 3 veces con 200 pL de tampdn FACS. Las células Jurkat resultantes
se resuspendieron en 50 pl del conjugado de R-ficoeritrina estreptavidina 10 pg/ml, (Life Technologies, S866) y se
incubaron a 4°C con agitacion durante aproximadamente 1 hora. Se recogieron las células, se lavaron una vez con 200
ML de tampdn FACS y se resuspendieron en 150 uL de tampdn FACS. Las muestras se analizaron en un BD Accuri C6 y
se calcularon las MFI como se describe en la presente descripcion. Los valores de ECs se calcularon en GraphPad Prism
6 como se describié en la presente descripcion.

La Figura 16B demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos mostraron unién dependiente de la
concentracion de EGFR que requeria la unién concomitante a CD3¢ en células T. Los valores de ECs estuvieron en el
intervalo de sub-nM a un solo digito nM.

Ejemplo 8: Activacion dependiente de células T diana mediante anticuerpos multiespecificos

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para activar las células T de
una manera dependiente de la diana.

Para determinar si la participacion conjunta de células T Jurkat y células diana EGFR-positivas mediante los anticuerpos
multiespecificos C225v5-OKT3m-HN, C225v5-OKT3m-HC o C225v5-OKT3m-LC podria inducir la activacién de células
Jurkat, se utilizé un ensayo basado en citometria de flujo. Se cocultivaron las células Jurkat y células diana marcadas con
CFSE durante aproximadamente 15 h y se evalud la activaciéon de las células T mediante tincion para la expresion
superficial del marcador de activacion temprana de células T, CD69.

Se cultivaron las células SW480 positivas para EGFR, también denominadas células SW480, (ATCC, Catalogo CCL-228)
y células U266 negativas para EGFR, también denominadas células U266, (ATCC, catalogo TIB-196) en RPMI-1640 con
GlutaMAX™ | HI-FBS al 10%, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 U/ml (referido como medio completo) de acuerdo
con las directrices de la ATCC. Estas células diana se recogieron, se lavaron una vez con PBS y se resuspendieron en
PBS a 2x108 células/ml. Se preparo una solucion de CFSE 5 mM (Life Technologies, CellTrace™ CFSE Cell Proliferation
Kit, Catalogo C34554) en DMSO y después se diluy6é en PBS 30 nM. La solucion de reserva de trabajo de PBS/CFSE se
uso inmediatamente. Se combinaron volimenes iguales de las células diana y la reserva de CFSE para una concentracion
final de CFSE de 15 nM y una densidad celular final de 1x10° células/ml. Las células se incubaron durante 15 minutos a
37°C. El marcaje se apag6 afiadiendo un volumen igual de HI-FBS. Las células diana incubadas se recogieron, se lavaron
una vez con medio completo, y se resuspendieron en medio completo a 5x10° células/ml. Se afiadieron 50 pL de
suspension celular por pocillo a una placa de fondo plano de 96 pocillos para un total de 25,000 células diana por pocillo.
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Las células T Jurkat se cultivaron como se describe en la presente descripcion. Las células Jurkat se recogieron, se
resuspendieron en medio completo a 1x10° células/ml, y se afiadieron 50 pL de suspension celular por pocillo a la placa
de fondo plano que contenia células diana para un total de aproximadamente 50,000 células Jurkat por pocillo. La relaciéon
de células T efectoras por células diana fue de 2:1.

Tres reservas de anticuerpos concentrados se prepararon en medios completos. Las concentraciones mas altas usadas
fueron 1,2 nM para cada uno de los formatos de anticuerpos multiespecificos y 1,5 nM para OKT3 (BioLegend, Catalogo
317304), C225v5 (cuya secuencia de aminoacidos se proporciona en la presente descripcion) y anticuerpos de control de
isotipo. Se prepararon diluciones en serie de cinco veces en medio completo para un total de 8 concentraciones para cada
anticuerpo. Se afadieron cincuenta pL de anticuerpo por pocillo a la placa de fondo plano que contiene las células T y las
células diana, diluyendo todas las cepas 3 veces para una concentracion inicial de 400 pM para cada formato de
anticuerpo multiespecifico o 500 pM para cada uno de los anticuerpos OKT3, C225v5 e isotipo.

Después de aproximadamente 15 h, las células se transfirieron a una placa con fondo en U y se cosecharon. Para
maximizar la recuperacion, la placa de cultivo celular se lavé con 150 uL de tampén FACS, y el lavado se transfirio a la
placa de fondo en U. Las células se recogieron, se resuspendieron en 50 yL de anticuerpo anti-CD69 conjugado con PE
(BD Biosciences, Catalogo 555531, usado en la concentracion recomendada por el fabricante), y se tifieron durante 1 h a
4°C con agitacion. Las células se lavaron una vez con 200 yL de tampén FACS y después se volvieron a suspender en
un volumen final de 150 yL. Se usaron controles de un Unico color para establecer la compensacién en el BD Accuri C6.
Se recogieron 10,000 células en un portal CFSE negativo de dispersion lateral delantera y una MFI calculada con el uso
de FlowJo. Los valores de ECsp se calcularon en GraphPad Prism 6 como se describié en la presente descripcion.

