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DESCRIPCION
Moléculas de unién monocatenarias que comprenden ABP del extremo N
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios
de union, en donde el primer dominio de unién se une a albimina de suero y esta situado en el extremo N del
segundo dominio de unién, el segundo dominio de unién se une a una molécula de la superficie celular sobre una
célula diana en donde la molécula superficial es un antigeno de tumor, y el tercer dominio de unién se une al
complejo de receptor de CD3 de linfocitos T. Ademas, la invencion proporciona métodos para la produccion de dicha
molécula de unién, una secuencia de acidos nucleicos que la codifica, un vector que comprende dicha secuencia de
acidos nucleicos, y una célula hospedadora que expresa la molécula de unién de la invencion. Ademas, la invencion
proporciona una composicion farmacéutica que comprende una molécula de union de la invencién, métodos de
tratamiento que comprenden la etapa de administrar una molécula de union de la invencién y el uso médico de una
molécula de union de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Una elevada semivida, en general, es Util en aplicaciones in vivo de inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos y
lo méas especialmente fragmentos de anticuerpos de pequefo tamano. Es probable que dichos fragmentos (Fvs, Fvs
unidos por disulfuro, Fabs, scFvs, dAbs) sufran una rapida eliminacién del cuerpo; asi, mientras son capaces de
llegar a la mayoria de las partes del cuerpo rapidamente, y son rapidos de producir y faciles de manipular, sus
aplicaciones in vivo se pueden limitar por su breve persistencia in vivo.

Se conocen en la técnica moléculas biespecificas, tales como la molécula de union al antigeno biespecifica dimérica
del formato de diacuerpo en tandem que es especifico para CD3 y CD19 (véase el documento de patente
EP 2 361 936 A1). Las moléculas biespecificas adicionales, tales como anticuerpos BiTE® (acoplador biespecifico
de linfocitos T), son construcciones de proteina recombinante preparadas a partir de dos anticuerpos
monocatenarios (scFv) flexiblemente unidos. Un scFv de anticuerpos BIiTE es especifico para un antigeno de
superficie asociado a tumor seleccionado sobre células diana; el segundo scFv es especifico para CD3, una
subunidad del complejo de receptor de linfocitos T sobre linfocitos T. Por su disefo particular y unién bivalente, los
anticuerpos BiTE son excepcionalmente aptos para unir transitoriamente linfocitos T a células diana y, al mismo
tiempo, activan potentemente el potencial citolitico inherente de los linfocitos T contra células diana. Las moléculas
BiTE son proteinas pequefias con un peso molecular inferior al corte renal que probablemente podrian dar como
resultado una semivida mas corta, una caracteristica que es compartida por BiTEs con muchos otros formatos de
anticuerpo (véase, por ejemplo, WOLF E ET AL: "BiTEs: bispecific antibody constructs with unique antitumor
activity", DRUG DISCOVERY TODAY, ELSEVIER, RAHWAY, NJ, US, vol. 10, no. 18, 15 de septiembre de 2005
(15-09-2005), paginas 1237-1244, o el documento de patente WO 2010/037838 A2. En realidad, mientras que es
deseable, por una parte, tener una molécula de unidn pequefia, puesto que, por ejemplo, puede alcanzar
rapidamente su localizacion designada en el cuerpo y también puede alcanzar la mayoria de las partes del cuerpo, el
"tamafio" de dicha molécula de unién no es favorable en lo que respecta a, en particular, la eliminacién renal ya que
son rapidamente eliminadas de la sangre (véase, por ejemplo, KONTERMANN R E: "Strategies to extend plasma
half-lives of recombinant antibodies", BIODRUGS: CLINICAL IMMUNOTHERAPEUTICS, BIOPHARMACEUTICALS
AND GENE THERAPY, ADIS INTERNATIONAL, FR, vol. 23, no. 2, 1 de abril de 2009 (01-04-2009), paginas 93-109,
o el documento de patente WO 2009/147248 A2. También puede ocurrir que dicha molécula de unién se degrade
mas rapido, puesto que no tiene, por asi decirlo, buena proteccion natural, a menos que se estabilice antes, por
ejemplo, por cambios de aminoacido. Asi, es un acto de equilibrio entre el tamafo pequefio y la
estabilidad/eliminacion renal. Por tanto, es deseable tener disponible una molécula de unién, en particular, una
molécula de union biespecifica que sea mejorada en su estabilidad y/o retardada en su eliminacién renal, teniendo
asi una elevada semivida global en suero, pero ventajosamente todavia tan pequefia que se pueda fabricar con
buen rendimiento y/o se manipule convenientemente.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios
de unién, en donde

(a) el primer dominio de union se une a albumina de suero, comprende SEQ ID Nos. 2, 4 0 6, y esta situado
en el extremo N del segundo dominio de unién;

(b) dicho segundo dominio de unién se une a una molécula de la superficie celular sobre una célula diana
en donde la molécula superficial es un antigeno de tumor; y

(c) el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T,

en donde los tres dominios estan consecutivamente en una cadena de polipéptidos en el orden desde el extremo N
hasta el extremo C
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o el primer dominio de unién;
. el segundo dominio de unioén;y

J el tercer dominio de unién.

La invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios
de unién comprendidos en una cadena de polipéptidos, en donde

(a) el primer dominio es capaz de unirse a albumina de suero y esta situado en el extremo N del segundo
dominio de unioén;

(b) dicho segundo dominio es capaz de unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula
diana;y
(c) el tercer dominio es capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T,

en donde el porcentaje de molécula de union monomérica expresable [en relacion con la cantidad total de molécula
de unién] depende del orden del primer y segundo dominio de unién en dicha molécula de union.

En una realizacién, el anticuerpo biespecifico de la invencion se caracteriza de tal forma que al menos uno de los
dominios de union, preferentemente el segundo y/o tercer dominio de unién, sea un scFv o anticuerpo de un solo
dominio.

También en una realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencion la molécula también comprende uno o mas
polipéptidos heterdlogos adicionales.

Un anticuerpo biespecifico de la invencion también puede comprender una marca His como polipéptido heterélogo.
Se prefiere para la molécula de unién de la invencién que la marca His se sitle en el extremo C del tercer dominio
de unién.

La invencion también proporciona un anticuerpo biespecifico, en donde
(a) el primer dominio de unién es capaz de unirse a albumina de suero de primate humano y no humano;

(b) el segundo dominio de unién es capaz de unirse a la molécula de la superficie celular sobre una célula
de primate humano y no humano, y

(c) el tercer dominio de unién es capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T sobre una
célula de primate humano y no humano.

En una realizacion, el anticuerpo biespecifico segun la invencién se caracteriza por que el primer dominio de unién
capaz de unirse a albumina de suero deriva de una biblioteca combinatoria o un dominio de unién de anticuerpo.

En una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencién

. el segundo dominio de unién se une a la molécula de la superficie celular sobre una célula diana con una
afinidad (KD) de <100 nM; y

. el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T con una afinidad (KD) de <
100 nM.

En una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencién, la molécula de unién muestra actividad citotoxica en
un ensayo in vitro que mide la lisis de células diana por células efectoras en presencia de 10 % de albumina de
suero humano.

En una realizacion preferida del anticuerpo biespecifico de la invencién, la molécula consiste en una Unica cadena
de polipéptidos.

En una realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencién
(a) el segundo dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo; y/o
(b) el segundo dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo.

En una realizacion preferida del anticuerpo biespecifico de la invencién, el segundo dominio de unién capaz de
unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T es capaz de unirse a un epitope de cadena CD3e humana y de
Callithrix jacchus, Saguinus oedipus o Saimiri sciureus, en donde el epitope es parte de una secuencia de
aminodcidos comprendida en el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8 del documento de patente
WO 2008/119567 y comprende al menos la secuencia de aminoacidos GiIn-Asp-Gly-Asn-Glu (SEQ ID NO: 37).
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En una realizacién preferida de la invencion, el segundo dominio de unién es capaz de unirse a CD33 o CEA.

En una realizacién, el anticuerpo biespecifico de la invencidn se caracteriza por una secuencia de aminoacidos como
se representa en SEQ ID NOs: 8, 12, 16, 20, 24, 26, 30 o 34.

Una realizacién alternativa de la invencién proporciona un método para la produccién de anticuerpo biespecifico de
la invencién, comprendiendo el método la etapa de:

. seleccionar anticuerpos biespecificos que comprenden un dominio de unién, que es capaz de unirse a una
molécula de la superficie celular sobre una célula diana, que comprenden en el extremo N un dominio de
unién que es capaz de unirse a albumina de suero.

En una realizacién el método de la invencién comprende ademas la etapa de:

. anadir al anticuerpo un dominio de unién adicional, que es capaz de unirse al complejo de receptor de CD3
de linfocitos T.

Proporcionando una realizacion la invencion una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia que codifica
una molécula de unién de la invencion.

La invencién también proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos de la invencién. La
invencion proporciona una célula hospedadora transformada o transfectada con la secuencia de acidos nucleicos de
la invencién o con el vector de la invencion.

En una realizacion, la invencién proporciona un proceso para la produccion de un anticuerpo biespecifico de la
invencion o producido por un método de la invencion, comprendiendo dicho proceso cultivar una célula hospedadora
de la invencién en condiciones que permiten la expresion de la molécula de unién de la invencién o producida por un
método de la invencion y recuperar la molécula de unién producida del cultivo.

La invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico de la
invencion, o producido segun el proceso de la invencion.

Segun una realizaciéon de la invencidn, el anticuerpo biespecifico de la invencion, o el anticuerpo biespecifico
producido segin un método de la invencion, es para su uso en la prevencién, el tratamiento o la mejora de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en una enfermedad proliferativa, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad infecciosa y una enfermedad autoinmunitaria.

Por tanto, en una realizacion, la invenciéon proporciona un kit que comprende un anticuerpo biespecifico de la
invencion o producido segin un método de la invencién, una molécula de acido nucleico de la invencién, un vector
de lainvencién, o una célula hospedadora de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1:

Gréfico de un perfil de elucién de la purificacion de IMAC de un anticuerpo biespecifico SA-21-CEAxXCD3. 1:
Captura, 2: Lavado de muestra no unida, 3: Pre-elucién Imidazol 50 mM, 4: Elucién Imidazol 500 mM. Linea
azul: Absorcién optica a 280 nm, linea roja: absorcion éptica a 254 nm.

Figura 2:

Grafico de un perfil de SEC para un anticuerpo biespecifico SA-21-CEAxCDS3. Pico 1: Agregados (moléculas no
de unién) en volumen vacio. Pico 2: Dimero de anticuerpo biespecifico. Pico 3: Mondmero de anticuerpo
biespecifico. Pico 4: Contaminantes de bajo peso molecular y sales. Absorcion 6ptica a 280 nm, linea roja:
absorcion éptica a 254 nm.

Figura 3:

Actividad citotdxica de anticuerpos biespecificos CD33 como se mide en un ensayo de liberaciéon de 5'cromo de
18 horas en presencia de 10 % de HSA. Células efectoras: linfocitos T CD8 humanos enriquecidos
estimulados. Células diana: células CHO transfectadas con CD33 humano. Relacién entre células efectoras y
diana (E:D): 10:1.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones:

Se debe observar que, como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "una”, "el" y "la" incluyen
referencias al plural, a menos que el contexto indique claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, referencia a "un
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reactivo" incluye uno o mas de dichos reactivos diferentes y referencia a "el método" incluye referencia a etapas y
métodos equivalentes conocidos por los expertos habituales en la técnica que se podrian modificar o sustituir por los
métodos descritos en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, el término "al menos" precediendo a una serie de elementos se debe entender
que se refiere a cada elemento en la serie. Los expertos en la técnica reconoceran, o seran capaces de determinar,
usando no mas que experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion
descritas en el presente documento. Dichos equivalentes pretenden estar englobados por la presente invencion.

El término "y/0", en cualquier sitio donde se use en el presente documento, incluye el significado de "y", "o" y "todos
o cualquier otra combinacién de los elementos conectados por dicho término".

El término "aproximadamente”, como se usa en el presente documento, significa dentro de + 20 %, preferentemente
dentro de + 15 %, mas preferentemente dentro de + 10 %, y lo mas preferentemente dentro de + 5 % de un valor o
intervalo dado.

En toda esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de otro
modo, se entendera que la palabra "comprender”, y variaciones tales como "comprende” y "que comprende", implica
la inclusién de un nimero entero establecido o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas, pero no la exclusion de
cualquier otro numero entero o etapa o grupo de nimero entero o etapa. Cuando se usa en el presente documento
el término "que comprende", se puede sustituir con el término "que contiene" o "que incluye", o algunas veces
cuando se usa en el presente documento con el término "que tiene".

Cuando se usa en el presente documento "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa, o componente no
especificado en el elemento de reivindicacién. Cuando se usa en el presente documento, "que consiste
esencialmente en" no excluye materiales o etapas que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y
novedosas de la reivindicacion.

En cada caso en el presente documento, cualquiera de los términos "que comprende”, "que consiste esencialmente
en" y "que consiste en" se puede sustituir con cualquiera de los otros dos términos.

El término "molécula de unién" o "construccion de anticuerpo” en el sentido de la presente divulgacion indica
cualquier molécula capaz de unirse (especificamente) a, interaccionar con o reconocer la molécula diana. Para el
segundo dominio de unién, dicha molécula diana es una molécula de la superficie celular sobre una célula diana.
Para el tercer dominio de unién, dicha molécula diana es el complejo de receptor de CD3 de linfocitos T.

El término "molécula de unién monocatenaria" define, a propdsito de la presente invencion, que las moléculas de
unién desveladas en su forma mas simple son monémeros. Las moléculas o construcciones pueden incluir partes
proteinaceas y partes no proteinaceas (por ejemplo, conectores quimicos o agentes de reticulacién quimicos tales
como glutaraldehido). Asi, la molécula de unién monocatenaria puede comprender segun la invencién conectores no
peptidicos preferentemente para unir al menos dos de los dominios de unién. También en linea con la presente
invencion estan los conectores peptidicos definidos en el presente documento.

Una molécula de union, por asi decirlo, proporciona el armazén para dicho uno o mas dominios de unién de manera
que dichos dominios de unién puedan unirse/interaccionar con la molécula superficial sobre una célula diana y
complejo de receptor de CD3 sobre un linfocito T. Por ejemplo, dicho armazén se podria proporcionar por proteina A,
en particular, el dominio Z de la misma (afficuerpos), InmE7 (proteinas de inmunidad), BPTI/APPI (dominios de
Kunitz), proteina de union a Ras AF-6 (dominios PDZ), caribdotoxina (toxina de escorpion), CTLA-4, Min-23
(knottinas), lipocalinas (anticalinas), neocarzinostatina, un dominio de fibronectina, un dominio de repeticion
consenso de ankirina (Stumpp et al., Curr Opin Drug Discov Devel. 10(2), 153-159 (2007)) o tiorredoxina (Skerra,
Curr. Opin. Biotechnol, 18, 295-304 (2005); Hosse et al., Protein Sci. 15, 14-27 (2006); Nicaise et al., Protein Sci. 13,
1882-1891 (2004); Nygren y Uhlen, Curr. Opin. Struc. Biol. 7, 463-469 (1997)). Una molécula de union preferida es
un anticuerpo, mas preferentemente un anticuerpo biespecifico.

La definiciobn de término "anticuerpo" incluye realizaciones tales como anticuerpos monoclonales, quiméricos,
monocatenarios, humanizados y humanos, asi como fragmentos de anticuerpos, como, entre otros, fragmentos Fab.
Los fragmentos de anticuerpos o derivados comprenden ademas F(ab')z, Fv, fragmentos scFv o anticuerpos de un
solo dominio tales como anticuerpos o nanocuerpos de dominio, anticuerpos de un solo dominio variable 0 dominio
variable Unico de inmunoglobulina que comprende simplemente un dominio variable, que podria ser VHH, VH o VL,
que se une especificamente a antigeno o epitope independientemente de otras regiones o dominios V; véase, por
ejemplo, Harlow y Lane (1988) y (1999), en el lugar citado; Kontermann y Dibel, Antibody Engineering, Springer, 22
ed. 2010 y Little, Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2009. Dicho dominio
variable Unico de inmunoglobulina engloba no solo un polipéptido de dominio variable Unico de anticuerpo aislado,
sino también polipéptidos mayores que comprenden uno o mas monémeros de una secuencia de polipéptidos de
dominio variable Unico de anticuerpo.

Los fragmentos de anticuerpos monovalentes en linea con la definicion anterior describen una realizacién de un
dominio de unién a proposito de la presente invencion. Dichos fragmentos de anticuerpos monovalentes se unen a
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un antigeno especifico y también se pueden designar "dominio de unién al antigeno”, "fragmento de uni6n al
antigeno" o "regién de union al anticuerpo”.

En linea con esta definicion, todas las realizaciones anteriormente descritas del término anticuerpo se pueden
englobar bajo el término "construccion de anticuerpo”. Dicho término también incluye diacuerpos o anticuerpos de
redireccionamiento de afinidad doble (DART). Se prevén ademas diacuerpos monocatenarios (biespecificos),
diacuerpos en tandem (Tandab's), "minicuerpos" ejemplificados por una estructura que es del siguiente modo: (VH-
VL-CH3)z, (scFv-CH3)2 o (scFv-CH3-scFv)2, anticuerpos "Fc DART" y anticuerpos "IgG DART", y multicuerpos tales
como triacuerpos. Los dominios variables Unicos de inmunoglobulina engloban no solo un polipéptido de dominio
variable Unico de anticuerpo aislado, sino también polipéptidos mayores que comprenden uno 0 mas mondémeros de
una secuencia de polipéptidos de dominio variable Unico de anticuerpo.

Se conocen en la técnica diversos procedimientos y se pueden usar para la produccion de dichas construcciones de
anticuerpo (anticuerpos y/o fragmentos). Asi, se pueden producir derivados (de anticuerpo) por peptidomiméticos.
Ademas, las técnicas descritas para la produccién de anticuerpos monocatenarios (véanse, entre otros, la patente de
EE.UU 4.946.778, Kontermann y Dubel (2010), en el lugar citado y Little (2009), en el lugar citado) se pueden
adaptar para producir anticuerpos monocatenarios especificos para polipéptido(s) elegido(s). Por tanto, se pueden
usar animales transgénicos para expresar anticuerpos humanizados especificos para polipéptidos y proteinas de
fusién de la presente invencion. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, se puede usar cualquier técnica,
que proporcione anticuerpos producidos por cultivos continuos de lineas celulares. Los ejemplos de dichas técnicas
incluyen la técnica de hibridomas (Kohler y Milstein Nature 256 (1975), 495-497), la técnica de triomas, la técnica de
hibridomas de linfocitos B humanos (Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72) y la técnica de hibridomas de EBV
para producir anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, Inc. (1985), 77-96). Se puede usar resonancia de plasmones superficiales, como se emplea en el sistema
BlAcore, para aumentar la eficiencia de anticuerpos de fago que se unen a un epitope de un polipéptido diana, tal
como CD83 épsilon (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183
(1995), 7-13). También se prevé en el contexto de la presente invencion que el término "anticuerpo” comprenda
construcciones de anticuerpo que se pueden expresar en un hospedador, como se describe en el presente
documento mas adelante, por ejemplo, construcciones de anticuerpo que se pueden transfectar y/o transducir
mediante, entre otros, virus o vectores plasmidicos.

Ademas, el término "anticuerpo”, como se emplea en la invencién, también se refiere a derivados o variantes de los
anticuerpos descritos en el presente documento que muestran la misma especificidad que los anticuerpos descritos.

Los términos "dominio de union al antigeno”, "fragmento de unién al antigeno” y "region de unién al anticuerpo”,
cuando se usan en el presente documento, se refieren a una parte de una molécula de anticuerpo que comprende
aminoacidos responsables de la unién especifica entre el anticuerpo y el antigeno. La parte del antigeno que es
especificamente reconocida y unida por el anticuerpo se denomina el "epitope", como se ha descrito en el presente
documento anteriormente. Como se ha mencionado anteriormente, un dominio de unién al antigeno puede
comprender normalmente una region variable de la cadena ligera del anticuerpo (VL) y una regién variable de la
cadena pesada del anticuerpo (VH); sin embargo, no tiene que comprender ambas. Los fragmentos Fd, por ejemplo,
tienen dos regiones VH y frecuentemente retienen alguna funciéon de unién al antigeno del dominio de unién al
antigeno intacto. Los ejemplos de fragmentos de unién al antigeno de un anticuerpo incluyen (1) un fragmento Fab,
un fragmento monovalente que tiene los dominios VL, VH, CL y CH1; (2) un fragmento F(ab')2, un fragmento
bivalente que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (3) un fragmento Fd que
tiene los dos dominios VH y CH1; (4) un fragmento Fv que tiene los dominios VL y VH de un Unico brazo de un
anticuerpo, (5) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341 :544-546), que tiene un dominio VH; (6) una regién
determinante de la complementariedad (CDR) aislada, y (7) un Fv monocatenario (scFv). Aunque los dos dominios
del fragmento Fv, VL y VH estan codificados por genes separados, se pueden unir, usando métodos recombinantes,
por un conector sintético que les permite que se preparen como una Unica cadena de proteina en la que se
emparejan las regiones VL y VH para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (scFv);
véase, por ejemplo, Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883). Estos fragmentos de anticuerpos
se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica, y los fragmentos se evaltan
para su funcién del mismo modo que los anticuerpos intactos.

El término "anticuerpo monoclonal”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos, excepto por posibles mutaciones que existen de forma natural y/o
modificaciones postraduccionales (por ejemplo, isomerizaciones, amidaciones) que pueden estar presentes en
cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un sitio
antigénico Unico. Ademas, a diferencia de las preparaciones convencionales de anticuerpos (policlonales) que
normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo
monoclonal estd dirigido contra un Unico determinante sobre el antigeno. Ademas de su especificidad, los
anticuerpos monoclonales son ventajosos por que se sintetizan por el cultivo de hibridomas, no contaminados por
otras inmunoglobulinas. El adjetivo "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que se obtiene de una
poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar como que requiere la produccion del
anticuerpo por cualquier método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van a usar segun la
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presente invencion se pueden preparar por el método de hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al.,
Nature, 256: 495 (1975), o se pueden preparar por métodos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. N® 4.816.567). Los "anticuerpos monoclonales" también se puede aislar de bibliotecas de anticuerpos de
fago usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:
581-597 (1991), por ejemplo.

El término "anticuerpo humano" incluye anticuerpos que tienen regiones variables y constantes sustancialmente
correspondientes a secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana conocidas en la técnica, que
incluyen, por ejemplo, los descritos por Kabat et al. (véase Kabat et al. (1991) en el lugar citado). Los anticuerpos
humanos de la invencion pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por las secuencias de
inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis al azar o
especificas de sitio in vitro o por mutaciéon somatica in vivo), por ejemplo en las CDRs, y en particular, CDR3. El
anticuerpo humano puede tener al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas posiciones sustituidas con un resto de
aminoacido que no esta codificado por la secuencia de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Se enfatiza
que la definicién de anticuerpos humanos, como se usa en el presente documento, también contempla anticuerpos
completamente humanos, que incluyen solo secuencias humanas no artificialmente y/o genéticamente alteradas de
anticuerpos ya que aquellos se pueden obtener usando tecnologias usando sistemas tales como Xenomice.

Los ejemplos de "variantes de anticuerpo” incluyen variantes humanizadas de anticuerpos no humanos, anticuerpos
"madurados por afinidad" (véase, por ejemplo Hawkins et al. J. Mol. Biol. 254, 889-896 (1992) y Lowman et al.,
Biochemistry 30, 10832- 10837 (1991)) y mutantes de anticuerpo con funcion (funciones) efectora(s) alterada(s)
(véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. 5.648.260, Kontermann y Dibel (2010), en el lugar citado y Little (2009),
en el lugar citado).

Como se usa en el presente documento, "anticuerpo generado in vitro" se refiere a un anticuerpo donde todo o parte
de la region variable (por ejemplo, al menos una CDR) se genera en una seleccion de células no inmunitarias (por
ejemplo, una presentacién en fagos in vitro, chip de proteina o cualquier otro método en el que las secuencias
candidatas se puedan probar para su capacidad para unirse a un antigeno). Este término excluye asi
preferentemente las secuencias generadas por transposicion genémica en una célula inmunitaria.

El emparejamiento de VH y VL juntos forma un Unico sitio de unién al antigeno. El dominio CH mas proximal a VH se
designa CH1. Cada cadena L se une a una cadena H por un enlace disulfuro covalente, mientras que las dos
cadenas H se unen entre si por uno 0 mas enlaces disulfuro dependiendo del isotipo de cadena H. Los dominios VH
y VL consisten en cuatro regiones de secuencias relativamente conservadas denominadas regiones estructurales
(FR1, FR2, FR3 y FR4), que forman un armazon para las tres regiones de secuencias hipervariables (regiones
determinantes de la complementariedad, CDRs). Las CDRs contienen la mayoria de los restos responsables de las
interacciones especificas del anticuerpo con el antigeno. Las CDRs se denominan CDR 1, CDR2 y CDR3. Por
consiguiente, los constituyentes de CDR sobre la cadena pesada se denominan H1, H2 y H3, mientras que los
constituyentes de CDR sobre la cadena ligera se denominan L1, L2 y L3.

El término "variable" se refiere a las porciones de los dominios de inmunoglobulina que presentan variabilidad en su
secuencia y que participan en determinar la especificidad y afinidad de unién de un anticuerpo particular (es decir, el
(los) "dominio(s) variable(s)"). La variabilidad no esta uniformemente distribuida en todos los dominios variables de
anticuerpos; se concentra en sub-dominios de cada una de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras.
Estos sub-dominios se denominan regiones "hipervariables” o "regiones determinantes de la complementariedad”
(CDRs). Las porciones mas conservadas (es decir, no hipervariables) de los dominios variables se denominan las
"regiones estructurales" (FRM). Los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras que existen de forma natural
comprenden cada uno cuatro regiones FRM, que adoptan en gran medida una configuracion de lamina B,
conectadas por tres regiones hipervariables, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de,
la estructura de lamina B. Las regiones hipervariables en cada cadena se mantienen juntas en estrecha proximidad
por las FRM vy, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién al
antigeno (véase Kabat et al., en el lugar citado). Los dominios constantes no estan directamente implicados en la
unién al antigeno, pero presentan diversas funciones efectoras, tales como, por ejemplo, citotoxicidad dependiente
de anticuerpo y mediada por célula y activacién del complemento.

Los términos "CDR", y su plural "CDRs", se refieren a una region determinante de la complementariedad (CDR) de
las tres constituyen el caracter de union de una region variable de la cadena ligera (CDRL1, CDRL2 y CDRL3) y tres
constituyen el caracter de unién de una region variable de la cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3). Las CDRs
contribuyen a la actividad funcional de una molécula de anticuerpo y se separan por secuencias de aminoacidos que
comprenden regiones de armazén o estructurales. Los limites de CDR de definicion exacta y las longitudes estan
sujetos a diferentes sistemas de clasificaciéon y de numeracién. Las CDRs se pueden denominar, por tanto, por
Kabat, Chothia, contacto, o cualquier otra definicién de limite, que incluyen el sistema de numeracién descrito en el
presente documento. A pesar de diferir los limites, cada uno de estos sistemas tiene cierto grado de solapamiento en
lo que constituye las denominadas "regiones hipervariables" dentro de las secuencias variables. Las definiciones de
CDR segun estos sistemas pueden diferir, por tanto, en longitud y areas de limite con respecto a la region estructural
adyacente. Véase, por ejemplo, Kabat, Chothia y/o MacCallum (Kabat ef al., en el lugar citado; Chothia et al., J. Mol.
Biol, 1987, 196: 901; y MacCallum et al., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732). Sin embargo, se prefiere la numeracién segun
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el denominado sistema de Kabat. La CDR3 de la cadena ligera y, particularmente, CDR3 de la cadena pesada,
puede constituir los determinantes méas importantes en la unién al antigeno dentro de las regiones variables de la
cadena ligera y pesada. En algunas construcciones de anticuerpo, CDR3 de la cadena pesada parece constituir el
area de contacto principal entre el antigeno y el anticuerpo. Se pueden usar esquemas de seleccién in vitro en los
que se varia CDRS3 solo para variar las propiedades de unién de un anticuerpo o determinar qué restos contribuyen a
la unién de un antigeno.

"Que consiste esencialmente en" significa que la secuencia de amino4cidos puede variar aproximadamente 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 % con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: citada y todavia retener la
actividad bioldgica, como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, los anticuerpos biespecificos de la invencion son proteinas aisladas o proteinas
sustancialmente puras. Una proteina "aislada" esta sin acompanar por al menos algo del material con el que
normalmente esta asociada en su estado natural, por ejemplo que constituye al menos aproximadamente 5 %, o al
menos aproximadamente 50 % en peso de la proteina total en una muestra dada. Se entiende que la proteina
aislada puede constituir desde 5 hasta 99,9 % en peso del contenido total de proteina dependiendo de las
circunstancias. Por ejemplo, la proteina se puede preparar a una concentracion significativamente mas alta mediante
el uso de un promotor inducible o promotor de alta expresién, de forma que la proteina se prepare a niveles de
concentracién elevados. La definicion incluye la producciéon de una proteina de union al antigeno en una amplia
variedad de organismos y/o células hospedadoras que se conocen en la técnica.

Para secuencias de aminodcidos, se determina la identidad y/o similitud de secuencia usando técnicas
convencionales conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, el algoritmo de identidad de secuencia
local de Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, el algoritmo de alineamiento de identidad de secuencia de
Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, implementaciones computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT,
FASTA y TFASTA en el paquete de software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive,
Madison, Wis.), el programa de secuencias Best Fit descrito por Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395,
preferentemente usando los parametros por defecto, o por inspeccion. Preferentemente, el porcentaje de identidad
se calcula por FastDB basado en los siguientes parametros: penalizacion por desapareamiento de 1; penalizacién
por hueco de 1; penalizacién por tamafo de hueco de 0,33; y penalizacién por unién de 30, "Current Methods in
Sequence Comparison and Analysis", Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and
Applications, pp 127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc.

Un ejemplo de un algoritmo 0til es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento multiple de secuencias de un grupo de
secuencias relacionadas usando alineamientos progresivos por parejas. También puede representar un arbol que
muestra las relaciones de agrupacion usadas para crear el alineamiento. PILEUP usa una simplificacion del método
de alineamiento progresivo de Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-360; el método es similar al descrito por
Higgins y Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153. Los parametros de PILEUP dutiles incluyen un peso de hueco por defecto
de 3,00, un peso de longitud de hueco por defecto de 0,10, y huecos de extremo ponderado.

Otro ejemplo de un algoritmo util es el algoritmo BLAST, descrito en: Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410;
Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; y Karin et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-
5787. Un programa de BLAST particularmente util es el programa WU-BLAST-2 que se obtuvo de Altschul et al.,
1996, Methods in Enzymology 266:460-480. WU-BLAST-2 usa varios parametros de bldsqueda, la mayoria de los
cuales estan establecidos a los valores por defecto. Los parametros ajustables se establecen con los siguientes
valores: alcance del solapamiento=1, fraccion de solapamiento=0,125, umbral de palabra (T)=Il. Los parametros
HSP S y HSP S2 son valores dinamicos y se establecen por el propio programa dependiendo de la composiciéon de
la secuencia particular y la composicién de la base de datos particular con la que se esta buscando por comparacion
la secuencia de interés; sin embargo, los valores se pueden ajustar para aumentar la sensibilidad.

Un algoritmo Util adicional es BLAST con huecos como se informa por Altschul et al., 1993, Nucl. Acids Res.
25:3389-3402. BLAST con huecos usa puntuaciones de sustitucién de BLOSUM-62; parametro T umbral establecido
a 9; el método de dos aciertos para provocar extensiones sin huecos, carga a longitudes de hueco de k un coste de
10+k; Xu establecido a 16, y Xg establecido a 40 para la etapa de busqueda en base de datos y en 67 para la etapa
de salida de los algoritmos. Los alineamientos con huecos son provocados por una puntuacion correspondiente a
aproximadamente 22 bits.

Generalmente, la homologia, similitud o identidad de amino&cidos entre CDRs variantes individuales es al menos
80 % con respecto a las secuencias representadas en el presente documento, y mas normalmente con homologias o
identidades preferentemente crecientes de al menos 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 Y%, 96 Y%, 97 %, 98 %,
99 %, y casi 100 %. De una manera similar, el "porcentaje (%) de identidad de secuencias de acidos nucleicos" con
respecto a la secuencia de acidos nucleicos de las proteinas de unién identificadas en el presente documento se
define como el porcentaje de restos de nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de
nucleétidos en la secuencia codificante de la proteina de unién al antigeno. Un método especifico utiliza el médulo
BLASTN de WU-BLAST-2 establecido a los parametros por defecto, con alcance del solapamiento y fraccién de
solapamiento establecidos a 1y 0,125, respectivamente.
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Generalmente, la homologia, similitud o identidad de secuencias de acido nucleico entre las secuencias de
nucleétidos que codifican CDRs variantes individuales y las secuencias de nucleétidos representadas en el presente
documento es al menos 80 %, y mas normalmente con homologias o identidades preferentemente crecientes de al
menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 0 99 %, y casi 100 %.

Asi, una "CDR variante" es una con la homologia, similitud o identidad especificada con respecto a la CDR parental
de la invencidén, y comparte funcion bioldgica, que incluye, pero no se limita a, al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %,
84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de la
especificidad y/o actividad de la CDR parental.

Aunque esta predeterminado el sitio o la regién para introducir una variacién de secuencia de aminoacidos, no se
necesita predeterminar la mutaciéon en si. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una mutaciéon en un sitio
dado, se puede realizar mutagénesis al azar en el codén o region diana y cribar las variantes de CDR de la proteina
de union al antigeno expresada para la combinacién 6ptima de actividad deseada. Se conocen bien las técnicas
para hacer mutaciones de sustitucién en sitios predeterminados en ADN que tienen una secuencia conocida, por
ejemplo, mutagénesis con cebadores M13 y mutagénesis por PCR. El cribado de los mutantes se hace usando
ensayos de actividades de proteina de union al antigeno, tales como la unién a una molécula de la superficie celular
elegida sobre una célula diana.

El término "amino&cido" o "resto de aminoacido” se refiere normalmente a un aminoécido que tiene su definicion
reconocida en la técnica tal como un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en: alanina (Ala o A); arginina
(Arg o R); asparagina (Asn o N); acido aspartico (Asp o D); cisteina (Cys o C); glutamina (Gln o Q); acido glutamico
(Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (He o 1): leucina (Leu o L); lisina (Lys o K); metionina (Met o
M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S); treonina (Thr o T); triptéfano (Trp o W); tirosina (Tyr o
Y); y valina (Val o V), aunque se pueden usar aminoacidos modificados, sintéticos, o raros, segin se desee. En
general, los aminoacidos se pueden agrupar por tener una cadena lateral no polar (por ejemplo, Ala, Cys, He, Leu,
Met, Phe, Pro, Val); una cadena lateral negativamente cargada (por ejemplo, Asp, Glu); una cadena lateral
positivamente cargada (por ejemplo, Arg, His, Lys); o una cadena lateral polar no cargada (por ejemplo, Asn, Cys,
Gin, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trpy Tyr).

El término "region hipervariable" (también conocida como "regiones determinantes de la complementariedad" o
CDRs), cuando se usa en el presente documento, se refiere a los restos de aminoacidos de un anticuerpo que estan
(normalmente tres o cuatro regiones cortas de variabilidad de secuencia extrema) dentro del dominio de la region V
de una inmunoglobulina que forman el sitio de unién al antigeno y son los principales determinantes de especificidad
por antigenos. Existen al menos dos métodos para identificar los restos de CDR: (1) un enfoque basado en
variabilidad de secuencias de especies cruzadas (es decir, Kabat et al., en el lugar citado); y (2) un enfoque basado
en estudios cristalograficos de complejos antigeno-anticuerpo (Chothia, C. et al., J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)).
Sin embargo, hasta el punto que dos técnicas de identificacion de restos definan regiones de solapamiento, pero
regiones no idénticas, se pueden combinar para definir una CDR hibrida. Sin embargo, en general, los restos de
CDR se identifican preferentemente seguin el denominado sistema (de numeracion) de Kabat.

El término "region estructural" se refiere a las porciones reconocidas en la materia de una regién variable del
anticuerpo que existen entre las CDRs mas divergentes (es decir, hipervariables). Dichas regiones estructurales
normalmente se denominan regiones estructurales 1 a 4 (FR1, FR2, FR3, y FR4) y proporcionan un armazon para la
presentacion de las seis CDRs (ires de la cadena pesada y tres de la cadena ligera) en el espacio tridimensional,
para formar una superficie de unién al antigeno.

Normalmente, las CDRs forman una estructura de bucle que se puede clasificar como una estructura candnica. El
término "estructura canonica" se refiere a la conformaciéon de cadena principal que es adoptada por los bucles de
unién al antigeno (CDR). A partir de estudios estructurales comparativos, se ha encontrado que cinco de los seis
bucles de unién al antigeno solo tienen un repertorio limitado de conformaciones disponibles. Cada estructura
canodnica se puede caracterizar por los angulos de torsion del esqueleto de polipéptido. Los bucles correspondientes
entre anticuerpos pueden tener, por tanto, estructuras tridimensionales muy similares, a pesar de la alta variabilidad
de secuencias de aminodcidos en la mayoria de las partes de los bucles (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 1987, 196:
901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877; Martin y Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263: 800). Ademas, existe una
relacién entre la estructura de bucle adoptada y las secuencias de aminoacidos que la rodean. La conformacién de
una clase canoénica particular se determina por la longitud del bucle y los restos de aminoacidos que residen en
posiciones clave dentro del bucle, asi como dentro de la region estructural conservada (es decir, fuera del bucle). La
asignacion a una clase candnica particular se puede hacer, por tanto, basandose en la presencia de estos restos de
aminoacidos clave. El término "estructura candnica" también puede incluir consideraciones en cuanto a la secuencia
lineal del anticuerpo, por ejemplo, como se cataloga por Kabat (Kabat et al., en el lugar citado). El esquema
(sistema) de numeracion de Kabat es una norma ampliamente adoptada para la numeracion de los restos de
aminoacidos de un dominio variable de anticuerpo en un modo coherente y es el esquema preferido aplicado en la
presente invencion como también se menciona en cualquier parte en el presente documento. También se pueden
usar consideraciones estructurales adicionales para determinar la estructura canoénica de un anticuerpo. Por
ejemplo, las diferencias no completamente reflejadas por la numeracion de Kabat se pueden describir por el sistema
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de numeracion de Chothia et al. y/o revelar por otras técnicas, por ejemplo, cristalografia y modelado computacional
bi o tridimensional. Por consiguiente, una secuencia de anticuerpos dada se puede poner en una clase candnica que
permite, entre otras cosas, identificar secuencias de chasis apropiadas (por ejemplo, basadas en el deseo de incluir
una variedad de estructuras canonicas en una biblioteca). Se describen en la bibliografia la numeracién de Kabat de
secuencias de aminoacidos de anticuerpos y consideraciones estructurales como se describen por Chothia et al., en
el lugar citado, y sus implicaciones para analizar aspectos canénicos de la estructura de anticuerpos.

CDR3 es normalmente la mayor fuente de diversidad molecular dentro del sitio de unién al anticuerpo. H3, por
ejemplo, puede ser tan corto como dos restos de aminoacidos o mas de 26 aminodacidos. Se conocen bien en la
técnica las estructuras de subunidad y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de
inmunoglobulinas. Para una revisiéon de la estructura de anticuerpos, véase Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al., 1988. Un experto en la técnica reconocera que cada estructura de
subunidad, por ejemplo, una estructura CH, VH, CL, VL, CDR, FR, comprende fragmentos activos, por ejemplo, la
porcién de VH, VL, o la subunidad de CDR que se une al antigeno, es decir, el fragmento de unién al antigeno, o,
por ejemplo, la porcién de la subunidad de CH que se une a y/o activa, por ejemplo, un receptor de Fc y/o
complemento. Las CDRs normalmente se refieren a las CDRs de Kabat, como se describen en Sequences of
Proteins of Immunological Interest, US Department of Health and Human Services (1991), eds. Kabat et al. Otra
norma para caracterizar el sitio de unién al antigeno es referirse a los bucles hipervariables como se describe por
Chothia. Véase, por ejemplo, Chothia, et al. (1987; J. Mol. Biol. 227:799-817); y TomLinson et al. (1995) EMBO J. 14:
4628-4638. Todavia otra norma es la definicion de AbM usada por el software de modelado de anticuerpos Oxford
Molecular's AbM. Véase, en general, por ejemplo, Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody Variable
Domains. En: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. and Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg).
Las realizaciones descritas con respecto a las CDRs de Kabat se pueden implementar alternativamente usando
relaciones descritas similares con respecto a los bucles hipervariables de Chothia o a los bucles definidos por AbM.

La secuencia de genes de anticuerpo después del ensamblaje y la mutacién somatica es altamente variada, y se
estima que estos genes variados codifican 10'° moléculas de anticuerpo diferentes (Immunoglobulin Genes, 22 ed.,
eds. Jonio et al., Academic Press, San Diego, CA, 1995). Por consiguiente, el sistema inmunitario proporciona un
repertorio de inmunoglobulinas. El término "repertorio” se refiere a al menos una secuencia de nucleétidos derivada
completa o parcialmente de al menos una secuencia que codifica al menos una inmunoglobulina. La(s) secuencia(s)
se puede(n) generar por transposicién in vivo de los segmentos V, D, y J de cadenas pesadas, y los segmentos V y
J de cadenas ligeras. Alternativamente, la(s) secuencia(s) se puede(n) generar a partir de una célula en respuesta a
qué transposicion ocurre, por ejemplo, estimulacion in vitro. Alternativamente, parte o todas la(s) secuencia(s) se
pueden obtener por corte y empalme de ADN, sintesis de nucle6tidos, mutagénesis, y otros métodos, véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. 5.565.332. Un repertorio puede incluir solo una secuencia o puede incluir una
pluralidad de secuencias, que incluyen aquellas en una coleccién genéticamente variada.

El término "molécula de unién" o "construccion de anticuerpo” en el sentido de la presente divulgacion indica
cualquier molécula capaz de unirse (especificamente) a, interaccionar con o reconocer las moléculas diana sobre
una molécula de la superficie celular sobre una célula diana y CD3. Dichas moléculas o construcciones pueden
incluir partes proteinaceas y partes no proteinaceas (por ejemplo, conectores quimicos o agentes de reticulacion
quimicos tales como glutaraldehido).

En el supuesto caso de que se use un conector, este conector es preferentemente de una longitud y secuencia
suficiente para garantizar que cada uno del primer, segundo y tercer dominios puedan retener, independientemente
entre si, sus especificidades de unién diferenciales. Lo mas preferentemente y como se documenta en los ejemplos
adjuntos, la molécula de unién de la invencién es una "molécula de union monocatenaria biespecifica", mas
preferentemente una Fv monocatenario biespecifico (scFv). Se conocen en la técnica las moléculas monocatenarias
biespecificas y se describen en el documento de patente WO 99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970,
Mack, PNAS, (1995), 92, 7021-7025, Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45, 193-197, Loéffler, Blood,
(2000), 95, 6, 2098-2103, Bruhl, Immunol., (2001), 166, 2420-2426, Kipriyanov, J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-56.

Dichos dominios variables comprendidos en los anticuerpos biespecificos descritos en el presente documento se
pueden conectar mediante secuencias conectoras adicionales. El término "conector peptidico" define, segun la
presente invencién, una secuencia de aminoacidos por la que se unen entre si las secuencias de aminoacidos del
primer dominio, el segundo dominio y el tercer dominio del anticuerpo biespecifico de la invencion. Una caracteristica
técnica esencial de dicho conector peptidico es que dicho conector peptidico no comprende ninguna actividad de
polimerizacion. Entre los conectores peptidicos adecuados estan aquellos descritos en las patentes de EE.UU.
4.751.180 y 4.935.233 o el documento de patente WO 88/09344. Una realizacién preferida de un conector peptidico
se caracteriza por la secuencia de aminodacidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, es decir, GlysSer, o sus polimeros, es decir,
(GlyaSer)x, donde x es un nimero entero 1 0 mayor. Se conocen en la técnica las caracteristicas de dicho conector
peptidico, que comprenden la ausencia de la promocion de estructuras secundarias, y se describen, por ejemplo, en
Dall'Acqua et al. (Biochem. (1998) 37, 9266-9273), Cheadle et al. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) y Raag y Whitlow
(FASEB (1995) 9(1), 73-80). Se prefieren los conectores peptidicos que tampoco promueven estructuras
secundarias. El enlace de dicho dominios entre si se puede proporcionar por, por ejemplo ingenieria genética, como
se describe en los ejemplos. Se conocen bien en la técnica los métodos de preparacion de construcciones
monocatenarias biespecificas fusionadas y operativamente unidas y expresion en células de mamifero o bacterias
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(por ejemplo, documento de patente WO 99/54440 o Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001).

