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DESCRIPCION
Constructos de anticuerpos multiespecificos

La presente divulgacion se refiere a ciertos constructos de anticuerpos multiespecificos, formulaciones farmacéuticas
que comprenden el constructo, ADN que codifica los constructos y vectores que las comprenden. La divulgacion
también se extiende a un método para expresar los constructos, por ejemplo, en una célula huésped y métodos para
formularlas como una composicion farmacéutica. La divulgacion también se refiere al uso de los constructos y
formulaciones de anticuerpos multiespecificos en un tratamiento.

Existen diversas metodologias para generar anticuerpos biespecificos, muchos de los cuales se basan en un formato
originalmente descrito por Morrison et al (Coloma y Morrison 1997, Nat Biotechnol. 15, 159-163) que implican la fusion
de una cadena de fragmentos variables individual (scFv) a anticuerpos completos, por ejemplo, IgG, o a fragmentos
de anticuerpos, por ejemplo, Fab o F(ab'),.

El documento US2010/081796 describe anticuerpos biespecificos que tienen el formato Ig-dsscFv2. El documento
W02012/025530 describe anticuerpos biespecificos que tienen el formato Ig-dsFv que comprende solo un fragmento
dsFv unido al terminal C de la cadena pesada de la Ig de longitud completa.

El documento US2008/0050370 describe ciertas moléculas de anticuerpos biespecificos que comprenden scFv
'estabilizados'. Las moléculas de este tipo tienen buena afinidad de unién por los antigenos para los que son
especificos y no se produce una oclusion significativa de los sitios de unién a antigeno en el formato. Los dominios V4
y V. de los scFv utilizados en tales moléculas biespecificas se mantienen unidos mediante enlaces peptidicos. Sin
embargo, para ciertas combinaciones de dominios variables Vy y V|, los enlaces peptidicos no pueden conferir
suficiente estabilidad al scFv, lo que da como resultado 'respiracion' de dominio variable y emparejamiento
intermolecular promiscuo con dominios variables y, por lo tanto, una tendencia de las moléculas a formar multimeros
durante la expresion y postpurificacion a través de la porcion Fv de cadena sencilla del mismo.

Los presentes inventores han redisefiado las moléculas de anticuerpos multiespecificos en cuestioén para proporcionar
moléculas de anticuerpos con una funcionalidad equivalente, al tiempo que minimizan la agregacion durante la
expresion y la postpurificacion, lo que facilita el aumento del rendimiento del material "monomérico" obtenido y
proporciona moléculas después de la purificacion, concentracion y formulacion de estabilidad adecuada para su uso
en el tratamiento.

Por lo tanto, en un aspecto, La presente divulgacion proporciona una molécula de anticuerpo multiespecifico que
comprende o consiste en:

a) una cadena polipeptidica de formula (1):

Vu-CH1-CH2-CH3-X~(V1)p;

y

b) una cadena polipeptidica de formula (l1):

Vi-CL-Y-(V2)q;

en donde:

Vu representa un dominio variable de cadena pesada;

CHy representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 1 de la misma;
CH> representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 2 de la misma;
CHjs representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 3 de la misma;
X representa un enlace o enlazador;

Y representa un enlace o enlazador;

V4 representa un dsFv;

V| representa un dominio variable, por ejemplo, un dominio variable de cadena liviana;

CL representa un dominio de una region constante, por ejemplo, un dominio de region constante de cadena liviana,
como Ckappa;

V> representa un dsFv;
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p representa 0 o 1;

qrepresenta 0o 1;

en donde almenosunodepoqges 1,y
cuandopes1,qges0eY esta ausente, y
cuandoges 1, p es 0y X estad ausente, y

cuando q es 1y Vz es un dsFv, el dominio VL de V- esta unido a Y, y la molécula se proporciona como dimero con
dos cadenas pesadas de formula (l) y dos cadenas livianas asociadas de formula (Il).

En una realizacion, p es 1, V4 es dsFv y q es 0 y hay al menos dos cadenas de polipéptidos de formula (1), por ejemplo,
como un formato de anticuerpo de longitud completa con dos cadenas pesadas (de férmula (1)) y dos cadenas livianas
(de férmula (l1)) ensambladas en una molécula en forma de Y.

En una realizacioén, se proporciona una molécula de anticuerpo multiespecifico, que comprende o que consiste en:
a) una cadena polipeptidica de formula (la):
Vu-CH1-CH2-CH3-X-V7;
b) una cadena polipeptidica de formula (lla):
Vi-Ci;
en donde:
VH, CH4, CHy, CHs, X, Vi, CLy V1son como se definieron anteriormente.

Cuando V1 en el polipéptido de formula (la) es un dsFv, el anticuerpo multiespecifico comprendera un tercer polipéptido
que codifica el dominio V4 o V libre correspondiente que no esta unido a X. Este "dominio variable libre" generalmente
sera comun en ambas cadenas pesadas y se une al dominio variable unido a X en virtud del enlace disulfuro. Por lo
tanto, aunque el dominio variable real fusionado o unido mediante X al polipéptido puede ser diferente en las dos
cadenas pesadas en la forma de un "anticuerpo de longitud completa”, los dominios variables libres emparejados con
el mismo generalmente seran idénticos entre si. Tipicamente, el dominio variable fusionado o unido por X al resto del
polipéptido sera idéntico en ambas cadenas pesadas del dimero.

En una realizacion, se proporciona un dimero que comprende dos polipéptidos de formula (I) en el que V4 en cada
polipéptido es idéntico, y opcionalmente comprende ademas dos polipéptidos de formula (11).

En una realizacioén, se proporciona una molécula de anticuerpo multiespecifico, que comprende o que consiste en:
a) una cadena polipeptidica de formula (Ib):

Vu-CH1-CH3-CHj;

y

b) una cadena polipeptidica de formula (lIb):

Vi-Ci-Y-Vy;

en donde:

Vh, CH4, CHy, CH3, Y, Vi, C, Y y V2 son como se definieron anteriormente.

Cuando V; en el polipéptido de formula (llb) es un dsFv, el anticuerpo multiespecifico comprendera un tercer
polipéptido que codifica el dominio V4 o V. libre correspondiente que no esta unido a Y. Este "dominio variable libre"
sera comun en ambas cadenas livianas y se une al dominio variable unido a Y en virtud del enlace disulfuro. Por lo
tanto, aunque el dominio variable real fusionado o unido mediante Y al polipéptido puede ser diferente en las dos
cadenas livianas en la forma de un "anticuerpo de longitud completa", los dominios variables libres emparejados con
el mismo generalmente seran idénticos entre si. Tipicamente, el dominio variable fusionado o unido por X al resto del
polipéptido sera idéntico en ambas cadenas livianas del dimero.

En una realizacién donde p es 0, X esta ausente. En una realizacion donde q es 0, Y esta ausente.

Ventajosamente, las moléculas de anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion minimizan la cantidad de
agregacion observada después de la purificacién y maximizan la cantidad de monémero en las formulaciones del
constructo a concentraciones farmacéuticas, por ejemplo, el monémero puede ser 50%, 60%, 70% o 75% o mas, tal
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como que 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% o mas de la proteina purificada esta presente como "monémero".
Descripcion detallada de la invencion

"Anticuerpo multiespecifico" como se emplea en el presente documento se refiere a una molécula de anticuerpo como
se describe en el presente documento que tiene dos o mas dominios de unién, por ejemplo, dos o tres dominios de
union.

En una realizacion, el constructo de anticuerpo es un anticuerpo triespecifico.

"Anticuerpo triespecifico" tal como se emplea en el presente documento se refiere a una molécula de anticuerpo con
tres sitios de unién a antigeno, que se pueden unir independientemente el mismo o diferentes antigenos.

En una realizacién, el constructo es un anticuerpo biespecifico.

La "molécula biespecifica" tal como se emplea en el presente documento se refiere a una molécula con dos sitios de
unién a antigeno, que pueden unirse al mismo o diferentes antigenos.

En una realizacion, todos los dominios se unen al mismo antigeno, incluida la unién del mismo epitopo en el antigeno
o la unioén de diferentes epitopos en el antigeno.

En una realizacion, hay tres dominios de unién y cada uno de los tres dominios de unién se unen a antigenos diferentes
(distintos).

En una realizacion, hay tres dominios de unién y dos dominios de unién se unen al mismo antigeno, incluida la union
del mismo epitopo o epitopos diferentes en el mismo antigeno, y el tercer dominio de unién se une a un antigeno
diferente (distinto).

En una realizacion, la molécula de anticuerpo multiespecifico de la presente divulgacion tiene solo dos sitios de union
a antigeno. Se apreciara que cuando la molécula de anticuerpo multiespecifico se dimeriza de modo que hay cuatro
sitios de unién a antigeno, estos tipicamente solo se uniran a dos antigenos diferentes. Asi, en una realizacion, hay
cuatro dominios de union de los cuales un par de dominios de unién se unen a un antigeno y el otro par de dominios
de unién se unen a un segundo antigeno diferente.

El "sitio de unién al antigeno”, como se emplea en el presente documento, se refiere a una porcién de la molécula,
que comprende un par de regiones variables, en particular un par cognado, que interactian especificamente con el
antigeno diana.

Los dominios de unién como se emplean aqui incluyen un anticuerpo de dominio tnico, es decir, una region variable
y sitios de unién a antigeno.

"Especificamente”, como se emplea en el presente documento, pretende referirse a un sitio de unién que solo reconoce
el antigeno al que es especifico o un sitio de unién que tiene una afinidad de unidn significativamente mayor al antigeno
al cual es especifico en comparacion con la afinidad a los antigenos a los que no es especifico, por ejemplo, 5, 6, 7,
8, 9, 10 veces mayor afinidad de unién.

La afinidad de union puede medirse mediante un ensayo estandar, por ejemplo, resonancia de plasmoén superficial, tal
como BlAcore.

La "proteina" tal como se emplea en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoacidos de 100
aminoacidos o mas. En una realizacion, una "proteina" tal como se emplea aqui se refiere a una secuencia de
aminoacidos con una estructura secundaria o terciaria. En una realizacién, una proteina no es tanto el nimero de
aminoacidos que comprende la secuencia basica, sino que esta dictada por el nivel de estructura secundaria y/o
terciaria, plegamiento, en la molécula.

El término "anticuerpo” tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de inmunoglobulina capaz
de unirse especificamente a un antigeno diana, tal como un carbohidrato, polinucleétido, lipido, polipéptido, péptido,
etc., a través de al menos un sitio de reconocimiento de antigeno (también referido como un sitio de unién en el
presente documento), ubicado en la regién variable de la molécula de inmunoglobulina.

Como se usa en el presente documento, "molécula de anticuerpo” incluye anticuerpos y fragmentos de unién de los
mismos.

Los "fragmentos de anticuerpos” tal como se emplean aqui se refieren a fragmentos de unién a anticuerpos que
incluyen, pero no se limitan a Fab, Fab modificado, Fab', Fab' modificado, F(ab'),, Fv, anticuerpos de dominio Unico,
anticuerpos scFv, bi, tri o tetravalentes, Bis-scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y fragmentos de unién a
epitopos de cualquiera de los anteriores (véase, por ejemplo, Holliger and Hudson, 2005, Nature Biotech. 23(9): 1126-
1136; Adair and Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217). Los métodos para crear y fabricar estos
fragmentos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Verma et al 1998, Journal of
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Immunological Methods, 216: 165-181). Otros fragmentos de anticuerpos para su uso en la presente divulgacion
incluyen los fragmentos Fab y Fab' descritos en las solicitudes de patentes internacionales WO05/003169,
WO05/003170 y WOO05/003171. Los anticuerpos multivalente pueden comprender multiples especificidades, por
ejemplo, biespecificos o pueden ser monoespecificos (véase por ejemplo W092/22853, WO05/113605,
W0O2009/040562 y WO2010/035012).

Un "fragmento de unién" como se emplea en el presente documento se refiere a un fragmento capaz de unirse a un
péptido o antigeno diana con suficiente afinidad para caracterizar el fragmento como especifico para el péptido o
antigeno.

El término "fragmento Fab", como se usa en el presente documento, se refiere a un fragmento de anticuerpo que
comprende un fragmento de cadena liviana que comprende un dominio VL (variable liviana) y un dominio constante
de una cadena liviana (CL), y un dominio VH (variable pesado) y un primer dominio constante (CH1) de una cadena
pesada. Un fragmento Fab generalmente no comprende una region de bisagra, mientras que un Fab' comprende una
region de bisagra.

Los dominios de region constante de una molécula de anticuerpo de la presente divulgacion pueden seleccionarse
teniendo en cuenta la funcidon propuesta de la molécula de anticuerpo, y en particular las funciones efectoras que
pueden requerirse. Por ejemplo, los dominios de region constante pueden ser dominios humanos IgA, IgD, IgE, IgG o
IgM. En particular, se pueden usar dominios de region constante de IgG humana, especialmente de los isotipos IgG1
e IgG3 cuando la molécula de anticuerpo esta destinada a usos terapéuticos y se requieren funciones efectoras de
anticuerpos. Alternativamente, los isotipos IgG2 e IgG4 pueden usarse cuando la molécula de anticuerpo esta
destinada a fines terapéuticos y no se requieren funciones efectoras de anticuerpos.

En una realizacion, los dominios constantes empleados en los constructos de la presente divulgacion son un isotipo
IgG, por ejemplo, seleccionado independientemente de IgG1, 19G2, IgG3, IgG4 y combinaciones de los mismos, en
particular el isotipo IgG1 o 1IgG4.

Se apreciara que también se pueden usar variantes de secuencia de estos dominios de regién constante. Por ejemplo,
las moléculas de IgG4 en las que la serina en la posicién 241 se ha cambiado a prolina como se describe en Angal et
al. 1993, Molecular Immunology, 1993, 30: 105-108. Por consiguiente, en la realizacién donde el anticuerpo es un
anticuerpo 1gG4, el anticuerpo puede incluir la mutacion S241P.

Un experto en la materia también entendera que los anticuerpos pueden sufrir una variedad de modificaciones
postraduccion. El tipo y el alcance de estas modificaciones a menudo dependen de la linea celular huésped utilizada
para expresar el anticuerpo, asi como de las condiciones de cultivo. Dichas modificaciones pueden incluir variaciones
en la glucosilacion, oxidacion de metionina, formacion de dicetopiperazina, isomerizacion de aspartato y desamidacion
de asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida de un residuo basico carboxi-terminal (como lisina o arginina)
debido a la accion de las carboxipeptidasas (como se describe en Harris, RJ. Journal of Chromatography 705: 129-
134, 1995). En consecuencia, la lisina C-terminal de la cadena pesada del anticuerpo puede estar ausente.

Cuando V; es un dsFv en los compuestos de la presente divulgacion, sera evidente para una persona experta en la
técnica que el polipéptido de formula (1) (u otra férmula como se describe en el presente documento) incluye un Unico
dominio variable (un componente de V1) unido a través de un enlace disulfuro a un dominio variable que es parte de
un polipéptido fusionado de formula (I).

