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DESCRIPCION
Moléculas de union a antigeno activadoras de linfocitos T biespecificas especificas para CD3 y CEA
Campo de la invencion

La presente invencion en general se refiere a moléculas de union a antigeno biespecificas para activar linfocitos
T. Ademas, la presente invencion se refiere a polinucleétidos que codifican dichas moléculas de uniéon a antigeno
biespecificas, y vectores y células huésped que comprenden dichos polinucleétidos. La invencion se refiere
ademas a procedimientos para producir dichas moléculas de unién a antigeno biespecificas, y a procedimientos
de uso de dichas moléculas de union a antigeno biespecificas en el tratamiento de enfermedad.

Antecedentes

La destruccion selectiva de una célula individual o un tipo de célula especifico a menudo es deseable en una
variedad de entornos clinicos. Por ejemplo, un objetivo principal del tratamiento del céncer es destruir
especificamente las células tumorales, dejando las células y tejidos sanos intactos y sin dafios.

Una forma atractiva de lograr esto es induciendo una respuesta inmunitaria contra el tumor, para hacer que las
células efectoras inmunitarias tales como los linfocitos citoliticos naturales (NK) o los linfocitos T citotdxicos (CTL)
ataquen y destruyan las células tumorales. Los CTL constituyen las células efectoras mas potentes del sistema
inmunitario; sin embargo, no se pueden activar por el mecanismo efector mediado por el dominio Fc de anticuerpos
terapéuticos convencionales.

A este respecto, los anticuerpos biespecificos disefiados para unirse con un "brazo" a un antigeno de superficie
en células diana, y con el segundo "brazo" a un componente invariante activador del complejo receptor de linfocitos
T (TCR), se han vuelto de interés en los ultimos afios. La unién simultanea de un anticuerpo de este tipo a ambas
de sus dianas forzara una interaccion temporal entre la célula diana y el linfocito T, provocando la activaciéon de
cualquier linfocito T citotoxico y la posterior lisis de la célula diana. Por tanto, la respuesta inmunitaria se redirige a
las células diana y es independiente de la presentacion antigénica de péptidos por la célula diana o la especificidad
del linfocito T como seria pertinente para la activacion restringida para MHC normal de CTL. En este contexto, es
crucial que los CTL solo se activen cuando una célula diana les presente el anticuerpo biespecifico, es decir, se
imite la sinapsis inmunolégica. Son en particular deseables los anticuerpos biespecificos que no requieren
preacondicionamiento o coestimulacién de linfocitos para provocar lisis eficaz de células diana.

Se han desarrollado varios formatos de anticuerpos biespecificos e investigado su idoneidad para inmunoterapia
mediada por linfocitos T. De estos, las denominadas moléculas BiTE (captadoras de linfocitos T biespecificos) se
han caracterizado muy bien y ya se han mostrado prometedoras en el ambito clinico (revisado en Nagorsen y
Bauerle, Exp Cell Res 317, 1255-1260 (2011)). Las BiTE son moléculas scFv en tandem en las que dos moléculas
scFv se fusionan por un conector flexible. Otros formatos biespecificos que se evallan para el acoplamiento de
linfocitos T incluyen diacuerpos (Holliger et al., Prot Eng 9, 299-305 (1996)) y derivados de los mismos, tales como
diacuerpos en tandem (Kipriyanov et al., J Mol Biol 293, 41-66 (1999)). Un desarrollo mas reciente son las
moléculas denominadas DART (redireccion de afinidad doble), que se basan en el formato de diacuerpos, pero
presentan un puente disulfuro C terminal para estabilizacion adicional (Moore et al., Blood 117, 4542-51 (2011)).
También se han descrito proteinas de fusion Fab multiespecificas (documento WO 2012/158818). Los
denominados triomabs, que son moléculas de IgG completas hibridas de raton/rata y que también se estan
evaluando actualmente en ensayos clinicos, representan un formato de tamafio mas grande (revisado en Seimetz
et al., Cancer Treat Rev 36, 458-467 (2010)).

La variedad de formatos que se estan desarrollando muestra el gran potencial atribuido al redireccionamiento y
activacion de linfocitos T en inmunoterapia. Sin embargo, la tarea de generar anticuerpos biespecificos adecuados
para esto no es de ninguna manera trivial, sino que implica varios retos que se han de cumplir relacionados con
eficacia, toxicidad, aplicabilidad y producibilidad de los anticuerpos.

Las construcciones pequenas tales como, por ejemplo, las moléculas BiTE (aunque pueden reticular eficazmente
células diana y efectoras) tienen una semivida en suero muy corta, lo que requiere que se administren a los
pacientes por infusion continua. Una molécula BiTE ejemplar dirigida a CEA y CD3 se divulga en el documento
WO 2007/071426. Por otra parte, los formatos de tipo IgG (aunque tienen el gran beneficio de una semivida larga)
experimentan toxicidad asociada con las funciones efectoras naturales inherentes de las moléculas IgG. Su
potencial inmunogénico constituye otro rasgo caracteristico desfavorable de los anticuerpos biespecificos de tipo
IgG, especialmente los formatos no humanos, para un desarrollo terapéutico exitoso. Finalmente, un reto principal
en el desarrollo general de anticuerpos biespecificos ha sido la produccién de construcciones de anticuerpos
biespecificos en una cantidad y pureza clinicamente suficientes, debido al emparejamiento incorrecto de las
cadenas pesada y ligera del anticuerpo de especificidades diferentes tras la coexpresion, lo que disminuye el
rendimiento de la construccién correctamente ensamblada y da como resultado varios productos secundarios no
funcionales de los que el anticuerpo biespecifico deseado puede ser dificil separar.
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Dadas las dificultades y desventajas asociadas con los anticuerpos biespecificos actualmente disponibles para la
inmunoterapia mediada por linfocitos T, sigue existiendo la necesidad de obtener formatos mejorados novedosos
de dichas moléculas. La presente invencion proporciona moléculas de unién a antigeno biespecificas disefiadas
para la activacion y redireccionamiento de linfocitos T que combinan buena eficacia y producibilidad con baja
toxicidad y propiedades farmacocinéticas favorables.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3, que
comprende la region determinante de la complementariedad 1 (CDR) de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la
CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la CDR 3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 10, en el que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y de la cadena pesada de Fab se intercambian;

(i)  un segundo y un tercer resto de unién a antigeno, cada uno de los cuales es una molécula Fab que se puede
unir especificamente a CEA, que comprende la CDR 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 24, la CDR 2 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 25, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 26, la CDR 1 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 28, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 30;

(iii) un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable,

en el que el segundo resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con el
extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno, y el primer resto de unién a antigeno
se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con el extremo N de la primera subunidad del dominio Fc,
y en el que el tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con extremo
N de la segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacién, el segundo y el tercer resto de uniéon a antigeno comprende cada uno una region
variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion, el segundo y el tercer resto de union a antigeno es cada uno una molécula Fab
convencional.

En un modo de realizacién particular, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T es un dominio Fc de IgG. En un modo de realizacion especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de
IgG1. En modos de realizacion particulares, el dominio Fc es un dominio Fc humano.

En modos de realizacién particulares, el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la asociacion de
la primera y la segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacion especifico de este tipo, un residuo
aminoacidico del dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza por un residuo de aminoacido
que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia dentro del
dominio CH3 de la primera subunidad que se puede colocar en una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda
subunidad, y un residuo aminoacidico del dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza por
un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de este modo una
cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que es posicionable la protuberancia dentro
del dominio CH3 de la primera subunidad.

En un modo de realizacién especifico, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc, el residuo de
treonina en la posicion 366 se reemplaza por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc, el residuo de tirosina en la posicion 407 se reemplaza por un residuo de valina (Y407V);
y opcionalmente (a) en la segunda subunidad del dominio Fc, adicionalmente el residuo de treonina en la posicion
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366 se reemplaza por un residuo de serina (T366S) y el residuo de leucina en la posiciéon 368 se reemplaza por un
residuo de alanina (L368A); y/o (b) en la primera subunidad del dominio Fc, adicionalmente el residuo de serina en
la posicion 354 se reemplaza por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc,
adicionalmente el residuo de tirosina en la posicion 349 se reemplaza por un residuo de cisteina (Y349C)
(numeracién EU de acuerdo con Kabat).

En un modo de realizacion particular, el dominio Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que
reducen la unién a un receptor de Fc y/o la funciéon efectora. En un modo de realizacion, la una o mas sustituciones
aminoacidicas en el dominio Fc que reducen la unién a un receptor de Fc y/o la funcién efectora estan en una o
mas posiciones seleccionadas del grupo de L234, L235 y P329 (numeracion EU). En modos de realizacion
particulares, cada subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G.
En un modo de realizacion, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En un modo de realizacion, la funcién efectora
es citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

En un modo de realizacidn, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste en el
primer, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno, el dominio Fc y, opcionalmente, uno o mas conectores
peptidicos.

En un modo de realizacion especifico, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a
SEQ ID NO: 22, una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a SEQ ID NO: 56, una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a SEQ ID NO: 57, y una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 58.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion se proporciona un polinucleétido o pluralidad de polinucleétidos
aislados que codifican una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion. La
invencion proporciona ademas una célula huésped que comprende el polinucleétido o pluralidad de polinucleétidos
aislados de la invencion.