La Figura 17 demuestra que la activacion de CD69 mas potente, evidente comenzando en las concentraciones sub-pM,
dependié de que cada formato de anticuerpo multiespecifico se cocultivara en presencia tanto de células T Jurkat como
de células SW480 positivas para EGFR. Por el contrario, la activacion de células T inducida por el cocultivo con células
U266 EGFR-negativas fue significativamente menos eficiente, mostrando valores de ECsp sub-nM y una reduccion del
75% en la induccion maxima de CD69 en relacion con la activacion inducida por células EGFR-positivas. La activacion
independiente de EGFR de los anticuerpos multiespecificos, como se observé cuando se usaron células U266, fue similar
a la del anticuerpo OKT3, y se observo una tincion insignificante de CD69 con C225v5 y anticuerpos de control de isotipo.

Ejemplo 9: Activacion de células T CD8* primarias dependiente de la diana mediante anticuerpos multiespecificos

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para activar las células T CD8
positivas primarias (CD8*).

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N, C225v5-OKT3m-H-C o C225v5-OKT3m-L-C puede
mediar la activacién dependiente de EGFR de células T CD8* primarias humanas, se realizd6 un ensayo basado en
citometria de flujo. Las células T CD8" derivadas de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) y células
diana marcadas con DDAO-SE se cocultivaron durante la noche, y se evaluo la activacion mediante tinciéon para el
marcador de activacion temprana, CD69.

Se cultivaron las células SW480 positivas para EGFR y se marcaron como se describe en la presente descripcion con las
siguientes excepciones: (1) Se marcaron las células diana SW480 con CellTrace™ FarRed DDAO-SE (Life Technologies,
Catalogo C34553) y (2) se suplementd el medio completo con IL-2 25 U/ml (R&D Systems, Catalogo 202-IL-050/CF). Se
afiadieron cincuenta uL de suspensién de células diana (a 5x10° células/ml) por pocillo a una placa de fondo plano de 96
pocillos para un total de 25,000 células diana por pocillo.

Células T citotoxicas CD8* de sangre periférica fresca normal (AllCells, catalogo PB009-3) se obtuvieron de AllCells
(Alameda, CA), se recogieron por centrifugacion (200xg, RT, 15 min) y se resuspendieron en medio completo
suplementado con IL-2 25U/ml a 1,5x10° células/ml. Se afiadieron cincuenta pl de suspension celular por pocillo a la placa
de fondo plano que contenia células diana para un total de aproximadamente 75,000 de células T citotéxicas CD8* por
pocillo y una relacién de 3:1 de células T por células diana.

Se prepararon reservas de anticuerpos concentrados tres veces en medio completo suplementado con IL-2 25 U/ml. La
concentracion mas alta fue de 600 pM seguido de diluciones en serie de 5 veces para un total de ocho concentraciones
para cada anticuerpo. Se afiadieron cincuenta L de anticuerpo por pocillo a la placa de fondo plano que contenia células
CD8* y las células diana, diluyendo todas las reservas 3 veces para una concentracion inicial de 200 pM.

Después de una incubacion durante la noche, la placa de fondo plano se centrifugé y se eliminaron 100 pL de
sobrenadante para el ensayo de citotoxicidad luminiscente descrito en la presente descripcion. El sobrenadante restante
se transfirio a una placa de fondo en U, y las células en la placa de fondo plano se separaron con tripsina al 0,25% (Life
Technologies, Catalogo 25200-056). La actividad de la tripsina se inactivé mediante la adicion de 3 volumenes de tampon
FACS, y la suspension celular se transfirio a la placa con fondo en U. Después de la recoleccion, las células se
resuspendieron en 50 pL de un coctel anti-CD69 PE/Anti-CD8 FITC (anti-CD8 FITC, BD BioSciences, catalogo 561948),
control de isotipo de FITC (BD BioSciences, catalogo 340755), o control de isotipo de PE (BD BioSciences, catalogo
340761). Todos los anticuerpos se usaron en las concentraciones recomendadas por el fabricante. Las células se tifieron
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durante 1 h a 4°C con agitacion, se recogieron y se resuspendieron en un volumen final de 150 pL de tampén FACS con
7-AAD 2,5 pg/ml. Se usaron controles de color Unico para establecer la compensacion en un BD Accuri C6, y se recolectod
un volumen fijo de suspension celular. La activacion de células CD8* fue suficiente para distinguir entre las células diana
y las células T viables. La activacion se cuantific6 como el porcentaje de células T con expresion de CD69 por encima del
control del isotipo PE.

La Figura 18A demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos demostraron la activacion dependiente de
la concentracion de las células T CD8* primarias con valores de ECsy de pM de un solo digito. El tratamiento con
anticuerpos de control de isotipo OKT3, C225v5 o IgG1 humano (Enzo) resulté en una induccion de CD69 despreciable.