Cuando V7 es un dsFv en los compuestos de la presente divulgacion, sera evidente para una persona experta en la
técnica que el polipéptido de formula (1) (u otra férmula como se describe en el presente documento) incluye un Unico
dominio variable (un componente de V3) unido a través de un enlace disulfuro a un dominio variable que es parte de
un polipéptido fusionado de formula (1).

El polipéptido de fusion como se emplea aqui es una cadena de polipéptidos continua, que en general comprende
componentes que no se encuentran juntos de forma natural, por ejemplo, preparados por técnicas recombinantes.

En una realizacion, la molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la presente divulgacion se proporciona
como un dimero de una cadena pesada y liviana de:

Formula (1) y (Il) respectivamente, en donde la porciéon Vy-CH4 junto con la porcion V -C, forman un fragmento Fab o
Fab' funcional; o

Formula (Ia) y (lla) respectivamente, en donde la porcién Vy-CHj junto con la porcion V -C, forman un fragmento Fab
o Fab' funcional; o

Formula (Ib) y (lIb) respectivamente, en donde la porcién Vy-CHj junto con la porcion V -C, forman un fragmento Fab
o Fab' funcional.

En otra realizacion, la molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la presente divulgacion se proporciona
como un tetramero que comprende dimeros 2X de una cadena pesada y liviana de:
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Férmula (1) y (1) respectivamente, en donde la porcion Vy-CH1-CH2-CHs junto con la porcion V -Cy, por ejemplo, forman
una IgG funcional; o

Férmula (la) y (lla) respectivamente, en donde la porcion Vy-CH4-CH2-CHs junto con la porcion Vi -C., por ejemplo,
forman una IgG funcional; o

Férmula (Ib) y (lIb) respectivamente, en donde la porciéon Vy-CH1-CH2-CHjs junto con la porcion Vi -Ci forman una IgG
funcional.

V4 representa un dominio variable, por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada. En una realizacion, Vy
representa un dominio variable de cadena pesada. En una realizacion, Vy es un dominio variable quimérico, es decir,
comprende componentes derivados de al menos dos especies, por ejemplo, un marco humano y CDR no humanos.
En una realizacion, V4 es humanizado En una realizacién, el V4 es humano.

V_ representa un dominio variable, por ejemplo, un dominio variable de cadena liviana. En una realizacion, V.
representa un dominio variable de cadena liviana. En una realizacién, V. es un dominio variable quimérico, es decir,
comprende componentes derivados de al menos dos especies, por ejemplo, un marco humano y CDR no humanos.
En una realizacion, V. es humanizado En una realizacion, el V. es humano.

En general, V4 y V| juntos forman un dominio de unién a antigeno. En una realizacion, Vy y Vi forman un par cognado.

El "par cognado" tal como se emplea en el presente documento se refiere a un par de dominios variables a partir de
un Unico anticuerpo, que se generd in vivo, es decir, el emparejamiento natural de los dominios variables aislados de
un huésped. Un par cognado es, por lo tanto, un par Vy y VL. En un ejemplo, el par cognado se une al antigeno
cooperativamente. Los pares cognados pueden ser ventajosos porque a menudo tienen afinidad madurada en el
huésped y, por lo tanto, pueden tener una alta afinidad por el antigeno al que son especificos.

La "region variable" tal como se emplea en el presente documento se refiere a la regidon en una cadena de anticuerpos
que comprende las CDR y un marco, en particular un marco adecuado.

Las regiones variables para uso en la presente divulgacion generalmente se derivaran de un anticuerpo, que puede
generarse mediante cualquier método conocido en la técnica.

"Derivado de" tal como se emplea en el presente documento se refiere al hecho de que la secuencia empleada o una
secuencia muy similar a la secuencia empleada se obtuvo del material genético original, tal como la cadena liviana o
pesada de un anticuerpo.

Un "derivado de un dominio natural" como se emplea en el presente documento pretende referirse a donde uno, dos,
tres, cuatro o cinco aminoacidos en una secuencia natural se han reemplazado o eliminado, por ejemplo, para
optimizar las propiedades del dominio tal como mediante la eliminacion de propiedades indeseables pero en el que se
retienen los rasgos caracterizantes del dominio. Ejemplos de modificaciones son aquellas para eliminar sitios de
glicosilacion, anclajes GPI o lisinas expuestas a solventes. Estas modificaciones se pueden lograr reemplazando los
residuos de aminoacidos relevantes con una sustitucién conservadora de aminoacidos.

En una realizacidon, las moléculas de anticuerpo de la presente divulgacion o sus componentes de
anticuerpo/fragmento se procesan para proporcionar una afinidad mejorada por un antigeno o antigenos diana. Dichas
variantes pueden obtenerse mediante una serie de protocolos de maduracién por afinidad, incluida la mutacién de las
CDR (Yang et al. J. Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), la combinacién de cadenas (Marks et al Bio/Technology, 10, 779-
783, 1992), uso de cepas mutantes de E. coli (Low et al. J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), mezcla de ADN (Patten et
al. Curr. Opin. Biotechnol 8, 724-733, 1997), exhibicion de fagos (Thompson et al J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y
PCR sexual (Crameri et al Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al (supra) discuten estos métodos de maduracion
por afinidad.

"Altamente similar" como se emplea en el presente documento pretende referirse a una secuencia de aminoacidos
que en toda su longitud es 95% similar o mas, tal como 96, 97, 98 0 99% similar.

Las regiones variables para uso en la presente invencion, como se describe anteriormente en el presente documento
para Vy y V|, pueden ser de cualquier fuente adecuada y pueden ser, por ejemplo, completamente humanas o
humanizadas.

En una realizacion, el dominio de unién formado por Vy y V| es especifico de un primer antigeno.
En una realizacion, el dominio de unién formado por V4 es especifico de un segundo antigeno.
En una realizacion, el dominio de unién formado por V2 es especifico para un segundo o tercer antigeno.

En una realizacion, el dominio CH¢ es un dominio natural 1 de una cadena pesada de anticuerpo o un derivado de la
misma. En una realizacion, el dominio CH; es un dominio 2 natural de una cadena pesada de anticuerpo o un derivado
de la misma. En una realizacién, el dominio CH3; es un dominio 3 natural de una cadena pesada de anticuerpo o un
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derivado de la misma.

En una realizacion, el fragmento C,, en la cadena liviana, es una secuencia kappa constante o una secuencia lambda
constante o un derivado de la misma.

Un derivado de un dominio natural como se emplea aqui pretende referirse a donde uno, dos, tres, cuatro o cinco
aminoacidos en una secuencia natural se han reemplazado o eliminado, por ejemplo, para optimizar las propiedades
del dominio tal como mediante la eliminacién de propiedades indeseables, pero en el que se conservan los rasgos de
caracterizacion del dominio.

En una realizacion, uno o mas enlaces disulfuro intercadenas naturales o modificados (es decir, entre cadenas livianas
y pesadas) estan presentes en la porcion funcional Fab o Fab' de la molécula de anticuerpo multiespecifico.

En una realizacion, esta presente un enlace disulfuro "natural" entre un CH4 y C en las cadenas de polipéptidos de:
Férmula (1) y (I1); o Formula (la) y (lla); o Férmula (Ib) y (l1b).

Cuando el dominio C, se deriva de Kappa o Lambda, la posicién natural para una cisteina que forma enlaces es 214
en cKappa y cLambda humanos (numeracion de Kabat 42 edicion, 1987).

La ubicacién exacta del enlace disulfuro que forma la cisteina en CH; depende del dominio particular realmente
empleado. Asi, por ejemplo, en la gamma-1 humana, la posicién natural del enlace disulfuro se encuentra en la
posicion 233 (numeracion de Kabat, 4a edicion, 1987). Se conoce la posicion del enlace que forma la cisteina para
otros isotipos humanos tales como gamma 2, 3, 4, IgM e IgD, por ejemplo, la posicion 127 para IgM humana, IgE,
19G2, 1gG3, IgG4 y 128 de la cadena pesada de IgD humana e IgA2B.

Opcionalmente puede haber un enlace disulfuro entre el Vy y el Vi de los polipéptidos de formula | y II.

En una realizacion, el anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la divulgacion tiene un enlace disulfuro en una
posicidn equivalente o correspondiente a la que se produce naturalmente entre CH; y Cy.

En una realizacion, una regién constante que comprende CH; y una region constante tal como C. tiene un enlace
disulfuro que esta en una posicién no natural. Esto puede modificarse en la molécula mediante la introduccién de
cisteina(s) en la cadena de aminoacidos en la posicidon o posiciones requeridas. Este enlace disulfuro no natural es
adicional o alternativo al enlace disulfuro natural presente entre CH; y C,. La(s) cisteina(s) en posiciones naturales
pueden ser reemplazadas por un aminoacido como la serina que es incapaz de formar un puente disulfuro.

La introduccién de cisteinas manipuladas puede realizarse usando cualquier método conocido en la técnica. Estos
métodos incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis de solapamiento de extension de PCR, mutagénesis dirigida al
sitio o mutagénesis de casete (véase, en general, Sambrook et al Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989; Ausbel et al Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing & Wiley-Interscience, NY, 1993). Los kits de mutagénesis dirigida al sitio estan disponibles comercialmente,
por ejemplo, kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange® (Stratagene, La Jolla, CA). La mutagénesis en casete se
puede realizar con base en Wells et al 1985, Gene, 34: 315-323. Alternativamente, los mutantes pueden prepararse
mediante sintesis génica total mediante fusion, ligacion y amplificacion por PCR y clonacién de oligonucledtidos
superpuestos.

En una realizacién, un enlace disulfuro entre CH; y C_ esta completamente ausente, por ejemplo, las cisteinas
intercadena pueden reemplazarse por otro aminoacido, tal como serina. Asi, en una realizacion, no hay enlaces
disulfuro entre cadenas en la porcion Fab o Fab' funcional de la molécula de anticuerpo multiespecifico. Las
divulgaciones, tales como el documento W02005/003170, describen como proporcionar fragmentos Fab sin un enlace
disulfuro entre cadenas.

En una realizacion, los compuestos/constructos de la presente divulgacién comprenden una regiéon bisagra, por
ejemplo, en la ubicacién natural entre CH; y CH,. En una realizacion, la secuencia de la bisagra es natural o
modificada. Una secuencia de bisagra natural como se emplea aqui es una secuencia que ocurre naturalmente en
cualquier isotipo de anticuerpo (incluso si esa bisagra estd contenida en un isotipo diferente al que ocurre
naturalmente). Una bisagra modificada es donde se reemplazan, eliminan de 1 a 5 aminoacidos o una combinacion
de los mismos. En una realizacion, la bisagra es de una IgG, por ejemplo, IgG1, 1IgG2, IgG3 o IgG4.

En una realizacion, los compuestos/constructos de la presente divulgacion no comprenden una bisagra, por ejemplo,
CH, esta fusionado con CH; dirigido o esta unido por un enlazador, por ejemplo, un enlazador divulgado aqui o basado
en unidades G48S.

En una realizacion, CHs no comprende ninguna mutacion.

En una realizacion, la molécula de anticuerpo no comprende ninguna mutacion de "botones en ojales".

En una realizacion, la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion comprende mutaciones de "botones en
ojales".
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"Botones en ojales" o "botones y ojales", como se emplea aqui, se refiere a protuberancias en la interfaz de un primer
polipéptido y una cavidad correspondiente en la interfaz de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se
puede colocar dentro de la cavidad con el fin de promover la formacién de heteromultimeros y obstaculizar la formacion
de homomultimeros. A este respecto, se hace referencia al documento US8216805, que describe el uso de este
método para preparar polipéptidos heteromulitméricos tales como anticuerpos biespecificos.

En una realizacion, cuando p es 1, V1 es dsFv y q es 0, existen al menos dos cadenas de polipéptidos de férmula (1).
V4 representa un dsFv.
V> representa un dsFv.

En una realizacion, V» representa un dsFv y V4 esta ausente. En una realizacién, V1 representa un dsFv y V, esta
ausente.

"Fragmento variable de cadena sencilla" o "scFv" como se emplea en el presente documento se refiere a un fragmento
variable de cadena sencilla que comprende o que consiste en un dominio variable de cadena pesada (V4) y un dominio
variable de cadena liviana (VL) que esta estabilizado por un péptido enlazador entre los dominios variables Vy y V..
Los dominios variables V4 y VL pueden estar en cualquier orientacion adecuada, por ejemplo, el C-terminal de Vu
puede estar unido al N-terminal de V. o el C-terminal de V| puede estar unido al N-terminal de V.

"Fragmento variable de cadena sencilla estabilizada con disulfuro" o "dsscFv", como se emplea en el presente
documento, se refiere a un fragmento variable de cadena Unica que se estabiliza mediante un enlazador peptidico
entre el dominio variable Vy y Vi y también incluye un enlace disulfuro entre dominios entre Vyy V.

"Fragmento variable estabilizado con disulfuro" o "dsFv" tal como se emplea en el presente documento se refiere a un
fragmento variable de cadena Unica que no incluye un enlazador peptidico entre los dominios variables Vi y V. y, en
cambio, se estabiliza mediante un enlace disulfuro entre dominios entre Vy y V..

"Anticuerpo de dominio Unico" o "sdAb" como se emplea en el presente documento se refiere a un fragmento de
anticuerpo que consiste en un dominio de anticuerpo variable monomérico Unico, tal como V4 0 V..

En una realizacion, p es 1y q es 0. En una realizacion, pes Oy g es 1.

En una realizacion, el enlace disulfuro entre los dominios variables Vy y V. de V1 o los dominios variables Vi y V| de
V, esta entre dos de los residuos enumerados a continuacion (a menos que el contexto indique lo contrario, la
numeracion de Kabat se emplea en la lista a continuacion). Dondequiera que se haga referencia a la numeracion de
Kabat, la referencia relevante es Kabat et al 1987, en Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department
of Health and Human Services, NIH, USA.

En una realizacion, el enlace disulfuro esta en una posicién seleccionada del grupo que comprende:
* V37 + V| 95C véase, por ejemplo, Protein Science 6, 781-788 Zhu et al (1997);

* Vud4 + V100 véase, por ejemplo; Biochemistry 33 5451-5459 Reiter et al (1994); o Journal of Biological Chemistry
vol. 269 No. 28 pags. 18327-18331 Reiter et al (1994); Protein Engineering, vol.10 no.12 pp.1453-1459 Rajagopal et
al (1997);

* V444 + V105 véase, por ejemplo, J Biochem. 118, 825-831, Luo et al (1995);

* V445 + V| 87 véase, por ejemplo, Protein Science 6, 781-788 Zhu et al (1997);

* V455 + V101 véase, por ejemplo, FEBS Letters 377 135-139 Young et al (1995);

* V4100 + V50, véase, por ejemplo, Biochemistry 29 1362-1367 Glockshuber et al (1990);
* Vu100b + V, 49;

* V498 + V| 46 véase, por ejemplo, Protein Science 6, 781-788 Zhu et al (1997);

* Vu101 + V. 46;

* V4105 + V43 véase, por ejemplo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA vol. 90 pags. 7538-7542 Brinkmann et al (1993); o
Proteins 19, 35-47, Jung et al (1994),

* V4106 + V 57 véase, por ejemplo, FEBS Letters 377 135-139 Young et al (1995)
y una posicién correspondiente a la misma en un par de regiones variables ubicada en la molécula.