Para conectores peptidicos, que conectan los dominios de unién en el anticuerpo biespecifico de la invencion, se
prefieren conectores peptidicos que comprenden solo un pequefio nimero de restos de aminoacidos, por ejemplo 12
restos de aminoacidos o menos. Asi, se prefiere el conector peptidico de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 o 5 restos de
aminoacidos. Un conector peptidico previsto con menos de 5 aminoacidos comprende 4, 3, 2 o un aminoacido(s) en
donde se prefieren conectores ricos en Gly. Un amino&cido "individual" particularmente preferido en el contexto de
dicho "conector peptidico" es Gly. Por consiguiente, dicho conector peptidico puede consistir en el aminoacido
individual Gly.

El término "multiespecifico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo biespecifico de la
invencion que comprende al menos es capaz de unirse a al menos un antigeno o diana adicional.

También se prevé que el anticuerpo biespecifico de la invencién tenga, aparte de adicién a la especificidad por
albumina de suero y ademas de su funcion para unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula diana
y CDS3, una funcion adicional. En este formato, la construccién de anticuerpo es un construccién de anticuerpo
multifuncional por direccionamiento de células a través de unién a una molécula de la superficie celular sobre una
célula diana, mediacién de actividad de linfocitos T citotoxicos mediante la union de CD3 y proporcionando una
funcién adicional tal como un dominio constante Fc completamente funcional que media en la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo mediante el reclutamiento de células efectoras como células NK, una marca (fluorescente
etc.), un agente terapéutico tal como, por ejemplo, una toxina o radionuclido, y/o medios para potenciar la semivida
en suero, etc.

El término "dominio de unién" caracteriza, a propdsito de la presente invencién, un dominio que es capaz de unirse
especificamente a / interaccionar con un epitope diana dado o un sitio diana dado sobre la molécula de la superficie
celular diana sobre una célula diana y CD3.

Se pueden obtener dominios de uniéon de un donante de dominio de unién tal como, por ejemplo, un anticuerpo. Se
prevé que un dominio de union de la presente invencion comprenda al menos dicha parte de cualquiera de los
dominios de unién anteriormente mencionados que se requiere para unirse a/interaccionar con un epitope diana
dado o un sitio diana dado sobre la molécula de la superficie celular sobre una célula diana'y CD3.

Se prevé que el dominio de union de los donantes de dominio de unién anteriormente mencionados se caractericen
por que parte de estos donantes que es responsable de la unién de la diana respectiva, es decir, cuando esa parte
se retira del donante de dominio de unién, dicho donante pierde su capacidad de unién. "Pierde" significa una
reduccion de al menos 50 % de la capacidad de unién cuando se compara con el donante de unién. Se conocen
bien en la técnica los métodos de mapeo de estos sitios de unién — estd, por tanto, dentro del conocimiento habitual
del experto localizar/mapear el sitio de unién de un donante de dominio de unién y, asi, "obtener" dicho dominio de
unién de los donantes de dominio de unién respectivos.

El término "epitope” se refiere a un sitio sobre un antigeno al que se une especificamente un dominio de union, tal
como un anticuerpo o inmunoglobulina o derivado o fragmento de un anticuerpo o de una inmunoglobulina. Un
"epitope" es antigénico y asi el término epitope también se denomina algunas veces en el presente documento
"estructura antigénica" o "determinante antigénico". Asi, el dominio de union es un "sitio de interaccion con
antigeno". Dicha union/interaccion también se entiende que define un "reconocimiento especifico". En un ejemplo,
dicho dominio de unién que se une (especificamente) a / interacciona con un epitope diana dado o un sitio diana
dado sobre una molécula de la superficie celular sobre una célula diana y CD3 es un anticuerpo o inmunoglobulina, y
dicho dominio de unién es una regiéon VH y/o VL de un anticuerpo o de una inmunoglobulina.

Los "epitopes” se pueden formar tanto por aminoacidos contiguos como amino&cidos no contiguos yuxtapuestos por
plegamiento terciario de una proteina. Un "epitope lineal" es un epitope donde una secuencia primaria de
aminoacidos comprende el epitope reconocido. Un epitope lineal normalmente incluye al menos 3 o al menos 4, y
mas normalmente, al menos 5 o al menos 6 o al menos 7, por ejemplo, aproximadamente 8 a aproximadamente 10
aminodcidos en una secuencia Unica.

Un "epitope conformacional”, a diferencia de un epitope lineal, es un epitope en donde la secuencia primaria de los
aminoacidos que comprenden el epitope no es el Unico componente definitorio del epitope reconocido (por ejemplo,
un epitope en donde la secuencia primaria de aminoacidos no es necesariamente reconocida por el dominio de
unién). Normalmente, un epitope conformacional comprende un elevado nimero de amino&cidos con respecto a un
epitope lineal. Con respecto al reconocimiento de epitopes conformacionales, el dominio de unién reconoce una
estructura tridimensional del antigeno, preferentemente un péptido o proteina o fragmento de los mismos (en el
contexto de la presente invencion, el antigeno para uno de los dominios de unién esta comprendido dentro de una
molécula de la superficie celular sobre una célula diana). Por ejemplo, cuando una molécula de proteina se pliega
para formar una estructura tridimensional, se yuxtaponen ciertos aminoacidos y/o el esqueleto de polipéptido que
forma el epitope conformacional, que permite que el anticuerpo reconozca el epitope. Los métodos de determinacion
de la conformacién de epitopes incluyen, pero no se limitan a, cristalografia de rayos X, espectroscopia de
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resonancia magnética nuclear bidimensional (RMN-2D) y etiquetado de espin dirigido al sitio y espectroscopia de
resonancia paramagnética electronica (EPR). Ademas, los ejemplos proporcionados describen un método adicional
para caracterizar un dominio de unién dado a modo de agrupamiento, que incluye una prueba de si el dominio de
unién dado se une a una o0 mas agrupaciones de epitopes de una proteina dada, en particular una molécula de la
superficie celular sobre una célula diana.

Como se usa en el presente documento, el término "agrupacién de epitopes" indica la totalidad de epitopes que se
encuentran en una extensién contigua definida de un antigeno. Una agrupacion de epitopes puede comprender uno,
dos o mas epitopes. El concepto de agrupacion de epitopes también se usa en la caracterizacién de las
caracteristicas de los anticuerpos biespecificos de la invencién.

Los términos "(capaz de) unirse a", "que reconoce especificamente”, "dirigido a" y "que reacciona con" significan
seguln la presente invencién que un dominio de unién es capaz de interaccionar especificamente con uno o mas,
preferentemente al menos dos, mas preferentemente al menos tres y lo mas preferentemente al menos cuatro
aminoacidos de un epitope.

Como se usa en el presente documento, los términos "que interacciona especificamente”, "que se une
especificamente" o "se une(n) especificamente” significan que un dominio de unién presenta afinidad apreciable por
una proteina o antigeno particular y, en general, no presenta reactividad significativa con proteinas o antigenos
distintos de la molécula de la superficie celular sobre una célula diana o CD3. "Afinidad apreciable" incluye la union
con una afinidad de aproximadamente 10-5M (KD) o mas fuerte. Preferentemente, la unién se considera especifica
cuando la afinidad de unién es aproximadamente 102 a 108 M, 10'2a 10° M, 10'2a 10'°© M, 10" a 10® M,
preferentemente de aproximadamente 10" a 10 M. Si un dominio de union reacciona especificamente con o se
une a una diana se puede probar facilmente, entre otros, comparando la reaccién de dicho dominio de unién con una
proteina diana o antigeno con la reaccién de dicho dominio de unién con proteinas o antigenos distintos de la
molécula de la superficie celular sobre una célula diana o CD3. Preferentemente, un dominio de unién de la
invencion no se une esencialmente o no es capaz de unirse a proteinas o antigenos distintos de la molécula de la
superficie celular sobre una célula diana o CD3 (es decir, el segundo dominio de unién no es capaz de unirse a
proteinas distintas de la molécula de la superficie celular sobre una célula diana y el tercer dominio de unién no es
capaz de unirse a proteinas distintas de CD3).

El término "no se une esencialmente”, o "no es capaz de unirse" significa que un dominio de unién de la presente
invencion no se une a otra proteina o antigeno distinto de la molécula de la superficie celular elegida sobre una
célula diana o CD3, es decir, no muestra reactividad superior a 30 %, preferentemente no superior a 20 %, mas
preferentemente no superior a 10 %, particularmente preferentemente no superior a 9 %, 8 %, 7 %, 6 % 0 5 % con
proteinas o antigenos distintos de la molécula de la superficie celular sobre una célula diana o CD3, por lo que se
establece que la unidén a la molécula de la superficie celular sobre una célula diana o CD3, respectivamente, se
establece que sea 100 %.

Se cree que la unidn especifica se efectia por motivos especificos en la secuencia de aminoacidos del dominio de
unién y el antigeno. Asi, la unién se logra como resultado de su estructura primaria, secundaria y/o terciaria, ademas
de como el resultado de modificaciones secundarias de dichas estructuras. La interaccién especifica del sitio de
interaccion del antigeno con su antigeno especifico puede dar como resultado una simple unién de dicho sitio con el
antigeno. Ademas, la interaccidon especifica del sitio de interaccién del antigeno con su antigeno especifico puede
alternativamente o adicionalmente dar como resultado el inicio de una sefal, por ejemplo, debido a la induccion de
un cambio de la conformacion del antigeno, una oligomerizacion del antigeno, etc.

Las proteinas (incluyendo fragmentos de las mismas, preferentemente fragmentos biolégicamente activos, y
péptidos, normalmente que tienen menos de 30 aminoacidos) comprenden uno o0 mas aminoacidos acoplados entre
si mediante un enlace peptidico covalente (dando como resultado una cadena de aminodacidos). El término
"polipéptido”, como se usa en el presente documento, describe un grupo de moléculas, que consisten en mas de 30
aminoacidos. Los polipéptidos pueden formar ademas multimeros tales como dimeros, trimeros y oligdmeros
superiores, es decir, que consisten en mas de una molécula de polipéptido. Las moléculas de polipéptido que forman
dichos dimeros, trimeros, etc., pueden ser idénticas o no idénticas. Las estructuras de orden superior
correspondientes de dichos multimeros se denominan, por consiguiente, homo- o heterodimeros, homo- o
heterotrimeros, etc. Un ejemplo de un hereteromultimero es una molécula de anticuerpo que, en su forma que existe
de forma natural, consiste en dos cadenas ligeras idénticas de polipéptidos y dos cadenas pesadas idénticas de
polipéptidos. Los términos "polipéptido" y "proteina" también se refieren a polipéptidos/proteinas naturalmente
modificados en donde la modificacion se efectla, por ejemplo, por modificaciones postraduccionales como
glucosilacién, acetilacion, fosforilacién y similares. Un "polipéptido"”, cuando se denomina en el presente documento,
también puede estar quimicamente modificado, tal como pegilado. Dichas modificaciones se conocen bien en la
técnica.

"Aislado", cuando se usa para describir el anticuerpo biespecifico desvelado en el presente documento, significa un
anticuerpo biespecifico que se ha identificado, separado y/o recuperado de un componente de su entorno de
produccion. Preferentemente, el anticuerpo biespecifico aislado esta libre de asociacion con todos los otros
componentes de su entorno de produccion. Los componentes contaminantes de su entorno de produccion, tales

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2753950 T3

como los resultantes de células transfectadas recombinantes, son materiales que normalmente interferirian con usos
de diagndstico o terapéuticos para el polipéptido, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteinaceos o
no proteinaceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo biespecifico se purificara (1) hasta un grado suficiente
para obtener al menos 15 restos del extremo N o secuencia interna de aminoacidos por uso de un secuenciador de
taza giratoria, o (2) hasta homogeneidad por SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras usando azul de
Coomassie o, preferentemente, tincion con plata. En general, sin embargo, un anticuerpo aislado se prepararé por al
menos una etapa de purificacion.

Se contemplan modificaciones de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos biespecificos descritos en el
presente documento. Por ejemplo, se puede desear mejorar la afinidad de union y/u otras propiedades bioldgicas del
anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos biespecificos se preparan
introduciendo cambios de nucle6tidos apropiados en el acido nucleico de anticuerpos biespecificos, o por sintesis de
péptidos.

Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en, y/o sustituciones de, restos dentro
de las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos biespecificos. Se hace cualquier combinacién de delecion,
insercion y sustitucion para llegar a la construccion final, a condicién de que la construccién final posea las
caracteristicas deseadas. Los cambios de aminodacido también pueden alterar los procesos postraduccionales de los
anticuerpos biespecificos, tales como cambiar el nimero o posicién de sitios de glucosilacién. Preferentemente, se
pueden sustituir 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos en una CDR, mientras que se pueden sustituir 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o 25 amino&cidos en las regiones estructurales (FRs). Las
sustituciones son preferentemente sustituciones conservativas como se describen en el presente documento.
Adicionalmente o alternativamente, se pueden insertar o delecionar 1, 2, 3, 4, 5 0 6 aminoacidos en cada una de las
CDRs (por supuesto, dependiendo de su longitud), mientras que se pueden insertar o delecionar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 25 aminoacidos en cada una de las FRs.

Un método util para la identificacion de ciertos restos o regiones de los anticuerpos biespecificos que son
localizaciones preferidas para la mutagénesis se denomina "mutagénesis por barrido de alanina", como se describe
por Cunningham y Wells en Science, 244: 1081-1085 (1989). Aqui, se identifica/n un resto o grupo de restos diana
dentro del anticuerpo biespecifico (por ejemplo, restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituyen
por un aminoacido neutro o negativamente cargado (lo mas preferentemente alanina o polialanina) para afectar la
interaccion de los aminodcidos con el epitope.

Las localizaciones de aminoacido que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones se definen entonces
introduciendo variantes adicionales u otras variantes en, o para, los sitios de sustitucion. Asi, mientras que el sitio
para introducir una variacién de secuencia de aminodcidos esta predeterminado, la naturaleza de la mutacién en si
misma no necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar el rendimiento de una mutaciéon en un sitio
dado, se realiza barrido de ala o mutagénesis al azar en un coddn o regién diana y se criban las variantes
expresadas de anticuerpo biespecifico para la actividad deseada.

Preferentemente, las inserciones de secuencias de aminoacidos incluyen fusiones de extremos amino y/o carboxilo
que varian en longitud desde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 restos hasta polipéptidos que contienen cien o mas restos,
asi como inserciones intrasecuencia de restos de aminoacidos individuales o mdltiples. Una variante de insercion del
anticuerpo biespecifico incluye la fusion con el extremo N o C del anticuerpo con una enzima o una fusién con un
polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacidos. Estas variantes tienen preferentemente al
menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 restos de aminodacidos en el anticuerpo biespecifico sustituidos por un resto
diferente. Los sitios de mayor interés para la mutagénesis sustitucional incluyen las CDRs de la cadena pesada y/o
ligera, en particular las regiones hipervariables, pero también se contemplan alteraciones de FR en la cadena
pesada y/o ligera.

Por ejemplo, si una secuencia de CDR engloba 6 aminoacidos, se prevé que estén sustituidos uno, dos o tres de
estos aminoacidos. Similarmente, si una secuencia de CDR engloba 15 aminoacidos, se prevé que estén sustituidos
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis de estos aminodacidos.

Generalmente, si los amino&cidos estan sustituidos en una o mas o todas las CDRs de la cadena pesada y/o ligera,
se prefiere que la secuencia "sustituida" entonces obtenida sea al menos 60 %, mas preferentemente 65 %, incluso
mas preferentemente 70 %, particularmente preferentemente 75 %, mas particularmente preferentemente 80 %
idéntica a la secuencia de CDR "original". Esto significa que es dependiente de la longitud de la CDR a qué grado es
idéntico a la secuencia "sustituida". Por ejemplo, una CDR que tiene 5 aminoacidos es preferentemente 80 %
idéntica a su secuencia sustituida para tener al menos un aminodcido sustituido. Por consiguiente, las CDRs del
anticuerpo biespecifico pueden tener diferentes grados de identidad con sus secuencias sustituidas, por ejemplo,
CDRL1 puede tener 80 %, mientras que CDRL3 puede tener 90 %.

Las sustituciones preferidas (0 reemplazos) son sustituciones conservativas. Sin embargo, se prevé cualquier
sustitucion (incluyendo sustitucion no conservativa o una o mas de las "sustituciones a modo de ejemplo”
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enumeradas en la Tabla 1, a continuacion), en tanto que el anticuerpo biespecifico retenga su capacidad para unirse
a la molécula de la superficie celular sobre una célula diana mediante el segundo dominio de unién y con CD3
épsilon mediante el tercer dominio de unién y/o sus CDRs tienen una identidad con la secuencia entonces sustituida
(al menos 60 %, mas preferentemente 65 %, incluso mas preferentemente 70 %, particularmente preferentemente
75 %, mas particularmente preferentemente 80 % idéntica a la secuencia de CDR "original”).

Las sustituciones conservativas se muestran en la Tabla 1 con el encabezado de "sustituciones preferidas". Si
dichas sustituciones dan como resultado un cambio en la actividad bioldgica, entonces se pueden introducir cambios
mas sustanciales, denominados "sustituciones a modo de ejemplo" en la Tabla 1, o como se describe
adicionalmente a continuacién en referencia a clases de aminodacidos, y los productos cribados para una
caracteristica deseada.

Tabla 1: Sustituciones de aminoéacidos

Original Sustituciones a modo de ejemplo Sustituciones preferidas
Ala (A) val, leu, ile val
Arg (R) lys, gIn, asn lys
Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gin
Asp (D) glu, asn glu
Cys (C) ser, ala ser
Gin (Q) asn, glu asn
Glu (E) asp, gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn, gin, lys, arg arg
lle (1) leu, val, met, ala, phe leu
Leu (L) norleucina, ile, val, met, ala ile
Lys (K) arg, gln, asn arg
Met (M) leu, phe, ile leu
Phe (F) leu, val, ile, ala, tyr tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr, phe tyr
Tyr (Y) trp, phe, thr, ser phe
Val (V) ile, leu, met, phe, ala leu

Se llevan a cabo modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del anticuerpo biespecifico de la
presente invencidn seleccionando sustituciones que se diferencian significativamente en su efecto sobre el
mantenimiento de (a) la estructura del esqueleto de polipéptido en el area de la sustitucion, por ejemplo, como una
conformacion de lamina o helicoidal, (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de
la cadena lateral. Los restos que existen de forma natural se dividen en grupos basandose en propiedades comunes
de las cadenas laterales: (1) hidréfobas: norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidréfilas neutras: cys, ser, thr; (3)
acidas: asp, glu; (4) basicas: asn, gin, his, lys, arg; (5) restos que influyen en la orientacion de cadena: gly, pro;y (6)
aromaticas: trp, tyr, phe.

Sustituciones no conservativas conllevaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase. Se
puede sustituir cualquier resto de cisteina no implicado en el mantenimiento de la conformaciéon apropiada del
anticuerpo biespecifico, en general, con serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y prevenir la
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reticulaciéon aberrante. En cambio, se pueden afnadir enlace(s) de cisteina al anticuerpo para mejorar su estabilidad
(particularmente donde el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv).

Un tipo particularmente preferido de variante sustitucional implica sustituir uno o mas restos de la regién
hipervariable de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s)
variante(s) resultante(s) seleccionada(s) para desarrollo adicional tendran propiedades biolégicas mejoradas con
respecto al anticuerpo parental del que se generan. Una forma conveniente de generar dichas variantes
sustitucionales implica la maduracion por afinidad usando presentacion en fagos. Brevemente, se mutan varios sitios
de region hipervariable (por ejemplo, 6-7 sitios) para generar todas las sustituciones posibles de aminoacidos en
cada sitio. Las variantes de anticuerpo asi generadas se presentan en un modo monovalente de particulas de fago
filamentoso como fusiones con el producto de gen Il de M13 encapsulado dentro de cada particula. Las variantes
presentadas en fago se criban entonces para su actividad biol6gica (por ejemplo, afinidad de unién) como se desvela
en el presente documento. Para identificar sitios candidatos de regién hipervariable para modificacién, se puede
realizar mutagénesis por barrido de alanina para identificar restos de la region hipervariable que contribuyen
significativamente a la union al antigeno. Alternativamente, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una
estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el dominio de unién vy,
por ejemplo, una molécula superficial de célula humana sobre una célula diana. Dichos restos de contacto y restos
vecinos son candidatos para la sustitucién segun las técnicas elaboradas en el presente documento. Una vez se
generan dichas variantes, el panel de variantes se somete a cribado como se describe en el presente documento y
se pueden seleccionar anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas ensayos relevantes para desarrollo
adicional.

Se contemplan en el presente documento otras modificaciones del anticuerpo biespecifico. Por ejemplo, el
anticuerpo biespecifico se puede unir a uno de una variedad de polimeros no proteinaceos, por ejemplo,
polietilenglicol, polipropilenglicol, polioxialquilenos, o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. El anticuerpo
biespecifico también se puede atrapar 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 coloidales de administracién de farmacos (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se desvelan en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, Oslo, A., Ed., (1980).

Los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente documento también se pueden formular como
inmunoliposomas. Un "liposoma" es una vesicula pequefia compuesta de diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o
tensioactivos que es util para la administracion de un farmaco a un mamifero. Los componentes del liposoma se
disponen comunmente en una formacién de bicapa, similar a la disposicion de lipido de membranas bioldgicas. Los
liposomas que contienen el anticuerpo se preparan por métodos conocidos en la técnica, tal como se describen en
Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980);
patentes de EE.UU. N? 4.485.045 y 4.544.545; y el documento de patente WO 97/38731 publicado el 23 de octubre
de 1997. Se desvelan liposomas con tiempo de circulacion potenciado en la patente de EE.UU. N° 5.013.556. Los
liposomas particularmente Utiles se pueden generar por el método de evaporacion en fase inversa con una
composicién de lipido que comprende fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-
PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido dando liposomas con el diametro
deseado. Se pueden conjugar fragmentos Fab' del anticuerpo de la presente invencion con los liposomas como se
describe en Martin et al. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) mediante una reaccién de intercambio de disulfuro. Un
agente quimioterapéutico esta opcionalmente contenido dentro del liposoma. Véase Gabizon et al. J. National
Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989).

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo biespecifico se puede producir intracelularmente, en el
espacio periplasmico, o secretar directamente en el medio. Si el anticuerpo biespecifico se produce
intracelularmente, como una primera etapa, se retira el residuo de particulas, o células hospedadoras o fragmentos
lisados, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracién. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992) describen
un procedimiento de aislamiento de anticuerpos que son secretados al espacio periplasmico de E. coli.

La composicion de anticuerpo biespecifico preparada a partir de las células se puede purificar usando, por ejemplo,
cromatografia en hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de
afinidad la técnica de purificacién preferida.

El término "acido nucleico" se conoce bien por el experto y engloba ADN (tal como ADNc) y ARN (tal como ARNm).
El acido nucleico puede ser bicatenario y monocatenario, lineal y circular. Dicha molécula de &cido nucleico esta
comprendida preferentemente en un vector que esta comprendido preferentemente en una célula hospedadora.
Dicha célula hospedadora es, por ejemplo después de la transformacion o transfeccién con la secuencia de acido
nucleico de la invencion, capaz de expresar el anticuerpo biespecifico. Para ese fin, la molécula de acido nucleico se
une operativamente con secuencias de control.

Un vector es una molécula de acido nucleico usada como vehiculo para transferir material genético (extrano) en una
célula. El término "vector" engloba - pero no se limita a - plasmidos, virus, césmidos y cromosomas artificiales. En
general, los vectores manipulados comprenden un origen de replicacion, un sitio de multiclonacién y un marcador de
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seleccioén. El propio vector, en general, es una secuencia de nucleétidos, cominmente una secuencia de ADN, que
comprende un inserto (transgén) y una secuencia mayor que sirve de "esqueleto” del vector. Los vectores modernos
pueden englobar caracteristicas adicionales, ademas del inserto de transgén y un esqueleto: promotor, marcador
genético, resistencia a antibiéticos, indicador de gen, secuencia de direccionamiento, marca de purificacion de
proteinas. Los vectores denominados vectores de expresion (construcciones de expresion) son especificamente
para la expresion del transgén en la célula diana, y, en general, tienen secuencias de control tales como una
secuencia promotora que conduce la expresion del transgén. La insercion de un vector en la célula diana se
denomina normalmente "transformacion" para bacterias, "transfeccion” para células eucariotas, aunque la insercion
de un vector viral también se denomina "transduccion”.

Como se usa en el presente documento, el término "célula hospedadora” pretende referirse a una célula en la que
un acido nucleico que codifica el anticuerpo biespecifico de la invencién se introduce a modo de transformacion,
transfeccion y similares. Se debe entender que dichos términos se refieren no solo a la célula objeto particular, sino
a la progenie o posible progenie de dicha célula. Debido a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en
generaciones sucesivas debido a o mutacion o influencias medioambientales, dicha progenie puede no ser, en
realidad, idéntica a la célula parental, pero se incluye todavia dentro del alcance del término como se usa en el
presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "expresién” incluye cualquier etapa implicada en la produccién
de un anticuerpo biespecifico de la invencién que incluye, pero no se limita a, transcripcién, modificacion
postranscripcional, traduccién, modificacién postraduccional y secrecion.

El término "secuencias de control" se refiere a las secuencias de ADN necesarias para la expresién de una
secuencia codificante operativamente unida en un organismo hospedador particular. Las secuencias de control que
son adecuadas para procariotas, por ejemplo, incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un
sitio de unién al ribosoma. Las células eucariotas se conocen por utilizar promotores, sefiales de poliadenilacion y
potenciadores.

Un acido nucleico esta "operativamente unido" cuando se pone en una relacion funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una pre-secuencia o conductor de secrecion esta operativamente unido
a ADN para un polipéptido si se expresa como una pre-proteina que participa en la secrecion del polipéptido; un
promotor o potenciador estd operativamente unido a una secuencia codificante si afecta la transcripcion de la
secuencia; o un sitio de unién al ribosoma esta operativamente unido a una secuencia codificante si esta colocado
para facilitar la traduccion. En general, "operativamente unido" significa que las secuencias de ADN que estan
unidas son contiguas y, en el caso de un conductor de secrecion, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los
potenciadores no tienen que ser contiguos. La unién se lleva a cabo por ligacion en sitios de restriccion
convenientes. Si dichos sitios no existen, entonces se usan adaptadores o conectores de oligonucleétido sintéticos
segun la practica convencional.

Los términos "célula hospedadora”, "célula diana" o "célula receptora" pretenden incluir cualquier célula o cultivo
celular individual que pueda ser o haya/n sido receptores para vectores o la incorporacion de moléculas exégenas de
acidos nucleicos, polinucleétidos y/o proteinas. También pretende incluir progenie de una Unica célula, y la progenie
puede no necesariamente ser completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN gendmico o total) a
la célula parental original debido a mutacion natural, accidental, o deliberada. Las células pueden ser procariotas o
eucariotas, e incluyen, pero no se limitan a, bacterias, células de levadura, células de animales y células de
mamifero, por ejemplo, murina, rata, macaco o humana.

Las células hospedadoras adecuadas incluyen células hospedadoras procariotas y eucariotas que incluyen
levaduras, hongos, células de insecto y células de mamifero.

El anticuerpo biespecifico de la invencién se puede producir en bacterias. Después de la expresion, el anticuerpo
biespecifico de la invencion, preferentemente el anticuerpo biespecifico, se aisla de la pasta de células de E. coli en
una fraccién soluble y se puede purificar mediante, por ejemplo, cromatografia de afinidad y/o exclusién de tamaro.
Se puede llevar a cabo purificacion final similar al proceso para purificar el anticuerpo expresado, por ejemplo, en
células CHO.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos o levadura son hospedadores
de clonacién o expresién adecuados para el anticuerpo biespecifico de la invencion. Saccharomyces cerevisiae, 0
levadura de panadero comun, es la mas comunmente usada entre los microorganismos hospedadores eucariotas
inferiores. Sin embargo, estan comunmente disponible varios otros géneros, especies y cepas y son utiles en el
presente documento, tales como hospedadores de Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces tales como, por
ejemplo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12424), K. bulgaricus (ATCC 16045), K. wickeramii (ATCC 24178), K. waltii
(ATCC 56500), K. drosophilarum (ATCC 36906), K. thermotolerans y K. marxianus; yarrowia (documento de patente
EP 402 226); Pichia pastoris (documento de patente EP 183 070); Candida; Trichoderma reesia (documento de
patente EP 244 234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales como Schwanniomyces occidentalis; y hongos
filamentosos tales como, por ejemplo, hospedadores de Neurospora, Penicillium, Tolypocladium y Aspergillus tales
como A. nidulansy A. niger.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2753950 T3

Las células hospedadoras adecuadas para la expresion del anticuerpo biespecifico glucosilado de la invencién,
preferentemente anticuerpos biespecificos derivados de anticuerpo, derivan de organismos multicelulares. Los
ejemplos de células de invertebrados incluyen células de planta y de insecto. Se han identificado numerosas cepas y
variantes baculovirales y células hospedadoras de insecto permisivas correspondientes de hospedadores tales como
Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster
(mosca de la fruta) y Bombyx mori. Estan publicamente disponible una variedad de cepas virales para la
transfeccion, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, y
dichos virus se pueden usar como el virus en el presente documento segun la presente invencién, particularmente
para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

También se pueden utilizar cultivos de células vegetales de algodén, maiz, patata, soja, petunia, tomate, Arabidopsis
y tabaco como hospedadores. Se conocen por los expertos en la técnica los vectores de clonacién y expresion Utiles
en la produccion de proteinas en cultivos de células vegetales. Véase, por ejemplo, Hiatt et al., Nature (1989) 342:
76-78, Owen et al. (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8: 745-750, y Fecker et
al. (1996) Plant Mol Biol 32: 979-986.

Sin embargo, el mayor interés ha sido en células de vertebrados, y la propagacion de células de vertebrado en
cultivo (cultivo de tejido) ha llegado a ser un procedimiento rutinario. Los ejemplos de lineas de células
hospedadoras de mamifero dtiles son la linea CV1 de rindn de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); linea de rindn embrionario humano (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en
suspension, Graham et al., J. Gen Virol. 36 : 59 (1977)); células de rifién de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chino/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)); células
sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); células de rifdén de mono (CVI ATCC CCL 70);
células de rifidn de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL1587); células de carcinoma cervical humano (HELA,
ATCC CCL 2); células de rifidn canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo (BRL 3A, ATCC
CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2,1413 8065);
tumor mamario de ratén (MMT 060562, ATCC CCL5 1); células TRI (Mather et al., Annals N. Y Acad. Sci. 383 : 44-
68 (1982)); células MRC 5; células FS4; y una linea de hepatoma humano (Hep G2).

Cuando se usan técnicas recombinantes, el anticuerpo biespecifico de la invencién se puede producir
intracelularmente, en el espacio periplasmico, o secretar directamente en el medio. Si el anticuerpo biespecifico se
produce intracelularmente, como una primera etapa, se retira el residuo de particulas, o células hospedadoras o
fragmentos lisados, por ejemplo, por centrifugacion o ultrafiltracién. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)
describen un procedimiento de aislamiento de anticuerpos que son secretados al espacio periplasmico de E. coli.
Brevemente, se descongela la pasta de células en presencia de acetato sédico (pH 3,5), EDTA y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30 min. Se puede retirar residuo celular por centrifugacion. Si el
anticuerpo es secretado en el medio, los sobrenadantes de dichos sistemas de expresion, en general, se concentran
primero usando un filtro de concentracion de proteina comercialmente disponible, por ejemplo, una unidad de
ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de la proteasa tal como PMSF en cualquiera
de las etapas anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para prevenir el crecimiento de
contaminantes accidentales.

El anticuerpo biespecifico de la invencion preparado a partir de las células hospedadoras se puede purificar usando,
por ejemplo, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo la
cromatografia de afinidad la técnica de purificacion preferida.

La matriz a la que se une el ligando de afinidad es casi siempre agarosa, pero estan disponibles otras matrices. Las
matrices mecanicamente estables, tales como vidrio de poro controlado o poli(estirenodivinil)benceno, permiten
caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas cortos que se pueden lograr con agarosa. Si el anticuerpo
biespecifico de la invencion comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABXM (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ)
es util para la purificacion. También estan disponibles otras técnicas para la purificacion de proteinas tales como
fraccionamiento sobre una columna de intercambio i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa,
cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia sobre una resina de
intercambio anidnico o catidnico (tal como una columna de &cido poliaspartico), cromatoenfoque, SDS-PAGE, y
precipitacion con sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo a recuperar.

El término "cultivar" se refiere al mantenimiento, diferenciacién, crecimiento, proliferacion y/o propagacion in vitro de
células en condiciones adecuadas en un medio.

Como se usa en el presente documento, el término "composicion farmacéutica" se refiere a una composicion para
administracion a un paciente, preferentemente un paciente humano. La composicién farmacéutica particular
preferida de la presente invencion comprende el anticuerpo biespecifico de la invencién. Preferentemente, la
composicién farmacéutica comprende formulaciones adecuadas de vehiculos, estabilizadores y/o excipientes. En
una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende una composiciéon para administracion parenteral,
transdérmica, intraluminal, intrarterial, intratecal y/o intranasal o por inyeccion directa en tejido. Se prevé en particular
que dicha composicién se administre a un paciente mediante infusion o inyeccién. La administracién de las
composiciones adecuadas se puede efectuar por diferentes formas, por ejemplo, por administracion intravenosa,
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intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica o intradérmica. En particular, la presente invencién proporciona
una administracién no interrumpida de la composicion adecuada. Como ejemplo no limitante, la administracion no
interrumpida, es decir, continua, se puede realizar por un pequefio sistema de bombeo llevado por el paciente para
dosificar la entrada de agente terapéutico en el cuerpo del paciente. La composicion farmacéutica que comprende el
anticuerpo biespecifico de la invencion se puede administrar usando dichos sistemas de bombeo. Dichos sistemas
de bombeo se conocen, en general, en la técnica, y cominmente se basan en el intercambio peridédico de cartuchos
que contienen el agente terapéutico a infundir. Cuando se cambia el cartucho en dicho sistema de bombeo, puede
ocurrir una interrupcion temporal del flujo de otro modo no interrumpido de agente terapéutico en el cuerpo del
paciente. En dicho caso, la fase de administracion antes de la sustitucion del cartucho y la fase de administracion
después de la sustitucion del cartucho todavia se consideraria dentro del significado de los medios y métodos
farmacéuticos de la invencién que juntos constituyen una "administracién no interrumpida" de dicho agente
terapéutico.

La administracion continua o no interrumpida de estos anticuerpos biespecificos de la invencion puede ser
intravenosa o subcutanea a modo de un dispositivo de administracién de fluido o sistema de bombeo pequefio que
incluye un mecanismo de conducciéon de fluido para conducir el fluido fuera de un depodsito y un mecanismo de
actuacién para accionar el mecanismo de conduccion. Los sistemas de bombeo para administraciéon subcutanea
pueden incluir una aguja o una canula para penetrar la piel de un paciente y administrar la composicion adecuada
dentro del cuerpo del paciente. Dichos sistemas de bombeo pueden ser directamente fijados o unidos a la piel del
paciente independientemente de una vena, arteria 0 vaso sanguineo, permitiendo asi un contacto directo entre el
sistema de bombeo y la piel del paciente. El sistema de bombeo se puede unir a la piel del paciente durante 24
horas hasta varios dias. El sistema de bombeo puede ser de pequefio tamafio con un depdsito para pequefios
volimenes. Como ejemplo no limitante, el volumen del depdsito para la composicion farmacéutica adecuada a
administrar puede ser entre 0,1y 50 mL.

La administraciéon continua puede ser transdérmica a modo de un parche llevado sobre la piel y se sustituye en
intervalos. Un experto en la técnica conoce los sistemas de parche para la administracion de farmaco adecuada para
este fin. Cabe sefalar que la administracion transdérmica es especialmente susceptible para administracion no
interrumpida, ya que el intercambio de un primer parche agotado se puede llevar a cabo ventajosamente
simultaneamente con la colocacién de un nuevo segundo parche, por ejemplo sobre la superficie de la piel
inmediatamente adyacente al primer parche agotado e inmediatamente antes de la retirada del primer parche
agotado. No surgen problemas de interrupcion de flujo o fallo de celdas de potencia.

Las composiciones inventivas pueden comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos
de vehiculos farmacéuticos adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen disoluciones, por ejemplo, solucion
salina tamponada con disoluciones de fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones aceite/agua, diversos tipos
de agentes humectantes, disoluciones estériles, liposomas, etc. Las composiciones que comprenden dichos
vehiculos se pueden formular por métodos convencionales bien conocidos. Las formulaciones pueden comprender
hidratos de carbono, disoluciones de tampoén, aminoacidos y/o tensioactivos. Los hidratos de carbono pueden ser
azUcares no reductores, preferentemente trehalosa, sacarosa, octasulfato, sorbitol o xilitol. En general, como se usa
en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa todos y cada uno de los disolventes,
medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y de retraso de la
absorcion, compatibles con la administracién farmacéutica. Se conoce bien en la técnica el uso de dichos medios y
agentes para sustancias farmacéuticamente activas. Los vehiculos, excipientes o estabilizadores aceptables son no
toxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen: agentes de tamponamiento
adicionales; conservantes; co-disolventes; antioxidantes, que incluyen &cido ascorbico y metionina; agentes
quelantes tales como EDTA; complejos metdlicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); polimeros
biodegradables, tales como poliésteres; contraiones formadores de sal, tales como sodio, alcoholes de azlcar
polihidroxilados; aminodcidos, tales como alanina, glicina, asparagina, 2-fenilalanina, y treonina; azlcares o
alcoholes de azucar, tales como trehalosa, sacarosa, octasulfato, sorbitol o xilitol estaquiosa, manosa, sorbosa,
xilosa, ribosa, mioinisitosa, galactosa, lactitol, ribitol, mioinisitol, galactitol, glicerol, ciclitoles (por ejemplo, inositol),
polietilenglicol; agentes reductores que contienen azufre, tales como glutation, acido tidctico, tioglicolato de sodio,
tioglicerol, [alfa]-monotioglicerol y tiosulfato de sodio; proteinas de bajo peso molecular, tales como albumina de
suero humano, albumina de suero bovino, gelatina, u otras inmunoglobulinas; y polimeros hidréfilos, tales como
polivinilpirrolidona. Dichas formulaciones se pueden usar para administraciones continuas que pueden ser
intravenosas o subcutaneas con y/o sin sistemas de bombeo. Los aminoacidos pueden ser aminoacidos cargados,
preferentemente lisina, acetato de lisina, arginina, glutamato y/o histidina. Los tensioactivos pueden ser detergentes,
preferentemente con un peso molecular de >1,2 KD y/o un poliéter, preferentemente con un peso molecular de
>3 KD. Los ejemplos no limitantes de detergentes preferidos son Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 o
Tween 85. Los ejemplos no limitantes de poliéteres preferidos son PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000 o PEG 5000.
Los sistemas de tampdn usados en la presente invencion pueden tener un pH preferido de 5-9 y pueden comprender
citrato, succinato, fosfato, histidina y acetato.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar al sujeto a una dosis adecuada que se puede
determinar, por ejemplo, por estudios de aumento escalonado de dosis por administracién de dosis crecientes del
polipéptido de la invencién que presentan especificidad de especies cruzadas descritas en el presente documento
por primates distintos de chimpancé, por ejemplo macacos. Como se expone anteriormente, el anticuerpo
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biespecifico de la invencién que presenta especificidad de especies cruzadas descrito en el presente documento se
puede usar ventajosamente en forma idéntica en ensayos preclinicos en primates distintos de chimpancé y como
farmaco en seres humanos. Estas composiciones también se pueden administrar en combinacién con otros
farmacos proteindceos y no proteinaceos. Estos farmacos se pueden administrar simultaneamente con la
composicién que comprende el polipéptido de la invencién como se define en el presente documento o por separado
antes o después de la administracién de dicho polipéptido en intervalos y dosis oportunamente definidos. La pauta
posoldgica sera determinada por el médico adjunto y factores clinicos. Como se conoce bien en las artes médicas,
las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores, que incluyen el tamano del paciente,
area superficial del cuerpo, edad, el compuesto particular a administrar, sexo, tiempo y via de administracion, salud
general, y otros farmacos que se administran simultdneamente.

Las preparaciones para administracién parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles
acuosas 0 ho acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales
tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos
incluyen agua, disoluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen solucién salina y medios
tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen disolucién de cloruro sodico, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro sédico, Ringer con lactato, o aceites no volatiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores de fluidos
y de nutrientes, reforzadores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer), y similares. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes, gases inertes y similares. Ademas, la composicion de la presente invencion podria comprender
vehiculos proteinaceos, como, por ejemplo, albimina de suero o inmunoglobulina, preferentemente de origen
humano. Se prevé que la composicién de la invencién pueda comprender, ademas del polipéptido de la invencion
definido en el presente documento, agentes biolégicamente activos adicionales, dependiendo del uso previsto de la
composicién. Dichos agentes podrian ser farmacos que actian sobre el sistema gastrointestinal, farmacos que
actian como citostaticos, farmacos que previenen la hiperuricemia, farmacos que inhiben inmunorreacciones (por
ejemplo, corticosteroides), farmacos que modulan la respuesta inflamatoria, farmacos que actian sobre el aparato
circulatorio y/o agentes tales como citocinas conocidas en la técnica. También se prevé que el anticuerpo
biespecifico de la presente invencion se aplique en una co-terapia, es decir, en combinacién con otro medicamento
contra el cancer.

La actividad biolégica de la composicion farmacéutica definida en el presente documento se puede determinar, por
ejemplo, por ensayos de citotoxicidad, como se describen en los siguientes ejemplos, en el documento de patente
WO 99/54440 o por Schlereth et al. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12). "Eficacia" o "eficacia in vivo",
como se usan en el presente documento, se refieren a la respuesta a terapia por la composicion farmacéutica de la
invencion, usando, por ejemplo, criterios de respuesta normalizados de NCI. El éxito o la eficacia in vivo de la terapia
usando una composicién farmacéutica de la invencioén se refiere a la eficacia de la composicién para su fin previsto,
es decir, la capacidad de la composicion para provocar su efecto deseado, es decir, agotamiento de células
patolégicas, por ejemplo células tumorales. La eficacia in vivo se puede monitorizar por métodos establecidos
convencionales para las entidades respectivas de la enfermedad, que incluyen, pero no se limitan a, nimero de
leucocitos, diferenciales, citometria de flujo activada por fluorescencia, aspiracién de médula ésea. Ademas, se
pueden usar diversos parametros de quimica clinica especificos de enfermedad y otros métodos convencionales
establecidos. Ademas, se pueden usar tomografia asistida por ordenador, rayos X, tomografia de resonancia
magnética nuclear (por ejemplo, para la evaluacién de la respuesta basada en los criterios del National Cancer
Institute [Cheson BD, Horning SJ, Coiffier B, Shipp MA, Fisher RI, Connors JM, Lister TA, Vose J, Grillo-Lopez A,
Hagenbeek A, Cabanillas F, Klippensten D, Hiddemann W, Castellino R, Harris NL, Armitage JO, Carter W,
Hoppe R, Canellos GP. Report of an international workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin’s
lymphomas. NCI Sponsored International Working Group. J Clin Oncol. 1999 Apr;17(4):1244]), tomografia de
emisioén de positrones, numeros de leucocitos, diferenciales, citometria de flujo activada por fluorescencia, aspiracién
de médula 6sea, biopsias/histologias de ganglios linfaticos, y diversos parametros de quimica clinica especificos de
linfoma (por ejemplo, lactato deshidrogenasa) y otros métodos convencionales establecidos.