Ejemplo 10: Destruccion dependiente de la diana de células diana mediante anticuerpos multiespecificos

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para inducir lisis celular
dependiente de la diana dirigida a células T.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN, C225v5-OKT3m-HC o C225v5-OKT3m-LC fue
capaz de inducir lisis celular dependiente de la diana dirigida a células T, las células SW480 se cocultivaron con células
T CD8* en una relacién de células efectoras a diana de 3:1 como se describe en la presente descripcion. Después de una
incubacion durante la noche, se analizaron 100 pL del sobrenadante en placas de 96 pocillos de pared blanca (Greiner
Bio One catalogo 655098) para la actividad de la proteasa distinta asociada con la citotoxicidad siguiendo el protocolo del
fabricante (CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay, Catalogo G9292, Promega), que utiliza un sustrato de péptido luminogénico
para medir la actividad de las proteasas liberadas por las células que perdieron la integridad de la membrana y que
posteriormente se han sometido a citdlisis. La citotoxicidad dependiente del anticuerpo multiespecifico de las células diana
se expreso en la luminiscencia después de la sustraccion del fondo de los valores no tratados y se representé en Prism
con el registro de andlisis de ajuste de la curva (agonista) frente a la respuesta (tres parametros).

La Figura 18B demuestra que los tres formatos de anticuerpos multiespecificos indujeron la destruccion mediada por
células T de las células SW480. Como se esperaba, el anticuerpo OKT3 solo no mostré destruccion detectable de las
células SW480, lo que sugiere que es un requisito de coacoplamiento tanto para CD3 como la diana tumoral para una
citotoxicidad efectiva por los anticuerpos multiespecificos.

Ejemplo 11: Activacion de células T dependientes de la diana y destruccion de las células diana mediante anticuerpos
multiespecificos

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para inducir la activacion
dependiente de la diana dirigida a las células T de las células T CD8* y la destruccion de las células diana.

Para determinar si la activacion de las células T observadas dependié de la expresion de EGFR por la célula diana, las
células SW480 positivas para EGFR marcadas con CFSE o las células U266 negativas para EGFR se cocultivaron con
células T CD8* humanas en presencia de anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN u OKT3, cada uno en una serie
de dilucién de 5 veces comenzando a 200 pM como se describié anteriormente. El marcaje con CFSE de las células diana
(30 nM) se utilizé para distinguir las células diana de las células T con el uso de un método descrito en la presente
descripcion. Las células T citotéxicas CD8* citotoxicas de sangre periférica normal congelada (AllCells, catalogo PB009-
3F) se descongelaron de acuerdo con lo especificado por el fabricante. Después de una incubacion durante la noche, las
células T (células CFSE negativas) se ensayaron para la expresion superficial del marcador de activacion temprana, CD69
como se describe en la presente descripcion. Brevemente, las células se eliminaron de la placa de ensayo, las células
adherentes se despegaron con el uso de tripsina (Life Technologies), y las células se lavaron una vez con tampén FACS.
Las células se tifieron durante 1 hora con anti-CD69-PE (BD Bioscience). Las células se lavaron y se analizaron en BD
Accuri C6 para la expresion de CD69 en la superficie celular. Se calcularon los valores de MFI como se describié en la
presente descripcion. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células T con expresion de CD69 por encima
del control de isotipo con el uso del software de analisis FCS Express y se representaron en Prism con el analisis de
ajuste de curva log(agonista) frente a respuesta (tres parametros).

Como se muestra en la Figura 18C, el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN mostré una potente activacion de
células T a concentraciones sub-pM en presencia de células SW480 y solo una activacion minima de células T por células
U266, incluso a concentraciones que eran 3 logs mayores que las concentraciones usadas con las células SW480. El
anticuerpo OKT3 mostré una activacion de células T minima. Estos resultados demostraron que la activacién efectiva de
células T depende de la expresion de EGFR en la célula diana.

Para determinar la dependencia de la expresion de EGFR para la destrucciéon de células diana, se midieron 100 pl del
sobrenadante del cocultivo de células T con células SW480 o U266 para actividad de proteasa asociada con citotoxicidad
(CytoTox-Glo, Promega). Los resultados se expresaron en luminiscencia sin sustraccion de fondo para mostrar la
respuesta de U266 y se representaron en Prism con el analisis de ajuste de curva log(agonista) frente a la respuesta (tres
parametros).
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La Figura 18D ilustra que el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N provoca citotoxicidad de células SW480 que
expresan EGFR a concentraciones sub-pM mientras que no se detecta la destruccién discernible de células U266
negativas para EGFR. El anticuerpo OKT3 tampoco mostré ninguna destruccion discernible de células SW480 o U266.

Ejemplo 12: Capacidad de anticuerpos multiespecificos para acoplarse a las células T para destruir un panel de lineas
celulares que expresan EGFR

Este ejemplo demuestra la capacidad de los anticuerpos multiespecificos de la descripcion para acoplarse a las células T
para destruir un panel de lineas celulares que expresan EGFR.