En una realizacion, el enlace disulfuro se forma entre las posiciones V44 y V100 de V1 0 Va.
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Los pares de aminoacidos enumerados anteriormente estan en las posiciones propicias para el reemplazo por
cisteinas de modo que se puedan formar enlaces disulfuro. Las cisteinas se pueden manipular en estas posiciones
deseadas mediante técnicas conocidas. Por lo tanto, en una realizacion, una cisteina modificada de acuerdo con La
presente divulgacion se refiere a donde el residuo natural en una posicién de aminoacido dada ha sido reemplazado
por un residuo de cisteina.

La introduccién de cisteinas manipuladas puede realizarse usando cualquier método conocido en la técnica. Estos
métodos incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis por solapamiento de extension por PCR, mutagénesis dirigida al
sitio o mutagénesis de casete (véase, en general, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NY, 1989; Ausbel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing & Wiley-Interscience, NY, 1993). Kits de mutagénesis dirigida al sitio estan disponibles
comercialmente, por ejemplo, kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange® (Stratagen, La Jolla, CA). La
mutagénesis en casete se puede realizar con base en Wells et al 1985, Gene, 34: 315-323. Alternativamente, los
mutantes pueden prepararse mediante sintesis génica total mediante fusion, ligacion y amplificacion por PCR y
clonacion de oligonucledtidos superpuestos.

Por consiguiente, en una realizacion, los dominios variables Vi y V| de cada V1 0 V2 pueden estar unidos por un enlace
disulfuro entre dos residuos de cisteina, en donde la posicion del par de residuos de cisteina se selecciona
independientemente del grupo que consiste en: V37 y V95, Vud44 y V100, Vrd4d y V105, Vud45 y V1 87, Vu100y V50,
Vx100b y V49, V498 y V146, V101 y V146, V4105 y Vi 43 y V4106 y V, 57.

En una realizacion, los dominios variables Vy y Vi de V1 o los dominios variables Vy y V. de V; pueden estar unidos
por un enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina, uno en V4 y uno en V., que esta/esta fuera de las CDR en las
que la posicion del par de residuos de cisteina se selecciona independientemente del grupo que consiste en V137 y
V195, V44 y V100, Vud4d y V105, V45 y V 87, Vu100 y V50, V98 y V46, V4105 y Vi 43y V106 y V| 57.

En una realizacion, los dominios variables Vy y V. de V4 estan unidos por un enlace disulfuro entre dos residuos de
cisteina disefiados, uno en la posicion Vy44 y el otro en V100.

En una realizacion, los dominios variables Vy y V. de V2 estan unidos por un enlace disulfuro entre dos residuos de
cisteina disefiados, uno en la posicion Vy44 y el otro en V100.

En una realizacién cuando V1 es un dsFv, el dominio Vy de V4 esta unido a X. En una realizaciéon cuando V¢ es un
dsFv, el dominio V. de V4 esta unido a X. En una realizacién cuando V; es un dsFv, el dominio V. de V, esta unido a
Y.

En una realizacion, X es un enlace. En una realizacion, Y es un enlace.

En una realizacion, X es un enlazador, preferiblemente un enlazador peptidico, por ejemplo, un péptido adecuado para
conectar las porciones CHs y V1. En una realizacion, Y es un enlazador, preferiblemente un enlazador peptidico, por
ejemplo, un péptido adecuado para conectar las porciones C_ y V2.

El término "enlazador peptidico" como se usa en el presente documento se refiere a un péptido con secuencias de
aminoacidos. El experto en la materia conocera una gama de enlaces peptidicos adecuados.

En una realizacion, el enlazador peptidico puede ser de origen sintético, es decir, preparado mediante técnicas de
quimica sintética.

En una realizacion, el enlazador peptidico tiene 50 aminoacidos de longitud o menos, por ejemplo 20 aminoacidos o
menos, tales como 9, 10, 11, 12, 13 o 14 aminoacidos de longitud. En una realizacion, el enlazador peptidico tiene
una longitud de 5-15 aminoacidos.

En una realizacion, el enlazador se selecciona de una secuencia mostrada en la secuencia 1 a 67.

En una realizacion, el enlazador se selecciona de una secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1 o SEQ NO: 2.
En una realizacion, X tiene la secuencia SGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 1).

En una realizacion, Y tiene la secuencia SGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 1).

En una realizacion, X tiene la secuencia SGGGGTGGGGS (SEQ ID NO: 2).

En una realizacion, Y tiene la secuencia SGGGGTGGGGS (SEQ ID NO: 2).
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Tabla 1. Secuencias de enlazador de bisagras

SEQ ID NO: | Secuencia

3 DKTHTCAA

4 DKTHTCPPCPA

5 DKTHTCPPCPATCPPCPA

6 DKTHTCPPCPATCPPCPATCPPCPA

7 DKTHTCPPCPAGKPTLYNSLVMSDTAGTCY
8 DKTHTCPPCPAGKPTHVNVSVVMAEVDGTCY
9 DKTHTCCVECPPCPA

10 DKTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPA

11 DKTHTCPSCPA

Tabla 2. Secuencias de enlazador flexible

SEQ ID NO: | Secuencia

12 SGGGGSE
13 DKTHTS

14 (S)GGGGS

15 (S)GGGGSGGGGS

16 (S)GGGGSGGGGSGGGGS

17 (S)GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

18 (S)GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

19 AAAGSG-GASAS

20 AAAGSG-XGGGS-GASAS

21 AAAGSG-XGGGSXGGGS -GASAS

22 AAAGSG-XGGGSXGGGSXGGGS-GASAS

23 AAAGSG- XGGGSXGGGSXGGGSXGGGS-GASAS
24 AAAGSG-XS-GASAS

25 PGGNRGTTTTRRPATTTGSSPGPTQSHY

26 ATTTGSSPGPT

27 ATTTGS

- GS

10
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SEQ ID NO: | Secuencia

28 EPSGPISTINSPPSKESHKSP
29 GTVAAPSVFIFPPSD

30 GGGGIAPSMVGGGGS

31 GGGGKVEGAGGGGGS
32 GGGGSMKSHDGGGGS
33 GGGGNLITIVGGGGS

34 GGGGVVPSLPGGGGS
35 GGEKSIPGGGGS

36 RPLSYRPPFPFGFPSVRP
37 YPRSIYIRRRHPSPSLTT
38 TPSHLSHILPSFGLPTFN
39 RPVSPFTFPRLSNSWLPA
40 SPAAHFPRSIPRPGPIRT
41 APGPSAPSHRSLPSRAFG
42 PRNSIHFLHPLLVAPLGA
43 MPSLSGVLQVRYLSPPDL
44 SPQYPSPLTLTLPPHPSL
45 NPSLNPPSYLHRAPSRIS
46 LPWRTSLLPSLPLRRRP
47 PPLFAKGPVGLLSRSFPP
48 VPPAPVVSLRSAHARPPY
49 LRPTPPRVRSYTCCPTP-
50 PNVAHVLPLLTVPWDNLR
51 CNPLLPLCARSPAVRTFP

(S) es opcional en las secuencias 14 a 18.
X es un aminoacido.

Ejemplos de enlazadores rigidos incluyen las secuencias peptidicas GAPAPAAPAPA (SEQ ID NO: 52), PPPP (SEQ
ID NO: 53) y PPP.

En una realizacion, el enlazador peptidico es un péptido de unién a albumina.

En el documento W02007/106120 se proporcionan ejemplos de péptidos de unién a albdmina e incluyen:

11
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Tabla 3

SEQ ID NO: | Secuencia

54 DLCLRDWGCLW

55 DICLPRWGCLW

56 MEDICLPRWGCLWGD

57 QRLMEDICLPRWGCLWEDDE
58 QGLIGDICLPRWGCLWGRSV
59 QGLIGDICLPRWGCLWGRSVK
60 EDICLPRWGCLWEDD

61 RLMEDICLPRWGCLWEDD

62 MEDICLPRWGCLWEDD

63 MEDICLPRWGCLWED

64 RLMEDICLARWGCLWEDD
65 EVRSFCTRWPAEKSCKPLRG
66 RAPESFVCYWETICFERSEQ
67 EMCYFPGICWM

El uso ventajoso de péptidos de unidn a albiumina como enlazadores puede aumentar la vida media de la molécula de
anticuerpo multiespecifico.

En una realizacion, el enlazador X y/o Y no contiene un sitio de escision de proteasa, es decir, una secuencia de
aminoacidos o motivo que es escindida por una proteasa. En particular, en una realizacion, los enlazadores X y/o Y
no contienen un sitio de escision de proteasa especifico de Furina.

En una realizacion, el enlazador empleado en X o en Y esta en el intervalo de 4 a 16 aminoacidos de longitud, por
ejemplo, multiplos del monémero (G4S).

La presente divulgacion también proporciona secuencias que son 80%, 90%, 91%, 92%, 93% 94%, 95% 96%, 97%,
98% o 99% similares a una secuencia descrita aqui.

"ldentidad", como se usa en el presente documento, indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias
alineadas, el residuo de aminoacido es idéntico entre las secuencias.

"Similitud”, como se usa en el presente documento, indica que, en cualquier posicion particular en las secuencias
alineadas, el residuo de aminoacido es de un tipo similar entre las secuencias. Por ejemplo, la leucina puede ser
sustituida por isoleucina o valina. Otros aminoacidos que a menudo pueden sustituirse entre si incluyen, entre otros:

« fenilalanina, tirosina y triptéfano (aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas);
« lisina, arginina e histidina (aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas);

» aspartato y glutamato (aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas);

* asparagina y glutamina (aminoacidos que tienen cadenas laterales de amida); y

* cisteina y metionina (aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre).

Los grados de identidad y similitud se pueden calcular facilmente (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed.,
Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed.,
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Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M. and Giriffin, H.G.,
eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,
1987, Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991, el
software BLAST™ disponible de NCBI (Altschul, S.F. et al., 1990, J. Mol. Biol. 215: 403-410; Gish, W. & States, D.J.
1993, Nature Genet. 3: 266-272. Madden, T.L. et al 1996, Meth. Enzymol. 266: 131-141; Altschul, S.F. et al 1997,
Nucleic Acids Res.25: 3389-3402; Zhang, J. & Madden, T.L. 1997, Genome Res.7: 649-656).

El término "variante", como se usa en el presente documento, se refiere a péptido o proteina que contiene al menos
una secuencia de aminoacidos o alteracion de la secuencia de nucleétidos en comparaciéon con la secuencia de
aminoacidos o nucleotidos del péptido o proteina de tipo salvaje correspondiente. Una variante puede comprender al
menos 80%, u 85%, 0 90%, o0 95%, o0 98% o 99% de identidad de secuencia con el péptido o proteina de tipo salvaje
correspondiente. Sin embargo, es posible que una variante comprenda menos del 80% de identidad de secuencia,
siempre que la variante exhiba una funcidn sustancialmente similar a su péptido o proteina de tipo salvaje
correspondiente.

Los anticuerpos para uso en la presente invencion pueden generarse por cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Los anticuerpos generados contra un polipéptido antigénico se pueden obtener, cuando es necesaria la
inmunizaciéon de un animal, administrando los polipéptidos a un animal, preferiblemente un animal no humano, usando
protocolos bien conocidos y de rutina, véase, por ejemplo, Handbook of Experimental Immunology, D.M. Weir (ed.),
Vol. 4, Blackwell Scientific Publishers, Oxford, Inglaterra, 1986). Muchos animales de sangre caliente, como conejos,
ratones, ratas, ovejas, vacas, camellos o cerdos pueden ser inmunizados. Sin embargo los mas adecuados son,
generalmente, ratones, conejos, cerdos y ratas.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse por cualquier método conocido en la técnica, tal como la técnica de
hibridoma (Kohler and Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de células
B humanas (Kozbor et al. 1983, Immunology Today, 4:72) y la técnica de hibridoma EBV (Cole et al., Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, pp 77-96, Alan R Liss, Inc., 1985).

Los anticuerpos también pueden generarse usando métodos de anticuerpos de linfocitos individuales clonando y
expresando ADNc de region variable de inmunoglobulina generados a partir de linfocitos individuales seleccionados
para la produccion de anticuerpos especificos mediante, por ejemplo, los métodos descritos por Babcook, J. et al 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 93(15): 7843-78481; W092/02551; W02004/051268 y W02004/106377.

Los anticuerpos para uso en la presente divulgacion también se pueden generar usando diversos métodos de
presentacion en fagos conocidos en la técnica e incluyen los descritos por Brinkman et al. (en J. Immunol. Methods,
1995, 182: 41-50), Ames et al. (J. Immunol. Methods, 1995, 184: 177-186), Kettleborough et al. (Eur. J. Immunol. 1994,
24: 952-958), Persic et al. (Gene, 1997, 187 9-18), Burton et al. (Advances in Immunology, 1994, 57: 191-280) y
WQ090/02809; WO91/10737; WO92/01047; WO92/18619; WO93/11236; W0O95/15982; WO95/20401; y US 5,698,426;
5,223,409; 5,403,484; 5,580,717; 5,427,908; 5,750,753; 5.821.047; 5.571.698; 5.427.908; 5,516,637; 5,780,225;
5,658,727; 5,733,743; 5.969.108 y WO20011/30305.

En una realizacion, las moléculas multiespecificas de acuerdo con la divulgacion son humanizadas.

Humanizado (que incluye anticuerpos injertados con CDR) como se emplea en el presente documento se refiere a
moléculas que tienen una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de una especie no humana y
una regiéon marco de una molécula de inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, el documento US 5.585.089;
WQ091/09967). Se apreciara que solo puede ser necesario transferir los residuos determinantes de la especificidad de
las CDR en lugar de la CDR completa (véase, por ejemplo, Kashmiri et al 2005, Methods, 36, 25-34). Opcionalmente,
los anticuerpos humanizados pueden comprender ademas uno o mas residuos marco derivados de la especie no
humana de la que se derivaron las CDR.

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de anticuerpo humanizado" se refiere a una molécula
de anticuerpo en la que la cadena pesada y/o liviana contiene una o mas CDR (incluyendo, si se desea, una o mas
CDR modificadas) de un anticuerpo donante (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal murino) injertado en un marco
de region variable de cadena pesada y/o liviana de un anticuerpo aceptor (por ejemplo, un anticuerpo humano). Para
una revision, véase Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. En una realizacion, en lugar de transferir
toda la CDR, solo uno o mas de los residuos determinantes de especificidad de cualquiera de las CDR descritas
anteriormente en este documento son transferidos al marco de anticuerpos humanos (véase, por ejemplo, Kashmiri et
al 2005, Methods, 36, 25-34). En una realizacion, solo los residuos que determinan la especificidad de una o mas de
las CDR descritas anteriormente en el presente documento se transfieren al marco de anticuerpos humanos. En otra
realizacion, solo los residuos que determinan la especificidad de cada una de las CDR descritas anteriormente en el
presente documento se transfieren al marco de anticuerpos humanos.