En otro aspecto se proporciona un procedimiento de produccion de una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que se puede unir especificamente a CD3 y CEA, que comprende las etapas de a) cultivar
la célula huésped de la invencién en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T y b) recuperar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T. La invencién también engloba una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T producida por el procedimiento de la invencion.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se engloban por la invencién procedimientos de uso de la molécula de unidn a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y la composicion farmacéutica de la invencion. En un aspecto, la invencion proporciona
una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o una composicién farmacéutica de la
invencion para su uso como medicamento. En un aspecto, se proporciona una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T 0 una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién para su uso en
el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo. En un modo de realizacion especifico, la
enfermedad es cancer.

Breve descripcion de los dibujos

FIGURA 1. Configuraciones ejemplares de las moléculas de unién a antigeno biespecificas (TCB) activadoras de
linfocitos T descritas en el presente documento. (A) llustracién de la molécula "1+1 IgG Crossfab". (B) llustracién
de la molécula "2+1 IgG Crossfab". (C) llustracion de la molécula "2+1 IgG Crossfab" con orden alternativo de los
componentes Crossfab y Fab ("invertida"). (D) llustraciéon de la molécula "1+1 CrossMab". (E) llustracion de la
molécula "2+1 1gG Crossfab, cadena ligera unida". (F) llustracion de la molécula "1+1 IgG Crossfab, cadena ligera
unida". (G) llustraciéon de la molécula "2+1 IgG Crossfab, invertida, cadena ligera unida". (H) llustracion de la
molécula "1+1 IgG Crossfab, invertida, cadena ligera unida". Punto negro: modificacién opcional en el dominio Fc
que promueve la heterodimerizacion.

FIGURA 2. Alineacién de clones anti-MCSP de afinidad madurada en comparacién con el clon original no
madurado (M4-3 ML2).

FIGURA 3. Dibujo esquematico de la molécula TCB MCSP (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida).

FIGURA 4. Analisis CE-SDS de la molécula TCB MCSP (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida, SEQ ID NO:
12, 53, 54 y 55). Electroferograma mostrado como SDS-PAGE de TCB MCSP: A) no reducido, B) reducido.
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FIGURA 5. Dibujo esquematico de la molécula TCB CEA (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida).

FIGURA 6. Analisis CE-SDS de la molécula TCB CEA (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida, SEQ ID NO: 22,
56, 57 y 58). Electroferograma mostrado como SDS-PAGE de TCB CEA: A) no reducido, B) reducido.

FIGURA 7. Union de TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55) a células A375 (MCSP*) (A) y células Jurkat (CD3*)
(B). "TCB no dirigida": anticuerpo biespecifico que se acopla a CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO:
59, 60, 61y 62).

FIGURA 8. Destruccion mediada por linfocitos T inducida por anticuerpo TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55)
de células diana A375 (MCSP alto) (A), MV-3 (MCSP medio) (B), HCT-116 (MCSP bajo) (C) y LS180 (MCSP
negativo) (D) (E:T = 10:1, PBMC humanos efectores, tiempo de incubacion 24 h). "TCB no dirigida": anticuerpo
biespecifico que se acopla a CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61y 62).

FIGURA 9. Regulacion por incremento de CD25 y CD69 en linfocitos T CD8* (A, B) y CD4* (C, D) humanos después
de la destruccion mediada por linfocitos T de células de melanoma MV3 (E:T = 10:1, incubacion 24 h) inducida por
anticuerpo TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55). "TCB no dirigida": anticuerpo biespecifico que se acopla a
CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61y 62).

FIGURA 10. Secrecion de IL-2 (A), IFN-y (B), TNFa (C), IL-4 (D), IL-10 (E) y granzima B (F) por PBMC humanos
después de la destruccion mediada por linfocitos T de células de melanoma MV3 (E:T = 10:1, incubacion 24 h)
inducida por anticuerpo TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55). "TCB no dirigida": anticuerpo biespecifico que
se acopla a CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61y 62).

FIGURA 11. Unién de TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58) a células de adenocarcinoma pulmonar A549 que
expresan CEA (A) y lineas de linfocitos T humanos y de macaco cangrejero inmortalizadas que expresan CD3
(Jurkat (B) y HSC-F (C), respectivamente).

FIGURA 12. Destruccién mediada por linfocitos T inducida por TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58) de células
HPAFII (CEA alto) (A, E), BxPC-3 (CEA medio) (B, F), ASPC-1 (CEA bajo) (C, G) y HCT-116 (CEA negativo) (D,
H). E:T = 10:1, PBMC humanos efectores, tiempo de incubacion de 24 h (A-D) o 48 h (E-H). "TCB no dirigida":
anticuerpo biespecifico que se acopla a CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61 y 62).

FIGURA 13. Proliferacién de linfocitos T CD8* y CD4* humanas (A-D) y regulacién por incremento de CD25 en
linfocitos T CD8* y CD4* humanos (E-H) 5 dias después de la destruccion mediada por linfocitos T de células
HPAFII (CEA alto) (A, E), BxPC-3 (CEA medio) (B, F), ASPC-1 (CEA bajo) (C, G) y HCT-116 (CEA negativo) (D,
H) inducida por TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58). "TCB DP47": anticuerpo biespecifico que se acopla a
CD3, pero no un segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61y 62).

FIGURA 14. Secrecion de IFN-y (A), TNFa (B), granzima B (C), IL-2 (D), IL-6 (E) e IL-10 (F) después de la
destruccion mediada por linfocitos T de células tumorales MKN45 (E:T = 10:1, incubacién 48 h) inducida por TCB
CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58). "TCB no dirigida": anticuerpo biespecifico que se acopla a CD3, pero no un
segundo antigeno (SEQ ID NO: 59, 60, 61 y 62).

FIGURA 15. Destruccion mediada por linfocitos T de células diana tumorales LS180 que expresan CEA inducida
por TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58) en presencia de concentraciones crecientes de CEA de
desprendimiento (sCEA), detectada 24 h (A) 0 48 h (B) después de la incubacién con TCB CEA y sCEA.

FIGURA 16. Destrucciéon mediada por linfocitos T de células A549 (adenocarcinoma pulmonar) que sobreexpresan
CEA humano (A549-hCEA), evaluada 21 h (A, B) y 40 h (C, D) después de la incubacion con TCB CEA (SEQ ID
NO: 22, 56, 57 y 58) y PBMC humanos (A, C) o PBMC de macaco cangrejero (B, D) como células efectoras.

FIGURA 17. Destruccién mediada por linfocitos T de lineas celulares de cancer colorrectal humano que expresan
CEA inducida por TCB CEA (SEC ID NO: 22, 56, 57 y 58) a 0,8 nM (A), 4 nM (B) y 20 nM (C). (D) Correlacioén entre
la expresion de CEA y el % de lisis especifica a 20 nM de TCB CEA, (E) correlacién entre la expresion de CEA 'y
la CEso de TCB CEA.

FIGURA 18. Eficacia antitumoral in vivo de TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58) en un carcinoma de colon
humano LS174T-fluc2 coinjertado con PBMC humanos (proporcién E:T 5:1). Los resultados muestran el promedio
y SEM de 12 ratones de volumen tumoral medido con un calibrador (A y C) y por bioluminiscencia (flujo total, B y
D) en los diferentes grupos de estudio. (A, B) Tratamiento temprano a partir del dia 1, (C, D) tratamiento retrasado
a partir del dia 7. La TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55) se us6 como control negativo.

FIGURA 19. Eficacia antitumoral in vivo de TCB CEA (SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58) en un carcinoma de colon
humano LS174T-fluc2 coinjertado con PBMC humanos (proporcién E:T 1:1). Los resultados muestran el promedio
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y SEM de 10 ratones de volumen tumoral medido con un calibrador (A) y por bioluminiscencia (flujo total, B) en los
diferentes grupos de estudio. La TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55) se us6 como control negativo.

FIGURA 20. Eficacia in vivo de TCB CEA murinizadas en un modelo de tumor ortotépico Panco2-huCEA en ratones
transgénicos huCD3¢/huCEA inmunocompetentes.

FIGURA 21. Estabilidad térmica de TCB CEA. Dispersién dinamica de luz medida en una rampa de temperatura
de 25-75 °C a 0,05 °C/min. El duplicado se muestra en gris.

FIGURA 22. Estabilidad térmica de TCB MCSP. Dispersion dinamica de luz medida en una rampa de temperatura
de 25-75 °C a 0,05 °C/min. El duplicado se muestra como una linea gris.

FIGURA 23. Destruccion mediada por linfocitos T inducida por TCB MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55) y
anticuerpos TCB 1+1 CrossMab MCSP de células diana tumorales (A) A375 (MCSP alto), (B) MV-3 (MCSP medio)
y (C) HCT-116 (MCSP bajo). (D) Se us6 LS180 (linea celular tumoral negativa para MCSP) como control negativo.
La destruccion de las células tumorales se evalué 24 h (A-D) y 48 h (E-H) después de la incubacioén de las células
diana con los anticuerpos y las células efectoras (PBMC humanos).