Para determinar si el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN fue capaz de inducir citotoxicidad de las lineas
celulares que expresan EGFR adicionales, se cocultivaron las células T CD8* humanas en RPMI-1640, suero humano al
2% en placas de 96 pocillos de pared blanca con las siguientes lineas celulares que expresan EGFR en una relacion
efector a diana de 5:1 (con la excepcion de las células U266, que se usaron en una relacion de 3:1 cultivadas en placas
de fondo plano de 96 pocillos) y una titulacion del anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN: HEK-293, HCT-15, HCT
116, Hs 766T, HT-29, NCI-H2405, SW480, SK-OV-3, y una linea celular negativa para EGFR, U266 (todas las lineas
celulares de ATCC). El anticuerpo anti-EGFR C225v5 (a 200 pM) se us6 como control negativo. Después de una
incubacion durante la noche, el sustrato peptidico luminogénico del ensayo de citotoxicidad CytoTox-Glo™ (Promega) se
afiadio directamente a las placas (150 ul de sobrenadante) para medir la actividad proteasa liberada, con la excepcion de
las muestras U266, donde 100 pl del sobrenadante U266 se us6 para ensayar la actividad de proteasa. Los resultados se
expresaron en luminiscencia después de la sustraccion de fondo de valores no tratados y se representaron en Prism con
el analisis de ajuste de curva log(agonista) frente a la respuesta (tres parametros).

La Figura 19 demuestra que todas las lineas celulares que expresan EGFR tratadas con el anticuerpo multiespecifico
C225v5-OKT3m-H-N en presencia de células T CD8" exhibieron citotoxicidad dependiente de la dosis. Por el contrario,
las células U266 negativas para EGFR no se vieron afectadas por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N.
Ninguna de las lineas celulares tratadas con el anticuerpo anti-EGFR C225v5 a 200 pM mostré ninguna evidencia de
citotoxicidad, independientemente de su expresion de EGFR.

Ejemplo 13: Atenuacioén de la unién de EGFR por anticuerpos activables multiespecificos

Este ejemplo demuestra que la union de EGFR por un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcion es atenuada
en comparacion con la uniéon a EGFR por un anticuerpo multiespecifico de la descripcion. Este Ejemplo demuestra ademas
que la unién de EGFR del anticuerpo activable multiespecifico, que incluye una entidad escindible por proteasa, se
restablece tras la escision del anticuerpo activable multiespecifico por dicha proteasa.

El anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, anticuerpo activable multiespecifico activado
3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N, y anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N se ensayaron para su capacidad de
unirse a células SW480 que expresan EGFR.

La activacion del anticuerpo activable multiespecifico se realizé de la siguiente manera: 825 ug de anticuerpo
multiespecifico activable 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN en PBS se escindié mediante la adicion de matriptasa titulada
en el sitio activo (también denominado en la presente descripcion MT-SP1 y MTSP1, disponible en R&D Systems,
Catalogo 3946-SE-010) hasta una concentracion final de 100 nM. El producto de digestion se incubd a 37°C durante la
noche, y la escision se confirmé mediante la eliminacion de una alicuota para el analisis de electroforesis capilar
(Electroforesis capilar GX-Il, Perkin Elmer). La proteasa y la entidad enmascaradora escindible se eliminaron mediante la
purificacion en Proteina A. En resumen, la muestra digerida se diluy6é a 2 ml con PBS y se cargé en perlas MabSelect
SuRe™ equilibradas (GE Healthcare Life Sciences, Producto 11-0026-01 AD). Se lavaron las perlas con 5 volumenes de
columna (CV) de 1xPBS, seguido de 5 CV de 5xPBS suplementado con alcohol isopropilico al 5% (IPA), y finalmente con
5 CV de 1xPBS. El anticuerpo se eluyé con 10 CV de glicina 0,1 M, pH 3,0, y las fracciones se neutralizaron con Tris 1 M,
pH 8,0, se mezclaron, concentraron e intercambiaron el tampon por PBS.

Las células SW480, que expresan EGFR, se despegaron con tampén de disociacion celular (Sigma, catalogo C5789), se
lavaron e incubaron durante 1 hora con una dilucién 5 veces de 1000 nM de anticuerpo activable multiespecifico 3954-
1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo activable multiespecifico activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo activable 3954-1204-C225v5 o anticuerpo C225v5 en tampén FACS en
hielo. Las células se lavaron 3 veces con tampén FACS e incubaron con 1:400 de un anticuerpo secundario,
concretamente AF488 especifico de FcGamma antihumano (Jackson ImmunoResearch Catalog 109-546-098) en tampdn
FACS en hielo. Las células se lavaron 3 veces con tampoén FACS, y la MFI de AF488 se ley6 en el citdmetro de flujo BD
Accuri (BD Biosciences). La MFI de una muestra que comprende solo el control de anticuerpo secundario se sustrajo de
la MFI experimental y se representd graficamente en Prism con el andlisis de ajuste de la curva log(agonista) frente a la
respuesta (tres parametros).