Cuando se injertan las CDR o los residuos determinantes de la especificidad, se puede usar cualquier secuencia marco
de region variable aceptora apropiada teniendo en cuenta la clase/tipo del anticuerpo donante del que se derivan las
CDR, incluidas las regiones marco de ratén, primate y humano. De forma adecuada, el anticuerpo humanizado de
acuerdo con la presente invencion tiene un dominio variable que comprende regiones marco del aceptador humano,
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asi como una o mas de las CDR proporcionadas en el presente documento.

Ejemplos de marcos humanos que pueden usarse en la presente divulgacion son KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEl,
LAY y POM (Kabat et al. Supra). Por ejemplo, KOL y NEWM pueden usarse para la cadena pesada, REI puede usarse
para la cadena liviana y EU, LAY y POM pueden usarse tanto para la cadena pesada como para la cadena liviana.
Alternativamente, pueden usarse secuencias de linea germinal humana; estas estan disponibles en: http://www2.mrc-
Imb.cam.ac.uk/vbasel/list2.php.

En una molécula de anticuerpo humanizado de la presente divulgacion, las cadenas pesadas y livianas aceptoras no
necesariamente deben derivarse del mismo anticuerpo y pueden, si se desea, comprender cadenas compuestas que
tengan regiones marco derivadas de diferentes cadenas.

Las regiones marco no necesitan tener exactamente la misma secuencia que las del anticuerpo aceptor. Por ejemplo,
los residuos inusuales pueden cambiarse a residuos mas frecuentes para esa clase o tipo de cadena aceptora.
Alternativamente, los residuos seleccionados en las regiones marco aceptor pueden cambiarse para que correspondan
al residuo encontrado en la misma posicién en el anticuerpo donante (véase Reichmann et al 1998, Nature, 332, 323-
324). Dichos cambios deben mantenerse al minimo necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo donante. En
el documento W091/09967 se establece un protocolo para seleccionar residuos en las regiones marco aceptadoras
que pueden necesitar ser cambiadas.

Los derivados de marcos pueden tener 1, 2, 3 o 4 aminoacidos reemplazados por un aminoacido alternativo, por
ejemplo, con un residuo donante.

Los residuos del donante son residuos del anticuerpo del donante, es decir, el anticuerpo del que se derivaron
originalmente las CDR. Los residuos del donante pueden reemplazarse por un residuo adecuado derivado de un marco
receptor humano (residuos del aceptor). En una realizacion, los anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion
son completamente humanos, en particular uno o mas de los dominios variables son completamente humanos.

Las moléculas completamente humanas son aquellas en las que las regiones variables y las regiones constantes
(donde estan presentes) de las cadenas pesada y liviana son todas de origen humano, o sustancialmente idénticas a
las secuencias de origen humano, no necesariamente del mismo anticuerpo. Ejemplos de anticuerpos completamente
humanos pueden incluir anticuerpos producidos, por ejemplo, mediante los métodos de presentacion en fagos
descritos anteriormente y anticuerpos producidos por ratones en los que la inmunoglobulina murina variable y
opcionalmente los genes de la regién constante han sido reemplazados por sus homélogos humanos, por ejemplo.
como se describe en términos generales en EP0546073, US5,545,806, US5,569,825, US5,625,126, US5,633,425,
US5,661,016, US5,770,429, EP0438474 y EP0463151.

En una realizacion, las moléculas de anticuerpos multiespecificos de la divulgacion son capaces de unir selectivamente
dos, tres 0 mas antigenos diferentes de interés.

En una realizacion, los antigenos de interés unidos por el dominio de unién a antigeno formado por Vi/V(, o V1 0 V2
se seleccionan independientemente de una proteina asociada a células, por ejemplo, una proteina de superficie celular
en células tales como células bacterianas, células de levaduras, células T, células endoteliales o células tumorales, y
una proteina soluble.

Los antigenos de interés también pueden ser cualquier proteina médicamente relevante, como las proteinas reguladas
durante la enfermedad o infeccion, por ejemplo, receptores y/o sus ligandos correspondientes. Ejemplos particulares
de antigenos incluyen receptores de superficie celular tales como receptores de sefializacion de células T o células B,
moléculas coestimuladoras, inhibidores de punto de control, receptores de células asesinas naturales, receptores de
inmunoglobulina, receptores de la familia TNFR, receptores de la familia B7, moléculas de adhesion, integrinas,
receptores de citoquinas/quimioquinas, GPCR, receptores de factor de crecimiento, receptores de quinasa, antigenos
especificos de tejido, antigenos de cancer, receptores de reconocimiento de patégenos, receptores de complemento,
receptores hormonales o moléculas solubles como citoquinas, quimioquinas, leucotrienos, factores de crecimiento,
hormonas o enzimas o canales i6nicos, epitopos, fragmentos y formas postraduccion modificadas de los mismos.

En una realizacion, la proteina de anticuerpo de la descripcion puede usarse para alterar funcionalmente la actividad
del (de los) antigeno(s) de interés. Por ejemplo, la proteina de fusion de anticuerpos puede neutralizar, antagonizar o
agonizar la actividad de dicho antigeno, directa o indirectamente.

En una realizacion, V1 es especifico para la albumina de suero humano. En una realizacion, V, es especifico para
albumina de suero humano.

En una realizacién, un antigeno de interés unido por Vu/VL 0 V1 0 V. proporciona la capacidad de reclutar funciones
efectoras, tales como la activacién de la via del complemento y/o el reclutamiento de células efectoras.

El reclutamiento de la funcién efectora puede ser directo en la medida en que la funcién efectora esta asociada con
una célula, teniendo dicha célula una molécula de reclutamiento en su superficie. El reclutamiento indirecto puede
ocurrir cuando la unién de un antigeno a un dominio de union al antigeno (como V4 o V>) en la molécula de acuerdo
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con la presente divulgacion a un polipéptido de reclutamiento provoca la liberacién de, por ejemplo, un factor que a su
vez puede reclutar directa o indirectamente la funcién efectora, o puede ser a través de la activacion de una via de
sefializacion. Ejemplos incluyen IL2, IL6, IL8, IFNy, histamina, C1q, opsonina y otros miembros de las cascadas de
activacion del complemento clasicas y alternativas, como C2, C4, C3-convertasa 'y C5 a C9.

Como se usa en el presente documento, "un polipéptido de reclutamiento” incluye un FcyR tal como FcyRI, FcyRIl 'y
FcyRIIl, una proteina de la ruta del complemento tal como, pero sin limitacion, C1q y C3, una proteina marcadora de
CD (marcador de Grupo de Diferenciacion) o un fragmento de cualquiera de los mismos que retiene la capacidad de
reclutar la funcién efectora mediada por células directa o indirectamente. Un polipéptido de reclutamiento también
incluye moléculas de inmunoglobulina tales como IgG1, IgG2, 1IgG3, 1IgG4, IgE e IgA que poseen funcion efectora.

En una realizacién, un dominio de unién a antigeno (tal como V1 o0 V2) en la molécula de anticuerpo multiespecifico de
acuerdo con la presente divulgacion tiene especificidad para una proteina de la ruta del complemento, prefiriéndose
particularmente C1q.

Ademas, las moléculas de anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion se pueden usar para quelar
radionuclidos en virtud de un anticuerpo de dominio Unico que se une a una proteina quelante de nucleidos. Dichas
proteinas de fusion son de utilidad en la obtencion de imagenes o en los enfoques de tratamiento con radionuclidos.

En una realizacion, un dominio de unién a antigeno dentro de una molécula de acuerdo con la descripcion (tal como
V1 0 V,) tiene especificidad para una proteina transportadora de suero, una molécula de inmunoglobulina circulante o
CD35/CR1, por ejemplo, para proporcionar una vida media extendida al fragmento de anticuerpo con especificidad
para dicho antigeno de interés mediante la uniéon a dicha proteina transportadora de suero, molécula de
inmunoglobulina circulante o CD35/CR1.

Como se usa en el presente documento, las "proteinas transportadoras de suero" incluyen proteina de unién a tiroxina,
transtirretina, glicoproteina acida a1, transferrina, fibrinégeno y albimina, o un fragmento de cualquiera de las mismas.

Como se usa en el presente documento, una "molécula de inmunoglobulina circulante” incluye IgG1, 1I9G2, 1IgG3, 1gG4,
slgA, IgM e IgD, o un fragmento de cualquiera de los mismos.

CD35/CR1 es una proteina presente en los glébulos rojos que tienen una vida media de 36 dias (rango normal de 28
a 47 dias; Lanaro et al 1971, Cancer, 28(3): 658-661).

En una realizacion, el antigeno de interés para el que Vu/V, tiene especificidad es una proteina portadora de suero,
tal como un portador de suero humano.

En una realizacion, el antigeno de interés para el que V; tiene especificidad es una proteina portadora de suero, tal
como un portador de suero humano.

En una realizacion, el antigeno de interés para el que V- tiene especificidad es una proteina portadora de suero, tal
como un portador de suero humano.

En una realizacion, las moléculas de anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion se procesan para
proporcionar una afinidad mejorada por un antigeno o antigenos diana. Dichas variantes pueden obtenerse mediante
una serie de protocolos de maduracion por afinidad, incluida la mutacion de las CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254,
392-403, 1995), entremezclar cadenas (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas mutantes de
E. coli (Low et al. J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), entremezclar ADN (Patten et al. Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-
733, 1997), presentacion de fagos (Thompson et al. J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual (Crameri et al.
Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al (supra) discuten estos métodos de maduracion por afinidad.

La afinidad mejorada como se emplea aqui en este contexto se refiere a una mejora sobre la molécula de partida.

Si se desea, una molécula de anticuerpo para uso en la presente divulgacion puede conjugarse con una 0 mas
moléculas efectoras. Se apreciara que la molécula efectora puede comprender una sola molécula efectora o dos o
mas de tales moléculas unidas de manera que formen una unidad estructural Unica que pueda unirse a los anticuerpos
de la presente invencion. Cuando se desee obtener un fragmento de anticuerpo unido a una molécula efectora, este
puede prepararse mediante procedimientos quimicos o de ADN recombinante estandar en los que el fragmento de
anticuerpo se une directamente o mediante un agente de acoplamiento a la molécula efectora. Las técnicas para
conjugar tales moléculas efectoras con anticuerpos son bien conocidas en la técnica (véase, Hellstrom et al. Controlled
Drug Delivery, 2nd Ed., Robinson et al., 1987, pp. 623-53; Thorpe et al 1982, Immunol. Rev., 62: 119-58 and Dubowchik
et al 1999, Pharmacology and Therapeutics, 83, 67-123). Los procedimientos quimicos particulares incluyen, por
ejemplo, los descritos en W093/06231, W092/22583, WO89/00195, WO89/01476 y WO03031581. Alternativamente,
cuando la molécula efectora es una proteina o polipéptido, el enlace se puede lograr usando procedimientos de ADN
recombinante, por ejemplo, como se describe en WO86/01533 y EP0392745.

El término "molécula efectora” como se usa en el presente documento incluye, por ejemplo, proteinas biolégicamente
activas, por ejemplo enzimas, otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, polimeros sintéticos o naturales, acidos
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nucleicos y fragmentos de los mismos, por ejemplo, ADN, ARN y sus fragmentos, radionuclidos, particularmente
radioyoduro, radioisotopos, metales quelados, nanoparticulas y grupos informadores tales como compuestos
fluorescentes o compuestos que pueden detectarse mediante espectroscopia de RMN o ESR.

Otras moléculas efectoras pueden incluir radionuclidos quelados tales como 111In y 90Y, Lu177, Bismuto213,
Californio252, Iridii192 y Tungsteno188/Renio188; o farmacos tales como, entre otros, alquilfosfocolinas, inhibidores
de topoisomerasa |, taxoides y suramina.

Otras moléculas efectoras incluyen proteinas, péptidos y enzimas. Las enzimas de interés incluyen, pero no se limitan
a, enzimas proteoliticas, hidrolasas, liasas, isomerasas, transferasas. Las proteinas, polipéptidos y péptidos de interés
incluyen, entre otros, inmunoglobulinas, toxinas como abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas o toxina de la
difteria, una proteina como la insulina, interferén a, interferén B, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento
derivado de plaquetas o activador de plasmindgeno tisular, un agente trombético o un agente antiangiogénico, por
ejemplo, angiostatina o endostatina, o un modificador de la respuesta bioldgica como una linfocina, interleucina-1 (IL-
1), interleucina-2 (IL-2), factor estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF), factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF), factor de crecimiento nervioso (NGF) u otro factor de crecimiento e
inmunoglobulinas.

Otras moléculas efectoras pueden incluir sustancias detectables utiles, por ejemplo, en el diagnéstico. Ejemplos de
sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, nucleidos radiactivos, metales emisores de positrones (para uso en
tomografia por emision de positrones) e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. Véase en general la Patente
de los Estados Unidos No. 4,741,900 para iones metalicos que se pueden conjugar con anticuerpos para su uso como
diagndstico. Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina; materiales fluorescentes
adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; materiales luminiscentes adecuados incluyen luminol; materiales
bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y los nucleidos radiactivos adecuados incluyen
1251, 1311, 111Iny 99Tc.

En ofra realizacion, la molécula efectora puede aumentar la vida media del anticuerpo in vivo, y/o reducir la
inmunogenicidad del anticuerpo y/o mejorar la administracion de un anticuerpo a través de una barrera epitelial al
sistema inmune. Ejemplos de moléculas efectoras adecuadas de este tipo incluyen polimeros, albimina, proteinas de
unién a albumina o compuestos de unién a albimina tales como los descritos en el documento WO05/117984.

Cuando la molécula efectora es un polimero, en general puede ser un polimero sintético o natural, por ejemplo, un
polimero de polialquileno, polialquenileno o polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente sustituido o
un polisacarido ramificado o no ramificado, por ejemplo, un homo o heteropolisacarido.

Sustituyentes opcionales especificos que pueden estar presentes en los polimeros sintéticos mencionados
anteriormente incluyen uno o mas grupos hidroxi, metilo o metoxi.

Ejemplos especificos de polimeros sintéticos incluyen poli(etilenglicol) de cadena lineal o ramificada opcionalmente
sustituido, poli(propilenglicol), poli(alcohol vinilico) o derivados del mismo, especialmente poli(etilenglicol)
opcionalmente sustituido tal como metoxipoliol (etilenglicol) o derivados del mismo.

Polimeros naturales especificos incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glucégeno o derivados de los mismos.