FIGURA 24. Regulacién por incremento de CD25 y CD69 en linfocitos T CD8* y CD4* después de la destruccion
mediada por linfocitos T de células tumorales que expresan MCSP (A375 (A-D) y MV-3 (E-H)) mediada por TCB
MCSP (SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55) y anticuerpos TCB 1+1 CrossMab MCSP.

FIGURA 25. Analisis CE-SDS de TCB DP47 GS (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida = "TCB no dirigida"
(SEQ ID NO: 59, 60, 61 y 62)) que contiene DP47 GS como anticuerpo de no unién y CH2527 humanizado como
anticuerpo anti-CD3. Electroferograma mostrado como SDS-PAGE de TCB DP47 GS: A) no reducido, B) reducido.

Descripcion detallada
Definiciones

Los términos se usan en el presente documento como se usan en general en la técnica, a menos que se defina de
otro modo a continuacion.

Como se usa en el presente documento, el término "molécula de union a antigeno" se refiere en su sentido mas
amplio a una molécula que se une especificamente a un determinante antigénico. Los ejemplos de moléculas de
unioén a antigeno son inmunoglobulinas y derivados, por ejemplo, fragmentos, de las mismas.

El término "biespecifica" quiere decir que la molécula de unién a antigeno se puede unir especificamente a al
menos dos determinantes antigénicos distintos. Tipicamente, una molécula de unién a antigeno biespecifica
comprende dos sitios de unién a antigeno, cada uno de los cuales es especifico para un determinante antigénico
diferente. En determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica se puede unir
simultdneamente a dos determinantes antigénicos, en particular dos determinantes antigénicos expresados en dos
células distintas.

El término "valente" como se usa en el presente documento indica la presencia de un niumero especificado de
sitios de unién a antigeno en una molécula de unién a antigeno. Como tal, el término "unién monovalente a un
antigeno" indica la presencia de un (y no mas de un) sitio de union a antigeno especifico para el antigeno en la
molécula de unién a antigeno.

Un "sitio de unién a antigeno" se refiere al sitio, es decir, uno o mas residuos aminoacidicos, de una molécula de
unién a antigeno que proporciona interaccion con el antigeno. Por ejemplo, el sitio de unién a antigeno de un
anticuerpo comprende residuos aminoacidicos de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR).
Una molécula de inmunoglobulina natural tipicamente tiene dos sitios de unién a antigeno, una molécula Fab
tipicamente tiene un unico sitio de union a antigeno.

Como se usa en el presente documento, el término "resto de unidén a antigeno" se refiere a una molécula
polipeptidica que se une especificamente a un determinante antigénico. En un modo de realizacién, un resto de
unién a antigeno puede dirigir la entidad a la que se une (por ejemplo, un segundo resto de unién a antigeno) a un
sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifico de célula tumoral o estroma tumoral que porta el determinante
antigénico. En otro modo de realizacion, un resto de unién a antigeno puede activar la sefializacién a través de su
antigeno diana, por ejemplo, un antigeno del complejo receptor de linfocitos T. Los restos de unién a antigeno
incluyen anticuerpos y fragmentos de los mismos, como se define ademas en el presente documento. Los restos
de unidn a antigeno particulares incluyen un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo, que comprende una
region variable de la cadena pesada del anticuerpo y una regioén variable de la cadena ligera del anticuerpo. En
determinados modos de realizacion, los restos de unién a antigeno pueden comprender regiones constantes de
anticuerpo, como se define adicionalmente en el presente documento y es conocido en la técnica. Las regiones
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constantes de la cadena pesada utiles incluyen cualquiera de los cinco isotipos: a, ©, €, y o . Las regiones
constantes de la cadena ligera utiles incluyen cualquiera de los dos isotipos: K y A.

Como se usa en el presente documento, el término "determinante antigénico" es sinénimo de "antigeno" y "epitopo"
y se refiere a un sitio (por ejemplo, un tramo contiguo de aminoacidos o una configuracion conformacional
constituida por diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula polipeptidica a la que se
une un resto de union a antigeno, formando un complejo de resto de union a antigeno-antigeno. Se pueden
encontrar determinantes antigénicos utiles, por ejemplo, en las superficies de células tumorales, en las superficies
de células infectadas por virus, en las superficies de otras células afectadas, en la superficie de células inmunitarias,
libres en suero sanguineo y/o en la matriz extracelular (ECM). Las proteinas denominadas antigenos en el presente
documento (por ejemplo, MCSP, CEA, CD3) pueden ser cualquier forma natural de las proteinas de cualquier
fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, humanos) y roedores (por ejemplo,
ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. En un modo de realizacion particular, el antigeno es una
proteina humana. Cuando se hace referencia a una proteina especifica en el presente documento, el término
engloba la proteina no procesada "de longitud completa”, asi como cualquier forma de la proteina que resulte del
procesamiento en la célula. El término también engloba variantes naturales de la proteina, por ejemplo, variantes
de ayuste o variantes alélicas. Las proteinas humanas ejemplares utiles como antigenos incluyen, pero no se
limitan a: Proteoglicano de sulfato de condroitina asociado a melanoma (MCSP), también conocido como
proteoglicano de sulfato de condroitina 4 (CSPG4, UniProt n.° Q6UVK1 (version 70), RefSeq NCBI n.°
NP_001888.2); antigeno carcinoembrionario (CEA), también conocido como molécula 5 de adhesion celular
relacionada con el antigeno carcinoembrionario (CEACAMS, UniProt n.° P06731 (version 119), RefSeq NCBI n.°
NP_004354.2); y CD3, en particular la subunidad épsilon de CD3 (véase UniProt n.° PO7766 (version 130), NCBI
RefSeq n.° NP_000724.1, SEQ ID NO: 103 para la secuencia humana; o UniProt n.° Q95LI5 (version 49), NCBI
GenBank n.° BAB71849.1, SEQ ID NO: 104 para la secuencia de macaco cangrejero [Macaca fascicularis]). En
determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita
en el presente documento se une a un epitopo de CD3 o un antigeno de célula diana que se conserva entre el
CD3 o el antigeno diana de diferentes especies. En determinados modos de realizacién, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento se une a CD3 y CEACAMS,
pero no se une a CEACAM1 o CEACAMBG. Por "unién especifica" se quiere decir que la union es selectiva para el
antigeno y se puede discriminar de las interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad de un resto de
unioén a antigeno para unirse a un determinante antigénico especifico se puede medir a través de un ensayo de
inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) o bien otras técnicas familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, la
técnica de resonancia de plasmon superficial (SPR) (analizada en un instrumento BlAcore) (Liljeblad et al., Glyco
J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de union tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En un modo de
realizacién, el grado de unién de un resto de unién a antigeno a una proteina no relacionada es inferior a
aproximadamente un 10 % de la unién del resto de unidn a antigeno al antigeno medida, por ejemplo, mediante
SPR. En determinados modos de realizacién, un resto de unién a antigeno que se une al antigeno, o una molécula
de unién a antigeno que comprende ese resto de unidn a antigeno, tiene una constante de disociaciéon (Kp) de
<1 uM, £100 nM, €10 nM, £1 nM, £0,1 nM, 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo,
de 108 M a 1073 M, por ejemplo, de 10° M a 10™"3 M).

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre un Unico sitio de unién de
una molécula (por ejemplo, un receptor) y su compariero de union (por ejemplo, un ligando). A menos que se
indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de union" se refiere a afinidad de unién
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo, un resto de unién a
antigeno y un antigeno, o un receptor y su ligando). La afinidad de una molécula X por su compafiera Y se puede
representar en general por la constante de disociacion (Kp), que es la proporcion de las constantes de velocidad
de disociacion y asociacion (kdis y kas, respectivamente). Por tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender
diferentes constantes de velocidad, siempre que la proporcion de las constantes de velocidad permanezca igual.
La afinidad se puede medir por procedimientos bien establecidos conocidos en la técnica, incluyendo los descritos
en el presente documento. Un procedimiento particular para medir la afinidad es la resonancia de plasmén
superficial (SPR).

"Unioén reducida", por ejemplo, unién reducida a un receptor de Fc, se refiere a una disminucion en la afinidad para
la interaccion respectiva, como se mide por ejemplo por SPR. Por claridad, el término incluye también la reduccion
de la afinidad hasta cero (o por debajo del limite de deteccidon del procedimiento analitico), es decir, la supresién
completa de la interaccion. A la inversa, "union incrementada" se refiere a un incremento en la afinidad de union
para la interaccion respectiva.

"Activacion de linfocitos T" como se usa en el presente documento se refiere a una o mas respuestas celulares de
un linfocito T, en particular un linfocito T citotoxico, seleccionadas de: proliferacién, diferenciacion, secrecion de
citocinas, liberacion de moléculas efectoras citotdxicas, actividad citotdxica y expresién de marcadores de
activacion. Las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente
documento pueden inducir la activacion de linfocitos T. Los ensayos adecuados para medir la activacion de
linfocitos T son conocidos en la técnica descrita en el presente documento.
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Un "antigeno de célula diana" como se usa en el presente documento se refiere a un determinante antigénico
presentado en la superficie de una célula diana, por ejemplo, una célula en un tumor tal como una célula cancerosa
0 una célula del estroma tumoral.

Como se usa en el presente documento, los términos "primero" y "segundo" con respecto a los restos de union a
antigeno, etc., se usan por conveniencia para distinguir cuando hay mas de uno de cada tipo de resto. El uso de
estos términos no pretende conferir un orden u orientacion especificos de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T a menos que explicitamente asi se establezca.