Otra reto importante en el desarrollo de farmacos tales como la composicién farmacéutica de la invencién es la
modulacion predecible de propiedades farmacocinéticas. Para este fin, se puede establecer un perfil farmacocinético
del farmaco candidato, es decir, un perfil de los parametros farmacocinéticos que afectan la capacidad de un
farmaco particular para tratar una afeccion dada. Los parametros farmacocinéticos del farmaco que influyen en la
capacidad de un farmaco para tratar una cierta entidad de la enfermedad incluyen, pero no se limitan a: semivida,
volumen de distribucién, metabolismo de primer paso hepatico y el grado de unién a suero sanguineo. La eficacia de
un agente de farmaco dado se puede influir por cada uno de los parametros mencionados anteriormente.

"Semivida" significa el tiempo donde el 50 % de un farmaco administrado se elimina por procesos biologicos, por
ejemplo metabolismo, excrecion, etc.

Por "metabolismo de primer paso hepatico” se indica la tendencia de un farmaco a metabolizarse tras el primer
contacto con el higado, es decir, durante su primer paso a través del higado.
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"Volumen de distribucién” significa el grado de retencién de un farmaco a través de los diversos compartimentos del
cuerpo, como, por ejemplo, espacios intracelulares y extracelulares, tejidos y dérganos, etc., y la distribucion del
farmaco dentro de estos compartimentos.

"Grado de unién a suero sanguineo" significa la tendencia de un farmaco para interaccionar con y unirse a proteinas
séricas sanguineas, tales como albimina, que conduce a una reduccion o pérdida de la actividad bioldgica del
farmaco.

Los parametros farmacocinéticos también incluyen biodisponibilidad, tiempo de desfase (Tdesfase), Tmax,
velocidades de absorcién, mas aparicion y/o Cmax para una cantidad dada de farmaco administrado.
"Biodisponibilidad” significa la cantidad de un farmaco en el compartimento sanguineo. "Tiempo de desfase" significa
el desfase de tiempo entre la administracion del farmaco y su deteccién y cuantificabilidad en sangre o plasma.

"Tmax" es el tiempo después del cual se alcanza la méaxima concentracion en sangre del farmaco, y "Cmax" es la
maxima concentracién en sangre obtenida con un farmaco dado. El tiempo para alcanzar una concentracion en
sangre o tejido del farmaco que se requiere para su efecto biolégico esta influido por todos los parametros. Los
parametros farmacocinéticos de anticuerpos monocatenarios biespecificos que presentan especificidad de especies
cruzadas, que se pueden determinar en la prueba preclinica de animales en primates distintos de chimpancé como
se explica resumidamente anteriormente, también se exponen, por ejemplo, en la publicacién por Schlereth et al.
(Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12).

El término "toxicidad", como se usa en el presente documento, se refiere a los efectos tdxicos de un farmaco
manifestado en acontecimientos adversos o acontecimientos adversos graves. Estos acontecimientos secundarios
se podrian referir a una ausencia de tolerabilidad del farmaco en general y/o una ausencia de tolerancia local
después de la administracion. La toxicidad también podria incluir efectos teratogénicos o carcinogénicos provocados
por el farmaco.

El término "seguridad", "seguridad in vivo" o "tolerabilidad”, como se usan en el presente documento, define la
administracion de un farmaco sin inducir acontecimientos adversos graves directamente después de la
administracion (tolerancia local) y durante un periodo mas largo de administracion del farmaco. Se pueden evaluar la
"seguridad", "seguridad in vivo" o "tolerabilidad", por ejemplo, en intervalos regulares durante el periodo de
tratamiento y seguimiento. Las mediciones incluyen evaluacion clinica, por ejemplo, manifestaciones en érganos, y
cribado de anomalias de laboratorio. Se puede llevar a cabo evaluacion clinica y registrar/codificar las desviaciones
con respecto a los hallazgos normales segin las normas de NCI-CTC y/o MedDRA. Las manifestaciones en 6rganos
pueden incluir criterios tales como alergia/inmunologia, sangre/médula 6sea, arritmia cardiaca, coagulacion y
similares, como se exponen, por ejemplo, en los Common Terminology Criteria for adverse events v3.0 (CTCAE).
Los parametros de laboratorio que se pueden probar incluyen, por ejemplo, hematologia, quimica clinica, perfil de
coagulacién y analisis de orina y examen de otros liquidos corporales tales como suero, plasma, liquido linfoide o
cefalorraquideo, liquido y similares. Asi, la seguridad se puede evaluar, por ejemplo, por examen fisico, técnicas de
obtencion de imagenes (es decir, ultrasonidos, rayos X, TAC, imagen por resonancia magnética (IRM), otras
medidas con dispositivos técnicos (es decir, electrocardiograma), constantes vitales, midiendo parametros de
laboratorio y registrando acontecimientos adversos. Por ejemplo, los acontecimientos adversos en primates distintos
de chimpancé en los usos y métodos segun la invencién se pueden examinar por métodos histopatoldgicos y/o
histoquimicos.

El término "dosis eficaz" o "dosificacion eficaz" se define como una cantidad suficiente para lograr o al menos lograr
parcialmente el efecto deseado. El término "dosis terapéuticamente eficaz" se define como una cantidad suficiente
para curar o al menos detener parcialmente la enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya padece la
enfermedad. Las cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la infeccién y el estado general
del sistema inmunitario del propio paciente. El término "paciente" incluye seres humanos y otros sujetos mamiferos
que reciben o tratamiento profilactico o terapéutico.

El término "dosis eficaz y no tdxica", como se usa en el presente documento, se refiere a una dosis tolerable de un
anticuerpo biespecifico inventivo que es suficientemente alta para provocar el agotamiento de células patolégicas,
eliminacion de tumores, encogimiento de tumores o estabilizacién de la enfermedad sin o esencialmente sin efectos
toxicos importantes. Dichas dosis eficaces y no téxicas se pueden determinar, por ejemplo, por los estudios de
aumento escalonado de dosis descritos en la técnica y deben estar por debajo de la dosis que induce los
acontecimientos secundarios adversos graves (toxicidad limitante de la dosis, DLT).

También se hace referencia a los términos anteriores, por ejemplo, en la Preclinical safety evaluation of
biotechnology-derived pharmaceuticals S6; ICH Harmonised Tripartite Guideline; reuniéon del Comité Directivo de
ICH el 16 de julio de 1997.

La dosificacion apropiada, o cantidad terapéuticamente eficaz, del anticuerpo biespecifico de la invencién dependera
de la afeccion que se va a tratar, la gravedad de la afeccién, terapia previa, y la historia clinica del paciente y
respuesta al agente terapéutico. Se puede ajustar la dosis apropiada segun el criterio del médico adjunto de forma
que se pueda administrar al paciente una vez o durante una serie de administraciones. La composicién farmacéutica
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se puede administrar como un Unico terapéutico o en combinacion con terapias adicionales tales como terapias
contra el cancer, segun se necesite.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son particularmente Utiles para administracién parenteral,
es decir, por via subcutanea, por via intramuscular, por via intravenosa, intrarticular y/o intrasinovial. La
administracion parenteral puede ser por inyeccién en bolo o infusién continua.

Si la composicién farmacéutica se ha liofilizado, el material liofilizado se reconstituye primero en un liquido apropiado
antes de la administracion. El material liofilizado se puede reconstituir en, por ejemplo, agua bacteriostatica para
inyeccion (BWFI), solucién salina fisiolégica, solucion salina tamponada con fosfato (PBS), o la misma formulacién
en la que habia estado la proteina antes de la liofilizacién.

Se conoce comunmente el modo de accion de los anticuerpos biespecificos que se unen tanto a una molécula de la
superficie celular sobre una célula diana tal como un antigeno de tumor como al complejo de receptor de CD3 de
linfocitos T. El poner un linfocito T en estrecha proximidad de una célula diana, es decir, acoplar dicho linfocito T, da
como resultado, en ciertas circunstancias, en la destruccion de la célula diana por el linfocito T. Este proceso puede
ser explotado en la lucha contra enfermedad proliferativa, enfermedad inflamatoria, enfermedad infecciosa y
enfermedad autoinmunitaria. Asi, el fusionar algo, tal como secuencias de aminoacidos adicionales, con el dominio
de unién de CD3, es decir, el "dominio efector" de un anticuerpo biespecifico, o con el dominio de unién diana,
influye en las propiedades del anticuerpo biespecifico de forma que ya no ejerceria su funciébn en acoplar
apropiadamente un linfocito T y/o unirse a su diana. De hecho, los linfocitos T estan equipados con granulos que
contienen una combinacion mortal de proteinas formadoras de poros, las denominadas perforinas, y proteasas
inductoras de la muerte celular, denominadas granzimas. Estas proteinas se suministran dentro de las células diana
mediante una sinapsis citolitica que solo se puede formar si los linfocitos T estan en estrecha proximidad con una
célula diana que tiene la finalidad de ser destruida. Normalmente, la estrecha proximidad entre un linfocito T y una
célula diana se logra por la unién del linfocito T a un complejo de MHC clase I/péptido usando su receptor de
linfocitos T de correspondencia. Ademas, es la funcion de los anticuerpos biespecificos de la presente invencion
llevar un linfocito T en dicha estrecha proximidad a una célula diana en ausencia de interaccién del receptor de
linfocitos T/MHC. Por tanto, se puede imaginar que la fusion de algo, tal como secuencias de aminodacidos
adicionales, con o cualquiera o todo del primer, segundo y/o tercer dominio de unién de los anticuerpos biespecificos
de la presente invencion podria influir negativamente en su funcién, es decir, poner juntos una célula diana y un
linfocito T para destruir la célula diana.

Siendo asi y sabiendo que es altamente deseable aumentar la semivida en suero de los anticuerpos biespecificos
para estabilizarlos o prevenirlos de la rapida eliminacion renal y similares, el experto parece estar en un dilema. De
hecho, aunque se podria lograr un aumento de la semivida teniendo un anticuerpo biespecifico que se une a, por
ejemplo, albumina de suero que requiere la equipacion de dicho anticuerpo biespecifico con un dominio que es
capaz de unirse a albumina de suero, la adicion de dicho dominio podria afectar probablemente adversamente las
propiedades de dicho anticuerpo biespecifico, por ejemplo, podria perder su funcion o llegar a ser al menos menos
eficaz.

A pesar de este posible dilema y sabiendo que un anticuerpo biespecifico de la presente invencién podria ser al
menos debilitado o incluso inactivado mediante la adiciéon de una unién adicional que es capaz de unirse a albdimina
de suero, los presentes inventores generaron anticuerpos biespecificos que tenian, ademas, un dominio de unién
que era capaz de unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula diana y un dominio de unién que
era capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T, un dominio de unién adicional que es capaz de
unirse a albumina de suero.

Los dominios de unién de albumina se conocen, en general, en la técnica (véase, por ejemplo, el documento de
patente WO 2007/106120 A2)

El documento de patente WO 01/45746 que proporciona dominios de unién de albumina de suero lo deja
completamente en manos del experto en cuanto a qué extremo de una proteina, en particular un anticuerpo, se debe
fusionar con un dominio de unién de albumina de suero - puede ser o el extremo N o C - y puede depender de las
circunstancias. Asi, el estado de la técnica no proporciona orientacién.

Se ha encontrado sorprendentemente que el dominio de unién de albdmina situado en el extremo C del dominio
especifico de receptor de CD3 se relaciona con un mal rendimiento de moléculas monoméricas aisladas del
sobrenadante de células hospedadoras que producen el dominio de union. A diferencia, cuando el dominio de unién
de albumina se situ6é en el extremo N de la molécula, se observé un aumento significativo en la productividad de
expresion y rendimiento en comparacion con los anticuerpos biespecificos anteriormente mencionados que tienen el
dominio de unién de albumina situado en el extremo C del receptor de CD3.

Este aumento del rendimiento de moléculas monoméricas es de hecho una sorpresa, puesto que se habria esperado
mas probablemente que la adicion del dominio de unién de albdmina corto idéntico a cualquiera del extremo N o
extremo C de una molécula de unién dada con dos especificidades diferentes por antigeno de superficies celulares
debiera tener efectos similares.
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El mayor rendimiento observado de moléculas monoméricas es especialmente relevante en vista de una produccion
comercial de anticuerpos biespecificos de la invencion. Esta optimizacién en la calidad de producto permite mayor
concentracién de compuesto en las disoluciones de trabajo, asi como en las formulaciones farmacéuticas finales de
los anticuerpos biespecificos. Permite ademas volimenes de fermentador mas pequefos, dando como resultado el
mismo rendimiento de produccién y menor coste para las columnas de purificacion y otro equipo para la fabricacion
del producto y, por consiguiente, célculo preferido del coste de mercancias. Ademas, la mayor concentracion de
produccion/concentracién de producto en el sobrenadante de células de produccion permite procedimientos de
purificacién/aislamiento mas rigurosos con mayor pérdida de producto aceptable durante la produccion, que conduce
a una clara separacion del producto de componentes no deseados y, asi, a una mayor pureza de producto preferida.

Mas todavia, los anticuerpos biespecificos del estado de la técnica, tales como diacuerpos con dos dominios de
unién, uno para CD3 y un segundo para una molécula diana tal como CEA, y equipados con un dominio de union de
albumina de suero, se construyen de tal forma que el dominio de uniéon de albumina de suero se fusione con el
extremo C del dominio que se une a la célula diana; véase Stork et al., Prot Eng Des Sel 20(11), 569-576 (2007) y
Mueller et al., J Biol Chem 282(17), 12650-12660 (2007). Asi, también a partir de lo anterior se habria llegado a la
conclusiéon que un dominio de unién de albumina de suero se debe afadir al extremo C del dominio que se une a
una molécula de la superficie celular de la célula diana. Se hizo un enfoque similar en la construccion de anticuerpos
DART tales como un ABD-DART (véase el documento de patente WO 2010/080538, por ejemplo la Figura 45).

Siendo asi, los presentes inventores, a pesar de la ensefianza del estado de la técnica y las expectativas
comprendidas de la ensefianza del estado de la técnica, afiadieron un dominio de unién de albumina de suero al
extremo N del dominio de union acoplando una célula diana mediante la unién a una molécula de la superficie
celular con un linfocito T mediante la unién al complejo de receptor de linfocitos T y tuvieron éxito en la generacién
de un anticuerpo biespecifico que tiene un elevada semivida en suero con un rendimiento deseado, mientras que es
todavia capaz de unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula diana y unirse al complejo de
receptor de CD3 de linfocitos T. Asi, es todavia factible acoplar el linfocito T de tal forma que ejerza sus funciones
destructoras sobre la célula diana. Asi, un anticuerpo biespecifico de la presente invencién en el que los dominios de
unién estan en el orden que se describe en el presente documento (véase, por ejemplo, la reivindicacion 1) es capaz
de mediar en la citotoxicidad sobre una célula diana que se efectia por linfocito T acoplado por dicho anticuerpo
biespecifico.

Debido al dominio de union de albumina del anticuerpo biespecifico de la presente invencién, un anticuerpo
biespecifico de la presente invencion tiene preferentemente un elevada semivida y/o tiempos de persistencia mas
largos en el cuerpo, proporcionando asi también una mayor actividad funcional del anticuerpo biespecifico, mientras
que es todavia producible en una cantidad deseable para escala de produccion comercial.

Ademas, los presentes inventores han observado que un anticuerpo biespecifico de la presente invencion también
es capaz de mediar en la citotoxicidad in vitro en presencia de 10 % (v/v) de albumina de suero, en particular
albumina de suero humano. Esto es una caracteristica importante, puesto que en albumina de suero sanguineo
humano esta presente en aproximadamente 10-20 % (v/v). En realidad, un anticuerpo biespecifico de la presente
invencion no existe de forma natural en un mamifero, en particular en un ser humano, y, asi, podria haber sido
entonces que la presencia de albumina de suero pudiera alterar o interferir de alguna forma con la accién de un
anticuerpo biespecifico de la presente invencion.

A modo de ejemplo, se puede usar el ensayo de citotoxicidad in vitro en presencia de albumina de suero, en
particular albumina de suero humano, para probar un anticuerpo biespecifico de la presente invencién para su
capacidad de mediar en la citotoxicidad.

Otra propiedad sorprendente de un anticuerpo biespecifico de la presente invencion que tiene el orden
(configuracion/disposicion) de los dominios como se describe en el presente documento, por ejemplo en la
reivindicacién 1, se puede producir principalmente con altos rendimientos como monémero. En particular, los
presentes inventores encontraron que mas del 80, 85, 90 o incluso 95 % del anticuerpo biespecifico obtenible de
células hospedadoras que expresa dicho anticuerpo biespecifico estan en forma de un mondémero. Esto es una
caracteristica importante, puesto que los dimeros o incluso multimeros no son deseables puesto que se supone que
han perdido la mayor parte de sus capacidades de unién a una célula diana (por una molécula de la superficie
celular) y/o un linfocito T (por el complejo de receptor de linfocitos T).

En vista de lo anterior, la presente invencidén proporciona un anticuerpo biespecifico monocatenario aislado que
comprende al menos tres dominios de union, en donde

(a) el primer dominio de unién se une a albumina de suero y esta situado en el extremo N del segundo
dominio de unién;

(b) dicho segundo dominio de unién se une a una molécula de la superficie celular sobre una célula diana
en donde la molécula superficial es un antigeno de tumor; y
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(c) el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T sobre una célula de
primate humano y no humano, en donde los tres dominios estan consecutivamente en una cadena de
polipéptidos en el orden desde el extremo N hasta el extremo C

. el primer dominio de unién;
. el segundo dominio de unién;y
. el tercer dominio de unién.

El término "molécula de la superficie celular sobre una célula diana" o "antigeno de superficie celular”, como se usa
en el presente documento, indica una molécula, que se presenta sobre la superficie de una célula. En la mayoria de
los casos, esta molécula se localizara en o sobre la membrana plasmatica de la célula tal que al menos parte de esta
molécula siga estando accesible desde el exterior de la célula en forma terciaria. Un ejemplo no limitante de una
molécula de la superficie celular, que esta localizada en la membrana plasmatica, es una proteina transmembranaria
que comprende, en su conformacion terciaria, regiones de hidrofilia e hidrofobia. Aqui, al menos una region
hidréfoba permite que se incorpore la molécula de la superficie celular, o se inserte en la membrana plasmatica
hidr6foba de la célula, mientras que las regiones hidréfilas se extienden en cualquier lado de la membrana
plasmatica en el citoplasma y espacio extracelular, respectivamente. Los ejemplos no limitantes de moléculas de la
superficie celular que se localizan sobre la membrana plasmatica son proteinas que se han modificado en un resto
de cisteina para llevar un grupo palmitoilo, proteinas modificadas en un resto de cisteina del extremo C para llevar
un grupo farnesilo, o proteinas que se han modificado en el extremo C para llevar un anclaje de glicosil fosfatidil
inositol ("GPI"). Estos grupos permiten la union covalente de proteinas a la superficie externa de la membrana
plasmatica, donde siguen estando accesibles para el reconocimiento por moléculas extracelulares tales como
anticuerpos. Como es evidente de los ejemplos adjuntos, los ejemplos no limitantes de moléculas de la superficie
celular sobre una célula diana son la molécula CD33 y la molécula CEA. Los dominios de unién para CD33
adecuados para el formato descrito en el presente documento de un anticuerpo biespecifico se describen con
detalle, por ejemplo, en el documento de patente WO 2008/119567. Los dominios de unién correspondientes para
CEA adecuados para el formato descrito en el presente documento de un anticuerpo biespecifico se describen con
detalle, por ejemplo, en el documento de patente WO 2007/071426.

El complejo de receptor de CD3 de linfocitos T es un complejo de proteina y estd compuesto por cuatro cadenas
distintas. En mamiferos, el complejo contiene una cadena CD3y, una cadena CD39, y dos cadenas CD3¢ (épsilon).
Estas cadenas se asocian con una molécula conocida como el receptor de linfocitos T (TCR) y la cadena  para
generar una sefial de activacion en linfocitos T.

La lisis redirigida de células diana mediante el reclutamiento de linfocitos T por un anticuerpo biespecifico
multiespecifico, al menos biespecifico, implica la formacion de sinapsis citoliticas y la administracién de perforina y
granzimas. Los linfocitos T acoplados son capaces de lisis de células diana en serie, y no son afectados por los
mecanismos de escape inmunitario que interfieren con el procesamiento y la presentacion de antigenos de péptidos,
o diferenciacién de linfocitos T clonales; véase, por ejemplo, el documento de patente WO 2007/042261.

La afinidad del segundo dominio de unién por una molécula superficial de célula humana sobre una célula diana es
preferentemente <100 nM y mas preferentemente <50 nM. En una realizacion preferida de la invencién, la afinidad
es <15 nM, mas preferentemente <10 nM, incluso mas preferentemente <5 nM, incluso mas preferentemente <1 nM,
incluso mas preferentemente <0,5 nM, incluso més preferentemente <0,1 nM, y lo mas preferentemente <0,05 nM.
La afinidad del segundo dominio de unién por una molécula de la superficie celular de macaco sobre una célula
diana es preferentemente <100 nM y mas preferentemente <50 nM. En una realizacion preferida de la invencién, la
afinidad es <15 nM, mas preferentemente <10 nM, incluso mas preferentemente <5 nM, incluso mas
preferentemente <1 nM, incluso mas preferentemente <0,5 nM, incluso mas preferentemente <0,1 nM, y lo mas
preferentemente <0,05 nM o incluso 0,01 nM. La afinidad se puede medir, por ejemplo, en un ensayo Biacore o en
un ensayo Scatchard, por ejemplo como se describe en los ejemplos. El hueco de afinidad para la unién a molécula
de la superficie celular de macaco sobre una célula diana frente a la molécula superficial de célula humana sobre
una célula diana es preferentemente [1:10-1:5] o [5:1-10:1], méas preferentemente [1:5-5:1], y lo mas preferentemente
[1:2-3:1] o incluso [1:1-3:1]. Otros métodos de determinacion de la afinidad son bien conocidos por el experto.

Los anticuerpos humanos, respectivamente anticuerpos biespecificos humanos, evitan algunos de los problemas
asociados a los anticuerpos/anticuerpos biespecificos que poseen regiones variables y/o constantes murinas o de
rata. La presencia de dichas proteinas murinas o derivadas de rata puede conducir a la rapida eliminacion de los
anticuerpos/anticuerpos biespecificos o puede conducir a la generacion de una respuesta inmunitaria contra el
anticuerpo/anticuerpo biespecifico por un paciente. Para evitar la utilizacion de anticuerpos/anticuerpos biespecificos
murinos o derivados de rata, se pueden generar anticuerpos humanos o completamente humanos mediante la
introduccion de la funciéon de anticuerpo humano en un roedor de manera que el roedor produzca anticuerpos
completamente humanos.

La capacidad de clonar y reconstruir loci humanos de megabases de tamafo en YACs y de introducirlos en la linea
germinal de ratén proporciona un poderoso enfoque para elucidar los componentes funcionales de loci muy grandes
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0 aproximadamente mapeados, asi como de generar modelos Utiles de enfermedad humana. Ademas, la utilizacién
de dicha tecnologia para la sustitucion de loci de ratén con sus equivalentes humanos podria proporcionar
entendimientos Unicos en la expresién y regulacion de los productos de gen humano durante el desarrollo, su
comunicacién con otros sistemas, y su participacion en la induccién y progresién de enfermedades.

Una aplicacion préactica importante de dicha estrategia es la "humanizacion" del sistema inmunitario humoral de
raton. La introduccion de loci de inmunoglobulina humana (Ig) en ratones en los que se han inactivado los genes Ig
enddgenos ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos que subyacen a la expresién programada y el
ensamblaje de anticuerpos, asi como su funcién en el desarrollo de linfocitos B. Ademas, dicha estrategia podria
proporcionar una fuente ideal para la produccion de anticuerpos monoclonales completamente humanos (mAbs) —
un hito importante hacia el cumplimiento de la promesa de terapia de anticuerpos en la enfermedad humana. Se
espera que los anticuerpos completamente humanos/anticuerpos biespecificos minimicen las respuestas alérgicas
inmunogénicas e intrinsecas a mAb de ratén o derivatizados de ratén y asi aumente la eficacia y seguridad de los
anticuerpos/anticuerpos biespecificos administrados. Se puede esperar que el uso de anticuerpos completamente
humanos/anticuerpos biespecificos proporcione una ventaja sustancial en el tratamiento de enfermedades humanas
cronicas y recurrentes, tales como inflamacion, autoinmunidad y cancer, que requieren administraciones repetidas
de compuesto. Un enfoque hacia este objetivo era manipular cepas de raton deficientes en la produccion de
anticuerpos de ratén con grandes fragmentos del loci Ig humana en anticipacion a que dichos ratones producirian un
gran repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de ratén. Los grandes fragmentos de Ig humana
preservarian la gran diversidad de genes variables, asi como la apropiada regulacion de la produccion de
anticuerpos y expresion. Explotando la maquinaria del raton para la diversificacion y seleccién de anticuerpos y la
ausencia de tolerancia inmunoldgica a proteinas humanas, el repertorio de anticuerpos humanos reproducidos en
estas cepas de ratéon deberia dar anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, que incluyen
antigenos humanos. Usando la tecnologia de hibridomas, se podrian producir y seleccionar facilmente mAbs
humanos especificos de antigeno con la especificidad deseada. Esta estrategia general se demostr6 a propésito de
la generacion por los presentes inventores de las primeras cepas de raton XenoMouse, como se publicé en 1994.
(véase Green et al. Nature Genetics 7:13-21 (1994)) Se manipularon las cepas de XenoMouse con cromosomas
artificiales de levadura (YACs) que contenian fragmentos de configuracion de la linea germinal de 245 kb y 190 kb
de tamafio del locus de la cadena pesada humana y locus de la cadena ligera kappa, respectivamente, que
contenian secuencias de nucleo de la region variable y constante. [dem. La Ig humana que contiene YACs demostré
ser compatible con el sistema de ratén para tanto la transposicion como la expresion de anticuerpos y fueron
capaces de sustituirse por los genes de Ig de ratén inactivados. Esto se demostré por su capacidad para inducir el
desarrollo de linfocitos B, para producir un repertorio humano de tipo adulto de anticuerpos completamente
humanos, y para generar mAbs humanos especificos de antigeno. Estos resultados también sugirieron que la
introduccion de mayores porciones de los loci de Ilg humana que contienen mayores nimeros de genes V, elementos
reguladores adicionales y regiones constantes Ig humanas podrian resumir sustancialmente el repertorio completo
que es caracteristico de la respuesta humoral humana para infeccién e inmunizacion. El trabajo de Green et al. se
extendi6é recientemente a la introduccion de mas de aproximadamente del 80 % del repertorio de anticuerpos
humanos mediante la introduccion de fragmentos de YAC de configuracion de la linea germinal de megabase de
tamano de los loci de la cadena pesada humana y loci de la cadena ligera kappa, respectivamente. Véase Mendez
et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997) y la solicitud de patente de EE.UU. N° de serie 08/759.620, presentada el 3
de diciembre de 1996.

La produccion de los ratones XenoMouse se trata y describe ademas en la solicitud de patente de EE.UU. N° de
serie 07/466.008, presentada el 12 de enero de 1990, N° de serie 07/610.515, presentada el 8 de noviembre de
1990, N° de serie 07/919.297, presentada el 24 de julio de 1992, N de serie 07/922.649, presentada el 30 de julio de
1992, presentada N° de serie 08/031,801, presentada el 15 de marzo de 1993, N° de serie 08/112.848, presentada
el 27 de agosto de 1993, N° de serie 08/234.145, presentada el 28 de abril de 1994, N® de serie 08/376.279,
presentada el 20 de enero de 1995, N° de serie 08/430.938, 27 de abril de 1995, N2 de serie 08/464.584, presentada
el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/464.582, presentada el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/463.191, presentada
el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/462.837, presentada el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/486.853, presentada
el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/486.857, presentada el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/486.859, presentada
el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/462.513, presentada el 5 de junio de 1995, N° de serie 08/724.752, presentada
el 2 de octubre de 1996, y N° de serie 08/759.620, presentada el 3 de diciembre de 1996 y las patentes de EE.UU.
N? 6.162.963, 6.150.584, 6.114.598, 6.075.181 y 5.939.598 y las patentes japonesas N° 3 068 180 B2, 3 068 506 B2
y 3 068 507 B2. Véase también Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156 (1997) y Green y Jakobovits J. Exp. Med.
188:483-495 (1998). Véase también la patente europea N2 EP 0 463151 B1, concesion publicada el 12 de junio de
1996, solicitud de patente internacional N® WO 94/02602, publicada el 3 de febrero de 1994, solicitud de patente
internacional N® WO 96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996, documento de patente WO 98/24893, publicado
el 11 de junio de 1998, documento de patente WO 00/76310, publicado el 21 de diciembre de 2000, documento de
patente WO 03/47336. En un enfoque alternativo, otros, que incluyen GenPharm International, Inc., han utilizado un
de enfoque "minilocus". En el enfoque de minilocus, se imita un locus de Ig exégena mediante la inclusién de trozos
(genes individuales) del locus de Ig. Asi, se forman uno o mas genes VH, uno o mas genes Dx, uno 0 mas genes JH,
una region constante mu, y una segunda regidén constante (preferentemente una regiéon constante gamma) en una
construccion para insercion en un animal. Este enfoque se describe en la patente de EE.UU. N° 5.545.807 a Surani
et al. y las patentes de EE.UU. N® 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650,
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5.814.318, 5.877.397, 5.874.299 y 6.255.458 cada uno a Lonberg y Kay, las patentes de EE.UU. N? 5.591.669 y
6.023.010 a Krimpenfort y Berns, las patentes de EE.UU. N® 5.612.205, 5.721.367 y 5.789.215 a Berns et al., y la
patente de EE.UU. N© 5.643.763 a Choi y Dunn, y solicitud de patente de EE.UU. internacional de GenPharm N2 de
serie 07/574.748, presentada el 29 de agosto de 1990, N° de serie 07/575.962, presentada el 31 de agosto de 1990,
N¢ de serie 07/810.279, presentada el 17 de diciembre de 1991, N° de serie 07/853.408, presentada el 18 de marzo
de 1992, N? de serie 07/904.068, presentada el 23 de junio de 1992, N2 de serie 07/990.860, presentada el 16 de
diciembre de 1992, N° de serie 08/053.131, presentada el 26 de abril de 1993, N? de serie 08/096.762, presentada el
22 de julio de 1993, N? de serie 08/155.301, presentada el 18 de noviembre de 1993, N° de serie 08/161.739,
presentada el 3 de diciembre de 1993, N°® de serie 08/165.699, presentada el 10 de diciembre de 1993, N° de serie
08/209.741, presentada el 9 de marzo de 1994. Véanse también la patente europea N° 0 546 073 B1, solicitudes de
patente internacional N® WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569,
WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852 y WO 98/24884, y la patente de EE.UU. N°® 5.981.175. Véase ademas
Taylor et al., 1992, Chen et al., 1993, Tuaillon et al., 1993, Choi et al., 1993, Lonberg et al., (1994), Taylor et al.,
(1994), y Tuaillon et al., (1995), Fishwild et al., (1996).

Kirin también ha demostrado la generacién de anticuerpos humanos de ratones en los que, mediante fusién de
microcélulas, se han introducido trozos grandes de cromosomas, o cromosomas enteros. Véanse las solicitudes de
patente europea N 773 288 y 843 961. Xenerex Biosciences estd desarrollando una tecnologia para la posible
generacién de anticuerpos humanos. En esta tecnologia, se reconstituyen ratones SCID con células linfaticas
humanas, por ejemplo, linfocitos B y/o T. Los ratones se inmunizan entonces con un antigeno y pueden generar una
respuesta inmunitaria contra el antigeno. Véanse las patentes de EE.UU. N° 5.476.996, 5.698.767 y 5.958.765.

Las respuestas de anticuerpos humanos anti-ratdbn (HAMA) han llevado a la industria a preparar anticuerpos
quiméricos 0 humanizados de otro modo. Aunque los anticuerpos quiméricos tienen una regién constante humana y
una regién variable murina, se espera que se observen ciertas respuestas de anticuerpos humanos anti-quiméricos
(HACA), particularmente en utilizaciones cronicas o de multiples dosis del anticuerpo. Asi, seria deseable
proporcionar anticuerpos completamente humanos contra EGFRvIIl para debilitar cuestiones y/o efectos de
respuesta de HAMA o HACA.

Se puede medir de diversas formas la citotoxicidad mediada por anticuerpos biespecificos anti-molécula de la
superficie celular/biespecificos CD3. Las células efectoras pueden ser, por ejemplo, linfocitos T CD8 positivos
enriquecidos (humanos) estimulados o células mononucleares de sangre periférica (CMSP) no estimuladas
(humanas). Si las células diana son de origen de macaco o se expresan o transfectan con molécula de la superficie
celular de macaco, las células efectoras también deben ser de origen de macaco, tal como una linea de linfocitos T
de macaco, por ejemplo, 4119LnPx. Las células diana deben expresar (al menos el dominio extracelular de) la
molécula de la superficie celular, por ejemplo la molécula de la superficie celular humana o de macaco. Las células
diana pueden ser una linea celular (tal como CHO) que se transfecta establemente o transitoriamente con la
molécula de la superficie celular, por ejemplo la molécula de la superficie celular humana o de macaco.
Alternativamente, las células diana pueden ser una linea celular expresora natural positiva de molécula de la
superficie celular elegida. Asi, si, por ejemplo, la molécula de la superficie celular elegida es CD33, las células diana
deben expresan CD33, o como células diana que expresan naturalmente la molécula CD33 o, como se describe,
después de la transfeccién del gen correspondiente en el formato de un vector de expresion. Normalmente, se
espera que los valores de CEso sean mds bajo con lineas celulares diana que expresan niveles mas altos de la
molécula de la superficie celular elegida sobre la superficie celular. La relacién entre células efectoras y diana (E:D)
es normalmente aproximadamente 10:1, pero también puede variar. La actividad citotoxica de anticuerpos
biespecificos anti-molécula de la superficie celular/biespecificos CD3 se puede medir en un ensayo de liberacion de
51-cromo (tiempo de incubacion de aproximadamente 18 horas) o en un ensayo de citotoxicidad basado en FACS
(tiempo de incubacién de aproximadamente 48 horas). También son posibles modificaciones del tiempo de
incubacién del ensayo (reaccion citotoxica). Otros métodos de medicién de la citotoxicidad son bien conocidos para
el experto y comprenden ensayos MTT o MTS, ensayos basado en ATP que incluyen ensayos bioluminiscentes, el
ensayo de sulforrodamina B (SRB), ensayo WST, ensayo clonogénico y la tecnologia ECIS.

La actividad citotoxica mediada por anticuerpos biespecificos anti-molécula de la superficie celular/biespecificos CD3
de la presente invencion se mide preferentemente en un ensayo de citotoxicidad basado en célula. Se representa
por el valor CEso, que corresponde a la concentracion eficaz al 50 % (concentracion del anticuerpo biespecifico que
induce una respuesta citotoxica a medio camino entre el nivel inicial y el maximo). Preferentemente, el valor de CEso
de los anticuerpos biespecificos anti-molécula de la superficie celular/biespecificos CD3 es <20.000 pg/mL, mas
preferentemente <5000 pg/mL, incluso mas preferentemente <1000 pg/mL, incluso mas preferentemente
<500 pg/mL, incluso mas preferentemente <350 pg/mL, incluso mas preferentemente <320 pg/mL, incluso mas
preferentemente <250 pg/mL, incluso mas preferentemente <100 pg/mL, incluso mas preferentemente <50 pg/mL,
incluso mas preferentemente <10 pg/mL, y lo mas preferentemente <5 pg/mL.

Cualquiera de los valores de CEso dados anteriormente se puede combinar con uno cualquiera de los escenarios
indicados de un ensayo de citotoxicidad basado en células. Por ejemplo, cuando se usan linfocitos T CD8 positivos
(humanos) o una linea de linfocitos T de macaco como células efectoras, el valor CEso del anticuerpo biespecifico
anti-molécula de la superficie celular/biespecifico CD3 es preferentemente <1000 pg/mL, mas preferentemente
<500 pg/mL, incluso mas preferentemente <250 pg/mL, incluso mas preferentemente <100 pg/mL, incluso mas
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preferentemente <50 pg/mL, incluso méas preferentemente <10 pg/mL, y lo mas preferentemente <5 pg/mL. Si en
este ensayo las células diana son células transfectadas con moléculas de la superficie celular elegidas (humana o de
macaco) tales como células CHO, el valor CEso del anticuerpo biespecifico anti-molécula de la superficie
celular/biespecifico CD3 es preferentemente <150 pg/mL, mas preferentemente <100 pg/mL, incluso mas
preferentemente <50 pg/mL, incluso mas preferentemente <30 pg/mL, incluso mas preferentemente <10 pg/mL, y lo
mas preferentemente <5 pg/mL.

Si las células diana son la linea celular expresora natural positiva de moléculas de la superficie celular elegidas,
entonces el valor de CEso es preferentemente <350 pg/mL, mas preferentemente <320 pg/mL, incluso mas
preferentemente <250 pg/mL, incluso méas preferentemente <200 pg/mL, incluso méas preferentemente <100 pg/mL,
incluso méas preferentemente <150 pg/mL, incluso mas preferentemente <100 pg/mL, y lo més preferentemente
<50 pg/mL, o mas baja.

Cuando se usan CMSPs (humanas) como células efectoras, el valor de CEso del anticuerpo biespecifico anti-
molécula de la superficie celular/biespecifico CD3 es preferentemente <1000 pg/mL, mas preferentemente
<750 pg/mL, mas preferentemente <500 pg/mL, incluso maéas preferentemente <350 pg/mL, incluso mas
preferentemente <320 pg/mL, incluso mas preferentemente <250 pg/mL, incluso mas preferentemente <100 pg/mL, y
lo mas preferentemente <50 pg/mL, o méas baja.

La diferencia en la actividad citotoxica entre la isoforma monomérica y dimérica de anticuerpos biespecificos anti-
molécula de la superficie celular/CD3 individuales se denomina "hueco de potencia". Este hueco de potencia se
puede calcular, por ejemplo, como la relacién entre los valores de CEso de la forma monomérica y dimérica de la
molécula. Los huecos de potencia de los anticuerpos biespecificos anti-molécula de la superficie celular/CD3 de la
presente invencion son preferentemente <5, mas preferentemente <4, incluso mas preferentemente <3, incluso mas
preferentemente <2 y lo mas preferentemente <1.

La molécula de unién de la invencion es una proteina de fusién que comprende al menos dos dominios de unién,
con o sin conectores peptidicos (péptidos espaciadores). Entre los conectores peptidicos adecuados estan los
descritos en las patentes de EE.UU. 4.751.180 y 4.935.233 o el documento de patente WO 88/09344. Otro método
de preparacion de derivados de construcciones de anticuerpos oligoméricos implica el uso de una cremallera de
leucina. Los dominios de cremalleras de leucina son péptidos que promueven la oligomerizacién de las proteinas en
las que se encuentran. Las cremalleras de leucina se identificaron originalmente en varias proteinas de union a ADN
(Landschulz et al., 1988, Science 240:1759), y han estado en una variedad de proteinas diferentes desde que se
encontraron. Entre las cremalleras de leucina conocidas estan péptidos que existen de forma natural y derivados de
los mismos que dimerizan o trimerizan. Los ejemplos de dominios de cremallera de leucina adecuados para producir
proteinas oligoméricas solubles se describen en la solicitud PCT WO 94/10308, y la cremallera de leucina derivada
de la proteina tensioactiva de pulmén D (SPD) descrita en Hoppe et al., 1994, FEBS Letters 344:191. El uso de una
cremallera de leucina modificada que permite la trimerizacion estable de una proteina heteréloga fusionada con ella
se describe en Fanslow et al., 1994, Semin. Immunol. 6:267-78. En un enfoque, las proteinas de fusién
recombinantes que comprenden fragmento de anticuerpo de molécula de la superficie celular elegido o derivado
fusionado con un péptido de cremallera de leucina se expresan en células hospedadoras adecuadas, y los
fragmentos de anticuerpos de molécula de la superficie celular elegidos oligoméricos solubles o derivados que
forman se recuperan del sobrenadante de cultivo.

Las modificaciones covalentes de proteinas de unién al antigeno estan incluidas dentro del alcance de la presente
invencion, y, en general, se hacen, pero no siempre, postraduccionalmente. Por ejemplo, se introducen en la
molécula varios tipos de modificaciones covalentes de la proteina de union al antigeno haciendo reaccionar restos
de aminoacidos especificos de la proteina de unién al antigeno con un agente derivatizante organico que es capaz
de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o los restos del extremo N o C.

Se hacen reaccionar restos de cisteinilo lo mas cominmente con a-haloacetatos (y aminas correspondientes), tales
como &cido cloroacético o cloroacetamida, dando derivados de carboximetilo o carboxiamidometilo. Los restos de
cisteinilo también se derivatizan por reaccion con bromotrifluoroacetona, acido a-bromo-f-(5-imidozoil)propidnico,
fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo, 2-piridil disulfuro de metilo, p-
cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol, o cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Se derivatizan restos de histidilo por reaccion con dietilpirocarbonato a pH 5,5-7,0 debido a que este agente es
relativamente especifico para la cadena lateral de histidilo. También es util el bromuro de para-bromofenacilo; la
reaccion se realiza preferentemente en cacodilato sédico 0,1 M a pH 6,0.

Se hacen reaccionar restos de lisinilo y del extremo amino con anhidridos succinicos u otros anhidridos de acido
carboxilico. La derivatizacion con estos agentes tiene el efecto de invertir la carga de los restos de lisinilo. Otros
reactivos adecuados para la derivatizacién de restos que contienen alfa-amino incluyen imidoésteres tales como
picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; &cido ftrinitrobencenosulfénico; O-
metilisourea; 2,4-pentanodiona; y reaccién catalizada por transaminasa con glioxilato.
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Se modifican restos de arginilo por reaccién con uno o varios reactivos convencionales, entre ellos fenilglioxal, 2,3-
butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona y ninhidrina. La derivatizacion de restos de arginina requiere que la reaccion se
realice en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional de guanidina. Ademas, estos reactivos
pueden reaccionar con los grupos de lisina, asi como el grupo épsilon-amino de arginina.

Se puede hacer la modificacion especifica de restos de tirosilo, con particular interés en la introduccién de marcas
espectrales dentro de restos de tirosilo por reaccion con compuestos aromaticos de diazonio o tetranitrometano. Lo
mas comunmente, se usan N-acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies de O-acetiltirosilo y derivados de
3-nitro, respectivamente. Los restos de tirosilo se yodan usando 251 o 13!l para preparar proteinas marcadas para su
uso en radioinmunoensayo, siendo adecuado el método de cloramina T descrito anteriormente,

Se modifican selectivamente grupos laterales de carboxilo (aspartilo o glutamilo) por reaccién con carbodiimidas (R'-
N=C=N--R'), donde R y R' son grupos alquilo opcionalmente diferentes, tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-4-
etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, se convierten restos aspartilo y
glutamilo en restos asparaginilo y glutaminilo por reaccién con iones amonio.

La derivatizacion con agentes bifuncionales es Util para reticular proteinas de unién al antigeno con una matriz de
soporte insoluble en agua o superficie para su uso en una variedad de métodos. Los agentes de reticulacién
comunmente usados incluyen, por ejemplo, 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con &cido 4-azidosalicilico, imidoésteres homobifuncionales, que incluyen
ésteres disuccinimidilicos tales como 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-
N-maleimido-1,8-octano. Agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato dan productos
intermedios fotoactivables que son capaces de formar reticulaciones en presencia de luz. Alternativamente, se
emplean matrices reactivas insolubles en agua tales como hidratos de carbono activados con bromuro de cianégeno
y los sustratos reactivos descritos en las patentes de EE.UU. N® 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642;
4.229.537; y 4.330.440 para la inmovilizacion de proteinas.

Los restos de glutaminilo y asparaginilo son frecuentemente desamidados a los restos de glutamilo y aspartilo
correspondientes, respectivamente. Alternativamente, estos restos son desamidados en condiciones suavemente
acidas. Cualquier forma de estos restos entra dentro del alcance de la presente invencion.

Otras modificaciones incluyen hidroxilaciéon de prolina y lisina, fosforilacién de grupos hidroxilo de restos de serilo o
treonilo, metilacion de los grupos a-amino de cadenas laterales de lisina, arginina e histidina (T. E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pp. 79-86), acetilacion de
la amina del extremo N y amidacién de cualquier grupo carboxilo del extremo C.