"Derivados" como se usa en el presente documento pretende incluir derivados reactivos, por ejemplo, grupos reactivos
selectivos de tiol tales como maleimidas y similares. El grupo reactivo puede estar unido directamente o a través de
un segmento enlazador al polimero. Se apreciara que el residuo de dicho grupo formara en algunos casos parte del
producto como el grupo de enlace entre el fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamafio del polimero puede variar segun se desee, pero generalmente estara en un rango de peso molecular
promedio de 500 Da a 50000 Da, por ejemplo, de 5000 a 40000 Da tal como de 20000 a 40000 Da. El tamafio del
polimero puede seleccionarse en particular sobre la base del uso previsto del producto, por ejemplo, la capacidad de
localizar ciertos tejidos como tumores o extender la vida media circulante (para una revision, véase Chapman, 2002,
Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 531-545). Asi, por ejemplo, cuando el producto esta destinado a salir de la
circulacién y penetrar en el tejido, por ejemplo, para su uso en el tratamiento de un tumor, puede ser ventajoso usar
un polimero de peso molecular pequefo, por ejemplo, con un peso molecular de alrededor de 5000 Da. Para
aplicaciones donde el producto permanece en la circulacion, puede ser ventajoso usar un polimero de mayor peso
molecular, por ejemplo, que tenga un peso molecular en el rango de 20000 Da a 40000 Da.

Polimeros adecuados incluyen un polimero de polialquileno, tal como un poli(etilenglicol) o, especialmente, una
metoxipoliol(etilenglicol) o un derivado del mismo, y especialmente con un peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 15000 Da a aproximadamente 40000 Da.

En una realizacion, los anticuerpos para uso en la presente divulgacion estan unidos a restos de poli(etilenglicol)
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(PEG). En un ejemplo particular, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo y las moléculas de PEG se pueden unir
a través de cualquier grupo funcional de aminoacidos de cadena lateral o terminal de aminoacidos disponible ubicado
en el fragmento de anticuerpo, por ejemplo, cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo o carboxilo libres. Dichos
aminoacidos pueden aparecer naturalmente en el fragmento de anticuerpo o pueden manipularse en el fragmento
usando métodos de ADN recombinante (véanse, por ejemplo, los documentos US5,219,996; US5,667,425;
WQ098/25971, W02008/038024). En una realizacion, la molécula de anticuerpo es un fragmento Fab modificado en el
que la modificacioén es la adicion al extremo C-terminal de su cadena pesada de uno o mas aminoacidos para permitir
la unién de una molécula efectora. De forma adecuada, los aminoacidos adicionales forman una regién bisagra
modificada que contiene uno o mas residuos de cisteina a los que puede unirse la molécula efectora. Se pueden usar
multiples sitios para unir dos o0 mas moléculas de PEG.

De forma adecuada, las moléculas de PEG estan unidas covalentemente a través de un grupo tiol de al menos un
residuo de cisteina ubicado en el fragmento de anticuerpo. Cada molécula de polimero unida al fragmento de
anticuerpo modificado se puede unir covalentemente al atomo de azufre de un residuo de cisteina ubicado en el
fragmento. El enlace covalente generalmente sera un enlace disulfuro o, en particular, un enlace azufre-carbono.
Cuando se usa un grupo tiol como el punto de unién de moléculas efectoras activadas apropiadamente, por ejemplo,
se pueden usar derivados selectivos de tiol tales como maleimidas y derivados de cisteina. Se puede usar un polimero
activado como material de partida en la preparacion de fragmentos de anticuerpos modificados con polimero como se
describio anteriormente. El polimero activado puede ser cualquier polimero que contenga un grupo reactivo de tiol tal
como un acido o éster a-halocarboxilico, por ejemplo, yodoacetamida, una imida, por ejemplo, maleimida, una
vinilsulfona o un disulfuro. Dichos materiales de partida pueden obtenerse comercialmente (por ejemplo, de Nektar,
anteriormente Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, Estados Unidos) o pueden prepararse a partir de materiales
de partida disponibles comercialmente usando procedimientos quimicos convencionales. Las moléculas de PEG
particulares incluyen 20K metoxi-PEG-amina (obtenible de Nektar, anteriormente Shearwater; Rapp Polymere; y
SunBio) y M-PEG-SPA (obtenible de Nektar, anteriormente Shearwater).

En una realizacion, una IgG, F(ab');, Fab o Fab' en la molécula esta PEGilada, es decir, tiene PEG(poli(etilenglicol))
unido covalentemente a la misma, por ejemplo, segun el método descrito en EP 0948544 o EP1090037 [véase también
"Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications", 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press,
Nueva York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications”, 1997, J. Milton Harris and S. Zalipsky (eds),
American Chemical Society, Washington DC y "Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical
Sciences", 1998, M. Aslam and A. Dent, Grove Publishers, Nueva York ; Chapman, A. 2002, Advanced Drug Delivery
Reviews 2002, 54: 531-545]. En una realizacion, el PEG esta unido a una cisteina en la region de bisagra. En un
ejemplo, un fragmento Fab modificado con PEG tiene un grupo maleimida unido covalentemente a un Unico grupo tiol
en una region bisagra modificada. Un residuo de lisina se puede unir covalentemente al grupo maleimida y a cada uno
de los grupos amina en el residuo de lisina se puede unir un polimero de metoxipoliol(etilenglicol) que tiene un peso
molecular de aproximadamente 20000 Da. Por lo tanto, el peso molecular total del PEG unido al fragmento Fab puede
ser de aproximadamente 40000 Da.

Las moléculas de PEG particulares incluyen 2-[3-(N-maleimido)propionamidojetiiamida de N,N'-
bis(metoxipol(etilenglicol) PM 20000) lisina modificada, también conocida como PEG2MAL40K (obtenible de Nektar,
anteriormente Shearwater).

Las fuentes alternativas de enlazadores de PEG incluyen NOF que suministra GL2-400MA2 (en donde m en la
estructura a continuacioén es 5) y GL2-400MA (donde m es 2) y n es aproximadamente 450:
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Es decir, cada PEG tiene aproximadamente 20000 Da.

Otras moléculas efectoras de PEG alternativas del siguiente tipo:
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CH,O-(CH,CH,Oin

N
GH,0-CH,GH,0Mn /

estan disponibles del Dr. Reddy, NOF y Jenkem.

En una realizacién, se proporciona una molécula de anticuerpo que esta PEGilada (por ejemplo, con un PEG descrito
aqui), unida a través de un residuo de aminoacido cisteina en el aminoacido 226 o aproximadamente en la cadena,
por ejemplo, el aminoacido 226 de la cadena pesada (por numeracion secuencial).

En una realizacién, se proporciona una secuencia de polinucleétidos que codifica una molécula de la presente
divulgacion, tal como una secuencia de ADN.

En una realizacién, se proporciona una secuencia de polinucleétidos que codifica uno o mas, tal como dos o mas o
tres 0 mas componentes de polipéptidos de una molécula de la presente divulgacion.

En una realizacion, los polipéptidos no comprenden mutaciones de "botones en ojales".

"Mutaciones" tal como se emplea en el presente documento se refiere a una secuencia de aminoacidos o nucleicos
que comprende uno o mas cambios en la secuencia de aminoacidos/nucleicos naturales o modificados genéticamente
en comparacion con la secuencia de tipo salvaje correspondiente.

"Botones en ojales" o "botones y ojales", como se emplea en el presente documento, se refiere a protuberancias en
la interfaz de un primer polipéptido y una cavidad correspondiente en la interfaz de un segundo polipéptido, de modo
que la protuberancia se puede colocar dentro de la cavidad con el fin de promover la formacién de heteromultimeros
y obstaculizar la formacion de homomultimeros. A este respecto, se hace referencia al documento US 8,216,805, que
describe el uso de este método para preparar polipéptidos heteromulitméricos tales como anticuerpos biespecificos.

En una realizacion, el polinucleétido, tal como el ADN, esta comprendido en un vector.

Los expertos en la técnica conocen bien los métodos generales mediante los cuales se pueden construir los vectores,
los métodos de transfeccion y los métodos de cultivo. A este respecto, se hace referencia a "Current Protocols in
Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed.), Wiley Interscience, Nueva York y el Manual Maniatis producido por Cold
Spring Harbor Publishing.

También se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas vectores de clonaciéon o expresion que
comprenden una o mas secuencias de ADN que codifican un anticuerpo de la presente invencién. Se puede usar
cualquier sistema de célula huésped/vector adecuado para la expresion de las secuencias de ADN que codifican la
molécula de anticuerpo de la presente invencion. Pueden usarse sistemas bacterianos, por ejemplo, E. coli, y otros
sistemas microbianos o eucariotas, por ejemplo, sistemas de expresion de células huésped de mamiferos. Las células
huésped de mamifero adecuadas incluyen células CHO, mieloma o hibridoma.

Como se describe anteriormente en el presente documento, las proteinas multiespecificas de la presente invenciéon
comprenden tres cadenas de polipéptidos, una cadena pesada y liviana y un tercer dominio variable 'libre' que se une
a través de un enlace disulfuro para crear un dsFv, que es V1 0 Va. Por lo tanto, la presente divulgacion también
proporciona un proceso para la produccién de una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la presente
divulgacion que comprende cultivar una célula huésped que contiene un vector o vectores de la presente invencion en
condiciones adecuadas para conducir a la expresion de proteinas a partir de ADN que codifica los tres polipéptidos
cadenas de la molécula de anticuerpo multiespecifico de la presente invencion, y aislar la molécula de anticuerpo
multiespecifico. En un ejemplo de dicho proceso, una cadena de polipéptidos consiste en un dominio variable de V1 o
V>, es decir, el dominio variable 'libre' que se empareja con su dominio complementario V4 o Vi de V4 0 V, a través de
un enlace disulfuro. También se proporcionan anticuerpos multiespecificos obtenidos u obtenibles mediante este
proceso.

Para la produccién de productos que comprenden tanto cadenas pesadas como livianas, la linea celular puede
transfectarse con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de cadena liviana y un segundo vector
que codifica un polipéptido de cadena pesada. Alternativamente, se puede usar un solo vector, incluyendo el vector
secuencias que codifican polipéptidos de cadena liviana y cadena pesada. En un ejemplo, la linea celular puede
transfectarse con tres vectores, cada uno de los cuales codifica una cadena polipeptidica de una molécula de
anticuerpo de la presente invencion. Alternativamente, puede usarse un Unico vector, que incluye secuencias que
codifican tres cadenas de polipéptidos.

En una realizacion, la linea celular se transfecta con dos vectores, cada uno de los cuales codifica un polipéptido
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diferente seleccionado de los descritos aqui, por ejemplo:
a) una cadena polipeptidica de formula (1):
Vu-CH1-CH2-CH3-X~(V1)p;
y
b) una cadena polipeptidica de formula (l1)
Vi-C-Y-(Va2)g;
en donde:
Vurepresenta un dominio variable de cadena pesada;
CH1 representa un dominio de una region constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 1 del mismo;
CH> representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 2 del mismo;
CHjs representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 3 del mismo;
X representa un enlace o enlazador;
Y representa un enlace o enlazador;
V4 representa un dsFv;
V| representa un dominio variable, por ejemplo, un dominio variable de cadena liviana;

C. representa el dominio de una region constante, por ejemplo, un dominio de regién constante de cadena liviana,
como Ckappa;

Vz representa un dsFv;

p representa 0 o 1;

qrepresenta 0o 1;

cuandopes1,qges 0eY estaausente, y cuando g es 1, p es 0 y X esta ausente, y
cuando g es 1y Vz es undsFv, el dominio V. de V, estaunidoa,y

la molécula se proporciona como un dimero con dos cadenas pesadas de formula (1) y dos cadenas livianas asociadas
de férmula (11).

En una realizacion, cuando p es 1, V1 es dsFv y q es 0, existen al menos dos cadenas de polipéptidos de férmula (1).

En una realizacién, cuando V4 es un dsFv y el dominio V4 de V4 esta unido a X, la linea celular puede transfectarse
con un tercer vector que codifica el dominio V. de V.

En una realizacién, cuando V4 es un dsFv y el dominio V. de V1 esta unido a X, la linea celular puede transfectarse
con un tercer vector que codifica el dominio Vy de Vi.

En una realizacion cuando V2 es un dsFv y el dominio V| de V-, esta unido a Y, la linea celular puede transfectarse con
un tercer vector que codifica el dominio V4 de V.

Se apreciara que la proporcion de cada vector transfectado en la célula huésped se puede variar para optimizar la
expresion del producto de anticuerpo multiespecifico. En una realizacion, la relaciéon de vectores es 1:1:1. Se apreciara
que una persona experta puede encontrar una proporcién éptima mediante pruebas de rutina de los niveles de
expresion de proteinas después de la transfeccion.

También se apreciara que cuando dos o mas, en particular tres de mas, de los componentes de polipéptidos estan
codificados por un polinucleétido en un solo vector, la expresion relativa de cada componente de polipéptido puede
variarse, si se desea, utilizando diferentes promotores para cada polinucleétido que codifica un componente
polipeptidico de la presente divulgacion.

En una realizacion, el vector comprende una Unica secuencia de polinucleétidos que codifica las tres cadenas de
polipéptidos de la molécula de anticuerpo multiespecifico de la presente invencién bajo el control de un tnico promotor.

En una realizacion, el vector comprende una Unica secuencia de polinucleétidos que codifica las tres cadenas de
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polipéptidos de la molécula de anticuerpo multiespecifico de la presente divulgacion en la que cada secuencia de
polinucleétidos que codifica cada cadena de polipéptidos esta bajo el control de un promotor diferente.

Los anticuerpos y fragmentos de acuerdo con La presente divulgacion son expresados a buenos niveles a partir de
células huésped. Por lo tanto, las propiedades de los anticuerpos y/o fragmentos parecen estar optimizadas y ser
propicias para el procesamiento comercial.

Ventajosamente, las moléculas de anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion minimizan la cantidad de
agregacion observada después de la purificacién y maximizan la cantidad de monémero en las formulaciones del
constructo a concentraciones farmacéuticas, por ejemplo, el monémero puede ser 50%, 60%, 70% o 75% o mas, tal
como 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99% o mas, de la proteina purificada que esta presente como "monémero".

Los anticuerpos de la presente divulgacion y las composiciones que los comprenden son utiles en el tratamiento, por
ejemplo, en el tratamiento y/o profilaxis de una afeccion patologica, en particular como se describe en el presente
documento.

La afeccion o trastorno patologico, por ejemplo, puede seleccionarse del grupo que consiste en infecciones (virales,
bacterianas, fungicas y parasitarias), choque endotdxico asociado con infeccion, artritis tal como artritis reumatoide,
asma tal como asma severa, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), enfermedad inflamatoria pélvica,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad de
Peyronie, enfermedad celiaca, enfermedad de la vesicula biliar, enfermedad pilonidal, peritonitis, psoriasis, vasculitis,
adherencias quirurgicas, accidente cerebrovascular, diabetes tipo I, enfermedad de Lyme, meningoencefalitis, uveitis
autoinmune, trastornos inflamatorios inmunomediados del sistema nervioso central y periférico como esclerosis
multiple, lupus (como lupus eritematoso sistémico) y sindrome de Guillain-Barré, dermatitis atépica, hepatitis
autoinmune, alveolitis fibrosante, enfermedad de Grave, Nefropatia por IgA, purpura trombocitopénica idiopatica,
enfermedad de Meniere, pénfigo, cirrosis biliar primaria, sarcoidosis, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, otros
trastornos autoinmunes, pancreatitis, traumatismo (cirugia), enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de
trasplante, enfermedad cardiaca que incluye enfermedades isquémicas como infarto de miocardio y aterosclerosis,
coagulacion intravascular, resorcion ésea, osteoporosis, osteoartritis, periodontitis e hipoclorhidria.