Una "molécula Fab" se refiere a una proteina que consiste en el dominio VH y CH1 de la cadena pesada (la "cadena
pesada de Fab") y el dominio VL y CL de la cadena ligera (la "cadena ligera de Fab") de una inmunoglobulina.

Por "fusionado" se quiere decir que los componentes (por ejemplo, una molécula Fab y una subunidad de dominio
Fc) se unen por enlaces peptidicos, directamente o bien por medio de uno o mas conectores peptidicos.

Como se usa en el presente documento, el término "monocatenaria” se refiere a una molécula que comprende
monomeros de aminoacidos unidos linealmente por enlaces peptidicos. En determinados modos de realizacion,
uno de los restos de union a antigeno es una molécula Fab monocatenaria, es decir, una molécula Fab en la que
la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab estan conectadas por un conector peptidico para formar una
Unica cadena peptidica. En dicho modo de realizacion particular, el extremo C de la cadena ligera de Fab se
conecta al extremo N de la cadena pesada de Fab en la molécula Fab monocatenaria.

Por una molécula Fab "de entrecruzamiento" (también denominada "Crossfab") se quiere decir una molécula Fab
en la que las regiones variables o las regiones constantes de la cadena pesada y ligera de Fab se intercambian,
es decir, la molécula de Fab de entrecruzamiento comprende una cadena peptidica compuesta por la regién
variable de la cadena ligera y la region constante de la cadena pesada, y una cadena peptidica compuesta por la
regién variable de la cadena pesada y la regidon constante de la cadena ligera. Por claridad, en una molécula Fab
de entrecruzamiento en la que las regiones variables de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
intercambian, la cadena peptidica que comprende la regidon constante de la cadena pesada se denomina en el
presente documento "cadena pesada" de la molécula Fab de entrecruzamiento. A la inversa, en una molécula Fab
de entrecruzamiento en la que las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se
intercambian, la cadena peptidica que comprende la region variable de la cadena pesada se denomina en el
presente documento "cadena pesada" de la molécula Fab de entrecruzamiento.

Al contrario que esto, por una molécula Fab "convencional" se quiere decir una molécula Fab en su formato natural,
es decir, que comprende una cadena pesada compuesta por las regiones variable y constante de la cadena pesada
(VH-CH1), y una cadena ligera compuesta por las regiones variable y constante de la cadena ligera (VL-CL). El
término "molécula de inmunoglobulina” se refiere a una proteina que tiene la estructura de un anticuerpo natural.
Por ejemplo, las inmunoglobulinas de la clase IgG son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente
150.000 dalton, compuestas de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que se unen con enlaces disulfuro.
Desde el extremo N al extremo C, cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también llamada dominio
variable pesado o dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3),
también llamados regiones constantes de la cadena pesada. De forma similar, desde el extremo N al extremo C,
cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también llamada dominio variable ligero o dominio variable de
la cadena ligera, seguida de un dominio constante ligero (CL), también llamado regién constante de la cadena
ligera. La cadena pesada de una inmunoglobulina se puede asignar a uno de cinco tipos, llamados a (IgA), d (IgD),
€ (IgE), vy (IgG) o p (IgM), algunos de los cuales se pueden dividir ademas en subtipos, por ejemplo, y1 (IgG1), y2
(1gG2), vs3 (IgGs3), va (IgGa), a1 (IgA1) y a2 (IgAz). La cadena ligera de una inmunoglobulina se puede asignar a uno
de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), basados en la secuencia de aminoacidos de su dominio constante.
Una inmunoglobulina consiste esencialmente en dos moléculas Fab y un dominio Fc, unidos por medio de la region
bisagra de inmunoglobulina.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpo, incluyendo, pero sin limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos
de anticuerpo siempre que presenten la actividad de unién a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo" se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una
porcion de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')z, diacuerpos, anticuerpos
lineales, moléculas de anticuerpo monocatenarias (por ejemplo, scFv) y anticuerpos de dominio unico. Para una
revision de determinados fragmentos de anticuerpo, véase Hudson, et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una
revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Pliickthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994); véase también el documento
WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.° 5.571.894 y 5.587.458. Para obtener un analisis de los fragmentos
Fab y F(ab')2 que comprenden residuos de epitopos de union al receptor de rescate y que tienen una semivida in
vivo incrementada, véase la patente de EE. UU. n.° 5.869.046. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con
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dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véanse, por ejemplo, los documentos
EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA
90, 6444-6448 (1993). También se describen triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat Med 9, 129-134
(2003). Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcion del
dominio variable de la cadena pesada o todo o una porcidon del dominio variable de la cadena ligera de un
anticuerpo. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio
unico humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1). Se
pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitarse a digestion
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccion por células huésped recombinantes (por ejemplo, E.
coli o fago), como se describe en el presente documento.

El término "dominio de unidn a antigeno" se refiere a la parte de un anticuerpo que comprende el area que se une
especificamente a y es complementaria a parte o la totalidad de un antigeno. Se puede proporcionar un dominio
de unién a antigeno, por ejemplo, por uno o0 mas dominios variables de anticuerpo (también llamados regiones
variables de anticuerpo). En particular, un dominio de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena
ligera de anticuerpo (VL) y una region variable de la cadena pesada de anticuerpo (VH).

El término "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que estéd implicado en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y de la
cadena ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen, en general, estructuras similares,
comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR).
Véase, por ejemplo, Kindt ef al. Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Un dominio
VH o VL unico puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno.

El término "regién hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son de secuencia hipervariable y/o forman bucles definidos
estructuralmente ("bucles hipervariables"). En general, los anticuerpos tetracatenarios naturales comprenden seis
HVR; tres en la VH (H1, H2, H3) y tres en la VL (L1, L2, L3). Las HVR comprenden en general residuos
aminoacidicos de los bucles hipervariables y/o de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
siendo las ultimas las de variabilidad de secuencia mas alta y/o estando implicadas en el reconocimiento antigénico.
Con la excepcion de CDR1 en VH, las CDR comprenden en general los residuos aminoacidicos que forman los
bucles hipervariables. Las regiones hipervariables (HVR) también se denominan "regiones determinantes de la
complementariedad" (CDR), y estos términos se usan en el presente documento de manera intercambiable en
referencia a porciones de la region variable que forman las regiones de unién a antigeno. Kabat et al., U.S. Dept.
of Health and Human Services, Sequences of Proteins of Immunological Interest (1983) y Chothia et al., J Mol Biol
196:901-917 (1987) han descrito esta region en particular, donde las definiciones incluyen residuos aminoacidicos
superpuestos o subconjuntos de los mismos cuando se comparan entre si. No obstante, se pretende que la
aplicacién de cualquier definicion para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes del mismo esté dentro del
alcance del término como se define y se usa en el presente documento. Los residuos aminoacidicos apropiados
que engloban las CDR, como se define en cada una de las referencias citadas anteriormente, se exponen a
continuacion en la tabla A como comparacién. Los numeros de residuos exactos que engloba una CDR particular
variaran dependiendo de la secuencia y tamafio de la CDR. Los expertos en la técnica pueden determinar de forma
rutinaria qué residuos comprende una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de la regién variable del
anticuerpo.

TABLA A. Definiciones de CDR!

CDR Kabat Chothia AbM?
CDR1 VH 31-35 26-32 26-35
CDR2 VH 50-65 52-58 50-58
CDR3 VH 95-102 95-102 95-102
CDR1 VL 24-34 26-32 24-34
CDR2 VL 50-56 50-52 50-56
CDR3 VL 89-97 91-96 89-97

" La numeracion de todas las definiciones de CDR en la tabla A esta de acuerdo con las convenciones de
numeracion expuestas por Kabat et al. (véase a continuacion).

2 "AbM" con una "b" mintscula como se usa en la tabla A se refiere a las CDR definidas por el programa
informatico de modelado de anticuerpos "AbM" de Oxford Molecular.

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracion para secuencias de regién variable que es aplicable a
cualquier anticuerpo. Un experto en la técnica puede asignar inequivocamente este sistema de "numeracion de
Kabat" a cualquier secuencia de regién variable, sin depender de ningun dato experimental mas alla de la propia
secuencia. Como se usa en el presente documento, la "numeracion de Kabat" se refiere al sistema de numeracion



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2775207 T3

expuesto por Kabat et al., U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequence of Proteins of Immunological
Interest" (1983). A menos que se especifique de otro modo, las referencias a la numeracion de posiciones de
residuos aminoacidicos especificas en una regién variable de anticuerpo estan de acuerdo con el sistema de
numeracion de Kabat.

Las secuencias polipeptidicas del listado de secuencias no se numeran de acuerdo con el sistema de numeracioén
de Kabat. Sin embargo, esta dentro de la habilidad del experto en la técnica convertir la numeracién de las
secuencias del listado de secuencias a la numeracion de Kabat.

"Region estructural" o "FR" se refiere a los residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste, en general, en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3
y FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en general, en la siguiente secuencia en VH (o
VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante o regién constante poseido
por su cadena pesada. Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas
se pueden dividir adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1g9Gs, IgGs, IgA1 e IgAz. Los
dominios constantes de la cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se
llaman q, &, €, y y Y, respectivamente.