Otra tipo de modificacion covalente de la proteina de union al antigeno incluida dentro del alcance de la presente
invencion comprende alterar el patrén de glucosilacion de la proteina. Como se conoce en la técnica, los patrones de
glucosilacién pueden depender tanto de la secuencia de la proteina (por ejemplo, la presencia o ausencia de restos
de aminoacidos de glucosilacion particulares, tratado mas adelante), o la célula hospedadora u organismo en el que
se produce la proteina. Sistemas de expresion particulares se tratan mas adelante. La glucosilacion de polipéptidos
normalmente esta o unida en N o unida en O. Unida en N se refiere a la union del resto de hidrato de carbono a la
cadena lateral de un resto de asparagina. Las secuencias de tripéptidos asparagina-X-serina y asparagina-X-
treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unioén
enzimatica del resto de hidrato de carbono a la cadena lateral de asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de
estas secuencias de tripéptidos en un polipéptido crea un posible sitio de glucosilacion. Glucosilacién unida en O se
refiere a la unién de uno de los azucares N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa, a un hidroxiaminoéacido, lo mas
comunmente serina o treonina, aunque también se pueden usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicion de sitios de glucosilacion a la proteina de union al antigeno se lleva a cabo convenientemente alterando la
secuencia de aminoacidos de forma que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos anteriormente
descritas (para sitios de glucosilacion unidos en N). La alteracién también se puede hacer mediante la adicion de, o
sustitucion por, uno o mas restos de serina o treonina a la secuencia de partida (para sitios de glucosilaciéon unidos
en O). Para mayor facilidad, la secuencia de aminoacidos de la proteina de union al antigeno se altera
preferentemente mediante cambios al nivel de ADN, particularmente mutando el ADN que codifica el polipéptido
diana en bases preseleccionadas de forma que se generen codones que se traducirdn en los aminodacidos
deseados.

Otro medio de aumentar el nimero de restos de hidrato de carbono en la proteina de unién al antigeno es por
acoplamiento quimico o enzimatico de glucosidos con la proteina. Estos procedimientos son ventajosos por que no
requieren la produccion de la proteina en una célula hospedadora que tiene capacidades de glucosilacion para la
glucosilacién unida en N y O. Dependiendo del modo de acoplamiento usado, el (los) azicar(es) se puede(n) unir a
(a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina, (d) grupos
hidroxilo libres tales como los de serina, treonina, o hidroxiprolina, (e) restos aromaticos tales como los de
fenilalanina, tirosina, o triptéfano, o (f) el grupo amida de glutamina. Estos métodos se describen en el documento de
patente WO 87/05330 publicado el 11 de septiembre de 1987, y en Aplin y Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem.,
pp. 259-306.
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La eliminacién de restos de hidrato de carbono presentes sobre la proteina de unién al antigeno de partida se puede
llevar a cabo quimicamente o enziméaticamente. La desglucosilacion quimica requiere la exposicién de la proteina al
compuesto acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este tratamiento produce la escisién de la
mayoria o todos de los azlcares, excepto el azicar de enlace (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina),
mientras que deja el polipéptido intacto. La desglucosilacion quimica se describe por Hakimuddin et al. 1987, Arch.
Biochem. Biophys, 259:52 y por Edge et al., 1981, Anal. Biochem. 118:131. Puede lograrse la escision enzimatica de
restos de hidrato de carbono sobre polipéptidos usando una variedad de endo- y exoglucosidasas, como se describe
por Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. Se puede prevenir la glucosilacion en posibles sitios de
glucosilacién por el uso del compuesto tunicamicina como se describe por Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem.
257:3105. La tunicamicina bloquea la formacion de enlaces proteina-N-glucésido.

Otro tipo de modificacién covalente de la proteina de unién al antigeno comprende unir la proteina de unién al
antigeno a diversos polimeros no proteinaceos, que incluyen, pero no se limitan a, diversos polioles tales como
polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, en el modo expuesto en las patentes de EE.UU. N° 4.640.835;
4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 0 4.179.337. Ademas, como se conoce en la técnica, se pueden hacer
sustituciones de amino&cidos en diversas posiciones dentro de la proteina de union al antigeno para facilitar la
adicion de polimeros tales como PEG.

En algunas realizaciones, la modificacion covalente de las proteinas de union al antigeno de la invencion comprende
la adicion de una 0 mas marcas.

El término "grupo de marca" significa cualquier marca detectable. Los ejemplos de grupos de marca adecuados
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: radioisétopos o radiontclidos (por ejemplo, H, '#C, °N, 35S, 90y 99T¢,
1n, 125, 131)) grupos fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fésforos de lantanidos), grupos enziméticos (por
ejemplo, peroxidasa de rabano picante, 3-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina), grupos quimioluminiscentes,
grupos biotinilo, o epitopes de polipéptido predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo,
secuencias del par de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a
metal, marcas de epitopes). En algunas realizaciones, el grupo de marca se acopla a la proteina de union al
antigeno mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el posible impedimento estérico. Se
conocen en la técnica diversos métodos de marcado de proteinas y se pueden usar en la realizacion de la presente
invencion.

En general, las marcas se clasifican en una variedad de clases, dependiendo del ensayo en el que se van a detectar:
a) marcas isotopicas, que pueden ser radiactivas o isétopos pesados; b) marcas magnéticas (por ejemplo, particulas
magnéticas); c) restos activos para rédox; d) colorantes épticos; grupos enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de
rabano picante, $-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina); e€) grupos biotinilados; y f) epitopes de polipéptidos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario (por ejemplo, secuencias del par de cremallera de leucina,
sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metal, marcas de epitopes, etc.). En algunas
realizaciones, el grupo de marca se acopla a la proteina de unién al antigeno mediante brazos espaciadores de
diversas longitudes para reducir el posible impedimento estérico. Se conocen en la técnica diversos métodos de
marcado de proteinas y se pueden usar en la realizacion de la presente invencién. Las marcas especificas incluyen
colorantes opticos, que incluye, pero no se limitan a, croméforos, fésforos y fluoréforos, siendo los udltimos
especificos en muchos casos. Los fluoréforos pueden ser o fliores de "molécula pequena"”, o fliores proteinaceos.

Por "marca fluorescente" se indica cualquier molécula que se pueda detectar por sus propiedades fluorescentes
inherentes. Las marcas fluorescentes adecuadas incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde de malaquita, estilbeno, Lucifer
Yellow, Cascade Blue J, Texas Red, IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, LC Red 640, Cy 5, Cy 5.5, LC Red 705, verde
de Oregdn, los colorantes de Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa
Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680), Cascade Blue, Cascade Yellow y R-
ficoeritrina (PE) (Molecular Probes, Eugene, OR), FITC, rodamina y Texas Red (Pierce, Rockford, IL), Cy5, Cy5.5,
Cy7 (Amersham Life Science, Pittsburgh, PA). Se describen colorantes 6pticos adecuados, que incluyen fluoréforos,
en Molecular Probes Handbook de Richard P. Haugland.

Las marcas fluorescentes proteinaceas adecuadas también incluyen, pero no se limitan a, proteina verde
fluorescente, que incluye una especie de Renilla, Ptilosarcus, o Aequorea de GFP (Chalfie et al., 1994, Science
263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories, Inc., Numero de acceso de GenBank U55762), proteina fluorescente
azul (BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor, Montreal, Quebec, Canada
H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim et al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), proteina fluorescente
amarilla potenciada (EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luciferasa (Ichiki et al., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417),
B-galactosidasa (Nolan et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-2607) y Renilla (documentos de patente
W092/15673, WO95/07463, WO98/14605, W098/26277, W0O99/49019, patentes de EE.UU. N® 5292658, 5418155,
5683888, 5741668, 5777079, 5804387, 5874304, 5876995, 5925558).

En una realizacion, el anticuerpo biespecifico de la invencién se caracteriza de tal forma que los tres dominios estan
consecutivamente en una cadena de polipéptidos en el orden desde el extremo N hasta el extremo C
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o el primer dominio de unién;
. el segundo dominio de unioén;y
. el tercer dominio de unién.

La invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios
de unién comprendidos en una cadena de polipéptidos, en donde

(a) el primer dominio es capaz de unirse a albumina de suero y esta situado en el extremo N del segundo
dominio de union;

(b) dicho segundo dominio es capaz de unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula
diana;y

(c) el tercer dominio es capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T,

en donde el rendimiento de anticuerpo biespecifico monomérico expresable en relacién con la cantidad total de
anticuerpo biespecifico aislada del sobrenadante de cultivo de células hospedadoras que produce el anticuerpo
biespecifico depende del orden del primer y segundo dominio de unién en dicho anticuerpo biespecifico.

La invencién proporciona ademds un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios
de union comprendidos en una cadena de polipéptidos en el orden primer dominio, segundo dominio y tercer
dominio, en donde

(a) el primer dominio es capaz de unirse a albumina de suero y esta situado en el extremo N del segundo
dominio de union;

(b) dicho segundo dominio es capaz de unirse a una molécula de la superficie celular sobre una célula
diana;y

(c) el tercer dominio es capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T;

en donde el rendimiento de anticuerpo biespecifico monomérico aislado del sobrenadante de cultivo de células
hospedadoras que produce el anticuerpo biespecifico es al menos 1,5 veces superior al rendimiento de anticuerpo
biespecifico monomérico aislado del sobrenadante de cultivo de células hospedadoras que produce un anticuerpo
biespecifico que comprende el dominio de unién capaz de unirse a albumina de suero esta en el extremo C de la
molécula.

Se prefiere ademas que este rendimiento de anticuerpos biespecificos monoméricos sea 2 veces mayor, mas
preferentemente, 2,5 veces mayor, incluso mas preferido 3 veces, 4 veces o 5 veces mayor.

En una realizacioén, el anticuerpo biespecifico de la invencion se caracteriza de tal forma que al menos uno de los
dominios de unién, preferentemente el segundo y/o tercer dominio de unién, sea un scFv o anticuerpo de un solo
dominio.

También en una realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencién, la molécula comprende uno o mas
polipéptidos heterdlogos adicionales.

Un anticuerpo biespecifico de la invencion también puede comprender una marca His como polipéptido heterélogo.
Se prefiere para el anticuerpo biespecifico de la invencidén que la marca His esté situada en el extremo C del tercer
dominio de unién.

El anticuerpo biespecifico de la invencion también puede comprender dominios adicionales, que, por ejemplo, son
utiles en el aislamiento de la molécula o se refieren a un perfil farmacocinético adaptado de la molécula.

Los dominios utiles para el aislamiento de un anticuerpo biespecifico se pueden elegir de motivos de péptido o
restos secundariamente introducidos, que pueden ser capturados en un método de aislamiento, por ejemplo una
columna de aislamiento. Realizaciones no limitantes de dichos dominios adicionales comprenden motivos de péptido
conocidos como marca Myc, marca HAT, marca HA, marca TAP, marca GST, dominio de unién a quitina (marca
CBD), proteina de unién a maltosa (marca MBP), marca Flag, marca Strep y variantes de los mismos (por ejemplo,
marca Strepll) y marca His. Se prefiere que todos los anticuerpos biespecificos desvelados en el presente
documento caracterizados por las CDRs identificadas comprendan un dominio de marca His, que, en general, se
conoce como una repeticién de restos consecutivos de His en la secuencia de aminoacidos de una molécula,
preferentemente de seis restos de His.

Como es evidente en los ejemplos adjuntos, parece que el rendimiento del anticuerpo biespecifico monomérico de la
invencion aislado del sobrenadante de células de células hospedadoras que expresa el anticuerpo biespecifico se
puede incrementar adicionalmente usando anticuerpos biespecificos, que no comprenden una marca His. Asi, sin
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desear quedar ligado a teoria, la eleccion de un anticuerpo biespecifico de la invenciéon, que no comprende un
dominio de marca His, puede dar como resultado el incremento adicional del rendimiento de anticuerpos
biespecificos monoméricos del sobrenadante de células de células hospedadoras que expresan el anticuerpo
biespecifico. Por consiguiente, se prefieren alternativamente anticuerpos biespecificos que no comprenden una
marca His.

La invencion también proporciona un anticuerpo biespecifico, en donde

(a) el primer dominio de unién que se une a albumina de suero de primate humano y no humano
comprende SEQ ID Nos. 2, 4 0 6, y esta situado en el extremo N del segundo dominio de unién;

(b) el segundo dominio de unién se une a la molécula de la superficie celular sobre una célula de primate
humano y no humano en donde la molécula superficial es un antigeno de tumor, y

(c) el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T sobre una célula de
primate humano y no humano,

en donde los tres dominios estan consecutivamente en una cadena de polipéptidos en el orden desde el extremo N
hasta el extremo C

o el primer dominio de unién;
. el segundo dominio de unién;y
. el tercer dominio de unién.

En una realizacion, el anticuerpo biespecifico segun la invencién se caracteriza por que el primer dominio de union
capaz de unirse a albumina de suero deriva de una biblioteca combinatoria o un dominio de unién de anticuerpo.

En una realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencion, el primer dominio de unién capaz de unirse a
albumina de suero deriva de una CDR de un anticuerpo de un solo dominio.

En una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencién

. el segundo dominio de unién se une a la molécula de la superficie celular sobre una célula diana con una
afinidad (KD) de <100 nM; y

. el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T con una afinidad (KD) de <
100 nM.

En una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencion, el anticuerpo biespecifico muestra actividad citotéxica
en un ensayo in vitro que mide la lisis de células diana por células efectoras en presencia de 10 % de albumina de
suero humano.

En una realizacion preferida del anticuerpo biespecifico de la invencién, la molécula consiste en una Unica cadena
de polipéptidos.

En una realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencién
(a) el segundo dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo; y/o
(b) el tercer dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo.

También en una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencion la molécula comprende uno o mas
polipéptidos heterdlogos adicionales.

En una realizacion del anticuerpo biespecifico de la invencioén, el primer dominio de unién capaz de unirse a una
molécula de la superficie celular se une a un antigeno de tumor.

En una realizacién preferida del anticuerpo biespecifico de la invencion, el tercer dominio de unién capaz de unirse al
complejo de receptor de CD3 de linfocitos T es capaz de unirse a un epitope de cadena CD3e humana y de Callithrix
jacchus, Saguinus oedipus o Saimiri sciureus, en donde el epitope es parte de una secuencia de aminoacidos
comprendida en el grupo que consiste en SEQ ID NOs: 2, 4, 6 u 8 del documento de patente WO 2008/119567 y
comprende al menos la secuencia de aminoacidos Gln-Asp-Gly-Asn-Giu.

En un aspecto de la invencién, el tercer dominio de unién es capaz de unirse a CD3 humana y a CD3 de macaco,
preferentemente a CD3 épsilon humana y a CD3 épsilon de macaco. Adicionalmente o alternativamente, el tercer
dominio de unidn es capaz de unirse a CD3 épsilon de Callithrix jacchus, Saguinus oedipus y/o Saimiri sciureus.
Segun estas realizaciones, uno o ambos dominios de unién del anticuerpo biespecifico de la invencion son
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preferentemente especificos de especies cruzadas para miembros del orden de mamiferos de los primates. Los
dominios de unién de CD3 especificos de especies cruzadas se describen, por ejemplo, en el documento de patente
WO 2008/119567.

Se prefiere particularmente para el anticuerpo biespecifico de la presente invencién que el tercer dominio de unién
capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T comprenda una region VL que comprende CDR-L1,
CDR-L2 y CDR-L3 seleccionadas de:

(a) CDR-L1 como se representa en SEQ ID NO: 27 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-L2
como se representa en SEQ ID NO: 28 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-L3 como se
representa en SEQ ID NO: 29 del documento de patente WO 2008/119567;

(b) CDR-L1 como se representa en SEQ ID NO: 117 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-L2
como se representa en SEQ ID NO: 118 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-L3 como se
representa en SEQ ID NO: 119 del documento de patente WO 2008/119567; y

(c) CDR-L1 como se representa en SEQ ID NO: 153 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-L2
como se representa en SEQ ID NO: 154 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-L3 como se
representa en SEQ ID NO: 155 del documento de patente WO 2008/119567.

En una realizacién alternativamente preferida del anticuerpo biespecifico de la presente invencion, el tercer dominio
de union capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T comprende una regién VH que comprende
CDR-H 1, CDR-H2 y CDR-HS seleccionadas de:

(a) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 12 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 13 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 14 del documento de patente WO 2008/119567;

(b) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 30 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 31 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 32 del documento de patente WO 2008/119567;

(c) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 48 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 49 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 50 del documento de patente WO 2008/119567;

(d) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 66 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 67 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 68 del documento de patente WO 2008/119567;

(e) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 84 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 85 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 86 del documento de patente WO 2008/119567;

(f) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 102 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 103 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 104 del documento de patente WO 2008/119567;

(g) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 120 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 121 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 122 del documento de patente WO 2008/119567;

(h) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 138 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 139 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 140 del documento de patente WO 2008/119567;

(i) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 156 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 157 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 158 del documento de patente WO 2008/119567; y

(j) CDR-H1 como se representa en SEQ ID NO: 174 del documento de patente WO 2008/119567, CDR-H2
como se representa en SEQ ID NO: 175 del documento de patente WO 2008/119567 y CDR-H3 como se
representa en SEQ ID NO: 176 del documento de patente WO 2008/119567.

Se prefiere ademas para el anticuerpo biespecifico de la presente invencion que el tercer dominio de unién capaz de
unirse al complejo de receptor de CDS3 de linfocitos T comprenda una region VL seleccionada del grupo que consiste
en una region VL como se representa en SEQ ID NO: 35, 39, 125, 129, 161 o 165 del documento de patente
WO 2008/119567.
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Se prefiere ademas que el tercer dominio de unién capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T
comprenda una regién VH seleccionada del grupo que consiste en una region VH como se representa en SEQ ID
NO: 15, 19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91, 105, 109, 123, 127, 141, 145, 159, 163, 177 o 181 del documento de
patente WO 2008/119567.

Mas preferentemente, el anticuerpo biespecifico de la presente invencion se caracteriza por el tercer dominio de
unién capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T que comprende una regiéon VL y una region VH
seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) una regién VL como se representa en SEQ ID NO: 17 o 21 del documento de patente WO 2008/119567
y una region VH como se representa en SEQ ID NO: 15 o 19 del documento de patente WO 2008/119567;

(b) una regién VL como se representa en SEQ ID NO: 35 o 39 del documento de patente WO 2008/119567
y una regiéon VH como se representa en SEQ ID NO: 33 o 37 del documento de patente WO 2008/119567;

(c) una region VL como se representa en SEQ ID NO: 53 o 57 del documento de patente WO 2008/119567
y una regiéon VH como se representa en SEQ ID NO: 51 o 55 del documento de patente WO 2008/119567;

(d) una regiéon VL como se representa en SEQ ID NO: 71 o 75 del documento de patente WO 2008/119567
y una regiéon VH como se representa en SEQ ID NO: 69 o 73 del documento de patente WO 2008/119567;

(e) una regién VL como se representa en SEQ ID NO: 89 o 93 del documento de patente WO 2008/119567
y una region VH como se representa en SEQ ID NO: 87 o 91 del documento de patente WO 2008/119567;

(f) una regiébn VL como se representa en SEQ ID NO: 107 o 111 del documento de patente
WO 2008/119567 y una regiéon VH como se representa en SEQ ID NO: 105 o 109 del documento de
patente WO 2008/119567;

(9) una region VL como se representa en SEQ ID NO: 125 o 129 del documento de patente
WO 2008/119567 y una regién VH como se representa en SEQ ID NO: 123 o 127 del documento de
patente WO 2008/119567;

(h) una regidbn VL como se representa en SEQ ID NO: 143 o 147 del documento de patente
WO 2008/119567 y una region VH como se representa en SEQ ID NO: 141 o 145 del documento de
patente WO 2008/119567;

(i) una regidbn VL como se representa en SEQ ID NO: 161 o 165 del documento de patente
WO 2008/119567 y una regién VH como se representa en SEQ ID NO: 159 o 163 del documento de
patente WO 2008/119567; y

()) una regidbn VL como se representa en SEQ ID NO: 179 o 183 del documento de patente
WO 2008/119567 y una regién VH como se representa en SEQ ID NO: 177 o 181 del documento de
patente WO 2008/119567.

Segun una realizacién preferida del anticuerpo biespecifico de la presente invencion, en particular el tercer dominio
de unidén capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T, los pares de regiones VH y regiones VL
estan en el formato de un anticuerpo monocatenario (scFv). Las regiones VH y VL estan dispuestas en el orden VH-
VL o VL-VH. Se prefiere que la region VH esté situada en el extremo N con respecto a una secuencia conectora. La
region VL esta situada en el extremo C de la secuencia conectora.

Una realizacion preferida del anticuerpo biespecifico anteriormente descrito de la presente invencion se caracteriza
por el tercer dominio de unién capaz de unirse al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T que comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 41, 43, 59, 61, 77, 79, 95,
97,113, 115, 131, 133, 149, 151, 167, 169, 185 0 187 del documento de patente WO 2008/119567.

En una realizacién, el anticuerpo biespecifico de la invencidn se caracteriza por una secuencia de aminoacidos como
se representa en SEQ ID NOs: 8, 12, 16, 20, 24, 26, 30, o 34.

Una realizacién alternativa de la invencién proporciona un método para la produccién de anticuerpo biespecifico de
la invencién, comprendiendo el método la etapa de:

. seleccionar anticuerpos biespecificos que comprenden un dominio de unién, que se une a una molécula de
la superficie celular sobre una célula diana, que comprende en el extremo N un dominio de unién que es
capaz de unirse a albumina de suero.

En una realizacién, el método de la invencion comprende ademas la etapa de:

. afnadir a la molécula un dominio de unién adicional, que se une al complejo de receptor de CD3 de
linfocitos T.
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La invenciéon proporciona ademas una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia que codifica un
anticuerpo biespecifico de la invencién.

Ademas, la invencién proporciona un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos de la invencion.
Ademas, la invencién proporciona una célula hospedadora transformada o transfectada con la secuencia de &cidos
nucleicos de la invencion.

En una realizacion, la invencién proporciona un proceso para la produccion de un anticuerpo biespecifico de la
invencion o producido por un método de la invencion, comprendiendo dicho proceso cultivar una célula hospedadora
de la invencidn en condiciones que permiten la expresion del anticuerpo biespecifico de la invencion o producido por
un método de la invencion y recuperar el anticuerpo biespecifico producido del cultivo.

Ademas, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico de la
invencion o producido segun el proceso de la invencion

Las formulaciones descritas en el presente documento son Utiles como composiciones farmacéuticas en el
tratamiento, la mejora y/o la prevencion de la afeccién médica patolégica como se describe en el presente
documento en un paciente en necesidad del mismo. El término "tratamiento" se refiere a tanto tratamiento
terapéutico como profilactico o medidas preventivas. El tratamiento incluye la aplicacién o administracion de
formulacion al cuerpo, un tejido aislado, o célula de un paciente que tiene una enfermedad/trastorno, un sintoma de
una enfermedad/trastorno, o una predisposicién hacia una enfermedad/trastorno, con el fin de curar, sanar, aliviar,
atenuar, alterar, remediar, mejorar, corregir, o afectar la enfermedad, el sintoma de la enfermedad, o la
predisposicion hacia la enfermedad.

Aquellos "en necesidad de tratamiento” incluyen aquellos ya con el trastorno, asi como aquellos en los que el
trastorno se va a prevenir. El término "enfermedad” es cualquier afeccién que se beneficiaria del tratamiento con la
formulacion de proteina descrita en el presente documento. Esto incluye trastornos crénicos y agudos o
enfermedades que incluyen las afecciones patoldgicas que predisponen al mamifero a la enfermedad en cuestion.
Los ejemplos no limitantes de enfermedades/trastornos que se van a tratar en el presente documento incluyen
enfermedad proliferativa, una enfermedad tumoral, o un trastorno inmunoldgico.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o una pluralidad del anticuerpo biespecifico de la invencién junto con un diluyente,
vehiculo, solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente eficaz. Las composiciones
farmacéuticas de la invencion incluyen, pero no se limitan a, composiciones liquidas, congeladas y liofilizadas.

Preferentemente, los materiales de formulacion son no toxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas. En realizaciones especificas, las composiciones farmacéuticas comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico de la invencion.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica puede contener materiales de formulacién para modificar,
mantener o preservar, por ejemplo, el pH, osmolaridad, viscosidad, claridad, color, isotonicidad, olor, esterilidad,
estabilidad, velocidad de disolucién o liberacion, adsorcidon o penetracién de la composicién. En dichas realizaciones,
los materiales de formulaciéon adecuados incluyen, pero no se limitan a, aminoacidos (tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina, prolina o lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tales como acido ascérbico, sulfito de sodio o
hidrogenosulfito de sodio); tampones (tales como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos
organicos); agentes de carga (tales como manitol o glicina); agentes quelantes (tales como &cido
etilendiaminatetraacético (EDTA)); agentes complejantes (tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina
o hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monosacaridos; disacéaridos; y otros hidratos de carbono (tales como
glucosa, manosa o dextrinas); proteinas (tales como albdmina de suero, gelatina o inmunoglobulinas); colorantes,
aromatizantes y agentes de dilucién; agentes emulsionantes; polimeros hidréfilos (tales como polivinilpirrolidonay);
polipéptidos de bajo peso molecular; contraiones formadores de sal (tales como sodio); conservantes (tales como
cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico, timerosal, alcohol fenetilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorhexidina, acido so6rbico o peréxido de hidrogeno); disolventes (tales como glicerina, propilenglicol o
polietilenglicol); alcoholes de azlcar (tales como manitol o sorbitol); agentes de suspension; tensioactivos o agentes
humectantes (tales como pluronics, PEG, ésteres de sorbitano, polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato,
triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes potenciadores de la estabilidad (tales como sacarosa o
sorbitol); agentes potenciadores de la tonicidad (tales como haluros de metal alcalino, preferentemente cloruro de
sodio o potasio, manitol sorbitol); vehiculos de administracién; diluyentes; excipientes y/o adyuvantes farmacéuticos.
Véase REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18" Edicion, (A. R. Gennaro, ed.), 1990, Mack Publishing
Company.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica éptica sera determinada por un experto en la técnica
dependiendo de, por ejemplo, la via de administracion prevista, formato de administracién y dosificacion deseada.
Véase, por ejemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, arriba. En ciertas realizaciones, dichas
composiciones pueden influir en el estado fisico, estabilidad, velocidad de liberacion in vivo y velocidad de
eliminacion in vivo de las proteinas de unién al antigeno de la invencion. En ciertas realizaciones, el vehiculo o
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excipiente primario en una composicién farmacéutica puede ser cualquiera de naturaleza acuosa o no acuosa. Por
ejemplo, un vehiculo o excipiente adecuado puede ser agua para inyeccion, solucién salina fisiolégica o liquido
cefalorraquideo artificial, posiblemente complementado con otros materiales comunes en composiciones para
administracién parenteral. La solucion salina tamponada neutra o solucion salina mezclada con albumina de suero
son vehiculos adicionales a modo de ejemplo. En realizaciones especificas, las composiciones farmacéuticas
comprenden tampén Tris de aproximadamente pH 7,0-8,5, o tampdn acetato de aproximadamente pH 4,0-5,5, y
pueden incluir ademas sorbitol o un sustituto adecuado del mismo. En ciertas realizaciones de la invencion, el
anticuerpo humano o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencién o el anticuerpo biespecifico de las
composiciones de la invencién se puede preparar para almacenamiento mezclando la composicion seleccionada que
tiene el grado deseado de pureza con agentes de formulaciéon opcionales (REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES, arriba) en forma de una torta liofilizada o una disoluciéon acuosa. Ademas, en ciertas realizaciones, el
anticuerpo humano o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencién o el anticuerpo biespecifico de la
invencion se puede formular como un liofilizado usando excipientes apropiados tales como sacarosa.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden seleccionar para administracion parenteral.
Alternativamente, las composiciones se pueden seleccionar para inhalacion o para administraciéon a través del tubo
digestivo, tal como por via oral. La preparaciéon de dichas composiciones farmacéuticamente aceptables esta dentro
de la experiencia de la técnica. Los componentes de formulacidon estan presentes preferentemente en
concentraciones que son aceptables para el sitio de administracion. En ciertas realizaciones, se usan tampones para
mantener la composicién a pH o fisioldgico a un pH ligeramente mas bajo, normalmente dentro de un intervalo de pH
de desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 8.

Cuando se contempla administracion parenteral, las composiciones terapéuticas para su uso en la presente
invencion se pueden proporcionar en forma de una disolucién acuosa sin pirégenos aceptable por via parenteral que
comprende el anticuerpo humano deseado o fragmento de unién al antigeno del mismo de la invencion o el
anticuerpo biespecifico de la invenciéon en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo particularmente
adecuado para inyeccién parenteral es agua destilada estéril en el que el anticuerpo biespecifico de la invencién se
formula como una disolucién isoténica estéril, apropiadamente conservada. En ciertas realizaciones, la preparacion
puede implicar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas inyectables, particulas
bioerosionables, compuestos poliméricos (tales como acido polilactico o acido poliglicélico), perlas o liposomas, que
pueden proporcionar liberaciéon controlada o sostenida del producto que se puede administrar por inyeccion de
liberacion lenta. En ciertas realizaciones, también se puede usar acido hialurénico, que tiene el efecto de promover
la duracién sostenida en la circulacion. En ciertas realizaciones, se pueden usar dispositivos de administracion de
farmacos implantables para introducir la proteina de unién al antigeno deseada.

Seran evidentes para los expertos en la técnica composiciones farmacéuticas adicionales, que incluyen
formulaciones que implican el anticuerpo biespecifico de la invencién en formulaciones de administracién sostenida
o controlada. También se conocen por los expertos en la técnica técnicas para formular una variedad de otros
medios de administracion sostenida o controlada, tales como vehiculos de liposoma, microparticulas bioerosionables
o perlas porosas e inyecciones de liberacion lenta. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional N°
PCT/US93/00829 que describe la liberacion controlada de microparticulas poliméricas porosas para la
administracion de composiciones farmacéuticas. Las preparaciones de liberacién sostenida pueden incluir matrices
de polimero semipermeables en forma de articulos moldeados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Las
matrices de liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidas (como se desvela en la patente
de EE.UU. N® 3.773.919 y la publicacién de solicitud de patente europea N® EP 058481), copolimeros de &cido L-
glutdmico y gamma-etil-L-glutamato (Sidman et al., 1983, Biopolymers 2:547-556), poli(2-hidroxietil-metacrilato)
(Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 y Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etileno-acetato de
vinilo (Langer et al., 1981, arriba) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (publicacion de solicitud de patente europea N°
EP 133.988). Las composiciones de liberaciéon sostenida también pueden incluir liposomas que se pueden preparar
por cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Eppstein et al., 1985, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 82:3688-3692; publicaciones de solicitud de patente europea N° EP 036.676; EP 088.046 y
EP 143.949.

Las composiciones farmacéuticas usadas para administracién in vivo normalmente se proporcionan como
preparaciones estériles. La esterilizacion se puede llevar a cabo por filtracion a través de membranas de filtracidén
estériles. Cuando se liofiliza la composicion, la esterilizacion usando este método se puede realizar o antes de o tras
la liofilizaciéon y reconstitucion. Las composiciones para administracion parenteral se pueden almacenar en forma
liofilizada o en una disolucién. Las composiciones parentales, en general, se colocan en un recipiente que tiene un
puerto de acceso estéril, por ejemplo, una bolsa de disolucién intravenosa o vial que tiene un tapén perforable por
una aguja de inyeccion hipodérmica.

Los aspectos de la invencién incluyen anticuerpo biespecifico auto-tamponante de las formulaciones de la invencién,
que se puede usar como composiciones farmacéuticas, como se describe en la solicitud de patente internacional
WO 06138181A2 (PCT/US2006/022599).

Como se trata anteriormente, ciertas realizaciones proporcionan anticuerpo biespecifico de las composiciones de
proteina de la invencion, particularmente composiciones farmacéuticas de la invencién, que comprenden, ademas
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del anticuerpo biespecifico de la invencion, uno o mas excipientes tales como los ilustrativamente descritos en esta
secciéon y en cualquier parte en el presente documento. Los excipientes se pueden usar en la invencién a este
respecto para una amplia variedad de fines, tales como ajustar propiedades fisicas, quimicas o biolégicas de las
formulaciones, tales como ajuste de viscosidad, y o procesos de la invencién para mejorar la eficacia y o para
estabilizar dichas formulaciones y procesos contra la degradacién y deterioro debido a, por ejemplo, tensiones que
ocurren durante la fabricacion, transporte, almacenamiento, preparacién previa al uso, administracién, y a partir de
entonces.

Estan disponibles una variedad de exposiciones para la estabilizacién de proteinas y materiales de formulacion y
métodos Utiles a este respecto, tales como Arakawa et al., "Solvent interactions in pharmaceutical formulations”,
Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991); Kendrick et al., "Physical stabilization of proteins in aqueous solution" en:
RATIONAL DESIGN OF STABLE PROTEIN FORMULATIONS: THEORY AND PRACTICE, Carpenter y Manning,
eds. Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), y Randolph et al., "Surfactant-protein interactions", Pharm
Biotechnol. 13: 159-75 (2002), particularmente en partes referentes a excipientes y procesos de los mismos para
formulaciones de proteinas auto-tamponantes segun la presente invencion, especialmente en cuanto a productos
farmacéuticos de proteina y procesos para usos médicos veterinarios y/o humanos.

Las sales se pueden usar segun ciertas realizaciones de la invencién para, por ejemplo, ajustar la fuerza i6nica y/o la
isotonicidad de una formulacion y/o para mejorar la solubilidad y/o estabilidad fisica de una proteina u otro
componente de una composicion segun la invencién.

Como se conoce bien, los iones pueden estabilizar el estado nativo de proteinas por union a restos cargados sobre
la superficie de proteinas y por protecciéon de grupos cargados y polares en la proteina y reduccién de la intensidad
de sus interacciones electrostaticas, interacciones atractivas, y repulsivas. Los iones también pueden estabilizar el
estado desnaturalizado de una proteina por unién a, en particular, los enlaces peptidicos desnaturalizados (--CONH)
de la proteina. Ademas, la interaccion i6nica con grupos cargados y polares en una proteina también puede reducir
las interacciones electrostaticas intermoleculares y, asi, prevenir o reducir la agregacién e insolubilidad de proteinas.

Las especies ionicas se diferencian significativamente en sus efectos sobre las proteinas. Se han desarrollado varias
clasificaciones categoricas de iones y sus efectos sobre las proteinas que se puede usar en la formulacién de
composiciones farmacéuticas segun la invencion. Un ejemplo es la serie de Hofmeister, que clasifica solutos iénicos
y no iénicos polares por su efecto sobre la estabilidad conformacional de proteinas en disolucion. Los solutos
estabilizantes se denominan "cosmotropicos". Los solutos desestabilizantes se denominan "caotrépicos". Los
cosmétropos se usan comunmente a altas concentraciones (por ejemplo, >1 molar de sulfato de amonio) para
precipitar proteinas en disolucién ("precipitacion por salado"). Los cadtropos se usan comunmente para
desnaturalizar y/o para solubilizar proteinas ("solubilizaciéon por salado"). La eficacia relativa de los iones para
"solubilizar por salado" y "precipitar por salado" define su posicion en la serie de Hofmeister.

Se pueden usar aminoacidos libres en el anticuerpo biespecifico de las formulaciones de la invencion segun diversas
realizaciones de la invencion como agentes de carga, estabilizadores y antioxidantes, asi como otros usos estandar.
Se pueden usar lisina, prolina, serina y alanina para la estabilizacién de proteinas en una formulacién. La glicina es
util en la liofilizacién para garantizar la correcta estructura y propiedades de la torta. La arginina puede ser Util para
inhibir la agregacién de proteinas, en tanto formulaciones liquidas como liofilizadas. La metionina es Util como un
antioxidante.

Los polioles incluyen azucares, por ejemplo, manitol, sacarosa y sorbitol y alcoholes polihidroxilados tales como, por
ejemplo, glicerol y propilenglicol, y, para los fines de discusion en el presente documento, polietilenglicol (PEG) y
sustancias relacionadas. Los polioles son cosmotrdpicos. Son agentes estabilizantes Utiles en tanto formulaciones
liquidas como liofilizadas para proteger las proteinas de los procesos de degradacion fisica y quimica. Los polioles
también son Utiles para ajustar la tonicidad de las formulaciones. Entre los polioles Utiles en las realizaciones
seleccionadas de la invencion esta el manitol, cominmente usado para garantizar la estabilidad estructural de la
torta en formulaciones liofilizadas. Garantiza la estabilidad estructural a la torta. En general, se usa con un
lioprotector, por ejemplo, sacarosa. El sorbitol y la sacarosa estan entre los agentes preferidos para ajustar la
tonicidad y como estabilizadores para proteger contra las tensiones de liofilizacion durante el transporte o la
preparacion de masas durante el proceso de fabricacion. Los azucares reductores (que contienen grupos aldehido o
cetona libres), tales como glucosa y lactosa, pueden glicar los restos superficiales de lisina y arginina. Por tanto, en
general, no estan entre los polioles preferidos para su uso segun la invencion. Ademas, los azucares que forman
dichas especies reactivas, tales como sacarosa, que se hidroliza a fructosa y glucosa en condiciones &cidas, y por
consiguiente ocasionan la glucacion, tampoco estan entre los polioles preferidos de la invencion a este respecto. El
PEG es util para estabilizar proteinas y como crioprotector y se puede usar en la invencién a este respecto.

Las realizaciones del anticuerpo biespecifico de las formulaciones de la invencion comprenden ademas
tensioactivos. Las moléculas de proteinas pueden ser susceptibles a la adsorcion sobre superficies y a la
desnaturalizacion y consecuente agregacion en interfase aire-liquido, sélido-liquido y liquido-liquido. Estos efectos,
en general, aumentan inversamente con la concentracion de proteina. Estas interacciones perjudiciales, en general,
aumentan inversamente con la concentracion de proteina y normalmente se agravan por agitacion fisica, tal como la
generada durante el transporte y la manipulacién de un producto. Los tensioactivos se usan rutinariamente para
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prevenir, minimizar o reducir la adsorcion superficial. Los tensioactivos utiles en la invencion a este respecto incluyen
polisorbato 20, polisorbato 80, otros ésteres de acidos grasos de polietoxilatos de sorbitano, y poloxamero 188.

Los tensioactivos también se usan comunmente para controlar la estabilidad conformacional de proteinas. El uso de
tensioactivos a este respecto es especifico de proteinas puesto que, cualquier tensioactivo dado, normalmente
estabilizara algunas proteinas y desestabilizara otras.

Los polisorbatos son susceptibles a la degradacion oxidativa y frecuentemente, como se suministran, contienen
cantidades suficientes de perdxidos para provocar la oxidacion de cadenas laterales de restos de proteinas,
especialmente metionina. Por consiguiente, los polisorbatos se deben usar cuidadosamente, y cuando se usan, se
deben emplear a su concentracion eficaz mas baja. A este respecto, los polisorbatos ejemplifican la regla general de
que los excipientes se deben usar en sus concentraciones eficaces mas bajas.

Las realizaciones del anticuerpo biespecifico de las formulaciones de la invencion comprenden ademas uno o mas
antioxidantes. La oxidacion de proteinas hasta cierto punto perjudicial se puede prevenir en formulaciones
farmacéuticas manteniendo niveles apropiados de oxigeno y temperatura ambiente y evitando la exposicion a la luz.
Se pueden usar excipientes antioxidantes también para prevenir la degradacion oxidativa de proteinas. Entre los
antioxidantes Utiles a este respecto estan los agentes reductores, secuestrantes de oxigeno/radicales libres, y
agentes quelantes. Los antioxidantes para su uso en formulaciones terapéuticas de proteinas segun la invencién son
preferentemente solubles en agua y mantienen su actividad durante toda la estabilidad en almacén de un producto.
EDTA es un antioxidante preferido segun la invencién a este respecto.

Los antioxidantes pueden dafar las proteinas. Por ejemplo, los agentes reductores, tales como glutation en
particular, pueden alterar los enlaces disulfuro intramoleculares. Asi, los antioxidantes para su uso en la invencion se
seleccionan para, entre otras cosas, eliminar o reducir suficientemente la posibilidad de que ellos mismos dafien las
proteinas en la formulacion.

Las formulaciones segun la invencion pueden incluir iones metélicos que son co-factores de proteina y que son
necesarios para formar complejos de coordinacién de proteinas, tales como cinc necesario para formar ciertas
suspensiones de insulina. Los iones metélicos también pueden inhibir algunos procesos que degradan las proteinas.
Sin embargo, los iones metdlicos también catalizan procesos fisicos y quimicos que degradan proteinas. Se pueden
usar iones magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerizacion de acido aspartico a acido isoaspartico. Los iones
Ca+2 (hasta 100 mM) pueden aumentar la estabilidad de desoxirribonucleasa humana. Sin embargo, Mg+2, Mn+2 y
Zn+2 pueden desestabilizar la rhDNasa. Similarmente, Ca+2 y Sr+2 pueden estabilizar el factor VIII, pueden ser
desestabilizados por Mg+2, Mn+2 y Zn+2, Cu+2 y Fe+2, y su agregacion se puede aumentar por iones Al+3.

Las realizaciones del anticuerpo biespecifico de las formulaciones de la invencion comprenden ademas uno o mas
conservantes. Los conservantes son necesarios cuando se desarrollan formulaciones parenterales de multiples
dosis que implican mas de una extraccién del mismo recipiente. Su funciéon primaria es inhibir el crecimiento
microbiano y garantizar la esterilidad de producto durante toda la estabilidad en almacén o término de uso del
medicamento. Los conservantes comunmente usados incluyen alcohol bencilico, fenol y m-cresol. Aunque los
conservantes tienen una larga historia de uso con moléculas parenterales pequenas, el desarrollo de formulaciones
de proteina que incluyen conservantes puede ser exigente. Los conservantes casi siempre tienen un efecto
desestabilizante (agregacion) sobre las proteinas, y esto ha llegado a ser un factor importante en la limitacion de su
uso en formulaciones de proteina de multiples dosis. Hasta la fecha, la mayoria de los farmacos de proteina han sido
formulados para uso individual solo. Sin embargo, cuando son posibles formulaciones de multiples dosis, tienen la
ventaja afadida de permitir conveniencia del paciente, y elevada capacidad de aceptacion. Un buen ejemplo es el de
la hormona de crecimiento humana (hGH) donde el desarrollo de formulaciones conservadas ha conducido a una
comercializacién de presentaciones en pluma de inyeccion de multiples usos mas conveniente. Al menos cuatro de
dichos dispositivos de pluma que contienen formulaciones conservadas de hGH estan actualmente disponibles a la
venta. La norditropina (liquida, Novo Nordisk), Nutropin AQ (liquida, Genentech) y Genotropin (liofilizada--cartucho
de doble camara, Pharmacia & Upjohn) contienen fenol mientras que Somatrope (Eli Lilly) se formula con m-cresol.
Se necesitan considerar varios aspectos durante la formulacion y el desarrollo de formas farmacéuticas preservadas.
Se debe optimizar la concentracién eficaz de conservante en el medicamento. Esto requiere probar un conservante
dado en la forma farmacéutica con intervalos de concentracién que confieren eficacia antimicrobiana sin
comprometer la estabilidad de proteinas.

Como se podria esperar, el desarrollo de formulaciones liquidas que contienen conservantes es mas exigente que el
de las formulaciones liofilizadas. Los productos liofilizados se pueden liofilizar sin el conservante y se reconstituyen
con un conservante que contiene diluyente en el momento de uso. Esto acorta el tiempo durante el que un
conservante esta en contacto con la proteina, minimizando significativamente los riesgos de estabilidad asociados.
Con las formulaciones liquidas, se deben mantener la eficacia y estabilidad del conservante durante toda la
estabilidad en almacén del producto (aproximadamente 18 a 24 meses). Un punto importante a observar es que la
eficacia del conservante se debe demostrar en la formulacién final que contiene el farmaco activo y todos los
componentes de excipiente.
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El anticuerpo biespecifico de la invencion se disefara, en general, para vias y métodos especificos de
administracion, para dosificaciones de administracién especificas y frecuencias de administracién, para tratamientos
especificos de enfermedades especificas, con intervalos de biodisponibilidad y persistencia, entre otras cosas. Asi,
las formulaciones se pueden disefiar segun la invencién para la administraciéon por cualquier via adecuada, que
incluye, pero no se limita a, por via oral, por via aural, por via oftadlmica, por via rectal y por via vaginal, y por vias
parenterales, que incluyen inyeccién intravenosa e intrarterial, inyeccién intramuscular, e inyeccién subcutanea.