La Figura 20A demuestra que la uniéon de EGFR por anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN

se atenud en comparacion con la unién de EGFR por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN, pero la unién de
EGFR del anticuerpo activable multiespecifico se restauré completamente con escisiéon por proteasa del anticuerpo
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activable multiespecifico por matriptasa. La Figura 20B muestra que la union de EGFR por el anticuerpo C225v5 y por el
anticuerpo activable 3954-1204-C225v5 fue comparable con la uniéon de EGFR por el anticuerpo multiespecifico C225v5-
OKT3m-HN y el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, respectivamente, demostrando que
la entidad anti-CD3¢ presente en el formato multiespecifico no alteré el perfil de union a EGFR del anticuerpo
multiespecifico o el anticuerpo activable multiespecifico.

Ejemplo 14: Capacidad de anticuerpos activables multiespecificos para unirse a CD3* células T

Este Ejemplo demuestra que un anticuerpo activable multiespecifico, un anticuerpo activable multiespecifico activado y
un anticuerpo multiespecifico, todas las modalidades, son cada uno capaces de unirse a células T CD3*.

Para determinar si la union a CD3¢ se afectada por el enmascaramiento del sitio de unién a EGFR de un anticuerpo
activable multiespecifico anti-EGFR, se realiz6 un ensayo de unién de células T Jurkat como se describe en la presente
con el anticuerpo 3954-1204-C225v5 multiespecifico activable OKT3m-HN, anticuerpo activable multiespecifico activado
3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, y anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN. Las células Jurkat se incubaron con
una dilucién de 5 veces de 1000 nM de multiespecifico anticuerpo activable 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo
activable multiespecifico activado por matriptasa 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, o anticuerpo multiespecifico C225v5-
OKT3m-HN en tampon FACS durante 1 hora a 4°C. Las células se lavaron 3 veces y se incubaron con un anticuerpo
secundario, concretamente 1: 400 de AF488 especifico de FcGamma antihumano (Jackson ImmunoResearch). Las
células se lavaron 3 veces, y la MFI de AF488 se ley6 en el citdmetro de flujo BD Accuri (BD Biosciences). La MFI de una
muestra que comprende solo el control de anticuerpo secundario se sustrajo de la MFI experimental y se representd
graficamente en Prism con el andlisis de ajuste de la curva log(agonista) frente a la respuesta (tres parametros).

La Figura 21A demuestra que el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N muestran unién equivalente a las células T Jurkat. La Figura 21B demuestra que el
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N y el anticuerpo activable multiespecifico activado
3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N muestran uniéon equivalente a células T Jurkat. Estos resultados indican que el
enmascaramiento de la entidad de unién a EGFR del anticuerpo activable multiespecifico no afecta la capacidad del
anticuerpo activable multiespecifico para acoplarse a las células T.

Ejemplo 15: Activacion de células T dependientes de la diana mediante anticuerpos activables multiespecificos

Este ejemplo demuestra que la activacion de células T dependiente de la diana mediante un anticuerpo activable
multiespecifico de la descripcion es atenuada en comparacién con la activacion mostrada por un anticuerpo
multiespecifico de la descripcion. Este Ejemplo también demuestra que la activacion de células T dependiente de la diana
mediante el anticuerpo activable multiespecifico, que incluye una entidad escindible por proteasa, se restaura tras la
escision del anticuerpo activable multiespecifico por dicha proteasa.

Para determinar si el enmascaramiento del sitio de unién a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR
atenua la activacion de células T dependientes de objetivo y para determinar si la activacion de proteasa del anticuerpo
activable multiespecifico restaura la activacion, se realizé un ensayo de activacion Jurkat, como se describe en la presente
descripcién, probando el anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo multiespecifico
activable activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN, anti-EGFR anticuerpo
C225v5, y una Synagis (Medimmune) isotipo control como se describe en la presente descripcion.

La Figura 22 demuestra que la activacion dependiente de EGFR, determinada por la induccion de CD69 de células T
Jurkat cocultivadas con células SW480 que expresan EGFR, mediante anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-
C225v5-OKT3m-HN se atenud en comparacién con la actividad dependiente de EGFR mostrada por el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-HN. La figura también indica que la activacion dependiente de EGFR por el anticuerpo
activable multiespecifico se restaur6 completamente después de la escisidon por proteasa del anticuerpo activable
multiespecifico por matriptasa. Ni el C225v5 anti-EGFR ni el anticuerpo de control de isotipo mostraron activaciéon de las
células T.

Ejemplo 16: Activacion de células T dependientes de la diana y destruccion de las células diana por anticuerpos activables
multiespecificos

Este ejemplo demuestra que la activacion de células T dependiente de la diana y la destruccion de células diana mediante
un anticuerpo activable multiespecifico de la descripcién es atenuada en comparacién con la activacion mostrada por un
anticuerpo multiespecifico de la descripcion. Este Ejemplo también demuestra que la activacion de células T dependiente
de la diana y la destruccion de células diana mediante el anticuerpo activable multiespecifico, que incluye una entidad
escindible por proteasa, se restablece tras la escisién del anticuerpo activable multiespecifico por dicha proteasa.

Para determinar si el enmascaramiento del sitio de unién a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico anti-EGFR
atenua la activacion dependiente de objetivo y para determinar si la activacion de proteasa del anticuerpo activable
multiespecifico restaura la activacion, se realizé un ensayo de activacion de Jurkat, como se describe en la presente,
probando multiespecifico anticuerpo activable 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo activable multiespecifico
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activado 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo anti-CD3g OKT3,
anticuerpo anti-EGFR C225v5 y un control de isotipo como se describe en la presente descripcion.