La presente divulgacion también proporciona una molécula de anticuerpo multiespecifico segun la presente invencion
para uso en el tratamiento o la profilaxis del dolor, particularmente el dolor asociado con la inflamacion.

La presente divulgacion proporciona ademas una composicion farmacéutica o de diagndstico que comprende una
molécula de anticuerpo de la presente divulgacion en combinacién con uno o mas de un excipiente, diluyente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicion generalmente se suministrara como parte de una composicion farmacéutica estéril que normalmente
incluira un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede
comprender adicionalmente un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La presente divulgacion también proporciona un proceso para la preparacion de una composicion farmacéutica o de
diagndstico que comprende agregar y mezclar la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion junto con uno o
mas de un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Unico ingrediente activo en la composicion farmacéutica o de diagndstico o
puede estar acompariada de otros ingredientes activos que incluyen otros ingredientes de anticuerpos, por ejemplo,
anti-IL-1B, anti-células T, anti-IFNy o anti-anticuerpos LPS o ingredientes que no son anticuerpos, como las xantinas.
Otros ingredientes activos adecuados incluyen anticuerpos capaces de inducir tolerancia, por ejemplo, anticuerpos
anti-CD3 o anti-CD4.

En una realizacion adicional, el anticuerpo, fragmento o composiciéon de acuerdo con la divulgacion se emplea en
combinacién con un agente farmacéuticamente activo adicional.

Las composiciones farmacéuticas comprenden de forma adecuada una cantidad terapéuticamente efectiva del
anticuerpo de la invencién o sus multiplos.

El término "cantidad terapéuticamente efectiva" como se usa en el presente documento se refiere a una cantidad de
un agente terapéutico necesario para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccion dirigida, o para exhibir un
efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier anticuerpo, la cantidad terapéuticamente efectiva puede
estimarse inicialmente en ensayos de cultivo celular o en modelos animales, generalmente en roedores, conejos,
perros, cerdos o primates. El modelo animal también puede usarse para determinar el rango de concentracion
apropiado y la ruta de administracion. Dicha informacion se puede utilizar para determinar dosis y rutas utiles para la
administracion en humanos.

La cantidad terapéuticamente efectiva precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad del estado de la
enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el género del sujeto, la dieta, el tiempo y la frecuencia de
administracion, la combinacion de farmacos(s), sensibilidades de reaccion y tolerancia/respuesta a la terapia. Esta
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cantidad puede determinarse mediante experimentacion de rutina y estda a criterio del profesional clinico.
Generalmente, una cantidad terapéuticamente efectiva sera de 0.01 mg/kg a 50 mg/kg, por ejemplo, 0.1 mg/kg a 20
mg/kg. Alternativamente, la dosis puede ser de 1 a 500 mg por dia, como 10 a 100, 200, 300 o 400 mg por dia. Las
composiciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en formas de dosis unitarias que contienen una
cantidad predeterminada de un agente activo de la invencion.

Las composiciones pueden administrarse individualmente a un paciente o pueden administrarse en combinacion (por
ejemplo, simultaneamente, secuencialmente o por separado) con otros agentes, farmacos u hormonas.

La dosis a la que se administra la molécula de anticuerpo de la presente divulgacion depende de la naturaleza de la
afeccion a tratar, el alcance de la inflamaciéon presente y de si la molécula de anticuerpo se esta utilizando
profilacticamente o para tratar una afeccion existente.

La frecuencia de la dosis dependera de la vida media de la molécula de anticuerpo y la duracion de su efecto. Si la
molécula de anticuerpo tiene una vida media corta (por ejemplo, 2 a 10 horas) puede ser necesario administrar una o
mas dosis por dia. Alternativamente, si la molécula de anticuerpo tiene una vida media larga (por ejemplo, de 2 a 15
dias), solo puede ser necesario administrar una dosis una vez al dia, una vez a la semana o incluso una vez cada 1 o
2 meses.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable no debe inducir por si mismo la produccion de anticuerpos perjudiciales para
el individuo que recibe la composiciéon y no debe ser tdxico. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas
grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos polilacticos,
acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas virales inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales de acidos minerales, tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos, malonatos y
benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucion salina, glicerol y etanol. Ademas, en tales composiciones pueden estar presentes
sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias reguladoras de pH. Dichos
vehiculos permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen como tabletas, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, materiales pastosos y suspensiones, para la ingestion por parte del paciente.

Formas adecuadas para la administracion incluyen formas adecuadas para la administraciéon parenteral, por ejemplo,
por inyeccion o infusién, por ejemplo, por inyeccion en bolo o infusién continua. Cuando el producto es para inyeccion
o infusion, puede tomar la forma de una suspension, solucion o emulsion en un vehiculo aceitoso o acuoso y puede
contener agentes de formulacion, como agentes de suspension, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para su reconstitucion antes de su uso con
un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencién pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos por
tratar pueden ser animales. Sin embargo, en una o mas realizaciones, las composiciones estan adaptadas para la
administracion a sujetos humanos.

En una realizacion, en formulaciones de acuerdo con la presente divulgacion, el pH de la formulacién final no es similar
al valor del punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento, ya que, si el pH de la formulacién es 7, entonces un pH de
8-9 o superior puede ser apropiado. Si bien no desea limitarse a la teoria, se cree que esto en Ultima instancia puede
proporcionar una formulacion final con una estabilidad mejorada, por ejemplo, el anticuerpo o fragmento permanece
en solucion.

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcion pueden administrarse por cualquier nUmero de rutas que
incluyen, pero no se limitan a, oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutanea (por ejemplo, véase WQ098/20734), subcutanea, intraperitoneal, intranasal, entérica,
topica, sublingual, intravaginal o rectal. También se pueden usar hipoaspersiones para administrar las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Tipicamente, las composiciones terapéuticas pueden prepararse como inyectables,
como soluciones o suspensiones liquidas. También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucion o
suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion. Preferiblemente, las moléculas de anticuerpo de la presente
invencion se administran por via subcutanea, por inhalacién o por via tépica.

El suministro directo de las composiciones generalmente se lograra mediante inyeccion, subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa o intramuscular, o se administrara al espacio intersticial de un tejido. Las composiciones también pueden
administrarse en un tejido especifico de interés. El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis Unica
o un programa de dosis multiple.

Se apreciara que el ingrediente activo en la composicion sera una molécula de anticuerpo. Como tal, sera susceptible
a la degradacion en el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, si la composicion se va a administrar por una ruta usando
el tracto gastrointestinal, la composicidon necesitara contener agentes que protejan al anticuerpo de la degradacion
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pero que liberen el anticuerpo una vez que ha sido absorbido por el tracto gastrointestinal.

Una discusion exhaustiva de los portadores farmacéuticamente aceptables estd disponible en Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

En una realizacion, la formulacion se proporciona como una formulacién para administraciones tdpicas que incluyen
inhalacion.

Las preparaciones inhalables adecuadas incluyen polvos inhalables, aerosoles de dosificacion que contienen gases
propulsores o soluciones inhalables libres de gases propulsores (tales como soluciones o suspensiones nebulizables).
Los polvos inhalables de acuerdo con la descripcidn que contiene la sustancia activa pueden consistir Gnicamente en
las sustancias activas mencionadas anteriormente o en una mezcla de las sustancias activas mencionadas
anteriormente con un excipiente fisiol6gicamente aceptable.

Estos polvos inhalables pueden incluir monosacaridos (por ejemplo, glucosa o arabinosa), disacaridos (por ejemplo,
lactosa, sacarosa, maltosa), oligo y polisacaridos (por ejemplo, dextranos), polialcoholes (por ejemplo, sorbitol, manitol,
xilitol), sales (por ejemplo, cloruro de sodio, carbonato de calcio) o0 mezclas de estos entre si. Los mono o disacaridos
se usan de forma adecuada, el uso de lactosa o glucosa, particularmente pero no exclusivamente en forma de sus
hidratos.

Las particulas para la deposicién en el pulmoén requieren un tamafo de particula inferior a 10 micras, tal como 1-9
micras, por ejemplo, de 0.1 a 5 ym, en particular de 1 a 5 ym. El tamafio de particula del agente activo (como el
anticuerpo o el fragmento de anticuerpo) es de importancia primordial.

Los gases propulsores que pueden usarse para preparar los aerosoles inhalables son conocidos en la técnica. Los
gases propulsores adecuados se seleccionan entre hidrocarburos tales como n-propano, n-butano o isobutano y
halohidrocarburos tales como derivados clorados y/o fluorados de metano, etano, propano, butano, ciclopropano o
ciclobutano. Los gases propulsores mencionados anteriormente pueden usarse solos o en mezclas de los mismos.

Los gases propulsores particularmente adecuados son los derivados de alcanos halogenados seleccionados entre
TG11, TG12, TG134a y TG227. De los hidrocarburos halogenados mencionados anteriormente, TG134a (1,1,1,2-
tetrafluoroetano) y TG227 (1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano) y mezclas de los mismos son particularmente
adecuados.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propulsor también pueden contener otros ingredientes tales como
codisolventes, estabilizantes, agentes tensioactivos (tensioactivos), antioxidantes, lubricantes y medios para ajustar el
pH. Todos estos ingredientes son conocidos en la técnica.

Los aerosoles inhalables que contienen gas propulsor pueden contener hasta 5% en peso de sustancia activa. Los
aerosoles contienen, por ejemplo, 0.002 a 5% en peso, 0.01 a 3% en peso, 0.015 a 2% en peso, 0.1 a 2% en peso,
0.5 a 2% en peso 0 0.5 a 1% en peso de activo.

Alternativamente, las administraciones topicas al pulmén también pueden ser mediante la administraciéon de una
solucién liquida o formulacion en suspension, por ejemplo, empleando un dispositivo como un nebulizador, por
ejemplo, un nebulizador conectado a un compresor (por ejemplo, el nebulizador Pari LC-Jet Plus (R) conectado a un
compresor Pari Master (R) fabricado por Pari Respiratory Equipment, Inc., Richmond, Virginia).

En una realizacion, la formulacién se proporciona como ampollas discretas que contienen una dosis unitaria para
administracion por nebulizacion.

En una realizacion, el anticuerpo se suministra en forma liofilizada, para reconstituciones o alternativamente como una
formulacién en suspension.

El anticuerpo de la presente divulgacion puede administrarse disperso en un disolvente, por ejemplo, en forma de una
solucién o una suspension. Se puede suspender en una solucion fisiolégica apropiada, por ejemplo, solucién salina
fisiolégica, un disolvente farmacolégicamente aceptable o una solucion regulada. Las soluciones reguladas conocidas
en la técnica pueden contener 0.05 mg a 0.15 mg de edetato disddico, 8.0 mg a 9.0 mg de NaCl, 0.15 mg a 0.25 mg
de polisorbato, 0.25 mg a 0.30 mg de acido citrico anhidro y 0.45 mg a 0.55 mg de citrato de sodio por 1 ml de agua
para alcanzar un pH de aproximadamente 4.0 a 5.0. Como se menciond anteriormente, se puede preparar una
suspension, por ejemplo, a partir de anticuerpo liofilizado.

La composicion puede, opcionalmente, comprender moléculas adicionales capaces de alterar las caracteristicas de la
poblacién de anticuerpos, por ejemplo, reduciendo, estabilizando, retrasando, modulando y/o activando la funcién de
los anticuerpos.

Las suspensiones o formulaciones en solucién terapéuticas también pueden contener uno o mas excipientes. Los
excipientes son bien conocidos en la técnica e incluyen reguladores (por ejemplo, regulador citrato, regulador fosfato,
regulador acetato y regulador bicarbonato), aminoacidos, urea, alcoholes, acido ascorbico, fosfolipidos, proteinas (por
ejemplo, albumina sérica), EDTA, cloruro de sodio, liposomas, manitol, sorbitol y glicerol. Las soluciones o
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suspensiones pueden encapsularse en liposomas o microesferas biodegradables. La formulacién generalmente se
proporcionara en una forma sustancialmente estéril empleando procesos de fabricacion estériles.

Esto puede incluir la produccién y esterilizacion por filtracion de la solucion de disolvente regulada utilizada para la
formulacion, la suspension aséptica del anticuerpo en la solucién de disolvente regulada estéril y la dispensacion de
la formulacién en recipientes estériles por métodos familiares para los expertos en la materia.

La formulacion nebulizable de acuerdo con la presente divulgacion puede proporcionarse, por ejemplo, como unidades
de dosis unica (por ejemplo, envases de plastico sellados o viales) empaquetados en sobres de aluminio. Cada vial
contiene una dosis unitaria en un volumen, por ejemplo, 2 ml, de regulador disolvente/solucion.

Se cree que los anticuerpos de la presente divulgacion son adecuados para la administracion por nebulizacion.

También se prevé que el anticuerpo de la presente invencion pueda administrarse mediante el uso de terapia génica.
Para lograr esto, las secuencias de ADN que codifican las cadenas pesadas y livianas de la molécula de anticuerpo
bajo el control de los componentes de ADN apropiados se introducen en un paciente de tal manera que las cadenas
de anticuerpos se expresan a partir de las secuencias de ADN y se ensamblan in situ.

En una realizacion, se proporciona un proceso para purificar un anticuerpo multiespecifico (en particular un anticuerpo
o fragmento de acuerdo con la invencion).

En una realizacion, se proporciona un proceso para purificar un anticuerpo multiespecifico (en particular un anticuerpo
o fragmento de acuerdo con la invencion) que comprende los pasos de: realizar una cromatografia de intercambio
anionico en modo no vinculante de modo que las impurezas se retengan en la columna y el anticuerpo se mantenga
en la fraccion no unida. El paso puede realizarse, por ejemplo, a un pH de aproximadamente 6-8.

El proceso puede comprender ademas una etapa de captura inicial que emplea cromatografia de intercambio
catiodnico, realizada por ejemplo a un pH de aproximadamente 4 a 5.

El proceso puede comprender ademas etapas de cromatografia adicionales para asegurar que las impurezas
relacionadas con el producto y el proceso se resuelvan de forma adecuada a partir de la corriente de producto.

El proceso de purificacion también puede comprender uno o mas pasos de ultrafiltracién, tales como un paso de
concentracion y diafiltracion.

La forma purificada como se usa supra pretende referirse a al menos un 90% de pureza, tal como 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99% p/p o0 mas puro.

Sustancialmente libre de endotoxina generalmente pretende referirse a un contenido de endotoxina de 1 UE por mg
de producto de anticuerpo o menos tal como 0.5 o 0.1 UE por mg de producto.

Sustancialmente libre de proteina o ADN de la célula huésped generalmente se refiere al contenido de proteina y/o
ADN de la célula huésped de 400 ug por mg de producto de anticuerpo o menos tal como 100 pug por mg o menos, en
particular 20 yg por mg, segun sea apropiado.