El término "dominio Fc" o "regién Fc" en el presente documento se usa para definir una region C terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la regién constante. El término incluye
regiones Fc de secuencia natural y regiones Fc variantes. Aunque los limites de la region Fc de una cadena pesada
de IgG pueden variar ligeramente, la region Fc de la cadena pesada de IgG humana se define normalmente para
que se extienda de Cys226, o de Pro230, al extremo carboxiterminal de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina
C terminal (Lys447) de la regién Fc puede estar o no estar presente. A menos que se especifique de otro modo en
el presente documento, la numeracion de residuos aminoacidicos en la region Fc o region constante estd de
acuerdo con el sistema de numeracién EU, también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD, 1991. Una "subunidad" de un dominio Fc como se usa en el presente documento se refiere a uno
de los dos polipéptidos que forman el dominio Fc dimérico, es decir, un polipéptido que comprende regiones
constantes C terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina, que se pueden autoasociar de manera estable.
Por ejemplo, una subunidad de un dominio Fc de IgG comprende un dominio constante CH2 de IgG y un CH3 de
IgG.

Una "modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc" es una
manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones postraduccionales de una subunidad del dominio Fc que
reduce o evita la asociacion de un polipéptido que comprende la subunidad del dominio Fc con un polipéptido
idéntico para formar un homodimero. Una modificacién que promueve la asociacion como se usa en el presente
documento en particular incluye modificaciones separadas realizadas en cada una de las dos subunidades del
dominio Fc que se desean asociar (es decir, la primera y la segunda subunidad del dominio Fc), en la que las
modificaciones son complementarias entre si para promover la asociacion de las dos subunidades del dominio Fc.
Por ejemplo, una modificacién que promueve la asociacion puede alterar la estructura o carga de una o ambas de
las subunidades del dominio Fc para hacer que su asociacidon sea estérica o electrostaticamente favorable,
respectivamente. Por tanto, se produce (hetero)dimerizaciéon entre un polipéptido que comprende la primera
subunidad del dominio Fc y un polipéptido que comprende la segunda subunidad del dominio Fc, que podria ser
no idéntico en el sentido de que otros componentes fusionados a cada una de las subunidades (por ejemplo, restos
de unién a antigeno) no son los mismos. En algunos modos de realizacién, la modificacion que promueve la
asociacion comprende una mutacién aminoacidica en el dominio Fc, especificamente una sustitucién aminoacidica.
En un modo de realizacion particular, la modificacion que promueve la asociacion comprende una mutacion
aminoacidica separada, especificamente una sustitucion aminoacidica, en cada una de las dos subunidades del
dominio Fc.

El término "funciones efectoras" se refiere a las actividades bioldgicas atribuibles a la regiéon Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1q
y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), unién a receptor de Fc, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP), secrecién de citocinas, captacion de
antigenos mediada por complejo inmunitario por células presentadoras de antigenos, regulacion por disminucién
de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B) y activacion de linfocitos B.

Como se usa en el presente documento, se considera que los términos "genomanipular, genomanipulado,
genomanipulacion" incluyen cualquier manipulacion del esqueleto peptidico o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido natural o recombinante o fragmento del mismo. La genomanipulacion incluye
modificaciones de la secuencia de aminoacidos, del patron de glucosilaciéon o del grupo de cadena lateral de
aminoacidos individuales, asi como combinaciones de estos enfoques.
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El término "mutacion aminoacidica", como se usa en el presente documento, pretende englobar sustituciones,
deleciones, inserciones y modificaciones aminoacidicas. Cualquier combinacién de sustitucion, delecion, insercion
y modificacion se puede realizar para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final posea las
caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién reducida a un receptor de Fc o asociacion incrementada con otro
péptido. Las deleciones e inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen deleciones e inserciones de
aminoacidos amino y/o carboxiterminales. Las mutaciones aminoacidicas particulares son sustituciones
aminoacidicas. Con el propésito de alterar, por ejemplo, las caracteristicas de unién de una region Fc, son en
particular preferentes las sustituciones aminoacidicas no conservadoras, es decir, el reemplazo de un aminoacido
por otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o quimicas diferentes. Las sustituciones aminoacidicas
incluyen el reemplazo por aminoacidos no naturales o por derivados de aminoacidos naturales de los veinte
aminoacidos estandar (por ejemplo, 4-hidroxiprolina, 3-metilhistidina, ornitina, homoserina, 5-hidroxilisina). Se
pueden generar mutaciones aminoacidicas usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la
técnica. Los procedimientos genéticos pueden incluir mutagénesis dirigida a sitio, PCR, sintesis génica y similares.
Se contempla que también pueden ser utiles procedimientos de alteracion del grupo de cadena lateral de un
aminoacido por procedimientos distintos de genomanipulacion, tales como modificacion quimica. Se pueden usar
diversas designaciones en el presente documento para indicar la misma mutacién aminoacidica. Por ejemplo, se
puede indicar una sustitucion de prolina en la posicién 329 del dominio Fc a glicina como 329G, G329, G329, P329G
o Pro329Gily.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido" se refiere a una molécula compuesta de
mondémeros (aminoacidos) unidos linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos).
El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena de dos o mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud
especifica del producto. Por tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”, "cadena de
aminoacidos" o cualquier otro término usado para referirse a una cadena de dos o mas aminoacidos se incluyen
dentro de la definicion de "polipéptido”, y el término "polipéptido" se puede usar en lugar de, o de manera
intercambiable con, cualquiera de estos términos. El término "polipéptido" también pretende referirse a los
productos de modificaciones posteriores a la expresion del polipéptido, incluyendo sin limitacidn, glucosilacion,
acetilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica 0 modificacion por aminoacidos no naturales. Un polipéptido se puede derivar de una fuente bioldgica
natural o producir por tecnologia recombinante, pero no se traduce necesariamente a partir de una secuencia de
acido nucleico designada. Se puede generar de cualquier manera, incluyendo por sintesis quimica. Un polipéptido
como se describe en el presente documento puede tener un tamafio de aproximadamente 3 o mas, 5 o mas, 10 o
mas, 20 o mas, 25 o mas, 50 o mas, 75 o mas, 100 o mas, 200 o mas, 500 o mas, 1.000 o mas o 2.000 o mas
aminoacidos. Los polipéptidos pueden tener una estructura tridimensional definida, aunque no tienen
necesariamente dicha estructura. Los polipéptidos con una estructura tridimensional definida se denominan
plegados, y los polipéptidos que no poseen una estructura tridimensional definida, sino que pueden adoptar un
gran numero de conformaciones diferentes, se denominan desplegados.

Por un polipéptido "aislado" o una variante o derivado del mismo se entiende un polipéptido que no esta en su
medio natural. No se requiere ningun nivel particular de purificacién. Por ejemplo, un polipéptido aislado se puede
retirar de su entorno natural. Los polipéptidos y proteinas producidos de manera recombinante expresados en
células huésped se consideran aislados para los propésitos de la presente divulgacion, ya que son polipéptidos
naturales o recombinantes que se han separado, fraccionado o parcial o sustancialmente purificado mediante
cualquier técnica adecuada.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos aminoacidicos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en
consideracion ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la
alineacion para los propdsitos de determinacion del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de
diversas formas que estan dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico
disponible publicamente, tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los
expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr una alineacion maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se
comparan. Sin embargo, para los propdsitos en el presente documento, se generan los valores de % de identidad
de secuencia de aminoacidos usando el programa informatico de comparaciéon de secuencias ALIGN-2. El
programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 se cred por Genentech, Inc., y el cédigo fuente se
ha presentado con la documentacion de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C.,
20559, donde se ha registrado con el n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa
ALIGN-2 esta disponible publicamente de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar
a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX,
incluyendo UNIX V4.0D digital. Se configuran todos los parametros de comparacion de secuencias por el programa
ALIGN-2 y no varian. En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de
aminoacidos, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con
respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos B dada (que, de forma alternativa, se puede parafrasear
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como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia
de aminoacidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos B dada) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos aminoacidicos puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion de A y B del programa, y donde Y es el numero total de
residuos aminoacidicos en B. Se apreciara que, si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a
B no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
informatico ALIGN-2.

El término "polinucledtido” se refiere a una molécula o construccién de acido nucleico aislada, por ejemplo, ARN
mensajero (ARNm), ARN derivado de virus o ADN de plasmido (ADNp). Un polinucleétido puede comprender un
enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace amida, tal como se
encuentra en los acidos peptidonucleicos (APN). El término "molécula de acido nucleico" se refiere a cualquiera
de uno o mas segmentos de acido nucleico, por ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un
polinucleétido.