Para determinar el impacto del enmascaramiento del sitio de unién a EGFR de un anticuerpo activable multiespecifico
anti-EGFR sobre la citotoxicidad y la capacidad de activacion de proteasa para restablecer la actividad citotdxica del
anticuerpo activado multiespecifico activado, se cocultivaron las células SW480 que expresaban EGFR con células T en
una relacion de células efectoras por diana de 5:1 con una serie de dilucién de 5 veces, comenzando a 200 pM, de
anticuerpo activable multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-HN, anticuerpo activable multiespecifico activado 3954-
1204-C225v5-OKT3m-HN, o anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-HN. 200 pM de anticuerpos IgG1 OKT3, C225v5,
y control de isotipo Synagis (Medimmune) se utilizaron como controles. Después de una incubacién durante la noche, se
ensayaron 100 pL del sobrenadante en placas de 96 pocillos de pared blanca con actividad de proteasa distinta asociada
con citotoxicidad (CytoTox-Glo, Promega). Los resultados se expresaron en luminiscencia después de la sustraccion de
fondo de valores no tratados y se representaron en Prism con el analisis de ajuste de curva log(agonista) frente a la
respuesta (tres parametros).

La Figura 23A demuestra que la activacion dependiente de EGFR, determinada por la inducciéon de CD69 de células T
primarias cocultivadas con células SW480 que expresan EGFR, mediante el anticuerpo activable multiespecifico 3954-
1204-C225v5-OKT3m-HN se atenué en comparacion con la actividad dependiente de EGFR mostrada por el anticuerpo
multiespecifico C225v5-OKT3m-HN. La figura también indica que la activacién dependiente de EGFR por el anticuerpo
activable multiespecifico se restaur6 completamente después de la escisidon por proteasa del anticuerpo activable
multiespecifico por matriptasa. Los anticuerpos control de isotipo IgG1 de OKT3, anti-EGFR C225v5, y Synagis mostraron
una activacion insignificante de las células T.

La Figura 23B demuestra que la lisis dependiente de EGFR de las células SW480 mediante el anticuerpo activable
multiespecifico 3954-1204-C225v5-OKT3m-H-N se atenué en comparacion con la citotoxicidad dependiente de EGFR
mostrada por el anticuerpo multiespecifico C225v5-OKT3m-H-N. La figura indica ademas que la citotoxicidad dependiente
de EGFR por el anticuerpo activable multiespecifico se restaurd6 completamente tras la escisiéon por proteasa del
anticuerpo activable multiespecifico por matriptasa. Los anticuerpos IgG1 de control de isotipo C225v5 y OKT3 y Synagis
exhibieron citotoxicidad despreciable.
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Reivindicaciones

1.

Un anticuerpo activable multiespecifico que en un estado activado se une a dos o mas dianas o dos o mas epitopos
0 una combinacion de estos, el anticuerpo activable multiespecifico que comprende:

al menos un anticuerpo (AB1) que se une especificamente a una primera diana o epitopo, en donde AB1
comprende un anticuerpo IgG que comprende una cadena pesada y una cadena ligera;

al menos un scFv (AB2) que se une especificamente a una segunda diana o epitopo, en donde un AB2 se fusiona
al extremo amino de cada cadena pesada de AB1;

al menos una primera entidad enmascarante (MM1) acoplada a AB1 que inhibe la unién del AB1 a su diana cuando
el anticuerpo activable multiespecifico esta en un estado no escindido;

al menos una primera entidad escindible (CM1) acoplada a AB1, en donde el CM1 es un polipéptido que funciona
como un sustrato para una primera proteasa, y en donde el CM1 se une al MM1;

al menos una primera entidad enmascarante (MM2) acoplada a AB2 que inhibe la unién del AB2 a su diana cuando
el anticuerpo activable multiespecifico esta en un estado no escindido; y

al menos un segundo resto escindible (CM2) acoplado al AB2, en el que el CM2 es un polipéptido que funciona
como un sustrato para una segunda proteasa, y en el que el CM2 esta unido al MM2.