Una vez se ha formulado la composicion farmacéutica, se puede almacenar en viales estériles como una disolucion,
suspension, gel, emulsion, sélido, cristal, 0 como un polvo deshidratado o liofilizado. Dichas formulaciones se
pueden almacenar o en una forma lista para uso o en una forma (por ejemplo, liofilizada) que se reconstituye antes
de la administracion. La invencion también proporciona kits para producir una unidad de administracion de dosis
Unica. Los kits de la invencién pueden cada uno contener tanto un primer recipiente que tiene una proteina secada
como un segundo recipiente que tiene una formulacion acuosa. En ciertas realizaciones de la presente invencién, se
proporcionan kits que contienen jeringas precargadas individuales y de mudltiples camaras (por ejemplo, jeringas
liquidas y liojeringas). La cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico de la composicién
farmacéutica que contiene proteina de la invencién a emplear dependera, por ejemplo, del contexto terapéutico y los
objetivos. Un experto en la técnica apreciara que los niveles de dosificacion apropiada para el tratamiento variaran
dependiendo, en parte, de la molécula administrada, la indicacion para la que se usa el anticuerpo biespecifico de la
invencion, la via de administracién y el tamano (peso corporal, superficie corporal o tamafio de érgano) y/o condicion
(la edad y salud general) del paciente. En ciertas realizaciones, el profesional clinico puede ajustar la dosificacion y
modificar la via de administracién para obtener el efecto terapéutico éptimo. Una dosificacion tipica puede variar
desde aproximadamente 0,1 pg/kg hasta aproximadamente 30 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. En realizaciones especificas, la dosificacién puede variar desde 1,0 ug/kg hasta
aproximadamente 20 mg/kg, opcionalmente desde 10 ug/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg o desde 100 pg/kg
hasta aproximadamente 5 mg/kg.

Una cantidad eficaz terapéutica de un anticuerpo biespecifico de la invencién da preferentemente como resultado
una disminucién en la gravedad de los sintomas de la enfermedad, aumento en la frecuencia o duracion de los
periodos sin sintomas de enfermedad o una prevencion de la alteracién o incapacidad debido al sufrimiento de la
enfermedad. Para tratar tumores especificos que expresan la molécula de la superficie celular unida por el segundo
dominio de unién del anticuerpo biespecifico de la invencién, una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo
biespecifico de la invencién, por ejemplo un anticuerpo biespecifico anti-molécula de la superficie celular/CD3, inhibe
preferentemente el crecimiento celular o crecimiento tumoral en al menos aproximadamente 20 %, al menos
aproximadamente 40 %, al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 60 %, al menos
aproximadamente 70 %, al menos aproximadamente 80 %, o al menos aproximadamente 90 % con respecto a los
pacientes no tratados. La capacidad de un compuesto para inhibir el crecimiento tumoral se puede evaluar en un
modelo animal predictivo de la eficacia en tumores humanos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar usando un dispositivo médico. Los ejemplos de dispositivos
médicos para administrar las composiciones farmacéuticas se describen en las patentes de EE.UU. N2 4.475.196;
4.439.196; 4.447.224; 4.447.233; 4.486.194; 4.487.603; 4.596.556; 4.790.824; 4.941.880; 5.064.413; 5.312.335;
5.312.335; 5.383.851; y 5.399.163.

Segun una realizacion de la invencidn, el anticuerpo biespecifico de la invencion, o el anticuerpo biespecifico
producido segun un método de la invencion, es para su uso en la prevencién, el tratamiento o la mejora de una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en una enfermedad proliferativa, una enfermedad inflamatoria, una
enfermedad infecciosa y una enfermedad autoinmunitaria.

También en una realizacion, la invencién proporciona un kit que comprende una molécula de unién de la invencién o
producida segin un método de la invencidén, una molécula de &cido nucleico de la invencién, un vector de la
invencion, o una célula hospedadora de la invencion.

Se debe entender que las invenciones en el presente documento no se limitan a metodologia, protocolos o reactivos
particulares, ya que tales pueden variar. La discusién y ejemplos proporcionados en el presente documento se
presentan con el fin de describir realizaciones particulares solo y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion, que se define Unicamente por las reivindicaciones.

Ejemplos:

Se proporcionan los siguientes ejemplos con el fin de ilustrar realizaciones especificas o caracteristicas de la
presente invencion. Estos ejemplos no se deben interpretar para limitar el alcance de la presente invencion. Los
ejemplos estan incluidos para los fines de ilustracion, y la presente invencion esta limitada solo por las
reivindicaciones.

Ejemplo 1 -

Produccion y purificacion de BIiTE:
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Se purificaron anticuerpos BiTE de sobrenadante de cultivo de células de ovario de hamster chino (CHO)
establemente transfectadas adaptadas a MTX 20 nM. Para generar un litro de sobrenadante para la purificacion de
construcciones de anticuerpo BIiTE, se cultivaron las células en botellas rotatorias a una densidad celular de partida
de 5 x 10* células por mL con medio de soja liquido HyQ PF CHO sin nucledsidos (con L-glutamina 4,0 mMy 0,1 %
de Pluronic F-68; HyClone). Después del cambio de color del indicador de color afadido rojo de fenol de rojo a
naranja, se prolong6 el cultivo durante dos dias mas antes de la recogida. Se retiraron las células por centrifugacion
y se almaceno el sobrenadante que contenia la proteina expresada a -20 °C hasta la purificaciéon de proteinas.

Se usaron Akta® Explorer Systems (GE Life Sciences) contralado por el software Unicorn® para la cromatografia.
Se realiz6 cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) usando Fractogel EMD chelate® (Merck,
Darmstadt) que se cargdé con ZnClz segun el protocolo proporcionado por el fabricante. La columna se equilibré con
tampén A (tampoén fosfato de sodio 20 MM pH 7,2, NaCl 0,1 M, imidazol 10 mM) y se aplicé el sobrenadante de
cultivo celular (1000 mL) a la columna (10 mL) a un caudal de 4 mL/min. Se lavé la columna con tampén A para
retirar la muestra no unida. Se eluy6 proteina unida usando un gradiente de dos etapas de tampén B (tampon fosfato
de sodio 20 mM, NaCl 0,1 M, imidazol 0,5 M, pH 7,2) segun el siguiente procedimiento:

Etapa 1: 10 % de tampdn B en 5 volimenes de columna
Etapa 2: 100 % de tampén B en 5 volumenes de columna

Se muestra a modo de ejemplo un perfil de elucion de la purificacion de IMAC para un anticuerpo biespecifico SA-
21-CEAXCDS en la Figura 1.

Se reunieron fracciones de proteina eluida de la etapa 2 para purificacion adicional y se concentraron hasta 3 mL de
volumen final usando unidades de centrifugacién Vivaspin (Sartorius-Stedim, Gottingen-Alemania) con membrana
PES y un corte de peso molecular de 10 kDa. Todos los productos quimicos fueron de calidad para investigacién y
se compraron de Sigma (Deisenhofen, Alemania) o Merck (Darmstadt, Alemania).

Se realizd6 cromatografia de exclusion por tamafio SEC en un columna de calidad preparativa HiLoad 16/60
Superdex 200 (GE Lifesciences) equilibrada con tampén de SEC (&cido citrico 10 mM, lisina-HCI 75 mM, pH 7,2) a
un caudal de 1 mL/min. Se reunieron las fracciones de mondmero y dimero de anticuerpo BiTE y se afadi6é una
disolucién madre al 24 % de trehalosa para alcanzar una concentracion de trehalosa final de 4 %. Se sometieron
muestras de proteina eluida a SDS-PAGE reductora y transferencia Western anti-marca His para el analisis.

Se midieron los conjuntos de proteina de SEC (Conjunto_1 = fracciones de SEC reunidas que contienen la isoforma
de proteina BiTE dimérica, Conjunto_2 = fracciones de SEC reunidas que contienen la proteina BiTE monomérica)
para absorcién de 280 nm en cubetas de policarbonato con 1 cm de paso de luz (Eppendorf, Hamburgo-Alemania) y
se calculd la concentracion de proteina en funcién del factor de andlisis de proteinas NTI para cada proteina. Se
muestra un perfil de SEC a modo de ejemplo para un anticuerpo biespecifico SA-21-CEAxCD3 en la Figura 2.

Tabla 2: Rendimiento de moléculas de unién monomeéricas aisladas del sobrenadante de cultivo de células CHO que
expresan establemente los anticuerpos biespecificos identificados

Anticuerpo biespecifico Dominio de uniéon de HSA Rendimiento [pg/l de sobrenadante de cultivo]
CD33 x CD3 SA21 de extremo N 1277
SA21 de extremo C 72
CEA x CD3 + marca His SA21 de extremo N 719
SA21 de extremo C 255
CEA x CD3 + marca His SA25 de extremo N 660
SA25 de extremo C 38
CEA x CD3 sin marca His SA21 de extremo N 761
SA21 de extremo C 490
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CEA x CD3 sin marca His SA08de extremo N 1028
SA08 de extremo C 216
CEA x CD3 sin marca His SA25 de extremo N 981
SA25 de extremo C 450
Ejemplo 2 -

Actividad citotoxica: Ensayo de liberacién de cromo con linfocitos T humanos estimulados
Se obtuvieron linfocitos T estimulados enriquecidos para linfocitos T CD8* como se describe a continuacion:

Se recubrié una placa de Petri (145 mm de diametro, Greiner bio-one GmbH, Kremsminster) con un anticuerpo
especifico anti-CD3 comercialmente disponible (OKT3, Orthoclone) en una concentracion final de 1 ug/mL durante
1 hora a 37 °C. Se retird la proteina no unida por una etapa de lavado con PBS. Se afadieron 3-5 x 107 CMSP
humanas a la placa de Petri previamente recubierta en 120 mL de RPMI 1640 con glutamina estabilizada / 10 % de
FCS /IL-2 20 U/mL (Proleukin®, Chiron) y se estimul6 durante 2 dias. En el tercer dia, se recogieron las células y se
lavaron una vez con RPMI 1640. Se afadié IL-2 a una concentracion final de 20 U/mL y se cultivaron las células otra
vez durante un dia en el mismo medio de cultivo celular que antes.

Se enriquecieron linfocitos T citotéxicos CD8* (CTLs) por agotamiento de linfocitos T CD4+* y linfocitos NK CD56*
usando Dynal-Beads segun el protocolo del fabricante.

Se lavaron las células diana CHO transfectadas con CD33 humana dos veces con PBS y se marcaron con 11,1 MBq
de 5'Cr en un volumen final de 100 puL de RPMI con 50 % de FCS durante 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, se
lavaron 3 veces con 5 mL de RPMI las células diana marcadas y luego se usaron en el ensayo de citotoxicidad. El
ensayo se realizdé en una placa de 96 pocillos en un volumen total de 200 uL de RPMI complementado con una
relacién E:D de 10:1 en presencia de 10 % de HSA (albumina humana, 20 %, CSL Behring GmbH: PZN-1468366).
Se us6 una concentracion de partida de 0,01 - 1 ug/mL de anticuerpo biespecifico purificado y se usaron diluciones
triples del mismo. El tiempo de incubacién para el ensayo fue 18 horas. Se determind la citotoxicidad como valores
relativos de cromo liberado en el sobrenadante con respecto a la diferencia de lisis maximo (adicion de Triton-X) y
lisis espontanea (sin células efectoras). Todas las mediciones se llevaron a cabo por cuadruplicado. La medicién de
la actividad de cromo en los sobrenadantes se realiz6 en un contador gamma Wizard 3" (Perkin Elmer Life Sciences
GmbH, Colonia, Alemania). El analisis de los resultados se llev6 a cabo con Prism 5 para Windows (version 5.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, California, EE.UU.). Se usaron los valores de CE50 calculados por el programa
de analisis de las curvas sigmoides de respuesta a dosis para la comparacion de actividad citotéxica (véase la
Figura 3).

Tabla de secuencias

SEQ ID NO. | DESIGNACION FUENTE TIPO SECUENCIA

1 SA08 artificial nt CAGGGCCTGAT CGGCGACATCTGCCTGOCCAGATGGLECTGCCTGTGR
GGCGACTCCOTGAAA

2 SA08 artificial aa QGLIGDICLPRWGCLWGDSVK

3 SA21 artificial nt CGGCTGATCGAGGACATCTGCCTGCCCAGATGEGGE TGCCTGIGGGAG
GACGAC

4 SA21 artificial aa RLIEDICLPRWGCLWEDD

5 SA25 artificial nt GAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTG
GGAGGAC

6 SA25 artificial aa EDICLPRWGCLWED

39




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

7

SA21 x CD33 x I12C

artificial

nt

CGGECTGATCGAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGEGAG
GACGACCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGARGCCT
GGAGAGTCAGTCAAGGTCTCCTGCAAGGCTAGCGGGTATACCTTCACA
AACTATGGAATGAACTGGGTGAAGCAGGCTCCAGGACAGGGTTTAGAR
TGGATGGGCCTGGATARRCACCTACACTGGAGAGCCAACCTATGCTGAT
AAGTTCCAGGGACGCGTTACCATGACTACGGATACCTCTACCAGCACT
GCCTATATGGAAATCCGCAACCTCOGAGGTGATGACACGGC TGTATAT
TACTGTGCGCGCTGGAGTTGGAGT GATGGETITACTACGTTTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGCACTTCGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGTGGTGGT
TCTGGCGGECGECEEUTCCGGTGETGGTGGT TCTGACATCGTGATGACA
CAGTCTCCAGACTCCCTGACTGTGTCTCTGGGCGAGAGCGACCACCATC
AACTCGCAAGTCCAGCCAGAGTGTT TTAGACAGCTCCACGAATARGAAC
TCCTTAGCTTGGTACCAGCAGARACCAGGACAGCCTCCTAARTTACTC
CTTTCCTGGGCATCTACGCGGGAATCCGGGATCCCTGACCGATTCAGT
GGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACTATTGACAGCCCGCAG
CCTGRAGATTCTGCAACTTACTAT TGTCAACAGTCTGCCCACTTCCCG
ATCACCTTTGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAATCCGGAGGTGGT
GGATCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGCAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGARACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
AAGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGUTCCAGGARAGGGTTTGGARL
TGEGTTGCTCGCATAAGAAGTAAL TATAATAATTATGCARCATATTAT
GCCGATTCAGTGARAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCARAR
AARCACTGCCTATCTACAAATGAACAACTTGAAGACTGAGGACACTGCC
GTGTACTACTGTGTGAGACATGCGAACTTCGCTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GGTGGTGCTTCTGGCGECGGCGGCTCCGGT GGTGGTGGTTCTCAGACT
GTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGRACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGCAACTALC
CCAAACTGGGTCCAACRAAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGTGGGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGETACTCCTGCCAGATTCTCAGGT
TCCCTGCTTGGAGGCARGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCR
GAGGATGAGGCAGAATATTACTCTGTTCTATGGTACAGCAACCGLTGG
GTGTTCGGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTACATCATCACCATCAT
CAT

SA21 x CD33 x 12C

artificial

aa

RLIEDICLPRWGCLWEDPDOQVOLVQSGAEVEKPGESVEVSCKASGYTET
MYGMNWVEQAPGOGLEWMGWINTY TGEPTYADRFOGRVTMTTDTSTST
AYMEIRNLGGDDTAVYYCARWSHSDGYYVYFDYWGQGTSVTVSSGGGEE
SGEGGSGGEESDIVMTOSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTHRN
SLAWYQQRPGQPPRLLLSWASTRESGIPDRFSGSGSGTDEFTLTIDSEQ
PEDSATYYCQQSAHFPITFGQGTRLEIKSGGGGEEVQLVESGGGLVQP
GGESLELSCAASGETFNKYAMHNWYVR QAPGKGLEWVARIRSKYMHYATYY
ADSVKDRFTISRDDSKHTAYLQMHNLKTEDTAVYYCVRHGNFCHIYTIS
YHAYWGQGCTLVTVSESGGGG 3GGGG3GGGGSQTVVTQEPSLTVEPGGTV
TLTCGSSTGAVTSCGHYPHNAVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSG
SLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SHRAVFGGGTKLTVLHRHHH
H
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SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

9

CD33 x 12C x SA21

artificial

nt

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGARGARGCCTGGAGAG

TCAGTCAAGGTCTCCTGCAAGGCTAGCGGGTATACCTTCACAAACTAT
GGAATGAACTGGGTGAAGCAGGCT CCAGGACAGGGT TTAGAGTGGATG
GGCTGGATARACACCTACACTGGAGAGCCARCCTATGCTGATAAGTTC
CAGGGACGCGTITACCATGACTACGGATACCTCTACCAGCACTGCCTAT
ATGGAAATCCGCAACCTCGGAGET GATGACACGGECTGTATATTACTGT
GCGCGCTGCGAGTTGGAGTGATGGT TACTACGTTTACTTTGACTACTGG
GGCCAAGGCACTTCGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGTGGTGGTTCTGGC
GGCGGCGECTCCEETGETGGTGET TCTGACATCGTGATGACACAGTCT
CCAGACTCCCTGACTGTGTCTCTGGGUGAGAGGACCACCATCAACTGC
AAGTCCAGCCAGAGTGTTTTAGACAGCTCCACGAATAAGRACTCCTTA
GCTTGGTACCAGCAGAARACCAGCGACAGCCTCCTARATTACTCCTTTCC
TGGGCATCTACGCGGGAATCCGGGATCCCTGACCGATTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCACTATT GACAGCCCGCAGCCTGAA
GATTCTGCAACTTACTATTGTCAACAGTCTGCCCACTTCCCGATCACC
TTTGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAATCCGGAGGTGGTGGATCC
GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGCGAGGAGGATTGGTGCAGCC TGGAGGG
TCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAATAAGTAC
GCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCT CCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTT
GCTCGCATAAGARGTARATATAATAATTAT GCARCATATTATGCCGAT
TCAGTGARRGRACAGGTTCACCATCTCCAGRAGATGAT TCARARRRCACT
GCCTATCTACAAATGARCAACTTGAAGACTGAGGACACTGCCGTGTAC
TACTCGTGTGAGACATGCGAACTTCGGTAATAGCTACATATCCTACTGE
GCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGTGGT
GGTTCTGGCGGCGGCGGECTCCGETGCTGGTGCTTCTCAGACTGTTGTG
ACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGAACAGTCACACTC
ACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGCAARCTACCCAAAC
TGGGTCCAACAARAACCAGGTCAGGCACCCCCTGGTCTAATAGGTGGE
ACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTG
CTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGETACAGCCAGRAGGAT
GAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGCTGGETGTTC
GGTGGAGGRACCAARCTGACTGTCCTACGGCTGATCGAGGACATCTGE
CTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGGAGGACGACCATCATCACCATCAT
CAT

10

CD33 x 12C x SA21

artificial

aa

QVOLVQOSGAEVERPGESVEVSCKASGY TFTIHYGMNWVKOAPGOGLEWHM
GHWINTYTGEPTYADKFOGRVTMTTDTSTSTAYMEIRNLGGDDTAVYYC
AFWSWEDGYYVYFDYWGQGTESVIVEEGGEGEEGEGEEEGEGEEEDIVMTQS
PDSLTVSLGERTTINCKSSQEVLDSSTNKNSLAWYQOKPGOPPKLLLS
WASTRESGIPDRESGSGSGTDFTLTIDSPQPEDSATYYCQQSAHFPIT
FGQGTRLEIKSGGGGEEVQLVESGGGLVQPGGELKLECAASGFTFIKY
AMHNWYRQAPGKGLEWVARIREKYNHYATYYADSVEKDREFTISRDDEKHT
AYLOMHHNLKTEDTAVYYCVRHGHNFGHNEYISYWAYHWCQCGTLVTVESGGE
GEGGGGSGEGEEQTVVTQEPELTVEPGGTVILTCGESTGAVTSGIY PH
WVOQKPGRAPRGLIGGTKF LAPGTPARFSGSELLGGKAATL TLSGVQPED
EAEYYCVIWY SHRWYFGGGTKLTVLRLIEDICLPRWGCLWEDDHHHEH
H

41




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

11

SA21 x EpCAM x
CD3

artificial

nt

CGECTGATCGAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGGAG
GACGACGAGCTCGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGACTGTGACA
GCAGGAGAGAAGGTCACTATGAGC TGCARGTCCAGTCAGAGTCTGTTA
ARCAGTGGRAATCAAAAGAACTACTTGACCTGGTACCAGCAGRAACCA
GGGCAGCCTCCTAAACTGTTGATC TACTGGGCATCCACTAGGGAATCT
GGGGETCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGCAACAGATTTCACT
CTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGT
CAGAATGATTATAGTTATCCGCTCACGTTCGCTGCTGGGACCAAGCTT
GAGATCAAAGGTGGTGGTGGTTCT GGCGGECGGCEGCTCCGGTEGTGGT
GGTTCTGAGGTGCAGCTGCTCGAGCAGTCTGGAGCT GAGCTGGTAAGS
CCTGGGACTTCAGTGARGATATCCTGCARGGCTTCTGGATACGCCTTC
ACTAACTACTGGCTAGGTTGGGTAAAGCAGAGGCCTGGACATGGACTT
GAGTGGATTGGAGATATTTTCCCT GGAAGT GGTAATATCCACTACAAT
GAGARGTTCAAGGGCARAGCCACACTGACTGCAGACAARTCTTCGAGT
ACAGCCTATATGCAGCTCAGTAGCCTGACATTTGAGGACTCTGCTGTC
TATTTCTGCTGCARGACTGAGGAACTGGGACGAGCCTATGGACTACTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCCGGAGGTGGTGGCTCCGAC
GTCCAACTGGTGCAGTCAGGGGCT GAAGTGAAARRACCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTTACTAGGTACACG

ATGCACTGGGTARGGCAGGCACCTGGCACAGGGTCTGCAATGGATTGGA
TACATTAATCCTAGCCGTGGTTATACTAATTACGCAGACAGCGTCAAG
GGCCGCTTCACAATCACTACAGACARATCCACCAGCACAGCCTACATG
GARACTGAGCAGCCTGCGTTCTGAGGACACTGCAACCTATTACTGTGCA
AGATATTATGATGATCATTACTGCCTTGACTACTGGGGCCAAGGCACT
ACGGTCACCGTCTCCTCAGGCGAAGGTACTAGTACTGGTTCTGGTGGA
AGTGGAGGTTCAGGTGGAGCAGACGACATTGTACTGACCCAGTCTCCA
GCRACTCTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGCGTGCCACCCTGAGCTGCAGR
GCCAGTCAAAGTGTAAGTTACATGAACTGGTACCAGCAGAAGCCGGGT
ARGGCACCCARAAGATGGATTTATGACACATCCARAGTGGCTTCTGGA
GTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCGACTACTCTCTC
ACRATCAACAGCTTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAR
CAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGGCGGGACCAAGGTGGAG
ATCAAACATCATCACCATCATCAT

12

SA21 x EpCAM x
CD3

artificial

aa

RLIEDICLPRWGCLWEDPDELVMTQSPSSLIVIAGEKVIMECKEEQSLL
HSGHQKNYLTWYQQKPGRPPKLLI YWASTRESGVPDRFTGESGEGTDET
LTISEVQAEDLAVYYCQNDY SYPLTFGAGTKLEIKGGGGSGGGEGSGGE
GSEVQLLEQSGAELYVRPGT SVKISCKASGYAFTHYWLGWVEQRPGHGL
EWIGDIFPGIGHIHYNEKEFKGEAT LTADKGSSTAYMQLSSLTFEDSAY
YFCARLRNWDEPMDYWCGQUTTVTVESSGCCESDVQLVQECAEVEEPCAS
VEVSCKRASGYTEFTREY TMHWVRQAPGAGLEWIGY TNPSRGY THYADSVE
GRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGOGT
TVTVS5GEGTSTGEGG5GGSGEADDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCR
ASQEVEYMHHNYQOQKPGKAPKRWIY DT SKVASGVPARFSGSGSGTDYSL
TINSLEAEDAATYYCQQWSSHPLT PGGGTKVEIKHHHHHH
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ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

13

EpCAM x CD3 x
SA21

artificial

nt

GAGCTCGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGACTGTGACAGCAGGA
GAGAAGGTCACTATGAGCTGCAAGTCCAGT CAGAGTCTGTTAARCAGT
GGAAATCAAAAGAACTACTTGACCTGGTACCAGCAGARACCAGGGCAG
CCTCCTAAACTGTTGATCTACTCGGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTC
CCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGARCAGATTTCACTCTCACC
ATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGTTTATTACTGTCAGAAT
GATTATAGTTATCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCARGCT TGAGATC
RAARGGTGCTGGTGETTCTGGCEGCEECEGLTCCEETGETGETGGTTCT
GAGGTGCAGCTGCTCGAGCAGTCT GGAGCT GAGCTGGTAAGGCCTGGE
ACTTCAGTGAAGATATCCTGCAAGGCTTCTGGATACGCCTTCACTAAC
TACTGGCTAGGTTGGGTAAAGCAGAGGCCTGCGACATGGACTTGAGTGG
ATTGGAGATATTTTCCCTGGAAGT GGTAATATCCACTACRATGAGAAG
TTCAAGGGUAMAAGCCACACTGACT GCAGACAAATCTTCGAGCACAGCC
TATATGCAGCTCAGTAGCCTGACATTTGAGGACTCTGCTGTCTATTTC
TGTGCAAGACTGAGGAACTGGGACGAGCCTATGGACTACTGGGGCCAL
GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCCGGAGGTGEGTGGCTCCGACGTCCAA
CTGGTGCAGTCAGGGGCTGAAGTGAAARAACCTGGGGCCTCAGTGAAG
GTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTTACTAGGTACACGATGCAC
TGGGETAAGGCAGGCACCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGGATACATT
AATCCTAGCCGTGGTTATACTAAT TACGCAGACAGCGTCAAGGGCCGC
TTCACAATCACTACAGACAAATCCACCAGCACAGCCTACATGGAACTG
AGCAGCCTGCGTTCTGAGGACACTGCAACCTATTACTGTGCAAGATAT
TATGATGATCATTACTGCCTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACGGTC
ACCGTCTCCTCAGGCGAAGGTACTAGTACTGGTTCTGGTGGAAGTGGA
GGTTCAGGTGGAGCAGACGACATT GTACTGACCCAGTCTCCAGCAACT
CTGTCTCTGTCTCCAGGGGAGCGT GCCACCCTGAGCTGCAGAGCCAGT
CAAAGTGTAAGTTACATGAACTGGTACCAGCAGAAGCCGGGCARAGGCA
CCCAARAGATGGATTTATGACACATCCARAGTGGCT TCTGGAGTCCCT
GUTCGCTTCAGTGGCAGTGGETCTGEGACCGACTACTCTCTCACAATC
AACAGCTTGGAGGCTGARAGATGCTGCCACTTATTACTGCCARCAGTGS
AGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGT GGCGGGACCARGGTGGCAGATCAAL
CGGCTGATCGAGGACATCTGCCTGUCCAGATGGGGC TGCCTGTGGGAG
GACGACCATCATCACCATCATCAT

14

EpCAM x CD3 x
SA21

artificial

aa

ELVMTQSPSSLTVTAGEKVTMECKSSQSLLIISGHQENYLTHYQQKPGQ
PPEKLLIYWASTRESGYVPDRFTGSGSGTDFTLT ISSVQAEDLAVYYCQN
DYSYPLTFGAGTKLE IKGGGGEGGGEESGEEGSEVOLLEQSGAELVREG
TSVKISCKASGYAFTHYWLGWYEKQRPGHGLEWIGDI FPGEGNIHYNEK
FKGEKATLTADKSSSTAYMQLSSLTFEDSAVYFCARLRNWDE PMDYWGQ
GTTVIVSSGGEEGESDVQLVQSGAEVKEKPGASVEVSCRASGYTFTRYTMH

WYRQAPGQGLEWIGY INPSRGY THYADSVRKGRFTITTDKSTSTAYMEL
SSELRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGEGTETGEGGEG
GSGEADDIVLTQSPATLSLEPGERATLECRASQSVSYMHWY QORPGHA
PRKRAWIYDTSRVASGVPARFSGEGSGTDY SLTINSLEAEDAATYYCQQW
SENPLTFGGGTKVEIKRLIEDICLPRWGCLWEDDHHHHHH
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ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

15

SA21 x CEA x 12C

artificial

nt

CGGECTGATCGAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGEGAG
GACGACCAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCT
GGAGCATCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCAATGTT
GGTGCCTACAGTATATACTGGTACCAGCAGARGCCRGGGAGTCCTCCC
CAGTATCTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATRAGCAGCAGGGCTCT
GGAGTCTCCAGCCGCTTCTCTGCATCCARAGATGCTTCGGCCAATGCA
GGGATTTTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGACTAT
TACTGTATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCGGUGGAGGE
ACCAAGTTGACCGTCCTAGGTGGTGGTGGT TCTGGCGGCEGCEGCTCC
GGTGGTGGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGGGGAGGCTTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGACGACTCTCCTCTGCAGCGTCTGGATTC
ACCGTCAGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATGGGTAGGTTTCATTAGARACARAGCTAATGGTGGGACA
ACAGAATACGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGAT
GATTCCAAGAACACGCTGTATCTT CAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCUCGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTAC
TTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGA
GGTGGTGGECTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTG
CAGCCTGGAGGGTCATTGAAACTCTCATGT GCAGCCTCTGGATTCACC
TTCAATAAGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGT
TTGGAATGGGTTGCTCGCATRAGAAGTRAATATAATAATTATGCAACA
TATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGAT
TCAAAARAACACTGCCTATCTACAAATGARCAACTTGARGACTGAGGAC
ACTGCCGTGTACTACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTAC
ATATCCTACTGGGCTTACTGGGCCCAAGGGACTCTGGTCACCGETCTCC
TCAGGTGETGGETGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCT
CAGACTGTTGTGACTCAGGAACCT TCACTCACCGTATCACCTGGTGGR
ACAGTCACACTCACTTIGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGC
AACTACCCAAACTGGGTCCAACAAARACCAGGTCAGGCACCCCGTGGT
CTAATAGGTGGGACTARGTTCCTCGCCCCCGGETACTCCTGCCAGATTC
TCRGGCTCCCTGCTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTA
CAGCCAGAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAAC
CGCTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCARACTGACTGTCCTACATCATCAC
CATCATCAT

16

SA21 x CEA x 12C

artificial

aa

RLIEDICLPRWGCLWEDDOAVLTQPASLEASPGASASLTCTLRRGINY
GAYSIYVHYCOKPGESPPOYLLRYKS DEDKOQGEGVEESRFSASKDASANA
GILLISGLQSEDEADYYCHMIWAEGASAVFGGGTKLTVLGGGGEGGGES
GGGGSEVQLVESGGGLYOPGRSLRLECAASGFTVSSYWMHWVRQAPGK
GLEW/GFIRNKANGGTTEYAASVEGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAE
DTAVYYCARDRGLREYFDYWGQGTTVTVSSSCGCGSEVQLVESGGGLY
QPGCSLELSCRAASGETFNKY AMMWVRQAPGKGLEWVARIREKYHIYAT
YYADSVEDRFTISRDDSKNTAYLQMNNLETEDTAVYYCVRHGHEFGHSY
ISYWAYWGQGCTLVTVE5GGGG5GGGE5GGGEEQTVVTQEPS LTVEPGG
TVTLTCGSSTGAVTSGHYPH WY QQKPGOAPRGLIGGTEFLAPGTPARFE
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEY YCVLWY SHNRWYFGGGTKLTVLHEH
HHH

44




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

17

CEA x 12C x SA21

artificial

nt

CAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCA
TCAGCCAGTICTCRCCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCAATGTTIGGTGCC
TACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTAT
CTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTGGAGTC
TCCAGCCGCTTCTCTGCATCCAAAGATGCTTCGGCCAATGCAGGGATT
TTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGAT GAGGCTGACTATTACTGT
ATGATTTGGCACAGCGGECGCTTCTECGETGTTCGGCGGAGGGACCAAL
TTGACCGTCCTAGGTGETGETGGTTCTGGCGCCEECEECTCCGETGGET
GGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGETCCAGTCTGGEGEEAGGCTTGETCCAL
CCTGGGAGGETCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTC
AGTAGCTACTGGATGCACTGGGETCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTG
GAATGGGTAGGTTTCATTAGAAACAAAGCTAATGGTGGGACAACAGAA
TACGCCGCGTCTCTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCC

AAGAACACGCTGTATCTTCAARTGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACSE
GCCGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGET
GGCTCCGAGGT GCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGARACTCTCATCTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
AAGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGRARARGGGTTTGGAR
TGGGTTGCTCGCATAAGAAGTARAATATARTAATTATGCARCATATTAT
GCCGATTCAGTGARAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCAAAA
AACACTGCCTATCTACARATGARCAACTTGAAGACT CAGGACACTGCC
GTGTACTACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GGTGGTGGTTCTGGCGECGGCGECTCCGGTGETGGTGETTC TCAGACT
GTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGETGGAACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACT GGGGCTGTTACATCTGGCARCTAC
CCAAACTGGGTCCAACAAAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGTGGGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACT CCTGCCAGATTCTCAGGC
TCCCTGCTTGGAGGCARGGCTGCCCTCACCCTCTCRAGGGGTACAGCCA
GAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGCTGS
GTGTTCGGCTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTACGGCTGATCGAGGAC
ATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGGAGGACGACCATCATCAC
CATCATCAT

18

CEA x 12C x SA21

artificial

aa

QAVLTQPASLSASPGASASLTCTLRRGINVGAYSIYWYQOKPGSPPOY
LLRYESDSDEQOGSGVSSRFSASKDASANAGIILISGLQSEDEADYYC
MIWHSGASAVEGGOTELTVLGGCGEGGECEGGGEEEVOLVESGGGLYQ
PGRELRLESCAASGFTVESYWHMHWVROAPGEGLEWVGF IRNKANGGTTE
YRAASVEGRFTISRDDSKHNTLYLOMNSTIRAEDTAVYYCARDRGLEFYFD
YWGOGTTVIVS55G6GESEVOLVE SGGGLVOPGGEELKLSCAASGEFTEN
KYAMNWVRQAP GKGLEWVARIRSEYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSK
HNTAYLOQMHNLKTEDTAVYYCVRHGNFGHSY ISYWAYWGQGTLVIVSES
GGEGEGGGEEGEEGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGHY
PHWVQOKPGQAPRGLIGGTEKFLAPGT PARFSGESLLGGRARLTLEGVQP
EDEAEYYCVLWYSHRWVEGGGTELTVL RLIEDICLPRWGCLWEDD
HHHHHH
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ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

19

SA25 x CEA x 12C

artificial

nt

GAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTCTGEGAGGACCAGGLCC
GTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCATCAGCC
AGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCAATGTTGGTGCCTACAGT
ATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTATCTCCTG
AGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTGGAGTCTCCAGC
CGCTTCTCTGCATCCARAGATGCTTCGGCCAATGCAGGGATTTTACTC
ATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGACTATTACTGTATGATT
TGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCGGC GGRAGGGACCAAGTTGACC
GTCCTAGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGT
TCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGCLEGAGGCTTGGTCCAGCCTGEG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTCAGTAGC
TACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGARAGGGGCTGGAATGG
GTAGGTTTCATTAGAARCALAGCTAATGGTGGGACAACAGRAATACGCC
GCGTCTGTGARAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCCAAGARAC
ACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTG
TATTACTCTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTITGACTACTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGTGGCTCC
GAGGTGCAGCTGETCGAGTCTGGAGGAGGATTGGT GCAGCCTGGAGEG
TCATTGARRCTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCARTAAGTAC
GCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGRRARGGGTTTGGAATGGGTT
GCTCGCATAAGARGTARATATAATARTTAT GCAACATATTATGCCGAT
TCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCARAARACACT
GCCTATCTACAAATGAACAACTTGAAGACT GAGGACACTGCCGTGTAC
TACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCCTACTGG
GCTTACTGGGGECCAAGEGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGTGET
GGTTCTGGCGGCGGCGECTCCGETGGTGGTGGTTCTCAGACTETTGTG
ACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGAACAGTCACACTC
ACTTGTGGCTCCTCGACTGGGECTGTTACATCTCGCAACTACCCARAC
TGEGTCCARCAAAMACCAGGTCAGGCACCCCETGGTCTAATAGGTGEG
ACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTG
CTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCAGAGGAT

GAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGCTGGGTGTTC
GGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTA CATCATCACCARTCATCAT

20

SA25 x CEA x 12C

artificial

aa

EDICLPRWGCLWEDQAVLTOQPASLSASPGASASLTCTLRRGINVGAYS
IYWYQOQKPGOPPQYLLRYKSDSDKQQGSGYSSRFCASKDASAHAGILL
ISGLOSEDEADYYCMIWHSGASAVEGGGTRLTVLGGGEESGGEE5GGGEE
SEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTVSSYHWMHWVROAPGHKGLER
VGFIRMKANGGTTEYAASVERGRET ISRDDSRKN TLYLOMHISLRAEDTAY
YYCARDRCLREYFDYWGQCTTVTVSSS5CGGGSEVQLVESGCCLVQPGO
SLELSCAASGFTFHKYAMNWVRQAPGKGLEWVARTIRSKYMHYATYYAD
SVKDRFTISRDDSKHTAYLQMNHLKTEDTAVYYCVRHGHPGHSYISYW
AYWGOGTLVTVS55GGGGSGGGE5GGGESQTVVTOEPSLTVSPGGTVTL
TCGEETGAVTSGHY PNHYVQOKPGQAPRGLI GGTRFLAPGTPARFEGSL
LGCGKAALTLSGCVQPEDEAEYYCYVLWY SHRWVFGGGTKLTVLHHHHEHE
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ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

21

CEA x 12C x SA25

artificial

nt

CAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCA
TCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCRAATGTTGGTGCC
TACAGTATATACTGGTACCAGCAGARAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTAT
CTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTEGAGTC
TCCAGCCGCTTICTCTGCATCCAAAGATGCTTCGGCCAATGCAGGGATT
TTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCT GAGGAT GAGGCTGACTATTACTGT
ATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAG
TTGACCGTCCTAGGTGGETGGTGCT TCTGGCGECEGCGECTCCGGTGGT
GGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCT GCGGGAGGCTTGGTCCAG
CCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTC
AGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGEGGLCTG
GAATGGGTAGGTTTCATTAGARACARAGCTAATGGT GGGACARCAGAR
TACGCCGCGTCTGTGARAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCC
AMNGAACACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCCGTGTATTACTGT GCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGT
GGCTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
AAGTACGCCATGAACTGGGTCCCCCAGGCTCCAGGARRGGGTTTGGRA
TGGEETTGCTCGCATAAGRAGTRAARTATRATAATTATGCAACATATTAT
GCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCARMA
AACACTGCCTATCTACALATGAACAACTTGAAGACTGAGGACACTGCC
GTGTACTACTCTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGGCCAAGCGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GGTGETGGTTCTGGLGGCGGLEEC TCCGETGGTGGTGETTC TCAGACT
GTTGIGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGCTGGRACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGCARACTAC
CCAAACTGGGTCCRAACARRAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGETGEGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGETACTCCTGCCAGATT CTCAGGT
TCCCTGCTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCA
GAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGLTGG
GTGTTCGCTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTAGAGGACATCTGCCTG
CCCAGATGGGGECTGCCTGTGGGAGGAC CATCATCACCATCATCAT

22

CEA x 12C x SA25

artificial

aa

QAVLTQPASLEASPGASASLTCTLRRGINVGAYSIYWYQOKPGSPPOY
LLRYKSDSDKQQGSGVSSRFSASKDASANAGILLISGLQSEDEADYYC
MIWHSGASAVFGGCTELTVLGGCGSGGGCEGOGEESEVOLVESGGOLVY
PGRSLRLSCAASGFTVSSYWMHWYRQAPGKGLEWYGFIRMKANGGTTE
YAASVKGRFTISRDDSKNTLYLOQMNSLRAEDTAVYYCARDRGLRFYFD
YUGQGTTVTVESSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLELSCAASGETEN
KYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSEYITHYATYYADSVKDRETISRDDSK
HTAYLOMHNLKTEDTAVYYCVRHGHFGHNEY ISYHAYWCQGTLVTVSSG
GGGEGGEGEGEEGSRTVVIQEPSLTVSPGGTVILTCGESTGAVIGGNY
PHAVQQKPGQAPRGLIGGTRFLAPGT PARF SGSLLGGRARLTLEGVQP
EDEAEYYCVLWYSHRWYFGGGTKLTVLEDICLPRUGCLWEDHHHHHHE
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ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

23

SA08 x CEA x 12C

artificial

nt

CAGGGCCTGATCGGCGACATCTGCCTECCCAGATGEGGCTGCCTGTGG
GGCGACTCCGTGAAACAGGCCGTGCTGACTCAGCCEGCTTCCCTCTCT
GCATCTCCTGGAGCATCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGEC
ATCAATGTTGGTGCCTACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGG
AGTCCTCCCCAGTATCTCCTGAGGTACARATCAGACTCAGATARGCAG
CAGGGCTCTGGAGTCTCCAGCCGCTTCTCTGCATCCAAAGATGECTTCG
GCCAATGCAGGGATTTTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAG

GCTGACTATTACTGTATGATTTGGCACAGCGEGCGCTTCTECGGTETTC
GGCGGAGGGACCAAGTTGACCGTCCTAGGTGCGTGGTGGTTCTGGCGGT
GGCGGCTCCGETGGTGETGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGG
GGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCG
TCTGGATTCACCGTCAGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCARGCT
CCAGGGARAGGGGCTGGAAT GGGTAGGTTTCATTAGAAMCARRGCTAAT
GGETGGGACAACAGAATACGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATC
TCAAGAGATGATTCCAAGAACACGCTGTATCTTCARATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTA
CGGTTCTACTTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCC
TCATCCGGAGGTGGTGGCTCCGAGCTGCAGCTGGTCGAGTC TGGAGGA
GGATTGGTGCAGCCTGGAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCT
GGATTCACCTTCAATAAGTACGCCATGAACTCGGTCCGCCAGGCTCCA
GGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAACGAAGTAAATATAATAAT
TATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCC
AGAGATGATTCAAARRACACTGCCTATCTACAAATGARCAACTTGAAG
ACTGAGGACACTGCCETGTACTACTGTGTGAGACAT GGGAACTTCGET
AATAGCTACATATCCTACTGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGGTGGTGGTGGTTCTGGCEECGGCEGCTCCEGTGET
GGTGGTTCTCAGACTGTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCE
CCTGGTGGAACAGTCACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTT
ACATCTGGCAACTACCCAAACTGGGETCCAACAAAAACCAGGTCAGGCA
CCCCGETGGTCTAATAGETGGGACTRAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCT
GCCAGATTCTCAGGCTCCCTGCTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTC
TCRAGGGGTRCAGCCAGAGGATGAGGCAGRATATTACTGTGTTCTRATGS
TACAGCAACCGCTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCARACTGACTGTCCTA
CATCATCACCATCATCAT

24

SA08 x CEA x 12C

artificial

aa

QGLIGDICLPRHAGCLWGDSVKCAVLTOPASLSASPGASASLTCTLRRG
INVGAYSIYWYQOKPGSPPOYLLRYKSDSDKQOGSGVSSRFSASKDAS
ANAGILLISGLOSEDEADY YCMIWHSGASAVEFGGGTKLTVLGGGGEGE
GGSGGEGGEEEVOLYVESGGGLYOPGRSLRLECAASGFTVSS Y WHHWVROA
PGRGLEWVGFIRNKANGGTTEYAASVRGRFTISRDDSKNTLY LQMHSL
RAEDTAVYYCARDRGLRFYFDYWGQGTTVTVSE5GGGGEEVQLVESGG
GLVQPGGSLKLSCRAASGFTFHKYAMITWVRQAPGKGLEWVARIRSKYHN
YATYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGHNEG
MESYISYWAYWGOGTLVIVSSGGGEGSGGGGEEGEGES0TVVTOEPSLTVS
PGGTVTLTCGS STGAVT SGHYPHWVQOQKPGQAFRGLIGGTKFLAPGTE
ARFSGSLLGGRARLTLSGYQPEDEAEY Y CVLAY SHRHVEFGGGTELTVL
HHHHHH