Por molécula de acido nucleico o polinucleétido "aislado" se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN
que se ha retirado de su entorno natural. Por ejemplo, un polinucleétido recombinante que codifica un polipéptido
contenido en un vector se considera aislado para los propdsitos de la presente divulgacion. Otros ejemplos de un
polinucleédtido aislado incluyen polinucleétidos recombinantes mantenidos en células huésped heterégenas o
polinucleétidos (parcial o sustancialmente) purificados en solucion. Un polinucleoétido aislado incluye una molécula
polinucleotidica contenida en células que contienen normalmente la molécula polinucleotidica, pero la molécula
polinucleotidica esta presente de forma extracromosomica o en una localizacion cromosomica que es diferente de
su localizacion cromosomica natural. Las moléculas de ARN aislado incluyen transcritos de ARN in vivo o in vitro,
asi como formas de hebra positiva y negativa, y formas bicatenarias. Los polinucleétidos o acidos nucleicos
aislados de acuerdo con la presente divulgacion incluyen ademas dichas moléculas producidas sintéticamente.
Ademas, un polinucleétido o un acido nucleico pueden ser o pueden incluir un elemento regulador tal como un
promotor, sitio de unién a ribosoma o un finalizador de la transcripcion.

Mediante un acido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia nucleotidica "idéntica" en al menos, por
ejemplo, un 95 % a una secuencia nucleotidica de referencia, se pretende que la secuencia nucleotidica del
polinucledtido sea idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia polinucleotidica puede incluir
hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia nucleotidica de referencia. En otras
palabras, para obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucledétidos al menos un 95 % idéntica a una
secuencia de nucleétidos de referencia, hasta un 5 % de los nucleétidos de la secuencia de referencia se pueden
delecionar o sustituir por otro nucleétido, o un nimero de nucleétidos hasta un 5 % de los nucleétidos totales de la
secuencia de referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de
referencia se pueden producir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o
en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los residuos de la
secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Como una
cuestion practica, se puede determinar de forma convencional si cualquier secuencia polinucleotidica determinada
es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a una secuencia de nucledtidos descrita
en el presente documento, usando programas informaticos conocidos, tales como los analizados anteriormente
para polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

El término "casete de expresion" se refiere a un polinucleétido generado de forma recombinante o sintética, con
una serie de elementos de acido nucleico especificados que permiten la transcripcion de un acido nucleico
particular en una célula diana. El casete de expresion recombinante se puede incorporar en un plasmido,
cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus o fragmento de acido nucleico. Tipicamente, la porcién de
casete de expresion recombinante de un vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de
acido nucleico que se va a transcribir y un promotor. En determinados modos de realizacion, el casete de expresion
comprende secuencias polinucleotidicas que codifican moléculas de unidon a antigeno biespecificas como se
describe en el presente documento o fragmentos de las mismas.

El término "vector" o "vector de expresion" es sinénimo de "construccién de expresion" y se refiere a una molécula
de ADN que se usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de forma funcional
en una célula diana. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico autorreplicante, asi como
el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido. El vector de expresion
descrito en el presente documento comprende un casete de expresion. Los vectores de expresion permiten la
transcripcion de grandes cantidades de ARNm estable. Una vez que el vector de expresion esta dentro de la célula
diana, la molécula de acido ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por el mecanismo de
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transcripcion y/o traduccion celular. En un modo de realizacion, el vector de expresion descrito en el presente
documento comprende un casete de expresion que comprende secuencias de polinucledtidos que codifican
moléculas de union a antigeno biespecificas como se describe en el presente documento o fragmentos de las
mismas.

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas" que
incluyen la célula transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero
de pases. La descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula
original, pero puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funciéon o actividad
biolégica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente
documento. Una célula huésped es cualquier tipo de sistema celular que se puede usar para generar las moléculas
de union a antigeno biespecificas descritas en el presente documento. Las células huésped incluyen células
cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero, tales como células CHO, células BHK, células NSO, células
SP2/0, células de mieloma YO, células de mieloma de raton P3X63, células PER, células PER.C6 o células de
hibridoma, células de levadura, células de insecto y células vegetales, por nombras algunas, pero también células
comprendidas dentro de un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado.

Un "receptor de Fc activador" es un receptor de Fc que, después del acoplamiento por un dominio Fc de un
anticuerpo, provoca eventos de sefializacion que estimulan a la célula portadora del receptor para que realice
funciones efectoras. Los receptores de Fc activadores humanos incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64), FcyRlla
(CD32) y FcaRI (CD89).

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) es un mecanismo inmunitario que da lugar a la lisis de
células diana recubiertas de anticuerpo por células efectoras inmunitarias. Las células diana son células a las que
se unen especificamente anticuerpos o derivados de los mismos que comprenden una regiéon Fc, en general por
medio de la parte proteica que es N terminal a la regiéon Fc. Como se usa en el presente documento, el término
"ADCC reducida" se define como una reduccion en el nimero de células diana que se lisan en un tiempo dado, a
una concentracion de anticuerpo dada en el medio circundante a las células diana, por el mecanismo de ADCC
definido anteriormente, y/o bien un incremento en la concentracion de anticuerpo en el medio circundante a las
células diana, requerido para lograr la lisis de un niumero dado de células diana en un tiempo dado, por el
mecanismo de ADCC. La reduccioén en la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo producido
por el mismo tipo de células huésped, usando los mismos procedimientos de produccion, purificacién, formulacion
y almacenamiento estandar (que son conocidos para los expertos en la técnica), pero que no se ha
genomanipulado. Por ejemplo, la reduccién en ADCC mediada por un anticuerpo que comprende en su dominio
Fc una sustitucion aminoacidica que reduce la ADCC es relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo sin
esta sustitucion aminoacidica en el dominio Fc. Los ensayos adecuados para medir la ADCC son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, publicacion PCT n.° WO 2006/082515 o publicacion PCT n.° WO 2012/130831).

Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a la cantidad que es necesaria para dar como resultado un cambio
fisiolégico en la célula o tejido al que se administra.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una composicion farmacéutica, se refiere a una
cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o
profilactico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo, elimina, disminuye, retrasa,
minimiza o previene efectos adversos de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados
(por ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, humanos y primates no humanos
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En particular, el individuo o sujeto es un ser
humano.

El término "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la
actividad bioldgica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se le administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente en una composicion farmacéutica, distinto
de un ingrediente activo, que no es téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero
no se limita a, un tampon, excipiente, estabilizador o conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo tales como "tratar" o
"que trata") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural de una enfermedad en
el individuo que se esta tratando, y se puede realizar para profilaxis o bien durante la evolucion de la medicina de
laboratorio. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicion o
recidiva de la enfermedad, alivio de los sintomas, disminuciéon de cualquier consecuencia patolégica directa o
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indirecta de la enfermedad, prevencion de metastasis, disminucion de la tasa de progresiéon de la enfermedad,
mejora o atenuacion del estado de la enfermedad y remision o mejora del prondstico. En algunos modos de
realizacién, las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente
documento se usan para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresién de una
enfermedad.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacién con el uso de dichos productos
terapéuticos.

Descripcion detallada de los modos de realizacién

En un primer aspecto, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3, y
que comprende al menos una regidon determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la
cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10;

(i) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a un
antigeno de célula diana.

En un modo de realizacién, el primer resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada de grupo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 32
y SEQ ID NO: 33 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacién, el primer resto de unién a antigeno comprende una region variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacion especifico, el segundo resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CEA
y comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 26 y al menos una CDR de
la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30.

En otro modo de realizacion especifico, el segundo resto de union a antigeno se puede unir especificamente a
CEA y comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 27.

En otro modo de realizacion especifico, el segundo resto de union a antigeno se puede unir especificamente a
MCSP y comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 35, SEQ ID
NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 40 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49 y
SEQ ID NO: 50.

En otro modo de realizacion especifico, el segundo resto de unidn a antigeno se puede unir especificamente a
MCSP y comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 y al menos una CDR de
la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20.

En otro modo de realizacion especifico, el segundo resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a
MCSP y comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que
es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 39y SEQ ID NO: 41y
una region variable de la cadena ligera que comprende un secuencia de aminoacidos que es al menos
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aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 51. En
otro modo de realizacion especifico, el segundo resto de uniéon a antigeno se puede unir especificamente a MCSP
y comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CEA
que comprende al menos una regidon determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 26 y al menos una CDR de
la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQID NO: 7,

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CEA
que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10;

(i) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a MCSP
que comprende al menos una regidon determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 y al menos una CDR de
la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7;

(i) un segundo resto de union a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a MCSP
que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es
al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
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menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion particular, el primer resto de union a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento
en la que las regiones variables o constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian.

En un modo de realizacion, el segundo resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional.

En un modo de realizacion particular, el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento
en la que las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian, y el
segundo resto de unidn a antigeno es una molécula Fab convencional. En otro modo de realizacion particular, el
primer y el segundo resto de unién a antigeno se fusionan entre si, opcionalmente por medio de un conector
peptidico.

En modos de realizacion particulares, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar
de manera estable. En otro modo de realizacion particular, no mas de un resto de unién a antigeno que se puede
unir especificamente a CD3 esta presente en la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T (es decir, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T proporciona unién monovalente
a CD3).

Formatos de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T

Los componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se pueden fusionar
entre si en una variedad de configuraciones. Las configuraciones ejemplares se representan en las figuras 1, 3y
5. En modos de realizacién particulares, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera
estable. En algunos modos de realizacion, el segunda resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacion de este tipo, el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a antigeno. En un modo de
realizacién especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste
esencialmente en un primer y un segundo resto de unién a antigeno, el dominio Fc compuesto de una primera y
una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que el primer resto de unién a
antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del
segundo resto de unién a antigeno, y el segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc. Opcionalmente, la cadena ligera
de Fab del primer resto de union a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno se
pueden fusionar adicionalmente entre si.