El anticuerpo activable multiespecifico de la reivindicacién 1, en donde el MM1 tiene una constante de disociacion
de equilibrio para unirse al AB 1 que es mayor que la constante de disociacion de equilibrio del AB1 a su diana o
epitopo, en donde el CM1 se posiciona en el anticuerpo activable de manera que, en un estado no escindido, el
MM?1 interfiere con la union especifica del AB1 a la primera diana o primer epitopo, en donde el MM1 no interfiere
ni compite con el AB1 para unirse a la primera diana cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta en un
estado escindido, en donde la secuencia polipeptidica MM1 es diferente de la de la primera diana, en donde la
secuencia polipeptidica MM1 no es mas del 50% idéntica a cualquier pareja de unién natural del AB1, y/o en donde
el MM1 es un polipéptido de no mas de 40 aminoacidos de longitud.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el MM2 tiene una
constante de disociacion de equilibrio para unirse al AB2 que es mayor que la constante de disociacion de equilibrio
del AB2 a su diana o epitopo, en donde el CM2 se posiciona en el anticuerpo activable de manera que, en un
estado no escindido, el MM2 interfiere con la unidn especifica del AB2 a la segunda diana o segundo epitopo, en
donde el MM2 no interfiere ni compite con el AB2 para unirse a la segunda diana cuando el anticuerpo activable
multiespecifico esta en un estado escindido, en donde la secuencia polipeptidica MM2 es diferente de la de la
segunda diana, en donde la secuencia polipeptidica MM2 no es mas del 50% idéntica a cualquier pareja de unién
natural del AB2, y/o en donde el MM2 es un polipéptido de no mas de 40 aminoacidos de longitud.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la proteasa que escinde
CM1 se colocaliza con la primera diana o epitopo en un tejido, y en donde la proteasa escinde el CM1 en el
anticuerpo activable multiespecifico cuando el activable multiespecifico el anticuerpo se expone a la proteasa.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde al menos una porcién
del anticuerpo activable multiespecifico en el estado no escindido tiene la disposicion estructural desde el extremo
N al extremo C de la siguiente manera: MM1-CM1-AB1 o AB1-CM1-MM1.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el anticuerpo activable
multiespecifico comprende:

un péptido de enlace entre MM1 y CM1; o

un péptido de enlace entre el CM1y el AB1; o

un primer péptido de unién (LP1) y un segundo péptido de unién (LP2), en donde el anticuerpo activable
multiespecifico en el estado no escindido tiene la disposicion estructural desde el extremo N al extremo C de la
siguiente manera: MM1-LP1-CM1-LP2-AB1 o AB1-LP2-CM1-LP1-MM1, opcionalmente en donde los dos péptidos
de enlace no necesitan ser idénticos entre si, opcionalmente en donde cada uno de LP1 y LP2 es un péptido de
aproximadamente 1 a 20 aminoacidos de longitud.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el CM1 es un sustrato
para una proteasa seleccionada entre las proteasas enumeradas en la Tabla 3, y/o en donde el CM1 es un
polipéptido de hasta 15 aminoacidos de longitud.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el CM2 es un sustrato
para una proteasa seleccionada entre las proteasas enumeradas en la Tabla 3, y/o en donde CM2 es un polipéptido
de no mas de 15 aminoacidos de longitud.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la segunda proteasa
se colocaliza con la segunda diana o epitopo en un tejido, y en donde la segunda proteasa escinde el CM2 en el
anticuerpo activable multiespecifico cuando el anticuerpo activable multiespecifico esta expuesto a la segunda
proteasa, opcionalmente:
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en donde la primera proteasa y la segunda proteasa se colocalizan con la primera diana o epitopo y la segunda
diana o epitopo en un tejido; y/o

en donde la primera proteasa y la segunda proteasa son la misma proteasa, opcionalmente en donde CM1 y CM2
son sustratos diferentes para la misma proteasa, opcionalmente en donde la proteasa se selecciona del grupo que
consiste en los que se muestran en la Tabla 3; o

la primera proteasa y la segunda proteasa son proteasas diferentes, opcionalmente en donde la primera proteasa
y la segunda proteasa son proteasas diferentes seleccionadas del grupo que consiste en las mostradas en la Tabla
3.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde AB1 es un anticuerpo
dirigido.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde AB2 es:
un scFv que se acopla a una célula efectora inmune;

un scFv que se acopla a leucocito;

un scFv que se acopla a células T;

un scFv que se acopla a células NK;

un scFv que se acopla a macréfagos; o

un scFv que se acopla a una célula mononuclear.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde AB2 es un scFv anti-
CD3 épsilon scFv o un anti-CTLA-4 scFv, opcionalmente donde el anti-CD3 épsilon scFv se deriva de OKT3.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde

AB1 es o se deriva de un anticuerpo que se une a una diana seleccionada del grupo de dianas en la Tabla 1, o
AB1 es o se deriva de un anticuerpo anti-Jagged o un anticuerpo anti-EGFR, o

AB1 comprende al menos una porciéon de una secuencia de aminoacidos que se muestra en la Tabla 7, o

AB1 es o se deriva de un anticuerpo anti-Jagged o un anticuerpo anti-EGFR y en donde AB2 es o se deriva de un
anti-CD3 épsilon scFv o un anti-CTLA-4 scFv, o

el anticuerpo activable multiespecifico comprende al menos una porciéon de una secuencia de aminoacidos como
se expone en las sec. con nums. de ident.: 292, 294, 300, 304, 306, 308, 310, 336, o cualquier combinacion de
estas.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde AB1 se une a una
primera diana y AB2 se une a una segunda diana, y en donde la primera diana y la segunda diana son diferentes,
o en donde AB1 se une a un primer epitopo y AB2 se une un segundo epitopo, opcionalmente en donde el primer
epitopo y el segundo epitopo estan en la misma diana o en diferentes dianas.

Una molécula de acido nucleico aislada que codifica el anticuerpo activable multiespecifico de la reivindicacion 1.
Un vector que comprende la molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 15.