48




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

25

SA21 x CEA x 12C
HO

artificial

nt

CGGECTGATCGAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGEGAG
GACGACCAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCT
GGAGCATCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCAATGTT
GGTGCCTACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCC
CAGTATCTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCT
GGAGTCTCCAGCCGCTTCTCTGCATCCRRAAGATGCTTCGGCCARTGCA
GGGATTTTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGAT GAGGCTGACTAT
TACTGTATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCGGCGGAGGG
ACCAAGTTGACCGTCCTAGGTGGTGGTGGTTCTGGCGGCGGCEGLCTCC
GGTGGTGETGGETTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGGGGABGGCTTG
GTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTC
ACCGTCAGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCARGCTCCAGGGAAG
GGGCTGGAATGGGTAGGTTTCATTAGARRCRARAGCTRATGGTGGGACA
ACAGRATACGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGAT
GATTCCAAGAACACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAG
GACACGGCUGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTAC
TTTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGA
GGTGGTGGCTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTG
CAGCCTGGAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACT
TTCAATAAGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAARGGGT
TTGGAATGCGGTTGCTCGCATAACAAGTAAATATAATAATTATGCAACA
TATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGAT
TCAAARAACACTGCCTATCTACARATGAACAACTTGAAGACTGAGGAC
ACTGCCGTCTACTACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGETAATAGCTALC
ATATCCTACTGGGCTTACTGGGGCCARGGGACTCTGGTCACCGETCTCC

TCAGGTGGTGGETGGTTCTGECGGCEECEGCTCCGGTGGTEGTGGTTCT
CAGACTGTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGA
ACAGTCACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGC
AACTACCCAAACTGGGTCCARACAAARRACCACCTCAGCCACCCCGTGGT
CTAATAGGTGGGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCTGCCAGATTC
TCAGGCTCCCTGCTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTA
CAGCCAGAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCRAAC
CGCTGGGTGTTCGGTGGAGGAACCARACTGACTGTCCTA

26

SA21 x CEA x 12C
HO

artificial

aa

RLIEDICLPRWGCLWEDDOAVLTQPASLEASPGASASLTCTLRRGINY
GAYSIYWYQQKPGSPPQYLLRYKS DSDKQQGSGVSSRESASEDASANA
GILLISGLOSEDEADYYCHMIWHSGASAVEGGGTKLTVLGGGGSGGGGES
GGGGSEVQLVESGGGLVQPGRSLRLECARSGEFTVSSYHMHWVRQAPGK
GLEWVGEIRVKANGGTTEYAASVEGRET ISRDDSKNTLY LOQMIISLRAE
DTAVYYCARDRGLREYFDYWGQUTTVTVSSSCCCCSEVOLVESCOOLY
OPGGSLEKLSCAASGEFTEFNEY AMMWVRQAPGKGLEWYARIREEYNNYAT
YYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLQMNNLKTEDTAVYYCYRHGHEFGHSY
ISYHAYWHGQGTLVTVEESGGGGEGGGESGGEGESQTVVTQEPSLTVEPGE
TVTLTCGSSTGAVTSGHYPHWY QQKPGQAPRGLIGGTEKFLAPGTPARFE
SGSLLGGKAALTLSGVOQPEDEAEY YCVLWY SNRHVEGGGTKLTVL

49




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

27

CEA x 12C x SA21
HO

artificial

nt

CAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCA
TCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCRAATGTTGGTGCC
TACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTAT
CTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTEGAGTC
TCCAGCCGCTTCTCTGCATCCARAGATGCTTCGGCCARTGCAGGGATT
TTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCT GAGGAT GAGGCTGACTATTACTGT
ATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCCGCGCAGGGACCAAG
TTGACCGTCCTAGGTGGETGGTGCT TCTGGCGECEGCGECTCCGGTGGT
GGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCT GGGGGAGGCTTGGTCCAG
CCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTC
AGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTG
GAATGGGTAGGTTTCATTAGARACARAGCTAATGGT GGGACARCAGAR
TACGCCGCGTCTGTGARAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCC
AMNGAACACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCCGTGTATTACTGT GCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGT
GGCTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGAAACTCTCATCTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
AAGTACGCCATGAACTGGGTCCCCCAGGCTCCAGGARRGGGTTTGGRA
TGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAARTATAATAATTATGCAACATATTAT
GCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCARMA
AACACTGCCTATCTACAARATGAACAACTTGAAGACTGAGGACACTGCC
GTGTACTACTCTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GGTGETGGTTCTGGLGGCGGLEEC TCCGETGGTGGTGETTC TCAGACT
GTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGAACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGCARACTAC
CCAAACTGGGTCCAACAAAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGETGEGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGETACTCCTGCCAGATT CTCAGGT
TCCCTGCTTGGAGGCARGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCA
GAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGLTGG
GTGTTCGGTGCAGGAACCAAACTGACTGTCCTACGGCTGAT CGAGGAC
ATCTGCCTGCCCAGATGGGGCTGCCTGTGGCAGGACGAL

28

CEA x 12C x SA21
HO

artificial

aa

QAVLTQPASLEASPGASASLTCTLRRGINVGAYSIYWYQOKPGSPPOY
LLRYKSDSDKQQGSGVSSRFSASKDASANAGILLISGLQSEDEADYYC
MIWHSGASAVEGGGTELTVLGGGGSGGEGSGGGESEVQLVESGGGLVQ
PGRSLRLSCAASGFTVSSYWMHWYRQAPGKGLEWVGFIRNKANGGTTE
YAASVEKGRETLSRDDEENTLYLOMNS LRAEDTAVYYCARDRGLREYED
YUGOGTTVTVESSGEGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGEFTEH
KYAMNWYRQAPCGKGLEWVARIRSEYHNYATYYADSVEDRFTISRDDSK
NTAYLOQMHNLKTEDTAVYYCVRHGHEGHSY ISYHAYWGQGTLVIVSSG
GGGEGGGGEEGEEESQTVVTQEPSLTVEPGGTVTLTCGESTGAVTSGHY
PHMWVOQKPGOAPRGLIGGTRFLAPGT PARF SGSLLGGKAALTLSGVQP
EDEAEYYCVLWYSHRWVFGGGTKLTVL RLIEDICLPRUWGCLWEDD

50




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

29

SA25 x CEA x 12C
HO

artificial

nt

GAGGACATCTGCCTGCCCAGATGGRGGCTGCCTGTGGGAGGACCAGGCC

GTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCATCAGLCC
AGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCAATGTTGGTGCCTACAGT
ATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTATCTCCTG
AGGTACAARATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTGGAGTCTCCAGC
CGCTTCTCTGCATCCARAGATGCTTCGGCCAATGCAGGGATTTTACTC
ATCTCTGGGCTCCAGTCTGAGGAT GAGGCTGACTATTACTGTATGATT
TGGECACAGCGGCGCTTCTGCGETGTTCGGCGGAGGGACCARGTTGACC
GTCCTAGSTGGTGGTGETTCTGGCEECEGCEECTCCGETGETEGTGET
TCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTCCAGCCTGGG
AGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTCAGTAGC
TACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGG
GTAGGTTTCATTAGAAACAAAGCTAATGGT GGGACAACAGAATACGCC
GCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCARGAGATGAT TCCAAGAAC
ACGCTGTATCTTCARATGRAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTG
TATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGACTACTGG
GGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGTGGCTCC
GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGGAGGATTGGTGCAGCCTGGAGGG
TCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTICAATAAGTAC
GCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGARAGGGTTIGGAATGGGTT
GCTCGCATAAGAAGTAAATATAATAATTAT GCEACATATTATGCCGAT
TCAGTGARRGACAGCTTCACCATCTCCAGRGRTGATTCRARARACACT
GCCTATCTACAAATGARCAACTTGAAGACT GAGGACACTGCCGTGTAC
TACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCCTACTGG
GCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGTGGT
GGTTCTGGCGGCEGCEECTCCEETGETEETEEGTTCTCAGACTGTTGTG
ACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGAACAGTCACACTC
ACTTGTGGECTCCTCGACTGGGECTGTTACATCTGGCARCTACCCARRC
TGGGTCCARCRAARARCCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTRAATAGGTGGG
ACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCTGCCAGATTCTCAGGCTCCCTG
CTTGGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGETACAGCCAGAGGAT
GAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGCTGGGTGTTC
GGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTA

30

SA25 x CEA x 12C
HO

artificial

aa

EDICLPRWGCLWEDQAVLTOQPASLSASPGASASLTCTLRRGINVGAYS
IYWYQQKPGSPPQYLLRYKSDSDEQQGSGVSSRFSASKDASANAGILL
ISGLOSEDEADYYCMIWHSGASAVEGGGTRELTVLGGGEESGGEEEGGGEE
SEVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTVSSYWMHWVROAPGKGLEW
VGFIRWMKANGGTTEYAASVKGRETISRDDSKNTLYLOQMHSLRAEDTAY
YYCARDRGLREFYFDYWGOGTTVTVSSSGOGGSEVQLVESCGGLVQPGE
SLELSCAASGFTEFNKYAMNWVRQAPGEGLEWYARIRSKYNHYATYYAD
SYKDREFTISRDDSKNTAYLQMMNLKTEDTAVY YCVRHGHEGHEYIGYW
AYWAGQGTLVTVS5GGGGSGGGEESGGGEESQTVVTOEPSLTVEPGGTVTL
TCGESTGAVISGNYPIWVQQRPGQAPRGLIGGTRILAPGTPAREFSGEL
LGCKAALTLEGVQPEDEAEY YCVLWY SHRWVFGGGTELTVL

51




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

31

CEA x 12C x SA25
HO

artificial

nt

CAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCC TGGAGCA
TCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGUGCAGGGGCATCAATGTTGGTGCC
TACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTAT
CTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATRAAGCAGCAGGGCTCTGGAGTC
TCCAGCCGCTTCTCTGCATCCAAAGATGCT TCGGCCAATGCAGGGATT
TTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCT GAGGAT GAGGCTGACTATTACTGT
ATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCEGCGGAGGGACTAAG
TTGACCGTCCTAGGTGGTGGTGET TCTGGCGGCEGCGECTCCEGTGGET
GGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGEGGGAGGCTTGGTCCAG
COTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCSTCTGGATTCACCGTS
AGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCTCCAGGGAAGGGGCTG
GAATGGGTAGGTTTCATTAGAAACAARAGCTAATGGT GGGACARCAGAL
TACGCCGCGTCTGTGARAGGCAGATTCACCATCTCAAGAGATGATTCC
ARGARACACGCTGTATCTTCAARTGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACSG
GCCGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGT
GGCTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGRGGAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGAAACTCTCATGT GCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
BRAGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGARAGGGTTTGGAR
TGCGTTGCTCCCATAAGAAGTARATATARTARTTATGCAACATATTAT
GCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCAAAD
AACACTGCCTATCTACAAATGAACAACTTGAAGACT GAGGACACTGCC

GTGTACTACTGTGTGAGACATGEGAACTTCGGTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGECCARAGGGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GETGGTGETTCTGGECGECEGCGECTCCGGTGETGGTGETTCTCAGACT
GTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGTGGAACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACT GGGGCTGTTACATCTGGCAACTAC
CCARACTGGGT CCAACARAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGTGGGACTARGTTCCTCGCCCCCGGETACTCCTGCCAGATTCTCAGGT
TCCCTGCTTGGAGGCARGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCA
GAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGCTGG
GTGTTCGCTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTAGAGGACATCTGCCTG
CCCAGATGGGGCTGCCTGTGGGAGGAC

32

CEA x 12C x SA25
HO

artificial

aa

OAVLTQPASLEASPGASASLTCTLRRGINVGAY S IYWYQQRKPGEPPQY
LLRYKSDSDKQQGSGVSSRFSASKDASANAGILLISGLQSEDEADYYC
MIWHSGASAVEGGCTRLTVLGGGGSGGEGSGEGESEVOLVESGGGELVE
PGRSLRLSCRASGFTVSSYWMHWYRQAPGKGLEWVGFIRMKRNGGTTE
YAASVKGRETLSRDDEKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDRGLREYED
YWUGOGTTVIVESSGEGGSEVOLVE SGGGLVOPGGSLKLSCAASGETEH
KYAMNWYRQAPGKGLEWVARIRSKYHNYATYYADSEVKDRETISRDDSK
NTAYLOMHNLKTEDTAVYYCVRHGMFGHSY ISYHAYWGQGTLVTVSESG
GGGEGGGEGEEGEEESQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGHY
PNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGT PARE SGSLLGGKAALTLEGVQP
EDEAEYYCVLWYSHRWYFGGGTKLTVLEDICLPRUGCLWED

52




ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

33

SA08 x CEA x 12C
HO

artificial

nt

CAGGGCCTGATCGGLGACATCTGECCTGCCCAGATGGGGECTGCCTGTGE
GGCGACTCCGTGARACAGGCCGTGCTGACT CAGCCGGCTTCCCTCTCT
GCATCTCCTGGAGCATCAGCCAGT CTCACCTGCACCTTGCGCAGGGEC
ATCAATGTTGGTGCCTACAGTATATACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGE
AGTCCTCCCCAGTATCTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATARGCAG
CAGGGCTCTGGAGTCTCCAGCCGCTTCTCTGCATCCAAAGATGCTTCG
GCCAATGCAGGGATTTTACTCATC TCTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAG
GCTGACTATTACTGTATGATTTGGCACAGCGCCGCTTCTGCGGTGTTC
GGCGGAGGGACCAAGTTGACCGTCCTAGGTGCTGGTGETTCTGGCGGT
GGCGGCTCCGGTGGETGETGGTTCT GAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGE
GGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCG
TCTGGATTCACCGTCAGTAGCTACTGGATGCACTGGGETCCGCCAAGCT
CCAGGGAAGGGGCTGGAATGGGTAGGTTTCATTAGAAACAAAGCTAAT
GGTGGGACAACAGAATACGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATC
TCAAGAGATGATTCCAAGAACACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTG
AGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT GCARGRAGATAGGGGGCTA
CGGETTCTACTTTGACTACT GGGGCCARAGGGACCACGGTCACCGTCTCC
TCATCCGGAGGTGGTGGCTCCGAGGTGCAGCTGGETCGAGTC TEGAGGA
GGATTGGTGCAGCCTGGAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCT
GGATTCACCTTCAATARGTACGCCATGRACTGGGTCCGCCAGGCTCCA
GGAAAGGCTTTGGAATGGGTTGCT CGCATARGARGTARATATAATAAT
TATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCATCTCC
AGRGATGATTCAARAAAACACTGCCTATCTACAAATGAACAACTTGARAG
ACTGAGGACACTGCCGTGTACTACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGT
AATAGCTACATATCCTACTGGGCTTACTGGGGCCARGGGACTCTGGTC
ACCGICTCCTCAGGTGETGGTGETICTGGECEGCEGCEECTCCEETGET
GGTGGTTCTCAGACTGTTGTGACT CAGGAACCTTCACTCACCGTATCA
CCTGGTGGRAACAGTCACACTCACT TGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTT
ACATCTGGCAACTACCCAAACTGGGTCCAACAARAACCAGGTCAGGCA
CCCCETGGTCTAATAGGTGGGACTAAGTTCCTCGCCCCCGGTACTCCT
GCCAGATTCTCAGGCTCCCTGCTT GGAGGCAAGGCTGCCCTCACCCTC
TCAGGGGTACAGCCAGAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGG
TACAGCAACCCCTGGGTGTTCGCT GCAGGAACCAAACTGACTCTCCTA

34

SA08 x CEA x 12C
HO

artificial

aa

QGLIGDICLPRAGCLWGDSVKQAVLTOPASLSASPGASASLTCTLRRG
ITHVGAYSTIYHYQQKPGEPPQYLLRYKEDSEDEQQGEGVSERFSASKDAS
AMNAGILLISGLQSEDEADY YCHMIWHSGASAVEGGGTKLTVLGGEGGSGE
GGSGGGGSEVQLVESGGGLYQPGRSLRLSCAASGFTVSS Y WMHWVRQA
PGKGLEWVGFIRMEANGGTTEYAASVKGRFTI SRDDSKNTLY LOMMSL
RAEDTAVYYCARDRGLREYFDYWGOGTTVIVSS5GGEGSEVQLVESGE
GLVQPGGELKLECAASGFTFNKYAMNWVROQAPGKCLEWVARIREKYNN
YATYYADSVKDRFTISRDDSKNTAYLCMNNLKTEDTAVY YCVRHGHEG
MSY ISYWAYHGQGTLVTVSSGGGGSGGGGEGGEGEQTVVTQREPSTLTVSE

PGGTVTLTCGS STGAVT SGHYPIWVQQKPGOAFPRGLIGGTKFLAPGTE
ARFEGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEY Y CVLWY GHRWVFGGGTKLTVL

53




10

ES 2753950 T3

SEQ ID NO.

DESIGNACION

FUENTE

TIPO

SECUENCIA

35

CEA x 12C x SA08
HO

artificial

nt

CAGGCCGTGCTGACTCAGCCGGCTTCCCTCTCTGCATCTCCTGGAGCA
TCAGCCAGTCTCACCTGCACCTTGCGCAGGGGCATCRAATGTTGGTGCC
TACAGTATATACTGGTACCAGCAGARAGCCAGGGAGTCCTCCCCAGTAT
CTCCTGAGGTACAAATCAGACTCAGATAAGCAGCAGGGCTCTEGGAGTC
TCCAGCCGCTTCTCTGCATCCAAAGATGCTTCGGCCAATGCAGGGATT
TTACTCATCTCTGGGCTCCAGTCT GAGGAT GAGGCTGACTATTACTGT
ATGATTTGGCACAGCGGCGCTTCTGCGGTGTTCGGCGGAGGGACCAAG
TTGACCGTCCTAGGTGGETGGTGCT TCTGGCGECEGCGECTCCGGTGGT
GGTGGTTCTGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCT GCGGGAGGCTTGGTCCAG
CCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCGTC
AGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCARGCTCCAGGGAAGGGGCTG
GAATGGGTAGGTTTCATTAGAAACARAGCTAATGGT GGGACAACAGAA
TACCGCCGCGTCTGTGAAAGGCAGATTCACCATCTCAACACGATCGATTCC
AMNGAACACGCTGTATCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG
GCCGTGTATTACTGTGCAAGAGATAGGGGGCTACGGTTCTACTTTGAC
TACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATCCGGAGGTGGT
GGCTCCGAGGTGCAGCTGGTCGAGTCTGGAGCAGGATTGGTGCAGCCT
GGAGGGTCATTGARACTCTCATCTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAAT
ARGTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAA
TGGEETTGCTCGCATAAGRAGTRAARTATRATAATTATGCAACATATTAT
GCCGATTCAGTGARAGACAGGTTCACCATCTCCAGAGATGATTCAARR
AACACTGCCTATCTACARATGAACAACTTGAAGACT GAGGACACTGCC
GTGTACTACTGTGTGAGACATGGGAACTTCGGTAATAGCTACATATCC
TACTGGGCTTACTGGGGCCAAGCGACTCTGGTCACCGTCTCCTCAGGT
GGTGGETGETTCTGGCGGCEECEECTCCGGETGETGGTGGTTCTCAGACT
GTTGTGACTCAGGAACCTTCACTCACCGTATCACCTGGET GGRAACAGTC
ACACTCACTTGTGGCTCCTCGACTGGGGCTGTTACATCTGGCARACTAC
CCAAACTGGGTCCRAACARRAAACCAGGTCAGGCACCCCGTGGTCTAATA
GGTGGGACTAAGTTCCTCGCCCCCGETACTCCTGCCAGATTCTCAGGT
TCCCTGCTTGGAGGCARGGCTGCCCTCACCCTCTCAGGGGTACAGCCA
GAGGATGAGGCAGAATATTACTGTGTTCTATGGTACAGCAACCGLTGG
GTGTTCGGTGGAGGAACCAAACTGACTGTCCTACAGGGCCTGATCGGC
GACATCTGCCTGCCCAGATGGGEC TGCCTGTGGGGCGACTCCCTGARR

36

CEA x 12C x SA08
HO

artificial

aa

QGLIGDICLPRAGCLWGDSVKQAVLTOPASLSASPGASASLTCTLRRG
ITHVGAYSTYWYQOKPGSPPOYLLRYKSDSDROQGSCGVSSRFSASKDAS
AMAGILLISGLQSEDEADYYCMIWHSGASAVFGGGTEKLTVLGGGGEGE
GGSGEGGSEVOLVESGGGLVOPGRSLRLSCAASGFTVSSYWHMHWYROR
PGKGLEWVGFIRHMKANGGTTEYAASVKGRFTISRDDEKNTLY LOMHEL
RAFEDTAVYYCARDRGLEFYFDYWGQGTTVTVSSSGGGGSEVOLVESGE
GLVQPGGSLKLSCAASGETFNKYAMNWVRQAPGKGLEWYVARIRSKYHN
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aaa
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<400> 2
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<400> 3

cggctgatcg aggacatctg cetgeccaga tggggetgec tgtgggagga cgac

<210> 4
<211>18
<212> PRT
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<220>
<223> SA21

<400> 4

Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pre Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu

1 5 10

Asp AsSp

<210>5
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<220>
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<220>
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<400> 6

<210>7
<211> 1587
<212> ADN

<213> artificial

<220>

1

<223> SA21 x CD33 x 12C

<400>7

cggctgatcg
cagctggtge
aaggctagcg
cagggtttag
aagttccagg
atccgeaacce

gatggttact

aggacatctg
agtctggage
ggtatacctt
agtggatggg
gacgcgttac
tcggaggtga

acgtttactt

ES 2753950 T3

cctgecccaga
tgaggtgaag
cacaaactat
ctggataaac
catgactacyg
tgacacggct

tgactactgg

tggggetgec
aagcctggag
ggaatgaact
acctacactg
gatacctcta
gtatattact

ggoccaaggca

57
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tgtgggagga
agtcagtcaa
gggtgaagca
gagagccaac
ccagcactge
gtgegegetg

ctteggteac

Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu Asp
5

cgaccaggtg
ggtctectge
ggctccagga
ctatgctgat
ctatatggaa
gagttggagt

cgteotectea

60

120

180

240

300

360

420
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ggtggtggtyg
cagtctcocag
agccagagtg
coaggacage
gaccgattca
cctgaagatt
caagggacac
tctggaggag
ttcaccttca
tgggttgecte
aaagacaggt
aacttgaaga
agctacatat
ggtggtggtt
gaaccttcac
ggggctgtta
cgtggtctaa
tcecctgettg
gaatattact

actgtectac

gttctggegg
actccctgac
ttttagacag
ctcoctaaatt
gtggcagegy
ctgcaactta
gactggagat
gattggtgea
ataagtacgc
gcataagaag
tcaccatctc
ctgaggacac
cctactggge
ctggcggegy
tcaccgtate
catctggcaa
taggtgggac
gaggcaaggce
gtgttctatg

atcatcacca
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cggeggeteoe
tgtgtetctg
ctccacgaat
actcetttec
gtectgggaca
ctattgtcaa
taaatccgga
gcctggaggg
catgaactgg
taaatataat
cagagatgat
tgeegtgtac
ttactgggge
cggcetecggt
acctggtgga
ctacccaaac
taagttocte
tgcecteace
gtacagcaac

tcatcat

<210> 8
<211> 529
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> SA21 x CD33 x 12C

<400> 8

Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu
10

1 5

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

20

Gly Glu Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
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ggtggtggty
ggcgagagga
aagaactcct
tgggcatcta
gatttcacte
cagtctgcce
ggtggtggat
tcattgaaac
gteccgecagg
aattatgcaa
tcaaaaaaca
tactgtgtga
caagggacte
ggtggtggtt
acagtcacac
tgggtccaac
gecceceggta
ctetecagggg

cgetgggtgt

25

40
58

gttctgacat
ccaccatcaa
tagecttggta
cgecgggaate
tcactattga
acttcccgat
ccgaggtgca
tctecatgtge
ctccaggaaa
catattatgc
ctgcctatcet
gacatgggaa
tggtcacegt
cteagactgt
tcacttgtgg
aaaaaccagqg
cteoctgecag
tacagccaga

teggtggagy

cgtgatgaca
ctgcaagtecc
ccagcagaaa
cgggatcoct
cagcccgcag
cacctttggce
gctggtegag
agcctctgga
gggtttggaa
cgattcagtg
acaaatgaac
ctteggtaat
ctcctecaggt
tgtgactecag
ctectegact
tcaggcacece
attctcagge
ggatgaggca

aaccaaactg

15

30

45

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1587



Asn

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ser

145

Gln

Asn

Ser

Leu

Gly

225

Pro

Ile
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Gly

Tyr

50

Met

Phe

Tyr

Cys

Trp

130

Gly

Ser

Cys
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210

Ser

Glu

Thr

Ser

Gly
290

Gly

Gly

Gln

Met

Ala

115

Gly

Gly

Pro
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Ala
195

Trp

Gly

Asp

Phe

Glu
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Ser

Met

Trp

Gly

Glu
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Arg

Gln

Gly

Asp

Ser
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Ala
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Ser

Gly
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Val

Leu
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Arg
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Trp
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Gln

Gln

Lys
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Trp
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Arg

Ser

Thr

Ser

150

Leu

Gln

Gln

Thr
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Leu

Val
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200
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Cys
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Gly
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Asp
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Ser

Leu
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Pro

Ser

Thr

Cys

Leu
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Ser
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Gly

Thr
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Gly

Gly
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Leu
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Asp
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Gly
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Gln
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Glu

Gly

Ala
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Glu
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Asp

Asp

Tyr

Ser

Ser
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Gly

Ser

Gln
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Thr
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Gln
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Ser
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Pro

Thr

Asp

Tyr
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Glu
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Ser
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Thr
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Leu
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Trp
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Trp
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Glu

Gly

ES 2753950 T3

Trp
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Arg
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Gln

Arg

Gly
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Gln

Leu
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Gln

Gly
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Arg
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Phe
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360
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Thr
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Asn
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Gly
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Thr
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330
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Phe
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410

Val
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Gln

Thr

Thr
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Leu
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Pro

315

Asn

Ser

Lys

Gly
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Gly

Ser
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Pro

475

Leu

Trp

Leu

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asn
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Gly

Pro

Thr

Pro
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Ala
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Tyr

His
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Glu
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Ser
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Gly

Ser
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Gly
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Gly

Thr
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Gly
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Phe
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Thr
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<223> CD33 x 12C x SA21

<400>9
caggtgcagec tggtgcagte tggagetgag gtgaagaage ctggagagte agtcaaggtc 60
tcctgecaagg ctagecgggta tacecttcaca aactatggaa tgaactgggt gaagcaggcet 120
ccaggacagg gtttagagtg gatgggetgg ataaacacet acactggaga geoccaacctat 180
goetgataagt tocagggacg cgttaccatg actacggata cectetaccag cactgectat 240
atggaaatcc graaccteogg aggtgatgac acggcetgtat attactgtge gegetggagt 300
tggagtgatg gttactacgt ttactttgac tactggggce aaggcactte ggtcacegte 360
toectcaggtg gtggtggtte tggeggegge ggeteceqggtg gtggtggtte tgacategtg 420
atgacacagt ctccagacte cctgactgtg totcotgggeg agaggaccac catcaactge 480
aagtccagce agagtgtttt agacagetcee acgaataaga actecttage ttggtaccag 540
cagaaaccag gacagcctcc taaattactc ctttcctggg catctacgcg ggaatccggg 600
atccctgace gattcagtgg cagcecgggtcet gggacagatt tcactctcac tattgacage 660
cegeagectg aagattcectge aacttactat tgtcaacagt ctgeccactt cecegatcace 720
tttggccaag ggacacgact ggagattaaa tccggaggtg gtggatcega ggtgcagctg 780
gtegagtcectg gaggaggatt ggtgcagect ggagggtcat tgaaactete atgtgecagec 840
tctggattca ccttcaataa gtacgccatg aactgggtcc gccaggctcc aggaaagggt 900
ttggaatggyg ttgctogeat azagaagtaaa tataataatt atgcaacata ttatgecgat 960
tcagtgaaag acaggttcac catctccaga gatgattcaa aaaacactgc ctatctacaa 1020
atgaacaact tgaagactga ggacactgcc gtgtactact gtgtgagaca tgggaacttc 1080
ggtaatagoet acatateccta ctgggottac tggggeccaag ggactetggt caccgtcetec 1140
tcaggtggtg gtggttetgg cggeggegge tcecggtggtg gtggttcectca gactgttgtg 1200
actcaggaac cttcactcac cgtatcacct ggtggaacag tcacactcac ttgtggetcec 1260
tcgactgggg ctgttacate tggcaactac ccaaactggg tccaacaaaa accaggtcag 1320
geaccecogtg gtctaatagg tgggactaag ttecctegeoe coggtacteo tgocagatte 1380
tcaggetece tgettggagyg caaggcetgec ctcaccectet caggggtaca gocagaggat 1440
gaggcagaat attactgtgt tctatggtac agcaaccget gggtgttegg tagaggaacce 1500
aaactgactg toctacgget gatcgaggac atctgoctge ccagatgggg ctgoctgtgg 1560
gaggacgace atcatcacca tcatcat 1587

<210> 10

<211> 529

<212> PRT

<213> artificial
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Trp
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130
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Trp
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Ser

Tyr

Ser
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Thr
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Trp
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Thr
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Thr
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Gly

Leu

Asp
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Tyr
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Ile

Thr
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Pro

Thr
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Tyr
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Ser
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Ile
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Tyr
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Thr

Ser
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Thr
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Gly

Ile

Arg
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Thr
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Lys

Thr

Gly

Tyr
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Ala

Tyr

Gly

val

140

Thr

Asn
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Ser
220

Lys

Phe

Leu
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Phe

Gly
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Met

Thr

Lys

Leu

Phe

205
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Pro

Thr
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Thr

Tyr
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Thr

Ile

Asn

Leu
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Gln

Gly
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Lys
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Tyr

Ser

Gln
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Leu
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Glu



Asp
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Ala

305

Ser
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Tyr
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Gly

385

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Ser

Gly

val

Leu

Met

290

Arg

Val

Tyxr

Cys

Tyr

370

Ser

Gln

Cys

val

Lys
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Gly

Ala

Gln

Gln

Lys

275

Asn

Ile

Lys

Leu

Val

355

Trp

Gly

Glu

Gly

Gln

435

Phe

Gly

Thr

Gly

Leu

260

Leu

Trp

Arg

Asp

Gln

340

Arg

Gly

Gly

Pro

Ser

420

Gln

Leu

Lys

Tyr

Thr
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Ser

405
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Tyr

230

Arg

Glu

Cysg
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Lys
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Thr

Pro
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Gln
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Tyr
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Gln
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Asn

Ser

Lys

345
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Ser
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425
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Pro

Leu
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Lys
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Tyr
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Thr

Asn

Thr
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410

Thr
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235
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Leu

Phe
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315

Asp
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val
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385
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Arg

Gly
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Gly

val

Thr

Gly

300

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ser

380

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe

460

Val

Phe

Gly

Gln

Phe

285

Leu

Tyr

Ser

Thr

Ile

365

Ser

Gln

Thr

Asn

Leu

445

Ser

Gln

Pro

Gly

Pro

270

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala

350

Ser

Gly

Thr

Val

Tyr

430

Ile

Gly

Pro

Ile

Gly

255

Gly

Lys

Trp

Ala

Asn

335

vVal

Tyr

Gly

Val

Thr

415

Pro

Gly

Ser

Glu

Thr

240

Ser

Gly

Tyr

Val

Asp
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Thr

Tyr

Trp

Gly

val
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Leu

Asn

Gly

Leu

Asp
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465 470 475 480

Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Val Leu Trp Tyr Ser Asn Arg Trp Val Phe
485 490 495

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys
500 505 510

Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu Asp Asp Hig His His His His
515 520 525

His

<210> 11
<211> 1560
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> SA21 x EpCAM x CD3

<400> 11
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10

cggctgatcg
gtgatgacac
tgcaagtcca
cagcagaaac
ggggtccctyg
agtgtgcagg
acgtteggtg
tceggtggtyg
cctgggactt
ctaggttggg
ggaagtggta
aaatcttega
tatttetgtg
acggtcaccg
gaagtgaaaa
actaggtaca
tacattaatc
atcactacag
gacactgcaa
ggccaaggca
agtggaggtt
ctgtcteccag
aactggtacc
gtggcttetg
acaatcaaca

aacccgetea

<210> 12
<211> 520
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<400> 12

aggacatctg
agtctcceatce
gtcagagtct
cagggcages
atcgecttcac
ctgaagacct
ctgggaccaa
gtggttctga
cagtgaagat
taaagcagag
atatccacta
gcacagccta
caagactgag
tctcctecgg
aacctggggce
cgatgcactg
ctagcecgtgg
acaaatccac
cctattactg
ccacggtcac
caggtggagc
gggagegtge
agcagaagce
gagtcecctge
gattggagge

cgtteggtgg

<223> SA21 x EpCAM x CD3
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cctgcocccaga
ctccetgact
gttaaacagt
tcectaaactg
aggcagtgga
ggcagtttat
gettgagate
ggtgcagctg
atcctgcaag
gectggacat
caatgagaag
tatgcagcte
gaactgggac
aggtggtgge
ctcagtgaag
ggtaaggcag
ttatactaat
cagcacagce
tgcaagatat
cgtctectea
agacgacatt
caccctgage
gggcaaggca
tegetteoagt
tgaagatget

cgggaccaag

tggggctgee
gtgacagcag
ggaaatcaaa
ttgatctact
tectggaacag
tactgtcaga
aaaggtggtg
ctcgagcagt
gcttcectggat
ggacttgagt
ttcaagggca
agtagcctga
gagcctatgg
tccgacgtcee
gtgtcctgca
geacctggac
tacgcagaca
tacatggaac
tatgatgatc
ggcgaaggta
gtactgaccc
tgcagagcca
cccaaaagat
ggcagtgggt
gcocacttatt

gtggagatca

65

tgtgggagga
gagagaaggt
agaactactt
gggcatccac
atttcactct
atgattatag
gtggttetgg
ctggagctga
acgccttcac
ggattggaga
aagccacact
catttgagga
actactgggyg
aactggtgca
aggcttctgg
agggtctgga
gcgtcaaggy
tgagcagecct
attactgecct
ctagtactgg
agtctccagc
gtcaaagtgt
ggatttatga
ctgggaccga
actgccaaca

aacatcatca

cgacgagctc
cactatgagc
gacctggtac
tagggaatct
caccatcagc
ttatcegcecte
cggeggegge
gctggtaagg
taactactgg
tattttecct
gactgcagac
ctctgetgte
ccaagggacce
gtcaggggct
ctacaccttt
atggattgga
ccgcttcaca
gcgttetgag
tgactactgg
ttetggtgga
aactctgtct
aagttacatg
cacatccaaa
ctactetete
gtggagtagt

ccatcatcat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



Arg

Asgp

Ala

Asn

Gly

65

Gly

Leu

Gln

Glu

Leu

Asp

Gly

Ser

50

Gln

Vval

Thr

Asn

Ile
130

Ile

Glu

Glu

35

Gly

Pro

Pro

Ile

Asp

115

Lys

Glu

Leu

20

Lys

Asn

Pro

Asp

Ser

100

Tyr

Gly

Asp

Val

Val

Gln

Lys

Arg

85

Ser

Ser

Gly

ES 2753950 T3

Ile

Met

Thr

Lys

Leu

70

Phe

val

Tyr

Gly

Cys

Thr

Met

Asn

55

Leu

Thr

Gln

Pro

Gly
135

Leu

Gln

Ser

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

120

Ser

Pro

Ser

25

Cys

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Gly

66

Arg

10

Pro

Lys

Thr

Trp

Gly

20

Asp

Phe

Gly

Trp

Ser

Ser

Trp

Ala

75

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Ala

Gly
140

Cys

Leu

Gln

45

Gln

Thr

Thr

Val

Gly

125

Ser

Leu

Thr

30

Ser

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Gly

Trp

15

Val

Leu

Lys

Glu

Phe

95

Tyr

Lys

Gly

Glu

Thr

Leu

Pro

Ser

80

Thr

Cys

Leu

Gly



Gly

143

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

225

Tyr

Gly

val

val

Met

305

Tyr

Gly

Glu

Arg

Thr
385

Ser

Gly

Asn

Trp

Lys

210

Ala

Fhe

Gln

Gln

Lys

290

His

Ile

Arg

Leu

Tyr

370

val

Glu

Thr

Tyr

Ile

195

Phe

Tyr

Cys

Gly

Leu

275

val

Trp

Asn

Phe

Ser

355

Tyr

Thr

val

Ser

Trp

180

Gly

Lys

Met

Ala

Thr

260

val

Ser

Val

Pro

Thr

340

Ser

Asp

val

Gln

Val

165

Leu

Asp

Gly

Gln

Arg

245

Thz

Gln

Cys

Arg

Ser

325

Ile

Leu

Asp

Ser

ES 2753950 T3

Leu

150

Lys

Gly

Ile

Lys

Leu

230

Leu

Val

Ser

Lys

Gln

310

Arg

Thr

Arg

His

Ser
330

Leu

Ile

Trp

Phe

Ala

215

Ser

Arg

Thr

Gly

Ala

295

Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

375

Gly

Glu

Ser

val

Pro

200

Thr

Ser

Asn

Val

Ala

280

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

360

Cys

Glu

Gln

Cys

Lys

185

Gly

Leu

Leu

Trp

Ser

265

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

345

Asp

Leu

Gly

67

Ser

Lys

170

Gln

Ser

Thr

Thr

Asp

250

Ser

vVal

Iyr

Gln

Asn

330

Ser

Thr

Asp

Thr

Gly

155

Ala

Axrg

Gly

Ala

Phe

235

Glu

Gly

Lys

Thr

Gly

315

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Ser
395

Ala

Ser

Pro

Asn

Asp

220

Glu

Pro

Gly

Lys

Phe

300

Leu

Ala

Ser

Thr

Trp

380

Thr

Glu

Gly

Gly

Ile

205

Lys

Asp

Met

Gly

Pro

285

Thr

Glu

Asp

Thr

Tyr

365

Gly

Gly

Leu

Tyr

His

150

His

Ser

Ser

Asp

Gly

270

Gly

Arg

Trp

Ser

Ala

350

Tyr

Gln

Ser

Vval

Ala

175

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr

255

Ser

Ala

Tyr

Ile

Val

335

Tyr

Cys

Gly

Gly

Arg

160

Phe

Leu

Asn

Ser

val

240

Trp

Asp

Ser

Thr

Gly

320

Lys

Met

Ala

Thr

Gly
400
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Ser

Ala

Ala

Lys

Gly

Thr

Ser

Ala

Gly Ser

Ser
420

Leu

Gln
435

Ser

Pro Lys

450

val
465

Thr

Gln

Ile

<210> 13
<211> 1560
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Pro

Ile

Trp

Lys

Ala Arg

Ser

Asn

Ser
500

Ser

His His

815

<223> EpCAM x CD3 x SA21

<400> 13

gagctegtga
atgagctgca
tggtaccage
gaatctgggg
atcagcagtg
ccgctcacgt
ggcggcteeg
gtaaggcetg
tactggctag

ttccctggaa

tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tccctgateg
tgcaggctga
tcggtgetgg
gtggtggtgy
ggacttcagt
gttgggtaaa

gtggtaatat

ES 2753950 T3

Gly Ala

405

Gly

Leu Ser Pro

Val Ser Tyr

Ile
455

Arg Trp

Phe Ser

470

Gly

Leu Glu Ala

485

Asn Pro Leu

His His His

tccatcetee
gagtctgtta
gcagoctcet
cttcacagge
agacctggca
gaccaagctt
ttctgaggtyg
gaagatatcc
gcagaggcct

ccactacaat

Asp Asp

Ile

Val Leu

410

Glu
425

Gly

Met
440

Agn
Tyr Asp
Ser

Gly

Glu Asp

Arg

Trp

Thr

Ser

Ala

Ala Thr

Tyr Gln

Thr

Leu

Gln

Gln Ser

415

Ser
430

Cys

Lys Pro

445

Ser Lys

460

Gly Thr

475

Ala Thr

490

Thr Phe

505

His
520

ctgactgtga
aacagtggaa
aaactgttga
agtggatctg
gtttattact
gagatcaaag
cagctgcteg
tgcaaggett
ggacatggac
gagaagttca

68

Gly

Gly Gly

cagcaggaga
atcaaaagaa
tctactggge
gaacagattt
gtcagaatga
gtggtggtgg
agcagtctgg
ctggatacge
ttgagtggat

agggcaaage

Val

Asp

Tyr

Thr

Ala Ser

Tyr Ser

Tyr Cys

4395

Lys Val

510

gaaggtcact
ctacttgace
atccactagg
cactcteace
ttatagttat
ttctggegge
agctgagctg
cttcactaac
tggagatatt

cacactgact

Pro

Arg

Gly

Gly

Leu

480

Gln

Glu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gcagacaaat
getgtetatt
gggaccacgg

ggggctgaag

acctttacta
attggataca
ttcacaatca
tctgaggaca
tactggggce
ggtggaagtg
ctgtctectgt
tacatgaact
tccaaagtgg
tctetcacaa
agtagtaacc

gacatectgee

<210> 14
<211> 520
<212> PRT

<213> artificial

<220>

cttcgagecac
tetgtgcecaag
tcaccgtete
tgaaaaaace
ggtacacgat
ttaatcctag
ctacagacaa
ctgecaaccta
aaggcaccac
gaggttcagg
ctccagggga
ggtaccageca
cttctggagt
tcaacagett
cgctcacgtt

tgcccagatg

<223> EpCAM x CD3 x SA21

<400> 14

Glu

Glu

Gly

Pro

Leu

Lys

Asn

Pro

Val

val
20

Gln
35

Lys

50

Pro
65

Asp

Arg

Met Thr

Thr Met

Lys Asn

Leu Leu

Phe Thr

ES 2753950 T3

agcctatatg
actgaggaac
ctecggaggt
tggggectea
gcactgggta
ccgtggttat
atccaccagc
ttactgtgea
ggtcaccgte
tggagcagac
gcgtgecacce
gaagccgggce
ccctgetege
ggaggctgaa
cggtggeggg

gggctgectg

Gln Ser

Ser Cys

Tyr Leu

Ile Tyr

55

Gly Ser

70

cagctcagta
tgggacgagc
ggtggcteeg
gtgaaggtgt
aggcaggeac
actaattacg
acagcctaca
agatattatg
tcectecaggeg
gacattgtac
ctgagctgca
aaggcaccca
ttcagtggeca
gatgetgeca
accaaggtgg

tgggaggacg

Pro Ser

Lys Ser
25

Thr Trp
40

Trp Ala

Gly Ser

69

Ser

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

gcoctgacatt
ctatggacta
acgtcecaact
cetgecaagge
ctggacaggy
cagacagcgt
tggaactgag
atgatcatta
aaggtactag
tgacccagtce
gagccagtca
aaagatggat
gtgggtcetgg
cttattactg
agatcaaacg

accatcatca

Leu Thr

Gln

Ser

Gln Gln

Val

Lau

Lys

tgaggactct
ctggggecaa
ggtgcagtca
ttetggetac
totggaatgyg
caagggecgc
cagcctgegt
ctgeettgac
tactggttcet
tccageaact
aagtgtaagt
ttatgacaca
gaccgactac
ccaacagtgg
gctgategag

ccatcatcat

Thr Ala

15

Leu Asn

30

Pro Gly

45

Thr Arg

60

Thr
75

Asp

Glu

Phe

Ser Gly

Thr Leu

Gly

Ser

Gln

val

Thr
80

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



Ile

Asp

Lys

Glu

Thr

145

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

225

Gly

Leu

val

Trp

Asn

305

Phe

Ser

Tyr

Gly

val

130

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

210

Ala

Thr

val

Ser

val

290

Pro

Thr

Ser

Ser

Gly

115

Gln

val

Leu

Asp

Gly

195

Gln

Arg

Thr

Gln

Cys

275

Arg

Ser

Ile

val

Tyr

100

Gly

Leu

Lys

Gly

Ile

180

Lys

Leu

Leu

Val

Ser

260

Lys

Gln

Arg

Thr

Gln

85

Pro

Gly

Leu

Ile

Trp

165

Phe

Ala

Ser

Arg

Thr

245

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr
325

ES 2753950 T3

ala

Leu

Ser

Glu

Ser

150

Val

Bro

Thr

Ser

Asn

230

Val

Ala

Ser

Pro

Tyr

310

Bsp

Glu

Thr

Gly

Gln

135

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

215

Trp

Ser

Glu

Gly

Gly

295

Thr

Lys

Asp

Phe

Gly

120

Ser

Lys

Gln

Ser

Thr

200

Thr

Asp

Ser

vVal

Tyr

280

Gln

Asn

Ser

Leu

Gly

105

Gly

Gly

ala

Arg

Gly

185

Ala

Phe

Glu

Gly

Lys

265

Thr

Gly

Tyr

Thr

70

Ala

90

Ala

GCly

ala

Ser

Pro

170

Asn

Asp

Glu

Pro

Gly

250

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser
330

val

Gly

Ser

Glu

Gly

155

Gly

Ile

Lys

Asp

Met

235

Gly

Pro

Thr

Glu

Asp

315

Thr

Tyr

Thr

Gly

Leu

140

Tyr

His

His

Ser

Ser

220

Asp

Gly

Gly

Arg

Trp

300

Ser

Ala

Tyr

Lys

Gly

125

val

Ala

Gly

Tyr

Ser

205

Ala

Tyr

Ser

Ala

Tyr

285

Ile

Val

Tyr

Cys

Leu

110

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

130

Ser

val

Trp

Asp

Ser

270

Thr

Gly

Lys

Met

Gln

95

Glu

Gly

Pro

Thr

Glu

175

Glu

Thr

Tyr

Gly

Val

255

Val

Met

Tyr

Gly

Glu
335

Asn

Ile

Ser

Gly

Asn

160

Trp

Lys

Ala

Phe

Gln

240

Gln

Lys

His

Ile

Arg

320

Leu
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Ser

Tyr

Thr

Gly

385

Leu

Gln

Pro

Ala

Asn

465

Ser

Arg

Asp

<210> 15
<211> 1593
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Ser

Asp

Val

370

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

450

Ser

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

355

Ser

Gly

Leu

val

Arg

435

Phe

Leu

Asn

Ile

His
515

<223> SA21 x CEA x 12C

<400> 15

Arg

340

His

Ser

Gly

Ser

Ser
420

Trp

Ser

Glu

Pro

Glu

500

His

Ser

Tyr

Gly

Ala

Pro

405

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

485

Asp

His

ES 2753950 T3

Glu

Cys

Glu

Asp

390

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

470

Thr

Ile

His

Asp

Leu

Gly

375

Asp

Glu

Asn

Asp

Gly

455

Asp

Phe

Cys

His

Thr

Asp

360

Thr

Ile

Arg

Trp

Thr

440

Ser

Ala

Gly

Leu

His
520

Ala

345

Tyr

Ser

val

Ala

Tyr

425

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro
505

71

Thr

Trp

Thr

Leu

Thr

410

Gln

Lys

Thr

Thr

Gly

490

Arg

Tyr

Gly

Gly

Thr

385

Leu

Gln

val

Asp

Tyr

475

Thr

Trp

Tyr

Gln

Ser

380

Gln

Ser

Lys

Ala

Tyr

460

Tyr

Lys

Gly

Cys

Gly

365

Gly

Ser

Cys

Pro

Ser

445

Ser

Cys

val

Cys

Ala

350

Thr

Gly

Pro

Arg

Gly

430

Gly

Leu

Gln

Glu

Leu
510

Arg

Thr

Ser

Ala

Ala

415

Lys

val

Thr

Gln

Ile

495

Trp

Tyr

val

Gly

Thr

400

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp
480

Lys

Glu



10

cggctgateg
gtgctgacte
accttgcogea
gggagtccte
ggagtctcca
atctctggge
gcttoctgegg
ggcggegygct
gtccagcctg
tactggatge
agaaacaaag
atctcaagag
gacacggccg
ggccaaggga
gtegagtctg
tctggattca
ttggaatggyg
tcagtgaaag
atgaacaact
ggtaatagct
tcaggtggtg
actcaggaac
tcgactgggg
gcacccegtg
tcaggctece
gaggcagaat

aaactgactg

aggacatctg
agccggette
ggggcatcaa
cccagtatct
gccgecttcte
tccagtctga
tgtteggegg
ccggtggtay
ggaggtccct
actgggtccg
ctaatggtgg
atgattccaa
tgtattactg
ccacggtcac
gaggaggatt
ccttcaataa
ttgctcgeat
acaggttcac
tgaagactga
acatatccta
gtggttctgg
cttcactcac
ctgttacatc
gtctaatagg
tgcttggagg
attactgtgt

tectacatca

<210> 16
<211> 531
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> SA21 x CEA x 12C