La molécula de anticuerpo de la presente invencion también se puede usar en diagndstico, por ejemplo, en diagnostico
e imagen in vivo.

"Comprender" en el contexto de la presente memoria descriptiva pretende tener el significado de incluir. Cuando sea
técnicamente apropiado, se pueden combinar realizaciones de la invencion. Las realizaciones se describen aqui
comprendiendo ciertas caracteristicas/elementos. La divulgacion también se extiende a realizaciones separadas que
consisten o consisten esencialmente en dichas caracteristicas elementos.

Cualquier realizacion especifica y explicitamente mencionada en el presente documento puede formar la base de una
exencion de responsabilidad ya sea sola o en combinacién con una o mas realizaciones adicionales.

La presente divulgacion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos solo a modo de ilustracion, los cuales
se refieren a las Figuras adjuntas, en las que:

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra diversos constructos de anticuerpos multiespecificos de la presente divulgacion. Formatos IgG-
dsFv.

La Figura 2 muestra el analisis SDS-PAGE de diversos constructos unidos a la Cadena Pesada (HC) purificada de
proteina A de la presente divulgacion.

(A) Muestras no reducidas. (B) Muestras reducidas.

La Figura 3 muestra el analisis SDS-PAGE de diversos constructos unidos a la Cadena Liviana (LC) purificada de
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proteina A de la presente divulgacion.

(A) Muestras no reducidas. (B) Muestras reducidas.

Ejemplos

Los anticuerpo/fragmentos para ANTIGENO 1 estan etiquetados #1
Los anticuerpos/fragmentos para ANTIGENO 2 estan etiquetados #2
Los anticuerpos/fragmentos para ANTIGENO 3 estan etiquetados #3
Los anticuerpos/fragmentos para ANTIGENO 4 estan etiquetados #4

Ejemplo 1 - Generacion de moléculas de anticuerpos de la presente divulgacion (IgG-dsFv) Construccion de
plasmidos para la expresion en células de mamiferos

Para constructos de anticuerpos IgG#2-dsFv#1

Los plasmidos para la expresion de IgG#2-dsFv#1 (véase la Figura 1), se construyeron fusionando #1vL o #1vH al
extremo C de la regién constante kappa humana alotipo Km3 de la cadena liviana #2 usando el enlazador flexible
SGGGGSGGGGS [también denominado en este documento S, 2xG4S] (SEQ ID NO: 1), o fusionando #1vL o #1vH al
extremo C del extremo isotipo y1 humano gamma-1 CH3 constante de la cadena pesada #2 utilizando el enlazador
flexible SGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 1). Ademas, se introdujeron mutaciones puntuales en las secuencias de ADN
en residuos seleccionados en la region marco tanto de #1vL como de #1vH. Las mutaciones (cadena pesada G44C y
cadena liviana G100C) se introdujeron para crear un enlace disulfuro entre cadenas entre las cadenas pesada y liviana
de #1Fv.

Los fragmentos de genes que codifican el dominio libre #1dsvL y el dominio libre #1dsvH se fabricaron quimicamente
y se fusionaron con IgG#2 como se detalla anteriormente para generar:

IgG#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-dsvL#1 [Plasmido A];

IgG#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-dsvH#1 [Plasmido B];

IgG#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-dsvL#1 [Plasmido CJ; y

IgG#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-dsvH#1 [Plasmido D].

Para constructos de anticuerpos IgG #2-dsscFv#1 e IgG#2-scFv#1

Los plasmidos para la expresion de IgG#2-dsscFv#1 e IgG#2-scFv#1 se construyeron como sigue. Se construyd un
Fv de cadena unica (scFv) uniendo el extremo N del #1vL al extremo C del #1vH a través del enlazador flexible
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS [también denominado en este documento como 4xG4S] (SEQ ID NO: 68). Para
generar dsscFv, se introdujeron mutaciones puntuales en la secuencia de ADN en los residuos marco G100C en #1vL
y G44C en #1vH para hacer el scFv unido por disulfuro (dsscFv).

Los fragmentos de genes que codifican scFv#1 y dsscFv#1 se fabricaron quimicamente y se fusionaron en el extremo
C de la regidon constante kappa humana alotipo Km3 de la cadena liviana #2 usando el enlazador flexible
SGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 1) para generar:

#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-dsscFv#1(dsvH-4xG4S-dsvL) [Plasmido E1];
#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-dsscFv#1(dsvL-4xG4S-dsvH) [Plasmido E2];
#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-scFv#1(vH-4xG4S-vL) [Plasmido F1]; y

#2 Liviana-(SGGGGSGGGGS)-scFv#1(vL-4xG4S-vH) [Plasmido F2];

o a la regién constante de isotipo y1 gamma-1 CHs humano de la cadena pesada #2 usando el enlazador flexible
SGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 1) para generar:

#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-dsscFv#1(dsvH-4xG4S-dsvL) [Plasmido G1];
#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-dsscFv#1(dsvL-4xG4S-dsvH) [Plasmido G2];
#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-scFv#1(vH-4xG4S-vL) [Plasmido H1]J; y

#2 Pesada-(SGGGGSGGGGS)-scFv#1(vL-4xG4S-vH) [Plasmido H2].

Todos los formatos de fusion de IgG se clonaron en vectores de expresion de mamiferos bajo el control del promotor
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HCMV-MIE vy la secuencia de poliA SV40E. La cadena liviana de IgG #2 [plasmido J], la cadena pesada de I1gG #2
[plasmido 1], el dominio libre dsvL#1 [plasmido K] y el dominio libre dsvH#1 [plasmido L] se fabricaron quimicamente y
fueron clonados individualmente en vectores de expresion de mamiferos bajo el control del promotor HCMV-MIE y la

secuencia SV40E polyA.
Expresiéon de HEK293:

IgG#2(LC)-dsFv#1, IgG#2(HC)-dsFv#1, IgG#2(LC)-dsscFv#1, IgG#2(HC)-dsscFv#1, IgG#2(LC)-scFv#1 y IgG#2(HC)-

scFV#1.

Se transfectaron células HEK293 con los plasmidos relevantes usando el reactivo de transfeccion de 293fectina
Invitrogen segun las instrucciones del fabricante. Los plasmidos se mezclaron como se muestra en la Tabla 4 para

expresar los diferentes constructos:

Tabla 4

Constructo de anticuerpo

IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vH enlazado)

IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vL enlazado)

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vH enlazado)

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vL enlazado)

IgG#2(LC)-dsHLscFv#1 (LC-dsscFv enlazado)

IgG#2(LC)-HLscFv#1 (LC-scFv enlazado)

IgG#2(LC)-dsLHscFv#1 (LC-dsscFv enlazado)

IgG#2(LC)-LHscFv#1 (LC-scFv enlazado)

IgG#2(HC)-dsHLscFv#1 (HC-dsscFv enlazado)

IgG#2(HC)-HLscFv#1 (HC-scFv enlazado)

25

Plasmidos utilizados

1. Plasmido B

2. Plasmido |

3. Plasmido K

1. Plasmido A

2. Plasmido |

3. Plasmido L

1. Plasmido D

2. Plasmido J

3. Plasmido K

1. Plasmido C

2. Plasmido J

3. Plasmido L

1. Plasmido |

2. Plasmido E1

1. Plasmido |

2. Plasmido F1

1. Plasmido |

2. Plasmido E2

1. Plasmido |

2. Plasmido F2

1. Plasmido J

2. Plasmido G1

1. Plasmido J
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Constructo de anticuerpo Plasmidos utilizados
2. Plasmido H1
IgG#2(HC)-dsLHscFv#1 (HC-dsscFv enlazado) | 1. Plasmido J
2. Plasmido G2
IgG#2(HC)-LHscFv#1 (HC-scFv enlazado) 1. Plasmido J

2. Plasmido H2

La proporcién de los plasmidos usados para las transfecciones vario: para las 2 combinaciones de plasmidos, la
proporcion fue 1:1, mientras que para las 3 combinaciones de plasmidos se probaron diferentes proporciones. Se
incubd un total de 50 ug de ADN plasmidico con 125 ul de 293fectina + 4.25 ml de medio Optimem durante 20 minutos
a temperatura ambiente. La mezcla se afiadio luego a 50 ml de células HEK293 en suspension a 1 x 108 células/ml y
se incubd con agitacion a 37°C. Los sobrenadantes se cosecharon el dia 10 por centrifugacién a 1500 g para eliminar
las células y el sobrenadante se pas6 a través de un filtro de 0.22 pm. El nivel de expresion se determiné por HPLC
Protein-G.

La Tabla 5 muestra los resultados de la HPLC Protein-G. Como se puede ver, los niveles de expresion de todos los
constructos fueron comparables entre si, cubriendo un rango de 7-22 ug/ml. La IgG-dsFv se expres6 a 7-22 ug/ml, la
IgG-dsscFv se expres6 a 9-17 pug/ml y la IgG-scFv se expresé a 10-16 yg/ml. Ha habido informes en la literatura de
que la expresion de regiones Fv que carecen de un enlazador entre vL y vH o un motivo de dimerizacién para unir vL
y VH entre si tiene niveles de expresion sustancialmente mas bajos que los Fvs enlazados. Sorprendentemente, esto
no se observo en estos datos donde no se observaron diferencias significativas entre la mejor expresion de cada tipo
de constructo. Las proteinas unidas a vL que contenian una vH no unida mostraron niveles de expresion mas altos
(10-22 pg/ml) en comparacion con las proteinas unidas a vH que contenian una vL no unida (7-8 pug/ml).

Tabla 5

Constructo de anticuerpos Nivel de expresion (ug/ml)
IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vH enlazado)(relacion 1:1:1 LC-vH:HC:vL) |7

IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vH enlazado) (relacion 1:1:2 LC-vH:HC:vL) |8

IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vL enlazado)(relacion 1:1:1 LC-vL:HC:vH) |22

IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vL enlazado) (relacién 1:1:2 LC-vL:HC:vH) |17

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vH enlazado)(relacion 1:1:1 HC-vH:LC:vL) |7

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vH enlazado) (relacién 1:1:2 HC-vH:LC:vL) | 8

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vL enlazado)(relacion 1:1:1 HC-vL:LC:vH) |13

IgG#2(HC)-dsFv#1 (HC-vL enlazado) (relacion 1:1:2 HC-vL:LC:vH) | 10

IgG#2(LC)-dsHLscFv#1 (LC-dsscFv enlazado) 17
#21gG(LC)-HLscFv#1 (LC-scFv enlazado) 14
IgG#2(LC)-dsLHscFv#1 (LC-dsscFv enlazado) 15
IgG#2(LC)-LHscFv#1 (LC-scFv enlazado) 16
IgG#2(HC)-dsHLscFv#1 (HC-dsscFv enlazado) 10
IgG#2(HC)-HLscFv#1 (HC-scFv enlazado) 10
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Constructo de anticuerpos Nivel de expresion (ug/ml)
IgG#2(HC)-dsLHscFv#1 (HC-dsscFv enlazado) 9
IgG#2(HC)-LHscFv#1 (HC-scFv enlazado) 11

La purificacion de proteina A de HEK293 expreso IgG#2-dsFv#1, IgG#2-dsscFv#1 e IgG#2-scFv#1

Los sobrenadantes HEK293 de ~50 ml se concentraron de ~25 veces a ~2 ml usando concentradores de
centrifugacion con corte de peso molecular de 30 kDa. Los sobrenadantes concentrados se aplicaron a una columna
HiTrap MabSelectSure de 1 ml (GE Healthcare) equilibrada con fosfato 20 mM, NaCl 40 mM, pH 7.4. La columna se
lavé con fosfato 20 mM, NaCl 40 mM pH 7.4 y el material reunido se eluy6 con citrato 0.1 M, pH 3.4. Se recogio el pico
de elucién y el pH se ajusté a ~pH 7.0 con Tris/HCI 2M pH 8.5. Las eluciones ajustadas al pH se concentraron y el
regulador se intercambié a PBS pH 7.4 usando concentradores de centrifugacion de corte de peso molecular de 30
kDa.

Ejemplo 2 - Analisis de moléculas de IgG-dsFv
Analisis por SDS-PAGE de proteina A purificada, HEK293 expreso IgG#2-dsFv#1, IgG#2-dsscFv#1 e |gG#2-scFv#1

Las muestras (2 ug) se diluyeron con PBS a un volumen de 9.75 yl, a lo que se afadieron 3.75 pl de regulador de
muestra 4xLDS y 1.5 pl de N-etilimaleimida 100 mM (muestras no reducidas) o 1.5 pl de agente reductor NUPAGE 10x
(muestras reducidas). Las muestras se sometieron a vortice, se incubaron a 70°C durante 10 minutos, se enfriaron y
se centrifugaron a 12500 rpm durante 30 segundos. Las muestras preparadas se cargaron en un gel Tris/Glicina SDS
de acrilamida al 4-20% y se ejecutaron durante ~100 minutos a 125 V, voltaje constante. Se us6 la escalera de peso
molecular SeeBluePlus?2 (Life Technologies). Los geles se tifieron con la tincion de proteina Instant Blue (Expedeon)
y se destifieron con agua destilada.

Los resultados de la SDS-PAGE se muestran en las Figuras 2 y 3. Los tamafios de banda esperados después de la
SDS-PAGE reductora y no reductora se indican en la Tabla 6. Los formatos de IgG se ejecutaron juntos para la
comparacion del tamafio.

Tabla 6:

Tamafos de banda esperados después de SDS-PAGE (kDa)

(H = cadena pesada, L = cadena liviana, +/agente reductor)

- Rojo + Rojo - Rojo + Rojo
IgG(HC)-scFv ~201 H~77 L~24 IgG-(HC)dsFv ~201 H~64+12 L~24
IgG(LC)-scFv ~201 H~50 L~50 lgG-(LC)dsFv ~201 H~50 L~37+12
IgG ~147 H~50 L~24

Para IgG, se esperaba que el gel no reductor mostrara una banda a ~147 kDa, mientras que los geles reductores
mostraban bandas a ~50 kDa y 24 kDa con aproximadamente el doble de la tincién en la banda superior.

Para IgG(HC)-scFv e IgG(HC)-dsscFv, se esperaba que el gel no reductor mostrara una banda a ~201 kDa, mientras
que se esperaba que el gel reductor mostrara bandas a ~77 kDa y 24 kDa con aproximadamente tres veces la
tincién en la banda superior.

Para IgG(HC)-dsFv, se esperaba que el gel no reductor mostrara una banda a ~201 kDa, mientras que se esperaba
que el gel reductor mostrara bandas a ~64 kDa, 24 kDa y 12 kDa con tincién aproximadamente en la proporcion
3:2:1 banda superior a inferior.

Para IgG(LC)-scFv e IgG(LC)-dsscFv, se esperaba que el gel no reductor mostrara una banda a ~201 kDa, mientras
que se esperaba que el gel reductor mostrara un doblete a ~50 kDa con tincién aproximadamente equivalente en
ambas bandas.