En otro modo de realizacion de este tipo, el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacion
especifico de este tipo, la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste
esencialmente en un primer y un segundo resto de unién a antigeno, un dominio Fc compuesto de una primera y
una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos, en la que el primer y el segundo resto
de unidén a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de
las subunidades del dominio Fc.

En otros modos de realizacion, el primer resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada
de Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc.

En un modo de realizacion particular de este tipo, el segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo
C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno. En
un modo de realizacion especifico de este tipo, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T consiste esencialmente en un primer y un segundo resto de unién a antigeno, el dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o méas conectores peptidicos, en la que el segundo resto
de uniodn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de
Fab del primer resto de union a antigeno, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc. Opcionalmente, la
cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a
antigeno se pueden fusionar adicionalmente entre si. Los restos de unién a antigeno se pueden fusionar al dominio
Fc o entre si directamente o a través de un conector peptidico, que comprende uno 0 mas aminoacidos, tipicamente
aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los conectores peptidicos son conocidos en la técnica y se describen en el
presente documento. Los conectores peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los
conectores peptidicos (GaS)n, (SGa)n, (GaS)n 0 Ga(SGa)n, siendo "n", en general, un numero entre 1 y 10,
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tipicamente entre 2 y 4. Un conector peptidico adecuado en particular para fusionar las cadenas ligeras de Fab del
primer y el segundo resto de union a antigeno entre si es (G4S)2. Un conector peptidico ejemplar adecuada para
conectar las cadenas pesadas de Fab del primer y el segundo resto de uniéon a antigeno es EPKSC(D)-(G4S)2
(SEQ ID NO: 105 y 106). Adicionalmente, los conectores pueden comprender (una porciéon de) una region bisagra
de inmunoglobulina. En particular, cuando un resto de unidn a antigeno se fusiona al extremo N de una subunidad
del dominio Fc, se puede fusionar por medio de una region bisagra de inmunoglobulina o una porcién de la misma,
con o sin un conector peptidico adicional.

Una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T con un Unico resto de unién a antigeno
que se puede unir especificamente a un antigeno de célula diana (por ejemplo, como se muestra en la figura 1A,
1D, 1F o 1H) es util, en particular en casos donde se espera internalizacion del antigeno de célula diana después
de la union de un resto de unioén a antigeno de alta afinidad. En dichos casos, la presencia de mas de un resto de
unién a antigeno especifico para el antigeno de célula diana puede potenciar la internalizaciéon del antigeno de
célula diana, reduciendo de este modo su disponibilidad.

En muchos otros casos, sin embargo, sera ventajoso tener una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende dos o mas restos de unién a antigeno especificos para un antigeno de
célula diana (véanse los ejemplos mostrados en la figura 1B, 1C, 1E o 1G), por ejemplo, para optimizar la direccién
al sitio diana o para permitir la reticulacion de antigenos de células diana.

En consecuencia, en determinados modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T descrita en el presente documento comprende ademas un tercer resto de unién a antigeno que es
una molécula Fab que se puede unir especificamente a un antigeno de célula diana. En un modo de realizacion,
el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional. En un modo de realizacion, el tercer resto
de union a antigeno se puede unir especificamente al mismo antigeno de célula diana que el segundo resto de
uniéon a antigeno. En un modo de realizaciéon particular, el primer resto de unién a antigeno se puede unir
especificamente a CD3, y el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se pueden unir especificamente a un
antigeno de célula diana. En un modo de realizacién particular, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
son idénticos (es decir, comprenden las mismas secuencias de aminoacidos).

En un modo de realizacion particular, el primer resto de union a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
el segundo y el tercer resto de union a antigeno se pueden unir especificamente a CEA, en el que el segundo y el
tercer resto de unién a antigeno comprenden al menos una regiéon determinante de la complementariedad (CDR)
de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 26 y
al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
30.

En un modo de realizacion particular, el primer resto de union a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10; y el segundo y el tercer resto de unién
a antigeno se pueden unir especificamente a CEA, en el que el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26 y al menos una CDR de la cadena
ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30.

En un modo de realizacion particular, el primer resto de union a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10; y el segundo y el tercer resto de unién
a antigeno se pueden unir especificamente a CEA, en el que el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26 y al menos una CDR de la cadena
ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 30.

En un modo de realizaciéon particular, el primer resto de unioén a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
comprende una regioén variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de grupo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33 y una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 7 y SEQ
ID NO: 31, y el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se pueden unir especificamente a CEA, en el que el
segundo y el tercer resto de unién a antigeno comprenden una region variable de la cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a la secuencia de aminogcidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera que comprende
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una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion particular, el primer resto de union a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3, y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7, y el segundo y el tercer resto de union a antigeno se pueden unir especificamente a CEA, en el
que el segundo y el tercer resto de unién a antigeno comprenden una region variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y el segundo
y el tercer resto de unién a antigeno se pueden unir especificamente a MCSP, en el que el segundo y tercer resto
de union a antigeno comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena
pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 40 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo
de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
NO: 49y SEQ ID NO: 50.

En un modo de realizacién particular, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10; y el segundo y el tercer resto de unioén
a antigeno se pueden unir especificamente a MCSP, en el que el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
comprenden al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ
ID NO: 38 y SEQ ID NO: 40 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49 y SEQ ID NO:
50.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y comprende
al menos una regién determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada
del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10; y el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se
pueden unir especificamente a MCSP, en el que el segundo y el tercer resto de unioén a antigeno comprenden al
menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada
del grupo de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19y SEQ ID NO: 20.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada de grupo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33 y una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 7 y SEQ
ID NO: 31, y el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se pueden unir especificamente a MCSP, en el que
el segundo y el tercer resto de unién a antigeno comprenden una regién variable de la cadena pesada que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 34,
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 41 y una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 46, SEQ
ID NO: 47 y SEQ ID NO: 51.

En un modo de realizacion, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente a CD3, y comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 3, y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 7, y el segundo y el tercer resto de union a antigeno se pueden unir especificamente a MCSP, en el que el
segundo y el tercer resto de union a antigeno comprenden una region variable de la cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
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idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y una region variable de la cadena ligera que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion, el tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de la primera o segunda subunidad del dominio Fc. En un modo de realizacion mas especifico,
el segundo y el tercer resto de union a antigeno se fusionan cada uno en el extremo C de la cadena pesada de
Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del segundo resto de union
a antigeno. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la cadena ligera de Fab
del segundo resto de union a antigeno se pueden fusionar adicionalmente entre si.

El segundo y el tercer resto de union a antigeno se pueden fusionar al dominio Fc directamente o a través de un
conector peptidico. En un modo de realizacion particular, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se
fusionan cada uno al dominio Fc a través de una regién bisagra de inmunoglobulina. En un modo de realizacion
especifico, la regién bisagra de inmunoglobulina es una regién bisagra de IgG+ humana. En un modo de realizacion,
el segundo y el tercer resto de unién a antigeno y el dominio Fc forman parte de una molécula de inmunoglobulina.
En un modo de realizacién particular, la molécula de inmunoglobulina es una inmunoglobulina de la clase IgG. En
un modo de realizacion incluso mas particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase IgG1. En
otro modo de realizacién, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de subclase IgGs. En otro modo de
realizacién particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina humana. En otros modos de realizacion, la
inmunoglobulina es una inmunoglobulina quimérica o una inmunoglobulina humanizada. En un modo de realizacion,
la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en una molécula de
inmunoglobulina que se puede unir especificamente a un antigeno de célula diana, y un resto de union a antigeno
que se puede unir especificamente a CD3 en el que el resto de unién a antigeno es una molécula Fab, en particular
una molécula Fab de entrecruzamiento, fusionada al extremo N de una de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina, opcionalmente a través de un conector peptidico.

En un modo de realizacién particular, el primer y el tercer resto de union a antigeno se fusionan cada uno en el
extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de una de las subunidades del dominio Fc, y el segundo resto
de uniodn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de
Fab del primer resto de union a antigeno. En un modo de realizacién especifico de este tipo, la molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste esencialmente en un primer, un segundo y un tercer
resto de unién a antigeno, un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad, y opcionalmente
uno o mas conectores peptidicos, en la que el segundo resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la
cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unidn a antigeno, y el primer
resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la primera
subunidad del dominio Fc, y en la que el tercer resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del
primer resto de unién a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno se pueden
fusionar adicionalmente entre si.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3, que
comprende la region determinante de la complementariedad 1 (CDR) de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la
CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la CDR 3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 10, en el que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones variables o constantes, en particular las regiones constantes, de la cadena ligera de Fab y de la
cadena pesada de Fab se intercambian;

(i)  un segundo y un tercer resto de unién a antigeno, cada uno de los cuales es una molécula Fab que se puede
unir especificamente a CEA, que comprende la CDR 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 24, la CDR 2 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 25, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 26, la CDR 1 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 28, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 30.