ES 2753950 T3

cctgoccaga
cctetotgea
tgttggtgec
cctgaggtac
tgcatccaaa
ggatgaggct
agggaccaag
tggttctgag
gagactctcc
ccaagctcca
gacaacagaa
gaacacgctg
tgcaagagat
cgtctcctca
ggtgcagcct
gtacgccatg
aagaagtaaa
catctccaga
ggacactgcc
ctgggcttac
cggcggcgygc
cgtatcacct
tggcaactac
tgggactaag
caaggctgec
tctatggtac

tcaccatcat

tggggctgee
tctectggag
tacagtatat
aaatcagact
gatgcttcgg
gactattact
ttgacecgtecc
gtgcagectgg
tgtgcagcgt
gggaaggggc
tacgcecgegt
tatcttcaaa
agggggctac
tcecggaggtyg
ggagggtcat
aactgggtcc
tataataatt
gatgattcaa
gtgtactact
tggggccaag
tceggtggtyg
ggtggaacag
ccaaactggg
ttecctegece
ctcaccctct
agcaaccget

cat

72

tgtgggagga
catcageccag
actggtacca
cagataagca
ccaatgcagg
gtatgatttg
taggtggtgg
tcgagtctgg
ctggattcac
tggaatgggt
ctgtgaaagg
tgaacagcct
ggttctactt
gtggctccga
tgaaactctce
gccaggectce
atgcaacata
aaaacactgc
gtgtgagaca
ggactctggt
gtggttctca
tcacactcac
tccaacaaaa
ccggtactee

caggggtaca

gggtgttegyg

cgaccaggec
tetecacetge
gcagaagcca
gcagggcetct
gattttactc
gcacagcggce
tggttetgge
gggaggcttyg
cgtcagtagce
aggtttcatt
cagattcacc
gagagccgayg
tgactactgg
ggtgcagctg
atgtgcagec
aggaaagggt
ttatgccgat
ctatctacaa
tgggaacttc
caccgtctec
gactgttgtyg
ttgtggctcc
accaggtcag
tgccagattc
gccagaggat

tggaggaace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593



ES 2753950 T3

<400> 16

Arg Leu Ile Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu
1 5 10 15

Asp Asp Gln Ala Val Leu Thr Gln Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Pro
20 25 30

Gly Ala Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Arg Gly Ile Asn Val
35 40 45

Gly 2la Tyr Ser Ile Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Pro Pro
50 55 60

Gln Tyr Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ser Asp Lys Gln Gln Gly Ser
65 70 75 80

Gly Vval Ser Ser Arg Phe Ser Ala Ser Lys Asp Ala Ser Ala Asn Ala
88 90 95

Gly Ile Leu Leu Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr
100 105 110

Tyr Cys Met Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe Gly Gly Gly
115 120 125

Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
145 150 155 160

Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
165 170 175

Thr Val Ser Ser Tyr Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
180 185 190

Gly Leu Glu Trp Val Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Gly Thr
195 200 205

Thr Glu Tyr Ala Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
210 215 220

Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
225 230 235 240

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Gly Leu Arg Phe Tyr
245 250 255

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser Ser Gly
260 265 270

73



<210> 17
<211> 1593

Gly

Gln

Phe

305

Leu

Tyr

Ser

Thr

Ile

385

Ser

Gln

Thr

Asn

Leu

465

Ser

Gln

Arg

His

Gly

Pro

290

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala

370

Ser

Gly

Thr

val

Tyr

450

Ile

Gly

Pro

Trp

His
530

Gly

275

Gly

Lys

Trp

Ala

Asn

355

Val

Tyr

Gly

val

Thr

435

Pro

Gly

Ser

Glu

Val

515

His

Ser

Gly

Tyr

Val

Asp

340

Thr

Tyr

Trp

Gly

val

420

Leu

Asn

Gly

Leu

Asp

500

Phe

Glu

Ser

Ala

Ala

325

Ser

Ala

Tyr

Ala

Gly

405

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

485

Glu

Gly

ES 2753950 T3

val

Leu

Met

310

Arg

Val

Tyr

Cys

Tyr

320

Ser

Gln

Cys

val

Lys

470

Gly

Ala

Gly

Gln

Lys

295

Asn

Ile

Lys

Leu

Val

375

Trp

Gly

Glu

Gly

Gln

455

Phe

Gly

Glu

Gly

Leu
280

Leu

Trp

Arg

Asp

Gln

360

Arg

Gly

Gly

Proc

Ser

440

Gln

Leu

Lys

Tyr

Thr

520

val

Ser

val

Ser

Arg

345

Met

His

Gln

Gly

Ser

425

Ser

Lys

Ala

Ala

Tyr

505

Lys

74

Glu

Cys

Arg

Lys

330

Phe

Asn

Gly

Gly

Gly

410

Leu

Thr

Pro

Pro

Ala

490

Cys

Leu

Ser

Ala

Gln

315

Tyr

Thr

Asn

Asn

Thr

395

Ser

Thr

Gly

Gly

Gly

475

Leu

val

Thr

Gly

Ala

300

Ala

Asn

Ile

Leu

Phe

380

Leu

Gly

val

Ala

Gln

460

Thr

Thr

Leu

Val

Gly

285

Ser

Pro

Asn

Ser

Lys

365

Gly

val

Gly

Ser

vVal

445

Ala

Pro

Leu

Tzp

Leu

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

350

Thr

Asn

Thr

Gly

Pro

430

Thr

Pro

Ala

Ser

Tyr

510

His

525

Leu

Phe

Lys

Ala

335

Asp

Glu

Ser

vVal

Gly

415

Gly

Ser

Arg

Arg

Gly

495

Ser

His

val

Thr

Gly

320

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ser

400

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe

480

val

Asn

His
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<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> CEA x 12C x SA21

<400> 17

caggccgtge
acctgeacct
aagccaggga
ggctetggag
ttactecatet
agcggcgctt
tectggeggcy
ggcttggtce
agtagctact
ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca
tactggggce
cagctggtcg
gcageetetyg
aagggtttgg
gccgattecag
ctacaaatga
aacttcggta
gtcteccteag
gttgtgacte
ggctcctcga
ggtcaggcace
agattctcag
gaggatgagyg
ggaaccaaac

ctgtgggagg

tgactcagee
tgcgcagggy
gteccteoeocca
tcteccagecyg
ctgggeteoca
ctgcggtgtt
gcggctcegyg
agcctgggag
ggatgcactg
acaaagctaa
caagagatga
cggccecgtgta
aagggaccac
agtctggagy
gattcaccett
aatgggttge
tgaaagacag
acaacttgaa
atagctacat
gtggtggtagg
aggaacctte
ctggggctgt
ceegtggtet
gctecoetget
cagaatatta
tgactgtecct

acgaccatca

ES 2753950 T3

ggetteeccte
catcaatgtt
gtatctectg
ctteteotgea
gtetgaggat
cggcggaggg
tggtggtggt
gtccctgaga
ggtcecgecaa
tggtgggaca
ttcecaagaac
ttactgtgca
ggtcaccgte
aggattggtyg
caataagtac
tecgecataaga
gttcaccate
gactgaggac
atcctactgg
ttetggegge
actcaccgta
tacatctggc
aataggtggyg
tggaggcaag
ctgtgttcta
acggctgatce

tcaccatcat

totgeoatete
ggtgectaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtgc
ctctcectgtg
gctocaggga
acagaatacg
acgctgtate
agagataggg
teceteateceg
cagcctggag
gccatgaact
agtaaatata
tccagagatg
actgcegtgt
gcttactggg
ggcggeteoeg
tcacctggtg
aactacccaa
actaagttece
getgecctea
tggtacagca
gaggacatct

cat

75

ctggagcate
gtatatactg
cagactcaga
cttecggecaa
attactgtat
ccgtcectagg
agctggtcga
cagcgtctgg
aggggctgga
cegegtcetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gaggtggtgyg
ggtcattgaa
gggtecgeca
ataattatge
attcaaaaaa
actactgtgt
gccaagggac
gtggtggtgg
gaacagtcac
actgggtcca
tegecceegy
ccetetecagg
accgetgggt

gcectgeececag

agccagtctce
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcaccgtc
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagectgaga
ctactttgac
ctccgaggtg
actctcatgt
ggctecagga
aacatattat
cactgcetat
gagacatggg
totggtcacc
ttctcagact
actcacttgt
acaaaaacca
tactecetgee
ggtacagcca
gttcggtgga

atggggctge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593
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<210> 18
<211> 531
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> CEA x 12C x SA21

<400> 18

Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Ala

Ala

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Ser

Trp

val

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

Val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Leu

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Trp

Gly

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

Gly

val

Leu

Met

1e5

Phe

ES 2753950 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Ile

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Arg

Ala

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Asn

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

76

Leu

10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

90

val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Ala

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Asn

Ala

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

Gly

15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

val

Thr

Gly

175

Thr

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys

Lys

Gly

Gln

val

160

Leu

Glu



Tyr

Lys

Ala

225

Tyr

Gly

Gly

Lys

Trp

305

Ala

Asn

val

Tyr

Gly

385

val

Thr

Ala

Asn

210

val

Trp

Ser

Gly

Tyr

290

val

Asp

Thr

Tyr

Trp

370

Gly

Val

Leu

Ala

195

Thr

Tyr

Gly

Glu

Ser

275

Ala

Ala

Ser

Ala

Tyr

355

Ala

Gly

Thr

Thr

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Val

260

Leu

Met

Arg

Val

Tyr

340

Cys

Tyr

Ser

Gln

Cys
420

Val

Tyr

Cys

Gly

245

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

325

Leu

val

Trp

Gly

Glu

405

Gly

ES 2753950 T3

lys

Leu

Ala

230

Thr

Leu

Leu

Trp

Arg

310

Asp

Gln

Arg

Gly

Gly

390

Pro

Ser

Gly

Gln

215

Arg

Thr

Val

Ser

Val

285

Ser

Arg

Met

His

Gln

375

Gly

Ser

Ser

Arg

200

Met

Asp

Val

Glu

Cys

280

Arg

Lys

Phe

Asn

Gly

360

Gly

Gly

Leu

Thr

185

Phe

Asn

Arg

Thr

Ser

265

Ala

Gln

Tyr

Thr

Asn

345

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly
425

77

Thr

Ser

Gly

Val

250

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

330

Leu

Fhe

Leu

Gly

Val

410

Ala

Ile

Leu

Leu

235

Ser

Gly

Ser

Pro

Asn

315

Ser

Lys

Gly

val

Gly

395

Ser

Val

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

300

Tyr

Arg

Thr

Asn

Thr

380

Gly

Pro

Thr

Arg

205

Ala

Phe

Ser

Leu

Phe

285

Lys

Ala

Asp

Glu

Ser

365

val

Gly

Gly

Ser

130

Asp

Glu

Tyr

Gly

Val

270

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

350

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly
430

Asp

Asp

Phe

Gly

255

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

335

Thr

Ile

Ser

Gln

Thr

415

Asn

Ser

Thr

Asp

240

Gly

Pro

Asn

Glu

Tyr

320

Lys

ala

Ser

Gly

Thr

400

Val

Tyr



10

Pro Asn Trp
435

Gly Gly Thr
450

Ser Leu Leu
465

Glu Asp Glu

Val Phe Gly

Ile Cys Leu
515

His His His
530

<210> 19
<211> 1581
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> SA25 x CEA x 12C

<400> 19

Val

Lys

Gly

Ala

Gly

500

Pro

Gln

Phe

Gly

Glu

485

Gly

Arg

ES 2753950 T3

Gln

Leu

Lys

470

Tyr

Thr

Trp

Lys

Ala

455

Ala

Tyxr

Lys

Gly

Pro

440

Fro

Ala

Cys

Leu

Cys
520

Gly

Gly

Leu

vVal

Thr

505

Leu

78

Gln

Thr

Thr

Leu

490

val

Trp

Ala

Pro

Leu

475

Trp

Leu

Glu

Pro

Ala

460

Ser

Tyr

Arg

Asp

Arg

445

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp
525

Gly

Phe

Val

Asn

Ile

510

His

Leu

Ser

Gln

Arg

495

Glu

His

Ile

Gly

Pro
480

Trp

Asp

His
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gaggacatct
ccggcttcee
ggcatcaatg
cagtatctce
cgoettetetg
cagtotgagg
ttcggeggag
gotggtagtyg
aggtccctga
tgggtcecgee
aatggtggga
gattccaaga
tattactgtg
acggtcaccy
ggaggattgg
ttcaataagt
gctcgcataa
aggttcacca
aagactgagg
atatcctact
ggttctggeg
tcactcaccg
gttacatctg
ctaataggtg
cttggaggca
tactgtgtte

ctacatcatc

<210> 20
<211> 527
<212> PRT

<213> artificial

<220>

gectgeoccag
tctctgcatce
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggetga
ggaccaagtt
gttctgaggt
gactctecectg
aagctccagyg
caacagaata
acacgctgta
caagagatag
tctecctcate
tgcagcctygy
acgccatgaa
gaagtaaata
tcteccagaga
acactgccgt
gggcttactyg
gcggeggete
tatcacctgg
gcaactaccc
ggactaagtt
aggctgcect
tatggtacag

accatcatca

<223> SA25 x CEA x 12C

ES 2753950 T3

atggggetge
tcctggagca
cagtatatac
atcagactca
tgetteggee
ctattactgt
gaccgtecta
gcagetggte
tgcagcgtct
gaaggggcty
cgccgcegtet
tctteaaatg
ggggectacgg
cggaggtggt
agggtcattg
ctgggtecge
taataattat
tgattcaaaa
gtactactgt
gggccaaggg

cggtggtggt

tggaacagtc
aaactgggtc
cctegeocece
caccctcteca
caaccgetgg

t

ctgtgggagg
tcagccagtc
tggtaccage
gataagcage
aatgcaggga
atgatttgge
ggtggtggtg
gagtctgggg
ggattcacecg
gaatgggtag
gtgaaaggca
aacagcctga
ttctactttg
ggctcecgagy

aaactctcat
caggcteocag
gcaacatatt
aacactgect
gtgagacatg
actctggtca
ggttctcaga
acactcactt
caacaaaaac
ggtactcctg
ggggtacagc

gtgtteggtg

79

accaggecgt
tcacctgcac
agaagccagg
agggctctgy
ttttactecat
acagcggeoge
gttctggegg
gaggcttggt
tcagtagcta
gtttcattag
gattcaccat
gagccgagga
actactgggg
tgcagctggt
gtgecagectce
gaaagggttt
atgccgattc
atctacaaat
ggaacttegg
ccgtctecte
ctgttgtgac
gtggctcctc
caggtcaggc
ccagattctc
cagaggatga

gaggaaccaa

gctgactcag
cttgcgcagg
gagtcctece
agtctcecage
ctctgggete
ttetgeggtyg
cggeggetec
ccagoctggg
ctggatgcac
aaacaaagct
ctcaagagat
cacggcegtg
ccaagggace
cgagtctgga
tggattcacc
ggaatgggtt
agtgaaagac
gaacaacttg
taatagctac
aggtggtggt
tcaggaacct
gactggggct
accccgtggt
aggctcectg
ggcagaatat

actgactgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1581



<400> 20

Glu

val

Ser

Ile

Arg

&5

A]’_‘g

Asp

Leu

Leu

Tyr

50

Tyr

Phe

Ile

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Cys

Gln

20

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

ES 2753950 T3

Pro

Ala

Leu

Gln

Ser

70

Lys

Arg

Ser

Arg

Lys

55

Asp

Asp

Trp

Leu

Arg

40

Pro

Lys

Ala

Gly

Ser

25

Gly

Gly

Gln

Ser

80

Cys

10

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala
90

Leu

Ser

Asn

Pro

Gly

75

Asn

Trp

Pro

val

Pro

60

Ser

Ala

Glu

Gly

Gly

45

Gln

Gly

Gly

Asp

Ala

30

Ala

Tyr

val

Tle

Gln

15

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

80

Leu



Ile

Trp

val

Ser

145

Arg

Tyr

Val

Ala

Thr

225

Tyxr

Gly

Glu

Ser

Ala

305

Ala

Ser

Ser

Hisg

Leu

130

Glu

Ser

Trp

Gly

Ser

210

Leu

Tyr

Gln

val

Leu

290

Met

Arg

val

Gly

Ser

115

Gly

val

Leu

Met

Phe

195

Val

Tyr

Cys

Gly

Gln

275

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

100

Gly

Gly

Gln

Arg

His

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Thr

260

Leu

Leu

Trp

Arg

Asp
340

Gln

Ala

Gly

Leu

Leu

1€5

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

245

Thr

val

Ser

val

Ser

325

Arg

ES 2753950 T3

Ser

Ser

Gly

val

150

Ser

Val

Asn

Arg

Met

230

Asp

Val

Glu

Cys

Arg

310

Lys

Phe

Glu

Ala

Ser

135

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

215

Asn

Arg

Thr

Ser

Ala

295

Gln

Tyr

Thr

Asp

Val

120

Gly

Ser

Ala

Gln

Ala

200

Thr

Ser

Gly

Val

Gly

280

Ala

Ala

Asn

Ile

Glu

105

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

185

Asn

Ile

Leu

Leu

Ser

265

Gly

Ser

Pro

Asn

Ser
345

81

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

170

Pro

Gly

Ser

Axrg

Arg

250

Ser

Gly

Gly

Gly

Tyr

330

Arg

Asp

Gly

Gly

Gly

155

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

235

Fhe

Ser

Leu

Fhe

Lys

315

Ala

Asp

Tyr

Gly

Ser

140

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

220

Glu

Tyr

Gly

Val

Thr

300

Gly

Thr

Asp

Tyr

Thr

125

Gly

val

Thr

Gly

Thr

205

Asp

Asp

Phe

Gly

Gln

285

Phe

Leu

Tyr

Ser

Cys

110

Lys

Gly

Gln

val

Leu

190

Glu

Ser

Thr

Asp

Gly

270

Pro

Asn

Glu

Tyr

Lys
350

Met

Leu

Gly

Pro

Ser

175

Glu

Tyr

Lys

aAla

Tyr

255

Gly

Gly

Lys

Trp

Ala

335

AsSn

Ile

Thr

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Ala

Asn

Val

240

Trp

Ser

Gly

Tyr

Val

320

Asp

Thr
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Ala Tyr Leu
355

Tyr Cys Val
370

Ala Tyr Trp
385

Gly Ser Gly

Thr Gln Glu

Thr Cys Gly
435

Trp Val Gln
450

Thr Lys Phe
465

Leu Gly Gly

Glu Ala Glu

Gly Gly Gly
515

<210> 21
<211> 1581
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> CEA x 12C x SA25

<400> 21

Gln

Arg

Gly

Gly

Pro

420

Ser

Gln

Leu

Lys

Tyr

500

Thr

Met

His

Gln

Gly

405

Ser

Ser

Lys

Ala

Ala

485

Tyr

Lys

ES 2753950 T3

Asn

Gly

Gly

390

Gly

Leu

Thr

Pro

Pro

470

Ala

Cys

Leu

Asn

Asn

375

Thr

Ser

Thr

Gly

Gly

455

Gly

Leu

vVal

Thr

Leu

360

Phe

Leu

Gly

Val

Ala

440

Gln

Thr

Thr

Leu

Val
520

Lys

Gly

Val

Gly

Ser

425

val

Ahla

Pro

Leu

Trp

505

Leu

82

Thr

Asn

Thr

Gly

4190

Pro

Thr

Pro

Ala

Ser

490

Tyr

His

Glu

Ser

Val

395

Gly

Gly

Ser

Arg

Arg

475

Gly

Ser

His

Asp

Tyr

380

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

460

Phe

Val

Asn

His

Thr

365

Ile

Ser

Gln

Thr

Asn

445

Leu

Ser

Gln

Arg

His
525

Ala

Ser

Gly

Thr

Val

430

Tyr

Tle

Gly

Pro

Trp

510

His

val

Tyr

Gly

val

415

Thr

Pro

Gly

Ser

Glu

495

val

His

Tyr

Trp

Gly

400

val

Len

Asn

Gly

Leu

480

Asp

Phe
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caggcegtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctctggag
ttactecatct
agcggogett
tetggeggeyg
ggcttggtce
agtagctact
ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca
tactggggee
cagctggteg
gcagcetetg
aagggtttgg
gccgattecag
ctacaaatga
aacttcggta
gtctcctcag
gttgtgacte
ggctcectega
ggtcaggcac
agattectcag
gaggatgagg
ggaaccaaac

gaccatcate

tgactcagecec
tgogcagggy
gtactaccca
toteccageeg
ctgggctecea
ctgcggtgtt
gcggctcegy
agcctgggag
ggatgcactyg
acaaagctaa
caagagatga
cggccgtgta
aagggaccac
agtctggagg
gattcacctt
aatgggttge
tgaaagacag
acaacttgaa
atagctacat
gtggtggtgy
aggaacctte
ctggggctgt
cccgtggtet
goeteccetget
cagaatatta
tgactgtecct

accatcatca

<210> 22
<211> 527
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> CEA x 12C x SA25

ES 2753950 T3

ggctteeccte
catcaatgtt
gtatectectyg
cttectetgea
gtetgaggat
cggcggaggg
tggtggtggt
gtccctgaga
ggtccgcocaa
tggtgggaca
ttccaagaac
ttactgtgca
ggtcacegte
aggattggtg
caataagtac
tegecataaga
gttcaccate
gactgaggac
atcctactgg
ttctggegge
actcaccgta
tacatctgge
aataggtggg
tggaggcaag
ctgtgttcta
agaggacatc

t

tetgeatcte
ggtgeoctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
ctctcecctgtg
gcteocaggga
acagaatacg
acgctgtate
agagataggg
tacteateey
cagcctggag
gecatgaact
agtaaatata
tccagagatg
actgccgtgt
gecttactggg
ggcggcteeg
tcacctggtg
aactacccaa
actaagttcc
getgeccteoa
tggtacagca

tgcctgecca

83

ctggageate
gtatatactg
cagactcaga
ctteggecaa
attactgtat
ccgtcctagg
agctggtcga
cagcgtctgg
aggggctgga
ccgegtetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gaggtggtgg
ggtcattgaa
gggtccgeca
ataattatge
attcaaaaaa
actactgtgt
gccaagggac
gtggtggtgy
gaacagtcac
actgggtcca
tcgeecceegy
ccctetcagyg
accgctgggt

gatggggctg

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtetggggga
attcaccgtc
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagcctgaga
ctactttgac
atecagaggty
actctecatgt
ggctccagga
aacatattat
cactgcetat
gagacatggyg
tectggtcace
ttctcagact
actcacttgt
acaaaaacca
tactcctgee
ggtacagcca
gtteggtgga

cetgtgggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1581



ES 2753950 T3

<400> 22

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

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

Tyr Ser Ile Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Pro Pro Gln Tyr
35 40 45

Leu Ieu Arg Tyr Lys Ser Asp Ser Asp Lys Gln Gln Gly Ser Gly Val
50 55 60

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

Leu Leu Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
85 90 95

Met Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105 110

Leu Thr Val Leu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
115 120 125

Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
130 135 140

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr val
145 150 155 160

Ser Ser Tyr Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly lLys Gly Leu
165 170 175

Glu Trp Val Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Gly Thr Thr Glu
180 185 190

Tyr Ala Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser
195 200 205

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
210 215 220

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Gly Leu Arg Phe Tyr Phe Asp
225 230 235 240

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ser Gly Gly Gly
245 250 255

Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
260 265 270

Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asn
275 280 285

84



Lys

Trp

305

Ala

Asn

Val

Tyr

Gly

385

Val

Thr

Pro

Gly

Ser

465

Glu

Vval

Pro

<210> 23
<211> 1602
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Tyr

290

Val

Asp

Thr

Tyr

Trp

370

Gly

Val

Leu

Asn

Gly

450

Leu

Asp

Phe

Arg

Ala

Ala

Ser

Ala

Tyr

355

aAla

Gly

Thr

Thr

Trp

435

Thr

Leu

Glu

Gly

Trp
515

Met

Arg

Val

Tyr

340

Cys

Tyr

Ser

Gln

Cys

420

val

Lys

Gly

Ala

Gly

500

Gly

Asn

Ile

Lys

325

Leu

val

Trp

Gly

Glu

405

Gly

Gln

Phe

Gly

Glu

485

Gly

Cys

ES 2753950 T3

Trp

Arg

310

Asp

Gln

Arg

Gly

Gly

390

Pro

Ser

Gln

Leu

Lys

470

Tyr

Thr

Leu

Val

295

Ser

Arg

Met

His

Gln

375

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

455

Ala

Tyr

Lys

Trp

Arg

Lys

Phe

Asn

Gly

360

Gly

Gly

Leu

Thr

Pro

440

Pro

Ala

Cys

Leu

Glu
520

Gln

Tyr

Thr

Asn

345

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly

425

Gly

Gly

Leu

val

Thr

505

Asp

85

Ala

Asn

Ile

330

Leu

Phe

Leu

Gly

val

410

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu

490

val

His

Pro

Asn

315

Ser

lys

Gly

val

Gly

395

Ser

vVal

Ala

Pro

Leu

475

Trp

Leu

His

Gly

300

Tyr

Arg

Thr

Asn

Thr

380

Gly

Pro

Thr

Pro

Ala

460

Ser

Tyr

Glu

His

Lys

Ala

Asp

Glu

Ser

365

Val

Gly

Gly

Ser

Arg

445

Arg

Gly

Ser

Asp

His
525

Gly

Thr

Asp

Asp

350

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly

430

Gly

Phe

val

Asn

Ile

510

His

Leu

Tyr

Ser

335

Thr

Ile

Ser

Gln

Thr

415

Asn

Leun

Ser

Gln

Arg

495

Cys

His

Glu

Tyr

320

Lys

Ala

Ser

Gly

Thr

400

val

Tyr

Ile

Gly

Pro
480

Trp

Leu



ES 2753950 T3

<223> SA08 x CEA x 12C

<400> 23
cagggcctga tcggcgacat ctgcctgecec agatgggget gectgtgggg cgactcegtg 60
aaacaggccg tgctgactca gccggcttec ctctctgcat ctcctggage atcagccagt 120
ctcacctgea ccocttgegeag gggecatcaat gttggtgect acagtatata ctggtaccag 180
cagaagccag ggagtcctee ccagtatcte ctgaggtaca aatcagacte agataagceag 240
cagggctctg gagtctccag ccgettctet gecatccaaag atgettcgge caatgcaggg 300
attttactca tctctggget ccagtectgag gatgaggectg actattactg tatgatttgg 360
cacagcggeg cttoctgeggt gtteggegga gggaccaagt tgaccgtect aggtggtggt 420
ggttctggeg gcggcggcte cggtggtggt ggttctgagg tgcagctggt cgagtctggg 480
ggaggettgg tecageococtgg gaggtoectg agactetecot ghtgeagegte tggattcacce 540
gtecagtaget actggatgea ctgggtecge caagetccag ggaaggggcet ggaatgggta 600
ggtttcatta gaaacaaagc taatggtggg acaacagaat acgccgcgtc tgtgaaaggce 660
agattcacca tctcaagaga tgattccaag aacacgctgt atcttcaaat gaacagectg 720
agagccgagg acacggccgt gtattactgt gecaagagata gggggctacg gttctacttt 780
gactactggg gccaagggac cacggtcacc gtctcoctcat ccggaggtgg tggectecgag 840
gtgcagetgg tegagtetgg aggaggattg gtgcagecectg gagggtcatt gaaactctea 300
tgtgcagect ctggattcac cttcaataag tacgecatga actgggtecg cecaggetcoca 960
ggaaagggtt tggaatgggt tgetoegeata agaagtaaat ataataatta tgcaacatat 1020
tatgccgatt cagtgaaaga caggttcacc atctcocagag atgattcaaa aaacactgece 1080
tatctacaaa tgaacaactt gaagactgag gacactgecg tgtactactg tgtgagacat 1140
gggaacttcg gtaatagecta catatcctac tgggettact ggggccaagg gactctggtce 1200
accgtcteccot caggtggtgg tggttetgge ggeggcecgget ccggtggtgg tggttetcag 1260
actgttgtga ctcaggaacc ttcactcacc gtatcacctg gtggaacagt cacactecact 1320
tgtggectect cgactgggge tgttacatcet ggcaactace caaactgggt ccaacaaaaa 1380
ccaggtcagg caccccegtgg tctaataggt gggactaagt tcctegecce cggtactoet 1440
goecagattot caggcteocet goettggagge aaggetgecoe tcaccoctete aggggtacag 1500
ccagaggatg aggcagaata ttactgtgtt ctatggtaca gecaaccgetg ggtgtteggt 1560
ggaggaacca aactgactgt cctacatcat caccatcate at 1602

<210> 24

<211>534

<212> PRT

<213> artificial

86



<220>

<223> SA08 x CEA x 12C

<400> 24

Gln

Gly

Ala

Ile

Ser

65

Gln

Ala

Ala

Gly

Gly

145

Gly

Ser

Pro

Gly

Gly

Asp

Ser

Asn

50

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly

130

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Leu

Ser

Pro

35

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

115

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

195

Thr

Ile

Val

20

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

100

Tyr

Thr

Gly

Val

Thr

180

Gly

Thr

Gly

Lys

Ala

Ala

Tyr

Val

85

Ile

Cys

Lys

Gly

Gln

165

val

Leu

Glu

ES 2753950 T3

Asp

Gln

Ser

Tyr

Leu

70

Ser

Leu

Met

Leu

Gly

150

Pro

Ser

Glu

Tyr

Ile

Ala

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Leu

Ile

Thzr

135

Gly

Gly

Ser

Trp

Ala

Cys

Vval

Ser

40

Ile

Arg

Arg

Ile

Trp

120

Val

Ser

Arg

Tyr

Val

200

Ala

Leu

Leu

25

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser

105

His

Leu

Glu

Ser

Trp

185

Gly

Ser

87

Pro

10

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

90

Gly

Ser

Gly

val

Leu

170

Met

Phe

Val

Arg

Gln

Cys

Tyr

Ser

75

Ala

Leu

Gly

Gly

Gln

155

Arg

His

Ile

Lys

Trp

Pro

Thr

Gln

60

Asp

Ser

Gln

Ala

Gly

140

Leu

Leu

Trp

Arg

Gly

Gly

Ala

Leu

45

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser

125

Gly

Val

Ser

val

Asn

205

Arg

Cys

Ser

30

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

110

Ala

Ser

Glu

Cys

Arg

1%0

Lys

Phe

Leu

15

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

95

Asp

val

Gly

Ser

Ala

175

Gln

Ala

Thr

Trp

Ser

Gly

Gly

Gln

80

Ser

Glu

Phe

Gly

Gly

160

Ala

Ala

Asn

Ile



Ser

225

Arg

Arg

Ser

Gly

Gly

305

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asn

385

Thr

Gly

Pro

Thr

210

Arg

Ala

Phe

Ser

Lau

290

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

370

Ser

val

Gly

Gly

Ser
450

Asp

Glu

Tyr

Gly

275

val

Thr

Gly

Thr

Asp

355

Asp

Tyr

Ser

Ser

Gly

435

Gly

Asp

Asp

Phe

260

Gly

Gln

Phe

Leu

Tyr

340

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln

420

Thr

aAsn

Ser

Thr

245

Asp

Gly

Pro

Asn

Glu

325

Tyr

Lys

Ala

Ser

Gly

405

Thr

Val

Tyr

ES 2753950 T3

Lys

230

Ala

Tyr

Gly

Gly

Lys

310

Trp

Ala

Asn

val

Tyr

390

Gly

val

Thr

Pro

215

Asn

Val

Trp

Ser

Gly

285

Tyr

Val

Asp

Thr

Tyr

375

Trp

Gly

Val

Leu

Asn
455

Thr

Tyr

Gly

Glu

280

Ser

Ala

Ala

Ser

Ala

360

Tyr

Ala

Gly

Thr

Thr

440

Trp

Leu

Tyr

Gln

265

val

Leu

Met

Arg

val

345

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Gln

425

Cys

val

88

Tyr

Cys

250

Gly

Gln

Lys

Asn

Ile

330

Lys

Leu

val

Trp

Gly

410

Glu

Gly

Gln

Leu

235

Ala

Thr

Leu

Leu

Trp

315

Arg

Asp

Gln

Arg

Gly

395

Gly

Pro

Ser

Gln

220

Gln

Arg

Thr

Val

Ser

300

Val

Ser

Arg

Met

His

380

Gln

Gly

Ser

Ser

Lys
460

Met

Asp

val

Glu

285

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

365

Gly

Gly

Gly

Leu

Thr

445

Pro

Asn

Arg

Thr

270

Ser

Ala

Gln

Tyr

Thr

350

Asn

Asn

Thr

Ser

Thr

430

Gly

Gly

Ser

Gly

255

val

Gly

Ala

Ala

Asn

335

Ile

Leu

Phe

Leu

Gly

415

Val

Ala

Gln

Leu

240

Leu

Ser

Gly

Ser

Pro

320

Asn

Ser

Lys

Gly

val

400

Gly

Ser

Val

Ala



10

Pro Arg Gly Leu
465

Ala Arg Phe Ser

Ser Gly Val Gln
500

Tyr Ser Asn Arg
515

His His His His
530

<210> 25
<211> 1575
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> SA21 x CEA x 12C HO

<400> 25

Ile

Gly

485

Pro

Trp

His

ES 2753950 T3

Gly
470

Ser

Gly

Leu

Glu Asp

Val

His

Phe

Thr

Leu

Glu

Gly
520

Lys

Gly

Ala

505

Gly

89

Phe

Gly

490

Glu

Gly

Leu Ala Pro Gly Thr Pro

475

480

Lys Ala Ala Leu Thr Leu

498

Tyr Tyr Cys Val Leu Trp

510

Thr Lys Leu Thr Vval
525

Leu



10

cggctgateg
gtgctgacte
accttgcgca
gyggagtocte
ggagtctcca
atcteotggge
gcttectgegg
ggcggegget
gtccagectg
tactggatge
agaaacaaag
atctcaagag
gacacggccg
ggccaaggga
gtegagteotg
tctggattea
ttggaatggg
tcagtgaaag
atgaacaact
ggtaatagct
tecaggtggty
actcaggaac
tcgactgggg
gcaccccgtg
tcaggctcece
gaggcagaat

aaactgactg

aggacatctg
agccggette
ggggcatcaa
cccagtatet
gccgcttcte
tccagtetga
tgttcggcegg
ccggtggtgg
ggaggtccct
actgggtceg
ctaatggtgg
atgattcocaa
tgtattactg
ccacggtcac
gaggaggatt
ccttcaataa
ttgctegeat
acaggttcac
tgaagactga
acatatccta
gtggttetgy
cttcactcac
ctgttacatc
gtctaatagg
tgcttggagg
attactgtgt

tecta

<210> 26
<211> 525
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> SA21 x CEA x 12C HO