Para IgG(LC)-dsFv, se esperaba que el gel no reductor mostrara una banda a ~201 kDa, mientras que se esperaba
que el gel reductor mostrara bandas a ~50 kDa, 37 kDa y 12 kDa con tincién aproximadamente en la proporcion
3:2:1 banda superior a inferior.
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Los geles reductores SDS-PAGE mostraron patrones de bandas que indicaban que los constructos se expresaban
correctamente en términos tanto de posicion de migracion como de intensidad de tincién. Las Unicas excepciones
fueron IgG#2(HC)-sFv#1 (enlazado HC-vH) (relacién de transfeccion 1:1:2 HC-vH:LC:vL), que contenia bandas
adicionales a ~55 kDa y ~45 kDa (Figura 2B, carril 10) e IgG#2(LC)-dsFv#1 (LC-vH enlazado) (relacion 1:1:1 LC-vH:
HC:vL) (Figura 3B, carril 6), que contenia una banda adicional a ~65 kDa. Sin embargo, también se observaron bandas
adicionales similares en la proteina parental IgG#2-scFv#1 (HC-HLscFv) (bandas adicionales a ~65 kDa y ~55 kDa,
Figura 2B, carril 5) y en la proteina parental IgG#2-dsscFv#1 (LC-HLscFv) (bandas adicionales a ~65 kDa, Figura 3B,
carril 3).

Entonces, mientras que las proteinas unidas a HC-vH y las proteinas unidas a LC-vH tenian bandas adicionales que
pueden haber sido consistentes con alguna degradacién/agregacion menor, las proteinas unidas a HC-vL y las
proteinas unidas a LC-vL mostraron los patrones de bandas esperados. Los geles SDS-PAGE no reductores
mostraron patrones de bandas >200 kDa para IgG-dsscFv que eran consistentes con la multimerizacion (Figura 2A,
carriles 6 y 8, Figura 3A, carriles 3 y 5) pero estas especies de alto peso molecular estaban ausentes en todas las
muestras IgG-dsFv (Figura 2A, carriles 9-12, Figura 3A, carriles 6-9).

Analisis S200 SE-HPLC de proteina A purificada, HEK293 expresado, IgG#2-dsFv#1 e IgG#2-dsscFv#1

Se inyectaron 10 ug de muestras de proteina purificada (100 pl de reserva de 0.1 mg/ml diluido en PBS) en una
columna Superdex 200 10/300 GL Tricorn (GE Healthcare) 3 dias después de la purificacion y se desarrollaron con
un gradiente isocratico de PBS pH 7.4 a 1 ml/min, con deteccion continua por absorbancia a 280 nm.

Después de la purificacion de la proteina A, la muestra de IgG#2(HC)-dsscFv#1 tenia 64-75% de monodmero, la
muestra de IgG#2(LC)-dsscFv#1 era 53-54% de mondmero; mientras que la IgG#2(HC)-dsFv#1 (unida a HC-vH) era
91-92% de mondémero, la IgG#2(HC)-dsFv#1 (unida a HC-vL) era 97-99% de mondmero, la IgG#2(LC)-dsFv#1 (unida
a LC-vH) era 60-76% de monomero y la IgG#2(LC)-dsFv#1 (unida a LC-vL) era 100% de mondmero.

Se sabe que el Fv#1 es particularmente propenso a la multimerizacion. Dado que los multimeros IgG-dsscFv se unen
fisicamente a través del enlazador dsscFv, al reemplazar dsscFv#1 con dsFv#1 (que carece de un enlazador scFv),
hubo un aumento significativo en el nivel de mondémero obtenido (en algunos casos 100%). Dependiendo de la
propension del Fv a multimerizar, en algunos casos seria ventajoso usar un dsFv en lugar de un dsscFv. La ausencia
del enlazador entre vL y vH elimina la posibilidad de interacciones inapropiadas del dominio intermolecular y, por lo
tanto, reduce la propension a formar multimeros y agregados durante y después de la expresion. La presencia del
enlace disulfuro con el dsFv asegura que el producto sea estable.

Listado de secuencias

<110> UCB Biopharma SPRL

<120> Constructos de anticuerpos multiespecificos
<130> G0229_WO

<160> 70

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de péptido

<400> 1
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 2

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de péptido

<400> 2
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Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10
<210>3

<211>8

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 3
Asp Lys Thr His Thr Cys Ala Ala
1 5

<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 4

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10

<210>5

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 5

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Thr Cys Pro Pro Cys
1 5 10 15

Pro Ala

<210> 6

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 6

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Thr Cys Prc Pro Cys
1 5 10 15

Pro Ala Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
20 25

<210>7
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<211> 30
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 7

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Gly Lys Pro Thr Leu
1 5 10 15

Tyr Asn Ser Leu Val Met Ser Asp Thr Ala Gly Thr Cys Tyr
20 25 30

<210> 8

<211> 31

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 8

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Gly Lys Pro Thr His
1 5 10 15

Val Asn Val Ser Val Val Met Ala Glu Val Asp Gly Thr Cys Tyr
20 25 30

<210>9

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 9
Asp Lys Thr His Thr Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 15

<210> 10

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 10

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Arg Cys Pro Glu Pro Lys Ser Cys Asp
1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Cys Pro Arg Cys Pro Ala
2Q 25

<210> 11
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<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador de bisagra

<400> 11

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Ser Cys Pro Ala
1 5 10

<210> 12

<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 12

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu
1 5

<210> 13

<211>6

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 13

Asp Lys Thr His Thr Ser
1 5

<210> 14

<211>6

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 14
Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 15
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 16
<211> 16
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 16

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15

<210> 17

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 17

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser
20

<210> 18

<211> 26

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 18

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25

<210>19

<211> 11

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 19
Ala Ala Ala Gly Ser Gly Gly Ala Ser Ala Ser
1 5 10

<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<220>
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<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (7)..(7)
<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<400> 20

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser

1 5

<210> 21

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<220>
<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<400> 21

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser

1 5

Gly Ala Ser Ala Ser
20

<210> 22

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural
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<400> 22

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser
20 25

<210> 23

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (12)..(12)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (17)..(17)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<400> 23

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Xaa Gly Gly Gly Ser Xaa Gly Gly Gly Ser Gly Ala Ser Ala Ser
20 25 30

<210> 24

<211> 13

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas

<222> (7)..(7)

<223> Xaa puede ser un aminoacido de origen natural

<400> 24

Ala Ala Ala Gly Ser Gly Xaa Ser Gly Ala Ser Ala Ser
1 5 10

<210> 25
<211> 28
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 25

Pro Gly Gly Asn Arg Gly Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr
1 5 10 15

Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr
20 25

<210> 26

<211> 11

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 26

Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr
1 5 10

<210> 27

<211> 6

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 27

Ala Thr Thr Thr Gly Ser
1 5

<210> 28

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 28

Glu Pro Ser Gly Pro Ile Ser Thr Ile Asn Ser Pro Pro Ser Lys Glu
1 5 10 15

Ser His Lys Ser Pro
20

<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible
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<400> 29

Gly Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
1 5 10 15
<210> 30
<211> 15

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 30

Gly Gly Gly Gly Ile Ala Pro Ser Met Vval Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
<210> 31
<211> 15

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 31

Gly Gly Gly Gly Lys Val Glu Gly Ala Gly Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
<210> 32

<211> 15

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 32
Gly Gly Gly Gly Ser Met Lys Ser His Asp Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 33

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 33
Gly Gly Gly Gly Asn Leu Ile Thr Ile Val Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 34
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Gly Gly Gly Gly val val Pro Ser Leu Pro Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 35

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 35
Gly Gly Glu Lys Ser Ile Pro Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210> 36

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 36

Arg Pro Leu Ser Tyr Arg Pro Pro Phe Pro Phe Gly Phe Pro Ser Val
1 5 10 15

Arg Pro

<210> 37

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 37

Tyr Pro Arg Ser Ile Tyr Ile Arg Arg Arg His Pro Ser Pro Ser Leu
1 5 10 15

Thr Thr

<210> 38

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 38

Thr Pro Ser His Leu Ser His Ile Leu Pro Ser Phe Gly Leu Pro Thr
1 5 10 15

Phe Asn
<210> 39
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<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 39

Arg Pro Val Ser Pro Phe Thr Phe Pro Arg Leu Ser Asn Ser Trp Leu
1 5 10 15

Pro Ala

<210> 40

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 40

Ser Pro Ala Ala His Phe Pro Arg Ser Ile Pro Arg Pro Gly Pro Ile
1 5 10 15

Arg Thr

<210> 41

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 41

Ala Pro Gly Pro Ser Ala Pro Ser His Arg Ser Leu Pro Ser Arg Ala
1 5 10 15

Phe Gly

<210> 42

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 42

Pro Arg Asn Ser Ile His Phe Leu His Pro Leu Leu Val Ala Pro Leu
1 5 10 15

Gly Ala

<210> 43
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<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 43

Met Pro Ser Leu Ser Gly Val Leu Gln Val Arg Tyr Leu Ser Pro Pro
1 5 10 15

Asp Leu

<210> 44

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 44

Ser Pro Gln Tyr Pro Ser Pro Leu Thr Leu Thr Leu Pro Pro His Pro
1 5 10 15

Ser Leu

<210> 45

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 45

Asn Pro Ser Leu Asn Pro Pro Ser Tyr Leu His Arg Ala Pro Ser Arg
1 5 10 15

Ile Ser

<210> 46

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 46

Leu Pro Trp Arg Thr Ser Leu Leu Pro Ser Leu Pro Leu Arg Arg Arg
1 5 10 15

Pro

<210> 47
<211> 18
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 47

Pro Pro Leu Phe Ala Lys Gly Pro Val Gly Leu Leu Ser Arg Ser Phe
1 5 10 15

Pro Pro

<210> 48

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 48

Val Pro Pro Ala Pro Val Val Ser Leu Arg Ser Ala His Ala Arg Pro
1 5 10 15

Pro Tyr

<210> 49

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 49

Leu Arg Pro Thr Pro Pro Arg Val Arg Ser Tyr Thr Cys Cys Pro Thr
1 5 10 15

Pro

<210> 50

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 50

Pro Asn Val Ala His Val Leu Pro Leu Leu Thr Val Pro Trp Asp Asn
1 5 10 15

Leu Arg

<210> 51
<211> 18
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 51

Cys Asn Pro Leu Leu Pro Leu Cys Ala Arg Ser Pro Ala Val Arg Thr
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador rigido

<400> 52

Gly Ala Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala
1 5 10

<210> 53

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador rigido

<400> 53

Pro Pro Pro Pro
1

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 54
Asp Leu Cys Leu Arg Asp Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 55

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

<210> 56
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<211> 15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 56

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

<210> 57

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 57

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

Glu Asp Asp Glu
20

<210> 58

<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 58

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

Gly Arg Ser Val
20

<210> 59

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 59

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

Gly Arg Ser Val Lys
20

<210> 60
<211> 15
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Glu Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu Asp Asp

1 5

<210> 61

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 61

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

1 5

Asp Asp

<210> 62

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 62

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

1 5

<210> 63

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 63

10

10

10

15

15

15

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

1 5

<210> 64

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 64
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Arg Leu Met Glu Asp Ile Cys Leu Ala Arg Trp Gly Cys Leu Trp Glu
1 5 10 15

Asp Asp

<210> 65

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 65

Glu Val Arg Ser Phe Cys Thr Arg Trp Pro Ala Glu Lys Ser Cys Lys
1 5 10 15

Pro Leu Arg Gly
20

<210> 66

<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 66

Arg Ala Pro Glu Ser Phe Val Cys Tyr Trp Glu Thr Ile Cys FPhe Glu
1 5 10 15

Arg Ser Glu Gln
20

<210> 67

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 67
Glu Met Cys Tyr Phe Pro Gly Ile Cys Trp Met
1 5 10

<210> 68

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de unién a albumina

<400> 68
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 3 10 15

Gly Gly Gly Ser
20

<210> 69

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 69
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 70

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Enlazador flexible

<400> 70

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de anticuerpo multiespecifico que comprende o consiste en:

a) una cadena polipeptidica de formula (1):

Vu-CH1-CH2-CH3-X~(V1)p;

y
b) una cadena polipeptidica de formula (l1):
Vi-CL-Y-(V2)q;

en donde:
Vu representa un dominio variable de cadena pesada;
CHy representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 1 del mismo;
CH> representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 2 del mismo;
CHs representa un dominio de una regién constante de cadena pesada, por ejemplo, el dominio 3 del mismo;
X representa un enlace o enlazador;
Y representa un enlace o enlazador;
V4 representa un dsFv;
V| representa un dominio variable, por ejemplo, un dominio variable de cadena liviana;

C. representa un dominio de una regién constante, por ejemplo, un dominio de regidn constante de cadena liviana,
como Ckappa;

V> representa un dsFv;

p representa 0 o 1;

qrepresenta 0o 1;

en donde almenosunodepoqges 1,y

cuandopes1,qges0eY esta ausente, y

cuandoges 1, pes 0y X estd ausente, y

cuando g es 1y Vz es undsFv, el dominio V. de V; estaunidoa Y,y

la molécula se proporciona como dimero con dos cadenas pesadas de formula (1) y dos cadenas livianas asociadas
de férmula (11).

2. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde p es 1.
3. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que g es 1.

4. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que X es un enlazador
peptidico.

5. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que X tiene la secuencia de
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

6. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que X es un enlace.

7. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 1 o 3, en la que Y es un enlazador
peptidico.

8. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en la que Y tiene la secuencia de
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

9. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o0 3, en la que Y es un enlace.
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10. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que
un enlace disulfuro de region intravariable en V1 0 V2 se selecciona independientemente del grupo que comprende o
consiste en: V437 y V95, Vud44 y V100, Vud4d y V105, V45 y V187, Vu100 y V50, V4100b y V49, VH98 y V46,
V1101 y V146, V4105 y V43 y Vu106 y V57, en donde los valores de V4 y V. estan independientemente dentro de
una V4 o V» dada, por ejemplo Vy44 y V100, y en donde la numeracion es de acuerdo con Kabat.

11. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la reivindicacién 10, en la que el enlace disulfuro de
la region intravariable en V4 o V3 esta en la posicion Vy44 y Vi 100.

12. Un polinucleétido que codifica una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

13. Un vector que comprende un polinucleétido definido en la reivindicacion 12.
14. Una célula huésped que comprende el polinucleétido o vector de la reivindicacion 12 o 13, respectivamente.

15. Una célula huésped que comprende tres vectores, comprendiendo cada vector un polinucleétido que codifica una
cadena polipeptidica diferente de una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11.

16. Un proceso que comprende expresar una molécula de anticuerpo multiespecifico de una célula huésped definida
en la reivindicacion 14 o 15.

17. Una composiciéon farmacéutica que comprende una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 y al menos un excipiente.

18. Una molécula de anticuerpo multiespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 17, para uso en el tratamiento.
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Figura 1: Formatos IgG-dsFv

IgG(HC)-dsFv

HC-vH enlazado HC-vL enlazado

1gG(LC)-dsFv

LC-vH enlazado LC-vL enlazado
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