Un método para producir un anticuerpo activable multiespecifico cultivando una célula en condiciones que
conducen a la expresion del anticuerpo activable multiespecifico, en donde la célula comprende una molécula de
acido nucleico de la reivindicacion 15.

El anticuerpo multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, que comprende un agente conjugado con
el anticuerpo, opcionalmente en donde el agente es un agente terapéutico, un agente antineoplasico, una toxina o
fragmento de estos, una entidad detectable o un agente de diagnodstico, opcionalmente en donde el agente se
conjuga con el anticuerpo a través de un enlazador, opcionalmente en donde el enlazador es un enlazador
escindible o un enlazador no escindible.

Un método para fabricar el anticuerpo activable multiespecifico de la reivindicaciéon 1 que en un estado activado
se une a dos o mas dianas o dos o0 mas epitopos o una combinacién de estos, el método que comprende:

(a) cultivar una célula que comprende un constructo de acido nucleico que codifica el anticuerpo activable
multiespecifico de la reivindicacién 1 en condiciones que conducen a la expresion del anticuerpo activable
multiespecifico de la reivindicacion 1,

y
(b) recuperar el anticuerpo activable.

El anticuerpo activable multiespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-14 o 18, o el anticuerpo
multiespecifico producido por el método de la reivindicacion 17 o 19, para su uso en el alivio de un sintoma de una
indicacion clinica asociada con un trastorno en un sujeto, en donde el anticuerpo se administra a un sujeto que lo
necesita en una cantidad suficiente para aliviar el sintoma de la indicacién clinica asociada con el trastorno,
opcionalmente en donde dicho sujeto es un ser humano, opcionalmente en donde el trastorno es cancer.

117



ES 2 683 268 T3

FIGURA 1

De Chan y Carter, Nat. Rev. Immunol. 2010

Bloques de construccion de unién a Antigeno:

Sitios de unién de un solo Sitios de unién de dos
dominio variable dominios variables

Antigeno 1
VH

Antigeno 2
VH
Diacuerpo
Fragmentos de anticuerpos biespecificos:
‘scFv scFv-FC scFv-FC
Tandem Tandem botén en ojal scFv-Fc-scFv F(ab').

Diacuerpo scDiacuerpo-Fc
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FIGURA 1, cont.

Anticuerpos Biespecificos basados en IgG:

Hibridoma Hibrido ~ Bot6n en ojal con
cadena ligera comun
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1gG dos en uno IgG dominio V doble

e Ry

IgG-scFv _ scFv-IgG
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Figura 2
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Figura 3A

Matrices de anticuerpo activable multiespecifico:

Figura 3B
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7

] N R T
Q\\g\\i\\\\\\\\%\%\\

i S, \\\\\\ N
@\\XR\‘\§ \‘\\\\§\\§ @\\\X\‘\\\\‘\%&%

o)

3

R X

ﬁ\\% ™

\‘\\\\.
§

%‘i\&‘“\\\\%\\w

125






ES 2 683 268 T3

Figura 9
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Figura 10

Carril Nombre % de Monémero
i 4D 1v2 OKT3 70,1%
p; C22565 OKT3 68,0%
3 3954-1205-0225v3-0KT3 67,9%
4 4D w2 CTLA4 100%
5 C223v8 CTLAS 100%
O 3934-1204-C225vS CTLAS 100%
7 3954-1204-C225v5 CTLA4 100%
# 3954-1204-C225v5 OKT3 - 66,0%
9 Anticuerpo
1 Anticuerpo
1 Anticuerpo Activable
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Figura 11
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Figura 12B
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Figura 14, Cont.
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Figura 15A .
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Figura 15D
Unién a CTLA4

& 5342-1204-4011v2-CTLA4
W 5342-1204-401 1v2-CTLA4+ uPA
s 4011v2-CTLAA
R swe ADTIVE-CTLAL + UPA
&
s N N
[Ab/Procuerpo/tMVP] nM
Figura 16A
70000 -

- (C225v5-OKT3m-H-N
60000+ = C225v5-OKT3m-H-C
50000 - - (C225v5-OKT3m-L-C

o 40000 -8 Isotipo
= 30000-
20000
100001
e
10+ 102 100 102 104
Concentracion (nM)
Figura 16B
10004 -»- (C225v5-OKT3m-H-N
- (225v5-OKT3m-H-C
= (C225v5-OKT3m-L-C
— o Isotipo
= 500
o
O 1 L] L] 1
10+ 102 100 102 104
EGF-Biotina (nM)

134



ES 2 683 268 T3

odinos| m

GAGZZD ©

EDO &

O T-WEIHO-GASZZD -
O-H-WEINO-GAGZZD W
N-H-WEINO-GAGZZD o=

(nd) uoioeqyuasuo) (nd) uoloeqyuasuo)

i3 01 o0l =0l +0} z0} o0l
|° L : L
.000 O}

000 02
L 000 0€
=
| 000 oy B
L 000 05

-000 09

000 04

99zn 08PMS

L} eanbig

135




ES 2 683 268 T3

Figura 18A
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Figura 20A
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