ES 2753950 T3

cctgoccaga
cctetetgea
tgttggtgcece
cctgaggtac
tgcatccaaa
ggatgaggct
agggaccaag
tggttctgag
gagactctce
ccaagctcea
gacaacagaa
gaacacgetg
tgcaagagat
cgtctcectea
ggtgcagect
gtacgccatg
aagaagtaaa
catctccaga
ggacactgcc
ctgggcttac
cggceggegygce
cgtatcacct
tggcaactac
tgggactaag
caaggctgcc

tctatggtac

tggggetgec
teteoctggag
tacagtatat
aaatcagact
gatgcttcgg
gactattact
ttgaccgtce
gtgcagctgg
tgtgcagegt
gggaagggge
tacgcagegt
tatcttcaaa
agggggctac
tcecggaggtg
ggagggtcat
aactgggtcce
tataataatt
gatgattcaa
gtgtactact
tggggccaag
teeggtggtg
ggtggaacag
ccaaactggg
ttcectegece
ctcaccctet

agcaaccgcet

90

tgtgggagga
catcageccag
actggtacca
cagataagca
ccaatgcagg
gtatgatttg
taggtggtgg
tcgagtetgg
ctggattcac
tggaatgggt
ctgtgaaagy
tgaacagect
ggttctactt
gtggctcega
tgaaactcte
gecaggctoe
atgcaacata
aaaacactgc
gtgtgagaca
ggactctggt
gtggttetea
tcacactcac
tccaacaaaa
ccggtactce

caggggtaca

gggtgttegg

cgaccaggcc
tetcacetge
gcagaagcca
gcagggetet
gattttactc
gcacagceggce
tggttectgge
gggaggcttg
cgtcagtagce
aggttteatt
cagattcacc
gagagccegag
tgactactgg
ggtgcagctg
atgtgcagee
aggaaagggt
ttatgeegat
ctatctacaa
tgggaacttc
cacecgtcectee
gactgttgty
ttgtggctee
accaggtcag
tgccagattc
gccagaggat

tggaggaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1575



<400> 26

Arg

Asp

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

Leu

Asp

Ala

Ala

50

Tyr

Val

Ile

Cys

Ile

Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

Met
115

Glu

Ala

20

Ala

Ser

Leu

Ser

Leu

100

Ile

Asp

val

Ser

Ile

Arg

Arg

85

Ile

Trp

ES 2753950 T3

Ile

Leu

Leu

Tyr

Tyr

70

Phe

Ser

His

Cys

Thr

Thr

Trp

55

Lys

Ser

Gly

Ser

Leu

Gln

Cys

40

Tyr

Ser

Ala

Leu

Gly
120

Pro

Pro

25

Thr

Gln

Asp

Ser

Gln

105

Ala

91

Arg

10

Ala

Leu

Gln

Ser

Lys

90

Ser

Ser

Trp

Ser

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu

Ala

Gly

Leu

Arg

Pro

60

Lys

Ala

Asp

Val

Cys

Ser

Gly

45

Gly

Gln

Ser

Glu

Phe
125

Leu

Ala

30

Ile

Ser

Gln

Ala

Ala

110

Gly

Trp

15

Ser

Asn

Pro

Gly

Asn

95

Asp

Gly

Glu

Pro

val

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly



Thr

Gly

145

val

Thr

Gly

Thr

Asp

225

Asp

Phe

Gly

Gln

Phe

305

Leu

Tyr

Ser

Thr

Lys

130

Gly

Gln

val

Leu

Glu

210

Ser

Thr

Asp

Gly

Pra

290

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala
370

Leu

Gly

Pro

Ser

Glu

195

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Gly

275

Gly

Lys

Trp

Ala

Asn

355

val

Thr

Gly

Gly

Ser
180

Trp

Ala

Asn

Val

Trp

260

Ser

Gly

Tyr

Vval

Asp

340

Thr

Tyr

val

Ser

Arg

1€5

Tyr

val

Ala

Thr

Tyr

245

Gly

Glu

Ser

Ala

Ala

325

Ser

Ala

Tyr

ES 2753950 T3

Leu

Glu

150

Ser

Trp

Gly

Ser

Leu

230

Tyxr

Gln

val

Leu

Met

310

Arg

Val

Tyr

Cys

Gly

135

Val

Leu

Met

Phe

Val

215

Tyr

Cys

Gly

Gln

Lys

295

Asn

Ile

Lys

Leu

val
375

Gly

Gln

Arg

His

Ile

200

Lys

Leu

Ala

Thr

Leu

280

Leu

Trp

Arg

Asp

Gln

360

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

185

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

265

val

Ser

Val

Ser

Arg

345

Met

His

92

Gly

Val

Ser

170

val

Asn

Arg

Met

Asp

250

val

Glu

Cys

Arg

Lys

330

Phe

Asn

Gly

Ser

Glu

155

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn

235

Arg

Thr

Ser

Ala

Gln

315

Tyr

Thr

Asn

Asn

Gly

140

Ser

Ala

Gln

Ala

Thr

220

Ser

Gly

val

Gly

Ala

300

Ala

Asn

Ile

Leu

Phe
380

Gly

Gly

Ala

Ala

Asn

205

Ile

Leu

Leu

Ser

Gly

285

Ser

Pro

Asn

Ser

Lys

365

Gly

Gly

Gly

Ser

Pro

190

Gly

Ser

Arg

Arg

Ser

270

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

350

Thr

Asn

Gly

Gly

Gly

175

Gly

Gly

Arg

Ala

Phe

255

Ser

Leu

Phe

Lys

Ala

335

Asp

Glu

Ser

Ser

Leu

160

Phe

Lys

Thr

Asp

Glu

240

Tyr

Gly

val

Thr

Gly

320

Thr

Asp

Asp

Tyr



10

<210> 27
<211> 1575
<212> ADN

Ile

385

Ser

Gln

Thr

Asn

Leu

465

Ser

Gln

Arg

<213> artificial

<220>

Ser

Gly

Thr

val

Tyr

450

Ile

Gly

Pro

Trp

Tyr

Gly

val

Thr

435

Pro

Gly

Ser

Glu

val
515

Trp

Gly

val

420

Leu

Asn

Gly

Leu

Asp

500

Phe

<223> CEA x 12C x SA21 HO

<400> 27

Ala

Gly

405

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

485

Glu

Gly

ES 2753950 T3

Tyr

390

Ser

Gln

Cys

Val

Lys

470

Gly

Ala

Gly

Trp

Gly

Glu

Gly

Gln

455

Phe

Gly

Glu

Gly

Gly

Gly

Pro

Ser

440

Gln

Leu

Lys

Tyr

Thr
520

Gln

Gly

Ser

425

Ser

Lys

Ala

Ala

Tyr

505

Lys

93

Gly

Gly

410

Leu

Thr

Pro

Pro

Ala

490

Cys

Leu

Thr

395

Ser

Thr

Gly

Gly

Gly

475

Leu

val

Thr

Leu

Gly

val

Ala

Gln

460

Thr

Thr

Leu

val

Val

Gly

Ser

val

445

Ala

Pro

Leu

Trp

Leu
525

Thr

Gly

Pro

430

Thr

Pro

Ala

Ser

Tyr
510

val

Gly

415

Gly

Ser

Arg

Arg

Gly

495

Ser

Ser

400

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe

480

val

Asn



10

caggcegtge
acctgeacct
aagccaggga
ggctetggag
ttactcatct
ageggegett
tctggcggeg
ggcettggtcoe
agtagectact
ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca
tactggggee
cagctggteg
geagectetg
aagggtttgg
gacgattcag
ctacaaatga
aactteggta
gtetecteag
gttgtgacte
ggctectega
ggtcaggecac
agattctecag
gaggatgagg
ggaaccaaac

ctgtgggagg

<210> 28
<211> 525
<212> PRT

<213> artificial

<220>

tgactcagecec
tgcgcagggg
gtccteccea
tetecageeg
ctgggectceca
ctgeggtgtt
gcggctccgg
agectgggag
ggatgcactg

acaaagctaa
caagagatga
cggccgtgta
aagggaccac
agtctggagg
gattcacctt
aatgggttge
tgaaagacag
acaacttgaa
atagctacat
gtggtggtgg
aggaacctte
ctggggetgt
cecgtggtet
gotecoctget
cagaatatta
tgactgtcct

acgac

<223> CEA x 12C x SA21 HO

ES 2753950 T3

ggctteeccte
catcaatgtt
gtatctcctg
cttetetgea
gtctgaggat
cggcggagygg
tggtggtggt
gtecctgaga
ggtcegecaa

tggtgggaca

ttccaagaac
ttactgtgca
ggtcacegte
aggattggtg
caataagtac
togeataaga
gtteoaccate
gactgaggac
atecctactgg
ttetggegge
actcaccgta
tacatctgge
aataggtggg
tggaggcaag
ctgtgttcta

acggctgatc

tetgeatcte
ggtgcoctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tctgaggtge
cteteocetgtg

getccaggga

acagaatacg
acgctgtatc
agagataggg
tectecateeg
cagectggag
gecatgaact
agtaaatata
tocagagatg
actgcecgtgt
gettactggy
ggcggctceg
tcacctggtg
aactacccaa
actaagttce
getgecetea
tggtacagca

gaggacatct

94

ctggageate
gtatatactg
cagactcaga
ctteggecaa
attactgtat
ccogtcocctagg
agctggtcga
cagegtetgg
aggggctgga
ccgegtetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gaggtggtgg
ggtcattgaa
gggtccgcca
ataattatge
attcaaaaaa
actactgtgt
gocaagggac
gtggtggtgg
gaacagtecac
actgggteca
togococoagg
coctotcagg
accgctgggt

gcctgoccag

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcac
tggtggtggt
gtctggggga
attcacogte
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagcctgaga
ctactttgac
ctocgaggtyg
actcteatgt
ggctocagga
aacatattat
cactgectat
gagacatggg
tetggteace
ttctcagact
actcacttgt
acaaaaacca
tacteetgee
ggtacagcca
gtteggtgga

atggggctge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1575



<400> 28

Gln Ala val
1

Ser Ala Ser

Tyr Ser Ile
35

Leu Leu Arg
50

Leu

Leu

Tyr

Tyr

Thr

Thr

Trp

Lys

ES 2753950 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Pro

Thr

Gln

Asp
55

Ala Ser Leu Ser Ala

Leu Arg Arg Gly Ile

25

Gln Lys Pro Gly Ser

40

Ser Asp Lys Gln Gln

95

10

60

Ser Pro

Asn Val

Pro Pro

45

Gly Ser

Gly Ala

15

Gly Ala

Gln Tyr

Gly val



Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Glu

Tyr

Lys

Ala

225

Tyr

Gly

Gly

Lys

Trp
305

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Ser

Trp

Ala

Asn

210

Val

Trp

Ser

Gly

Tyr

290

val

Arg

Ile

Txp

val

115

Ser

Arg

Tyr

Val

Ala

135

Thr

Tyr

Gly

Glu

Ser

275

Ala

Ala

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Trp

Gly

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Vval

260

Leu

Met

Arg

Ser

Gly

85

Ser

Gly

val

Leu

Met

165

Phe

val

Tyr

Cys

Gly

245

Gln

Lys

Asn

Ile

ES 2753950 T3

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Ile

Lys

Leu

Ala

230

Thr

Leu

Leu

Trp

Arg
310

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Arg

Gly

Gln

215

Arg

Thr

val

Ser

val

295

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

val

Ser

vVal

Asn

Arg

200

Met

Asp

Val

Glu

Cys

280

Arg

Lys

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Glu

Cys

Arg

Lys

185

Phe

Asn

Arg

Thr

Ser

265

Ala

Gln

Tyr

96

Ala

Asp

a0

val

Gly

Ser

Ala

Gln

170

Ala

Thr

Ser

Gly

Val

250

Gly

Ala

Ala

Asn

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Asn

Ile

Leu

Leu

235

Ser

Gly

Ser

Fro

Asn
315

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

300

Tyr

Asn

Aszp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Gly

Arg

205

Ala

Phe

Ser

Len

Phe

285

Lys

Ala

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Thr

190

Asp

Glu

Tyr

Gly

val

270

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

val

Thr

Gly

175

Thr

Asp

Asp

Phe

Gly

255

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

val

160

Leu

Glu

Ser

Thr

Asp

240

Gly

Pro

Asn

Glu

Tyr
320



10

Ala

Asn

Val

Tyr

Gly

385

Val

Thr

Pro

Gly

Ser

465

Glu

Vval

Ile

<210> 29
<211> 1563
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Asp

Thr

Tyr

Trp

370

Gly

Val

Leu

Asn

Gly

450

Leu

Asp

Phe

Cys

Ser

Ala

Tyr

355

Ala

Gly

Thr

Thr

Trp

435

Thr

Leu

Glu

Gly

Leu
515

Val

Tyr

340

Cys

Tyr

Ser

Gln

Cys

420

Val

Lys

Gly

Ala

Gly

500

Pro

<223> SA25 x CEA x 12C HO

<400> 29

Lys

325

Leu

val

Trp

Gly

Glu

405

Gly

Gln

Phe

Gly

Glu

485

Gly

Arg

ES 2753950 T3

Asp

Gln

Arg

Gly

Gly

390

Pro

Ser

Gln

Leu

Lys

470

Tyr

Thr

Trp

Arg

Met

His

Gln

375

Gly

Ser

Ser

Lys

Ala

455

Ala

Tyr

Lys

Gly

Phe

Asn

Gly

360

Gly

Gly

Leu

Thr

Pro

440

Pro

Ala

Cys

Leu

Cys
520

Thr

Asn

345

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly

425

Gly

Gly

Leu

Val

Thr

505

Leu

97

Ile

330

Leu

Phe

Leu

Gly

Val

419

Ala

Gln

Thr

Thr

Leu

490

Val

Trp

Ser

lys

Gly

Val

Gly

395

Ser

Val

Ala

Pro

Leu

475

Trp

Leu

Glu

Arg

Thr

Asn

Thr

380

Gly

Pro

Thr

Pro

Ala

460

Ser

Tyr

Arg

Asp

Asp

Glu

Ser

365

Val

Gly

Gly

Ser

Arg

445

Arg

Gly

Ser

Leu

Asp
525

Asp

Asp

350

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly

430

Gly

Phe

Vval

Asn

Ile
510

Ser

335

Thr

Ile

Ser

Gln

Thr

415

Asn

Leu

Ser

Gln

Arg

495

Glu

Lys

Ala

Ser

Gly

Thr

400

Val

Tyr

Ile

Gly

Pro
480

Trp

Asp



10

gaggacatct
ccggcottoce
ggcatcaatg
cagtatctce
cgettetetg
cagtctgagg
tteggeggag
ggtggtggtyg
aggtcecctga
tgggtccgee
aatggtggga
gattccaaga
tattactgtg
acggtcaccg
ggaggattgg
ttcaataagt
getegeataa
aggttcacca
aagactgagg
atatcctact
ggttctggeg
tcactcaceg
gttacatctg
ctaataggtg
cttggaggca
tactgtgtte

cta

goctgeccag
tcototgeate
ttggtgccta
tgaggtacaa
catccaaaga
atgaggctga
ggaccaagtt
gttetgaggt
gactctcctg
aagctccagg
caacagaata
acacgetgta
caagagatag
tcteeteate
tgcagecetgg
acgccatgaa
gaagtaaata
tcteccagaga
acactgecegt
gggcttactg
gcggeggete
tatcacetgg
gcaactaceceo
ggactaagtt

aggctgeoect

tatggtacag

<210> 30
<211> 521
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> SA25 x CEA x I12C HO

ES 2753950 T3

atggggctge
toctggagea
cagtatatac
atcagactca
tgctteggee
ctattactgt
gaccgtecta
gcagctggte
tgcagcgtcect
gaaggggctg
cgceccgegtet
tettcaaatg
ggggctacgg
cggaggtggt
agggtcattg
ctgggtccge
taataattat
tgattcaaaa
gtactactgt
gggccaaggyg
cggtggtggt
tggaacagte
aaactgggtc
cctegeeceoe
caccctetea

caaccgetgg

ctgtgggagyg
tcagccagte
tggtaccage
gataagcagc
aatgcaggga
atgatttgge
ggtggtggtg
gagtctgyggg
ggattcaccg
gaatgggtag
gtgaaaggca
aacagcctga
ttctactttg
ggctcegagg
aaactcteoat
caggctccag
gcaacatatt
aacactgcct
gtgagacatg
actcoctggtca
ggttctcaga
acactcactt
caacaaaaac
ggtactectg
ggggtacage

gtgttcggtg

98

accaggeccgt
tcacctgeac
agaagccagg
agggctctgg
ttttactecat
acagcggage
gttctggegg
gaggcttggt
tcagtagcta
gtttcattag
gattcaccat
gagccgagga
actactgggg
tgcagctggt
gtgcagccte
gaaagggttt
atgcogatte
atctacaaat
ggaacttegg
cogtotocte
ctgttgtgac
gtggotacte
caggtecagge
ccagattete
cagaggatga

gaggaaccaa

gctgactcag
cttgcgecagy
gagtcctece
agtctccage
ctetgggete
ttetgeggty
cggeggcetece
ccagectggy
ctggatgcac
aaacaaagct
ctcaagagat
cacggccgtyg
ccaagggacc
cgagtctgga
tggattcace
ggaatgggtt
agtgaaagac
gaacaacttg
taatagctac
aggtggtggt
tcaggaacct
gactgggget
acccegtggt
aggcteoectyg
ggcagaatat

actgactgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563



<400> 30

Glu

val

Ser

Ile

Arg

65

Arg

Ile

Trp

Val

Ser

145

Arg

Tyr

val

Ala

Thr

225

Tyr

Asp

Leu

Leu

Tyr

50

Tyr

Phe

Ser

His

Leu

130

Glu

Ser

Trp

Gly

Ser

210

Leu

Tyr

Ile

Thr

Thr

35

Trp

Lys

Ser

Gly

Ser

115

Gly

val

Leu

Met

Phe

195

val

Tyr

Cys

Cys

Gln

20

Cys

Tyr

Ser

Ala

Leu

100

Gly

Gly

Gln

Arg

His

180

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

Thr

Gln

Asp

Ser

85

Gln

Ala

Gly

Leu

Leu

165

Trp

Arg

Gly

Gln

Arg

ES 2753950 T3

Pro

Ala

Leu

Gln

Ser

70

Lys

Ser

Ser

Gly

val

150

Ser

val

Asn

Arg

Met

230

Asp

Arg

Ser

Arg

Lys

55

Asp

Asp

Glu

Ala

Ser

135

Glu

Cys

Arg

Lys

Phe

215

Asn

Arg

Trp

Leu

Arg

40

Pro

Lys

Ala

Asp

Val

120

Gly

Ser

Ala

Gln

Ala

200

Thr

Ser

Gly

Gly

Ser

25

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu

105

Phe

Gly

Gly

Ala

Ala

185

Asn

Ile

Leu

Leu

99

Cys

10

Ala

Ile

Ser

Gln

Ala

90

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

170

Pro

Gly

Ser

Arg

Arg

Leu

Ser

Asn

Pro

Gly

75

Asn

Asp

Gly

Gly

Gly

155

Gly

Gly

Gly

Arg

Ala

235

Phe

Trp

Pro

val

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

Ser

140

Leu

Phe

Lys

Thr

Asp

220

Glu

Tyr

Glu

Gly

Gly

45

Gln

Gly

Gly

Tyr

Thr

125

Gly

val

Thr

Gly

Thr

205

Asp

Asp

Phe

Asp

Ala

Ala

Tyr

Val

Ile

Cys

110

Lys

Gly

Gln

Val

Leu

190

Glu

Ser

Thr

Asgp

Gln

15

Ser

Tyr

Leu

Ser

Leu

95

Met

Leu

Gly

Pro

Ser

175

Glu

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ala

Ala

Ser

Leu

Ser

80

Leu

Ile

Thr

Gly

Gly

160

Ser

Trp

Ala

Asn

val

240

Trp



<210> 31

Gly

Glu

Ser

Ala

305

Ala

Ser

Ala

Tyr

Ala

385

Gly

Thr

Thr

Trp

Thr

465

Leu

Glu

Gly

Gln

Val

Leu

290

Met

Arg

Val

Tyr

Cys

370

Tyr

Ser

Gln

Cys

Val

450

Lys

Gly

Ala

Gly

Gly

Gln

275

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

355

Vval

Trp

Gly

Glu

Gly

435

Gln

Phe

Gly

Glu

Gly
515

Thr

260

Leu

Leu

Trp

Arg

Asp

340

Gln

Arg

Gly

Gly

Pro

420

Ser

Gln

Leu

Lys

Tyr
500

Thr

245

Thr

val

Ser

val

Ser

325

Arg

Met

His

Gln

Gly

405

Ser

Ser

Lys

Ala

Ala
485

Tyr

Lys

ES 2753950 T3

Val

Glu

Cys

Arg

310

Lys

Phe

Asn

Gly

Gly

390

Gly

Leu

Thr

Pro

Pro

470

Ala

Cys

Leu

Thr

Ser

Ala

235

Gln

Tyr

Thr

Agn

Asn

375

Thr

Ser

Thr

Gly

Gly

455

Gly

Leu

val

Thr

Val

Gly

280

Ala

Ala

Asn

Ile

Leu

360

Phe

Leu

Gly

Vval

Ala

440

Gln

Thr

Thr

Leu

val
520

Ser

265

Gly

Ser

Pro

Asn

Ser

345

Lys

Gly

val

Gly

Ser

425

val

Ala

Pro

Leu

Trp
505

Leu

100

250

Ser

Gly

Gly

Gly

Tyr

330

Arg

Thr

Asn

Thr

Gly

410

Pro

Thr

Pro

Ala

Ser
430

Tyr

Ser

Leu

Phe

Lys

315

Ala

Asp

Glu

Ser

Val

395

Gly

Gly

Ser

Arg

Arg

475

Gly

Ser

Gly

Val

Thr

300

Gly

Thr

Asp

Asp

Tyr

380

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

460

Phe

Val

Asn

Gly

Gln

285

Phe

Leu

Tyr

Ser

Thr

365

Ile

Ser

Gln

Thr

Asn

445

Leu

Ser

Gln

Arg

Gly

270

Pro

Asn

Glu

Tyr

Lys

350

Ala

Ser

Gly

Thr

val

430

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp
510

255

Gly

Gly

Lys

Trp

Ala

335

Asn

Val

Tyr

Gly

Vval

415

Thr

Pro

Gly

Ser

Glu
495

vVal

Ser

Gly

Tyr

val

320

Asp

Thr

Tyr

Trp

Gly

400

Vval

Leu

Asn

Gly

Leu

480

Asp

Phe



10

<211> 1563
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> CEA x 12C x SA25 HO

<400> 31

caggcegtge
acctgcacct
aagccaggga
ggctetggag
ttactcatct
agoggeoegett
tetggeggeg
ggcttggtee
agtagctact
ttcattagaa
ttcacecatet
gocgaggaca
tactggggce
cagctggtcg
geagcetetg
aagggtttgg
gccgattcag
ctacaaatga
aacttcggta
gtctcoetecag
gttgtgacte
ggctcctaga
ggtcaggcac
agattctecag
gaggatgagg
ggaaccaaac

gac

tgactcagecec
tgcgoagggg
gtecteococa
tetecagecyg
ctgggetoca
ctgeggtgtt
geggetaegg
agactgyggay
ggatgcactg
acaaagctaa
caagagatga
cggecgtgta
aagggaccac
agtctggagg
gattcacectt
aatgggttge
tgaaagacag
acaacttgaa
atagctacat
gtggtggtgg
aggaacctte
ctggggetgt
caegtggtet
gctecectget
cagaatatta

tgactgtccet

ES 2753950 T3

ggcttecccte
catcaatgtt
gtatcteoctg
cttetatgea
gtetgaggat
cggcggagygyg
tggtggtyggt
gtecctgaga
ggtccgecaa
tggtgggaca
ttccaagaac
ttactgtgea
ggtcaccgte
aggattggtg
caataagtac
tageataaga
gttcaccatc
gactgaggac
atcctactgg
ttctggegge
actcacegta
tacatetgge
aataggtgygy
tggaggcaag
ctgtgttcta

agaggacatc

tectgecatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tcacaaagatg
gaggctgact
accaagttga
tatgaggtge
cteteoctgtyg
gctacaggga
acagaatacg
acgctgtate
agagataggg
tecteocatecg
cagecctggag
gecatgaact
agtaaatata
tccagagatg
actgecegtgt
gettactggg
ggcggetccg
tcacctggtg
aactacccaa
actaagttec
gctgcectea
tggtacageca

tgcectgeccea

101

ctggagecatce
gtatatactg
cagactcaga
ctteggecaa
attactgtat
cegbactagyg
agcetggtega
cagegtatygg
aggggctgga
ccgegtetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gaggtggtgg
ggtcattgaa
gggtccegoca
ataattatge
attcaaaaaa
actactgtgt
gccaagggac
gtggtggtgyg
gaacagtcac
actgggtceca
tegececeegy
cccteteagg

accgectgagt

gatggggctyg

agccagtctc
gtaccagecag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggcoac
taggtggtggt
gtetggggga
attcacegte
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagcctgaga
ctactttgac
ctcegaggtyg
actectecatgt
ggctecagga
aacatattat
cactgcctat
gagacatggg
teotggteace
ttctcagact
actcacttgt
acaaaaacca
tactectgee
ggtacagcca
gtteggtagga

cctgtgggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563
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<210> 32
<211> 521
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> CEA x 12C x SA25 HO

<400> 32

Gln

Ser

Tyr

Leu

Ser

65

Leu

Met

Leu

Gly

Pro

145

Ser

Ala

Ala

Ser

Leu

50

Ser

Leu

Ile

Thr

Gly

130

Gly

Ser

val

Ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Trp

val

115

Ser

Tyr

Leu

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

His

100

Leu

Glu

Ser

Trp

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

85

Ser

Gly

Val

Leu

Met
165

ES 2753950 T3

Gln

Cys

Tyr

Ser

Ala

70

Leu

Gly

Gly

Gln

Arg

150

His

Pro

Thr

Gln

AsSp

55

Ser

Gln

Ala

Gly

Leu

135

Leu

Trp

Ala

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

Ser

Gly

120

Val

Ser

Val

Ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

Ahla

105

Ser

Glu

Cys

Arg

102

Leu

10

Arg

Pro

Lys

Ala

Asp

20

val

Gly

Ser

Ala

Gln
170

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Glu

Phe

Gly

Gly

Ala

155

Ala

Ala

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

140

Ser

Pro

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

125

Gly

Gly

Gly

Pro

Val

Pro

Ser

Ala

Tyr

Gly

110

Ser

Leu

Phe

Lys

Gly

15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

95

Thr

Gly

Val

Thr

Gly
175

Ala

Ala

Tyr

val

Ile

80

Cys

Lys

Gly

Gln

val

160

Len



Glu

Tyr

Lys

Ala

225

Tyr

Gly

Gly

Lys

Trp

305

ala

Asn

Val

Tyr

Gly

385

val

Thr

Trp

Ala

Asn

210

val

Trp

Ser

Gly

Tyr

290

Val

Asp

Thr

Tyr

Trp

370

Gly

val

Leu

val

Ala

1395

Thr

Tyr

Gly

Glu

Ser

275

Ala

Ala

Ser

Ala

Tyr

355

Ala

Gly

Thr

Thr

Gly

180

Ser

Leu

Tyr

Gln

Val

260

Leu

Met

Arg

val

Tyr

340

Cys

Tyr

Ser

Gln

Cys
420

Phe

vVal

Tyr

Cys

Gly

245

Gln

Lys

Asn

Ile

Lys

325

Leu

val

Trp

Gly

Glu

405

Gly

ES 2753950 T3

Ile

Lys

Leu

Ala

230

Thr

Leu

Leu

Trp

Arg

310

Asp

Gln

Arg

Gly

Gly

330

Pro

Ser

Arg

Gly

Gln

215

Arg

Thr

Val

Ser

Val

2%5

Ser

Arg

Met

His

Gln

375

Gly

Ser

Ser

Asn

Arg

200

Met

Asp

val

Glu

Cys

280

Arg

Lys

Phe

Asn

Gly

360

Gly

Gly

Leu

Thr

Lys

185

Phe

Asn

Arg

Thr

Ser

265

Ala

Gln

Tyr

Thr

Asn

345

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly
425

103

Ala

Thr

Ser

Gly

val

250

Gly

Ala

Ala

Asn

Ile

330

Leu

Phe

Leu

Gly

Val

4190

Ala

Asn

Tle

Leu

Leu

235

Ser

Gly

Ser

Pro

Asn

315

Ser

Lys

Gly

Val

Gly

395

Ser

val

Gly

Ser

Arg

220

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

300

Tyr

Arg

Thr

Asn

Thr

380

Gly

Pro

Thr

Gly

Arg

205

Ala

Phe

Ser

Leu

Ehe

285

Lys

Ala

Asp

Glu

Ser

365

val

Gly

Gly

Ser

Thr

190

Asp

Glu

Tyr

Gly

Val

270

Thr

Gly

Thr

Asp

Asp

350

Tyr

Ser

Ser

Gly

Gly
430

Thr

Asp

Asp

Phe

Gly

255

Gln

Phe

Leu

Tyr

Ser

335

Thr

Ile

Ser

Gln

Thr

415

AsSn

Glu

Ser

Thr

Asp

240

Gly

Pro

Asn

Glu

Tyr

320

Lys

Ala

Ser

Gly

Thr

400

Vval

Tyr



10

Pro Asn

Gly Gly
450

Ser Leu
465

Glu Asp

val Phe

Pro Arg

<210> 33
<211> 1584
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Trp

435

Thr

Leu

Glu

Gly

Trp
815

Val

Lys

Gly

Ala

Gly

500

Gly

<223> SA08 x CEA x 12C HO

<400> 33

Gln

Phe

Gly

Glu

485

Gly

Cys

ES 2753950 T3

Gln

Leu

Lys

470

Tyr

Thr

Leu

Lys

Ala

455

Ala

Tyr

Lys

Trp

Pro

440

Pro

Ala

Cys

Leu

Glu
520

Gly

Gly

Leu

val

Thr

505

Asp

104

Gln

Thr

Thr

Leu

490

val

Ala

Pro

Leu

475

Trp

Leu

Pro

Ala

460

Ser

Tyr

Glu

Arg

445

Arg

Gly

Ser

Asp

Gly

Phe

Vval

Asn

Ile
510

Leu

Ser

Gln

Arg

495

Cys

Ile

Gly

Pro
480

Trp

Leu



10

cagggcctga
aaacaggeccg
ctecacectgea
cagaagccag
cagggctctg
attttactca
cacagcgygcg
ggttctggeg
ggaggcttogg
gtcagtaget
ggtttcatta
agattcacca
agagccgagyg
gactactggg
gtgcagetgg
tgtgcagecect
ggaaagggtt
tatgccgatt
tatctacaaa
gggaacttcg
accgtctcct
actgttgtga
tgtggctcct
ccaggteagg
gccagattct
ccagaggatg

ggaggaacca

<210> 34
<211> 528
<212> PRT

<213> artificial

<220>

teggcgacat
tgctgactea
ccttgegeag
ggagtccteo
gagtcteocag
tctotggget
cttctgecggt
gcggeggcte
tccageetgg
actggatgea
gaaacaaagc
tctcaagaga
acacggeccegt
gccaagggac
tcgagtetgg
ctggattcac
tggaatgggt
cagtgaaaga
tgaacaactt
gtaatagcta
caggtggtgg
ctcaggaacc
cgactgggge
cacccegtgg
caggctecct
aggcagaata

aactgactgt

<223> SA08 x CEA x 12C HO

ES 2753950 T3

ctgectgeee
geeggettee
gggcatcaat
ccagtatcte
cogettetet
ccagtctgag
gttcggegga
cggtggtggt
gaggtcecctg
ctgggtecge
taatggtggg
tgattccaag
gtattactgt
cacggtcace
aggaggattg
cttcaataag
tgetegeata
caggttcacc
gaagactgag
catatcctac
tggttctgge
ttcactcacc
tgttacatct
tctaataggt
gcttggagge
ttactgtgtt

ccta

agatgggget
ctecteotgeat
gttggtgecet
ctgaggtaca
gcatccaaag
gatgaggetyg
gggaccaagt
ggttetgagy
agactctecet
caagctccag
acaacagaat
aacacgctgt
gcaagagata
gtetecteat
gtgcagecctg
tacgccatga
agaagtaaat
atctccagag
gacactgccg
tgggcttact
ggcggegget
gtatcacctg
ggcaactacc
gggactaagt
aaggctgecc

ctatggtaca

105

gcctgtgggy
cteotggage
acagtatata
aatcagactc
atgctteogge
actattactg
tgaccgtcect
tgcagctggt
gtgcagegte
ggaaggggct
acgccgcgte
atcttcaaat
gggggctacg
ceggaggtgg
gagggtcatt
actgggtecyg
ataataatta
atgattcaaa
tgtactactg
ggggccaagg
ccggtggtgy
gtggaacagt
caaactgggt
tectegeece
tcaccctete

gcaaccgctyg

cgactcegtg
atcagcecagt
ctggtaccag
agataagcag
caatgcaggg
tatgatttgg
aggtggtggt
cgagtctggg
tggattcacc
ggaatgggta
tgtgaaaggc
gaacagcctg
gttctacttt
tggcteegag
gaaactctca
ccaggctcca
tgcaacatat
aaacactgcc
tgtgagacat
gactctggtc
tggttctcag
cacactcact
ccaacaaaaa
cggtactect
aggggtacag

ggtgttcggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1584



<400> 34

Gln

Gly

Ala

Ile

Ser

65

Gln

Ala

Gly

Asp

Ser

Asn

50

Pro

Gly

Asn

Leu

Ser

Pro

35

Val

Pro

Ser

Ala

Ile

Val

20

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly
100

Gly

Lys

Ala

Ala

Tyr

val

85

Ile

ES 2753950 T3

Asp

Gln

Ser

Tyr

Leu

70

Ser

Leu

Ile

Ala

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Leu

Cys

Val

Ser

40

Ile

Arg

Arg

Ile

Leu

Leu

25

Leu

Tyr

Tyr

Phe

Ser
105

106

Pro

10

Thr

Thr

Trp

Lys

Ser

90

Gly

Arg

Gln

Cys

Tyr

Ser

75

Ala

Leu

Trp

Pro

Thr

Gln

60

Asp

Ser

Gln

Gly

Ala

Leu

45

Gln

Ser

Lys

Ser

Cys

Ser

Arg

Lys

Asp

Asp

Glu
110

Leu

15

Leu

Arg

Pro

Lys

Ala

95

Asp

Trp

Ser

Gly

Gly

Gln

Ser

Glu



Ala

Gly

Gly

145

Gly

Ser

Pro

Gly

Ser

225

Arg

Arg

Ser

Gly

Gly

305

Gly

Tyr

Arg

Asp

Gly

130

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

210

Arg

Ala

Fhe

Ser

Leu

290

Phe

Lys

Ala

Asp

Tyr

115

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

195

Thr

Asp

Glu

Tyr

Gly

275

Val

Thr

Gly

Thr

Asp
355

Tyr

Thr

Gly

val

Thr

180

Gly

Thr

Asp

Asp

Phe

260

Gly

Gln

Phe

Leu

Tyr

340

Ser

Cys

Lys

Gly

Gln

165

val

Leu

Glu

Ser

Thr

245

Asp

Gly

Pro

Asn

Glu

325

Tyr

Lys

ES 2753950 T3

Met

Leu

Gly

150

Pro

Ser

Glu

Tyr

Lys

230

Ala

Tyr

Gly

Gly

Lys

310

Trp

Ala

AsSn

Ile

Thr

135

Gly

Gly

Ser

Trp

Ala

215

Asn

Val

Trp

Ser

Gly

295

Tyr

Val

Asp

Thr

Trp

120

Val

Ser

Arg

Tyr

Val

200

Ala

Thr

Tyr

Gly

Glu

280

Ser

Ala

Ala

Ser

ala
360

His

Leu

Glu

Ser

Trp

185

Gly

Ser

Leu

Tyr

Gln

265

Val

Len

Met

Arg

val

345

Tyr

107

Ser

Gly

val

Leu

170

Met

Phe

Val

Tyr

Cys

250

Gly

Gln

Lys

Asn

Ile

330

Lys

Leu

Gly

Gly

Gln

155

Arg

His

Ile

Lys

Leu

235

Ala

Thr

Leu

Leu

Trp

315

Arg

Asp

Gln

Ala

Gly

140

Leu

Leu

Trp

Arg

Gly

220

Gln

Aryg

Thr

Val

Ser

300

val

Ser

Arg

Met

Ser

125

Gly

Val

Ser

val

Asn

205

Arg

Met

Asp

val

Glu

285

Cys

Arg

Lys

Phe

Asn
365

Ala

Ser

Glu

Cys

Arg

190

Lys

Phe

Asn

Arg

Thr

270

Ser

Ala

Gln

Tyr

Thr

350

Asn

val

Gly

Ser

Ala

175

Gln

Ala

Thr

Ser

Gly

255

Val

Gly

Ala

Ala

Asn

335

Ile

Leu

Phe

Gly

Gly

160

aAla

Ala

Asn

Ile

Leu

240

Leu

Ser

Gly

Ser

Pro

320

Asn

Ser

Lys
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Thr Glu Asp Thr
370

Asn
385

Thr Val

Ser Tyr

Ile

Ser Ser

Gly Gly Ser Gln

420

Pro Gly Gly Thr

Thr

435

Ser Gly Asn

450

Pro Arg Gly Leun

465

Ala Arg Phe

Ser Gly Val

Tyr

<210> 35
<211> 1584
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Ser

Gln
500

Ser Asn Arg

515

<223> CEA x 12C x SA08 HO

<400> 35

caggcegtge
acctgcacct
aagccaggga

ggctctggag

ttactcatct

agcggegett

tgactcagecec
tgcgcagggyg
gtcctcocccca
tctecageeg
ctgggctoca

ctgeggtgtt

ES 2753950 T3

Ala Val Tyr

375

Ser Tyr Trp

390

Gly Gly Gly
405

Thr Val Val

val Thr Leu

Tyr Pro Asn
455

Ile Gly Gly
470

Gly Ser Leu

485

Pro Glu Asp

Trp Val Phe

ggctteeccte
catcaatgtt
gtatctecctg
cttetctgea
gtoetgaggat

cggcggagygyg

Tyr

Ala

Gly

Cys Val

Tyr Trp Gly Gln

Ser Gly Gly Gly

Arg His
380

395

410

Thr
425

Thr
440

Cys

Trp Val

Thr

Lys

Leu

Gln Glu Pro

Gly

Gln GIln Lys

Phe Leu Ala

Ser

Ser Ser

Gly

Gly

Leu

Gly Asn Phe

Thr Leu

Ser Gly

4158

Thr Val
430

Thr Gly Ala

445

460

475

490

Glu 2la Glu Tyr

505

Gly
520

tetgeatcte
ggtgcctaca
aggtacaaat
tccaaagatg
gaggctgact
accaagttga

108

Gly Gly Thr Lys

Tyr

Pro

Pro

Cys Vval

Leu

Gly Gln

Gly Thr

Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr

495

Leu
510

Thr val

525

ctggageate
gtatatactg
cagactcaga
cttcggececaa
attactgtat

cagtoctagg

agccagtctc
gtaccagcag
taagcagcag
tgcagggatt
gatttggecac

tggtggtggt

Gly

val

400

Gly

Ser

val

Ala

Pro

480

Leu

Trp

Leu

60

120

180

240

300

360
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tetggeggeyg
ggcttggtce
agtagetact
ttcattagaa
ttcaccatct
gccgaggaca
tactggggce
cagctggteg
geagcetetg
aagggtttgg
gccgattcag
ctacaaatga
aactteggta
gtctcecteag
gttgtgacte
ggeteoetega
ggtcaggcac
agattctcag
gaggatgagg
ggaaccaaac

tgecectgtggg

gcggctcegyg
agcctgggag
ggatgcactg
acaaagctaa
caagagatga
cggecgtgta
aagggaccac
agtctggagg
gattcacctt
aatgggttge
tgaaagacag
acaacttgaa
atagctacat
gtggtggtgg
aggaacctte
ctggggetgt
ccegtggtet
gctccctget
cagaatatta
tgactgtect

gcgactecegt

ES 2753950 T3

tggtggtggt
gtccctgaga
ggtcoegecaa
tggtgggaca
ttecaagaac
ttactgtgca
ggtcacecgte
aggattggtg
caataagtac
tcgecataaga
gttcaccatc
gactgaggac
atcctactgg
ttetggogge
actcaccgta
tacatctgge
aataggtggg
tggaggcaag
ctgtgttcta
acagggectg

gaaa

tectgaggtge
ctctectgtg
getecaggga
acagaatacg
acgectgtate
agagataggg
tocteatceg
cagcctggag
gccatgaact
agtaaatata
tccagagatg
actgcegtgt
gettactggg
ggeggcetecg
toacotggtyg
aactacccaa
actaagttec
gctgccctca
tggtacagca

ateggegaca

<210> 36
<211> 549
<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> CEA x 12C x SA08 HO

<400> 36

109

agctggtecga
cagcgtctgg
aggggctgga
ccgoegtetgt
ttcaaatgaa
ggctacggtt
gaggtggtgg
ggtcattgaa
gggtccgeca
ataattatgce
attcaaaaaa
actactgtgt
geccaagggac
gtggtggtgg
gaacagteac
actgggteca
tegeccocgg
ccctctcagyg
accgctgggt

tetgectgee

gtctggggga
attcaccgtc
atgggtaggt
gaaaggcaga
cagectgaga
ctactttgac
ctcegaggtg
actctcatgt
ggcteocagga
aacatattat
cactgcctat
gagacatggg
tctggteace
ttcotcagact
actcacttgt
acaaaaacca
tacteoctgec
ggtacagcca
gttcggtgga

cagatgggge

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1584



ES 2753950 T3

Gln Gly Leu Ile Gly Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10 15

Gly Asp Ser Val Lys Gln Ala Val Leu Thr Gln Pro Ala Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Pro Gly Ala Ser Ala Ser Leu Thr Cys Thr Leu Arg Arg Gly
35 40 45

Ile Asn Val Gly Ala Tyr Ser Ile Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
50 55 60

Ser Pro Pro Gln Tyr Leu Leu Arg Tyr Lys Ser Asp Ser Asp Lys Gln
65 70 75 80

Gln Gly Ser Gly Val Ser Ser Arg Phe Ser Ala Ser Lys Asp Ala Ser
85 90 95

Ala Agsn Ala Gly Ile Leu Leu Ile Ser Gly Leu Gln Ser Glu Asp Glu
100 105 110

Ala Asp Tyr Tyr Cys Met Ile Trp His Ser Gly Ala Ser Ala Val Phe
115 120 125

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
130 135 140

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
145 150 155 160

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
165 170 175

Ser Gly Phe Thr Val Ser Ser Tyr Trp Met His Trp Val Arg Gln 2la
180 185 190

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Gly Phe Ile Arg Asn Lys Ala Asn
195 200 205

Gly Gly Thr Thr Glu Tyr Ala Ala Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Tle
210 215 220

Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu
225 230 235 240

Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Arg Gly Leu
245 250 255

Arg Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser
260 265 270

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln lLeu Val Glu Ser Gly Gly
275 280 285

Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys ARla Ala Ser

110



<210> 37
<211>5
<212> PRT

Gly

305

Gly

Tyr

Arg

Thr

Asn

385

Thr

Gly

Pro

Thr

Pro

465

Ala

Ser

Tyr

Gln

Gly
545

290

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

370

Ser

val

Gly

Gly

Ser

450

Arg

Arg

Gly

Ser

Gly
530

Asp

Thr Phe Asn

Gly Leu Glu
325

Thr Tyr Tyr
340

Asp Ser Lys
355

Asp Thr Ala

Tyr Ile Ser

Ser Ser Gly
405

Ser Gln Thr
420

Gly Thr Val
435

Gly Asn Tyr

Gly Leu Ile

Phe Ser Gly
485

Val Gln Pro
500

Asn Arg Trp
515

Leu Ile Gly

Ser vVal Lys

ES 2753950 T3

Lys

310

Trp

Ala

Asn

val

Tyr

390

Gly

val

Thr

Pro

Gly

470

Ser

Glu

Val

Asp

295

Tyr

Val

Asp

Thr

Tyr

375

Gly

Vval

Leu

Asn

455

Gly

Leu

Asp

Phe

Ile
535

Ala

Ala

Ser

Ala

360

Tyr

Ala

Gly

Thr

Thr

440

Trp

Thr

Leu

Glu

Gly

520

Cys

Met

Arg

val

345

Tyr

Cys

Tyr

Ser

Gln

425

Cys

val

Lys

Gly

Ala

505

Gly

Leu

111

Asn

Ile

330

Lys

Leu

val

Trp

Gly

410

Glu

Gly

Gln

Fhe

Gly

430

Glu

Gly

Pro

Trp

315

Arg

Asp

Gln

Arg

Gly

395

Gly

Pro

Ser

Gln

Leu

475

Lys

Tyr

Thr

Arg

300

Val

Ser

Arg

Met

His

380

Gln

Gly

Ser

Ser

Lys

460

Ala

Ala

Tyr

Lys

Trp
540

Arg

Lys

Phe

Asn

365

Gly

Gly

Gly

Leu

Thr

445

Pro

Pro

Ala

Cys

Leu

525

Gly

Gln

Tyr

Thr

350

Asn

Asn

Thr

Ser

Thr

430

Gly

Gly

Gly

Leu

Val

510

Thr

Cys

Ala

Asn

335

Ile

Leu

Phe

Leu

Gly

415

Val

Ala

Gln

Thr

Thr

495

Leu

Val

Leu

Pro

320

Asn

Ser

Lys

Gly

Val
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<213> artificial

<220>

<223> extremo N de CD3humana

<400> 37

Gln Asp Gly Asn Glu
1 5
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo biespecifico monocatenario que comprende al menos tres dominios de unién, en donde

(a) el primer dominio de unién se une a albumina de suero de primate humano y no humano, comprende SEQ
ID Nos. 2, 4 0 6, y esta situado en el extremo N del segundo dominio de unién;

(b) el segundo dominio de unién se une a una molécula de la superficie celular sobre una célula de primate
humano y no humano, en donde la molécula superficial es un antigeno de tumor;y

(c) el tercer dominio de unién se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T sobre una célula de
primate humano y no humano,

en donde los tres dominios estan consecutivamente en una cadena de polipéptidos en el orden desde el extremo N
hasta el extremo C

« el primer dominio de union;
* el segundo dominio de union;y
« el tercer dominio de unién.

2. El anticuerpo biespecifico segun la reivindicaciéon 1, en donde al menos uno de los dominios de unién es un scFv
0 anticuerpo de un solo dominio.

3. El anticuerpo biespecifico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en donde el anticuerpo biespecifico
comprende uno 0 mas polipéptidos heterdlogos adicionales.

4. El anticuerpo biespecifico segun cualquiera de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
(a) el segundo dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo; y/o
(b) el tercer dominio de unién comprende una cadena VL y VH derivada de anticuerpo.

5. El anticuerpo biespecifico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el tercer dominio de unién que
se une al complejo de receptor de CD3 de linfocitos T se une a un epitope de cadena CD3e humana y de Callithrix
jacchus, Saguinus oedipus o Saimiri sciureus, en donde el epitope es parte de una secuencia de aminodacidos
comprendida en el grupo que consiste en GIn-Asp-Gly-Asn-Glu-Glu-Met-Gly-Gly-lle-Thr-GiIn-Thr-Pro-Tyr-Lys-Val-
Ser-lle-Ser-Gly-Thr-Thr-Val-lle-Leu-Thr, GIn-Asp-Gly-Asn-Glu-Glu-Met-Gly-Asp-Thr-Thr-Gln-Asn-Pro-Tyr-Lys-Val-
Ser-lle-Ser-Gly-Thr-Thr-Val-Thr-Leu-Thr,  GIn-Asp-Gly-Asn-Glu-Glu-Met-Gly-Asp-Thr-Thr-GIn-Asn-Pro-Tyr-Lys-Val-
Ser-lle-Ser-Gly-Thr-Thr-Val-Thr-Leu-Thr, y GIn-Asp-Gly-Asn-Glu-Glu-lle-Gly-Asp-Thr-Thr-GIn-Asn-Pro-Tyr-Lys-Val-
Ser-lle-Ser-Gly-Thr-Thr-Val-Thr-Leu-Thr, y comprende al menos la secuencia de aminoacidos GIn-Asp-Gly-Asn-Glu
(SEQ ID NO: 37).

6. El anticuerpo biespecifico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por una secuencia de
aminoacidos como se representa en SEQ ID NOs: 8, 12, 16, 20, 24, 26, 30 o 34.

7. Una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia que codifica un anticuerpo biespecifico como se define
en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos como se define en la reivindicacion 7.

9. Una célula hospedadora transformada o transfectada con la secuencia de acidos nucleicos como se define en la
reivindicacién 7 o con el vector como se define en la reivindicacién 8.

10. Un proceso para la produccion de un anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
comprendiendo dicho proceso cultivar una célula hospedadora como se define en la reivindicaciéon 9 en condiciones
que permiten la expresion del anticuerpo biespecifico como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
y recuperar el anticuerpo biespecifico producido del cultivo.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, o producido segun el proceso de la reivindicacién 6.

12. El anticuerpo biespecifico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o producido segun un método de la
reivindicacién 10 para su uso en la prevencion, el tratamiento o la mejora de una enfermedad seleccionada del grupo
que consiste en una enfermedad proliferativa, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad infecciosa y una
enfermedad autoinmunitaria.

13. Un kit que comprende un anticuerpo biespecifico como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6
0 producido segun un método de la reivindicacion 10, una molécula de acido nucleico como se define en la
reivindicaciéon 7, un vector como se define en la reivindicacién 8, o una célula hospedadora como se define en la
reivindicacién 9.
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Figura 3
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