En un modo de realizacion, la presente divulgaciéon proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende una regioén variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
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menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7, en el que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones variables o constantes, en particular las regiones constantes, de la cadena ligera de Fab y la cadena
pesada de Fab se intercambian;

(i) un segundo y un tercer resto de union a antigeno que cada uno es una molécula Fab que se puede unir
especificamente a CEA que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una regién variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3, que
comprende la region determinante de la complementariedad 1 (CDR) de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la
CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la CDR 3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 10, en el que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones variables o constantes, en particular las regiones constantes, de la cadena ligera de Fab y de la
cadena pesada de Fab se intercambian;

(i)  un segundo y un tercer resto de unién a antigeno, cada uno de los cuales es una molécula Fab que se puede
unir especificamente a MCSP, que comprende la CDR 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 14, la CDR 2 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 15, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 16, la CDR 1 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 18, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 19 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 20.

En un modo de realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T que comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3 que
comprende una regioén variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 7, en el que el primer resto de unidn a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones variables o constantes, en particular las regiones constantes, de la cadena ligera de Fab y la cadena
pesada de Fab se intercambian;

(i) un segundo y un tercer resto de unién a antigeno que cada uno es una molécula Fab que se puede unir
especificamente a MCSP que comprende una region variable de la cadena pesada que comprende una secuencia
de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y una regién variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con cualquiera de los cuatro
modo de realizacion anteriores puede comprender ademas (iii) un dominio Fc compuesto de una primera y una
segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable, en la que el segundo resto de union a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto
de unidén a antigeno, y el primer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab
al extremo N de la primera subunidad del dominio Fc, y en la que el tercer resto de unién a antigeno se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab al extremo N de la segunda subunidad del dominio Fc.

En algunas de las moléculas de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descritas en el presente
documento, la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo
resto de unién a antigeno se fusionan entre si, opcionalmente por medio de un conector peptidico. Dependiendo
de la configuracion del primer y el segundo resto de unién a antigeno, la cadena ligera de Fab del primer resto de
union a antigeno se puede fusionar en su extremo C al extremo N de la cadena ligera de Fab del segundo resto
de unién a antigeno, o la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno se puede fusionar en su
extremo C al extremo N de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno. La fusion de las cadenas
ligeras de Fab del primer y el segundo resto de unién a antigeno reduce ademas el emparejamiento incorrecto de
las cadenas pesada y ligera de Fab no coincidentes, y también reduce el numero de plasmidos necesarios para la
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expresion de algunas de las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en
el presente documento.

En determinados modos de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab del primer resto de union a
antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada de Fab del
primer resto de unién a antigeno (es decir, el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada de
Fab de entrecruzamiento, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable
de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio
Fc (VL(1)-CH1(1)-CH2-CH3(-CH4)), y un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién
a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH@2)-CH1(2)-CH2-
CH3(-CH4)). En algunos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T comprende ademas un polipéptido en el que la region variable de la cadena pesada de Fab del primer resto de
unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera de Fab
del primer resto de unién a antigeno (VH1)-CL(1)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab del segundo resto de
unién a antigeno (VL2)-CL(2). En determinados modos de realizacion, los polipéptidos se unen covalentemente,
por ejemplo, por un enlace disulfuro.

En modos de realizacion alternativos, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a
antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera de Fab del
primer resto de unién a antigeno (es decir, el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada de
Fab de entrecruzamiento, en la que la region constante de la cadena pesada se reemplaza por una region
constante de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del
dominio Fc (VH1)-CL¢1)-CH2-CH3(-CH4)), y un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab del segundo resto
de unioén a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH2)-CH12)-
CH2-CH3(-CH4)). En algunos modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende ademas un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab del primer
resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena
pesada de Fab del primer resto de union a antigeno (VL1)-CH1(1)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab del
segundo resto de union a antigeno (VL2)-CL2)). En determinados modos de realizacion, los polipéptidos se unen
covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

En algunos modos de realizacion, la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a
antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab del
primer resto de unién a antigeno (es decir, el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada de
Fab de entrecruzamiento, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region variable
de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la cadena pesada de Fab del
segundo resto de union a antigeno, que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad
del dominio Fc (VL¢1)-CH1(1)-VH@2)-CH1(2)-CH2-CH3(-CH4)). En otros modos de realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un polipéptido en el que la regién variable de la cadena
pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién
constante de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno (es decir, el primer resto de unién a
antigeno comprende una cadena pesada de Fab de entrecruzamiento, en la que la region constante de la cadena
pesada se reemplaza por una region constante de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a antigeno, que a su vez comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH1)-CL¢1)-VH2)-CH12)-CH2-CH3(-CH4)).
Todavia en otros modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a antigeno comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera de Fab del primer resto de union a
antigeno que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena pesada
de Fab del primer resto de unién a antigeno (es decir, el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena
pesada de Fab de entrecruzamiento, en la que la region variable de la cadena pesada se reemplaza por una region
variable de la cadena ligera), que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del
dominio Fc (VH@)-CH1(2-VL(1)-CH1(1)-CH2-CH3(-CH4)). En otros modos de realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende un polipéptido en el que la cadena pesada de Fab del
segundo resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la regién variable de la
cadena pesada de Fab del primer resto de uniéon a antigeno que a su vez comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno (es decir,
el primer resto de unién a antigeno comprende una cadena pesada de Fab de entrecruzamiento, en la que la regiéon
constante de la cadena pesada se reemplaza por una region constante de la cadena ligera), que a su vez comparte
un enlace peptidico carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH2)-CH1(2)-VH1)-CL1)-CH2-CH3(-CH4)).

En algunos de estos modos de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende ademas un polipéptido de la cadena ligera de Fab de entrecruzamiento del primer resto de unién a
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antigeno, en el que la region variable de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a antigeno comparte
un enlace peptidico carboxiterminal con la regién constante de la cadena ligera de Fab del primer resto de union a
antigeno (VH(1)-CL1)) y el polipéptido de la cadena ligera de Fab del segundo resto de union a antigeno (VL)-
CL2)). En otros de estos modos de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T comprende ademas un polipéptido de la cadena ligera de Fab de entrecruzamiento en el que la regién variable
de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con
la region constante de la cadena pesada de Fab del primer resto de uniéon a antigeno (VL¢1)-CH1(1)) y el polipéptido
de la cadena ligera de Fab del segundo resto de unidn a antigeno (VL@)-CL(2)). Todavia en otros de estos modos
de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende ademas un
polipéptido en el que la region variable de la cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno comparte
un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién
a antigeno que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con el polipéptido de la cadena ligera de
Fab del segundo resto de union a antigeno (VL1)-CH1(1)-VL@)-CL2)), un polipéptido en el que la regién variable de
la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con
la regién constante de la cadena ligera de Fab del primer resto de union a antigeno que a su vez comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con el polipéptido de la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a
antigeno (VH)-CL(1)-VL@2)-CL(2)), un polipéptido en el que el polipéptido de la cadena ligera de Fab del segundo
resto de union a antigeno comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena ligera
de Fab del primer resto de unién a antigeno que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la
region constante de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a antigeno (VL2)-CL@2)-VL¢1)-CH1(1)), 0 un
polipéptido en el que el polipéptido de la cadena ligera de Fab del segundo resto de unioén a antigeno comparte un
enlace peptidico carboxiterminal con la region variable de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a
antigeno que a su vez comparte un enlace peptidico carboxiterminal con la region constante de la cadena ligera
de Fab del primer resto de unién a antigeno (VL2)-CL2)-VH(1)-CL(1)).

La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de acuerdo con estos modos de realizacién
puede comprender ademas (i) un polipéptido de subunidad del dominio Fc (CH2-CH3(-CH4)), o (ii) un polipéptido
en el que la cadena pesada de Fab de un tercer resto de unién a antigeno comparte un enlace peptidico
carboxiterminal con una subunidad del dominio Fc (VH3)-CH1(3)-CH2-CH3(-CH4)) y el polipéptido de la cadena
ligera de Fab de un tercer resto de unidon a antigeno (VL(3)-CL3)). En determinados modos de realizacion, los
polipéptidos se unen covalentemente, por ejemplo, por un enlace disulfuro.

De acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores, los componentes de la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (por ejemplo, resto de unién a antigeno, dominio Fc) se pueden
fusionar directamente o a través de diversos conectores, en particular conectores peptidicos que comprenden uno
0 mas aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos, que se describen en el presente documento
0 son conocidos en la técnica. Los conectores peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los
conectores peptidicos (GaS)n, (SGa)n, (GaS)n 0 G4(SGa)n, en los que "n" es, en general, un numero entre 1y 10,
tipicamente entre 2 y 4.

Dominio Fc

El dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T consiste en un par de
cadenas polipeptidicas que comprenden dominios de la cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina. Por
ejemplo, el dominio Fc de una molécula de inmunoglobulina G (IgG) es un dimero, del que cada unidad comprende
los dominios constantes de la cadena pesada de IgG CH2 y CH3. Las dos subunidades del dominio Fc se pueden
asociar de manera estable entre si. En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T descrita en el presente documento comprende no mas de un dominio Fc.

En un modo de realizacién descrito en el presente documento, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T es un dominio Fc de IgG. En un modo de realizacion particular, el dominio
Fc es un dominio Fc de IgG1. En otro modo de realizacién, el dominio Fc es un dominio Fc de 1gG4. En un modo
de realizacién mas especifico, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustitucién aminoacidica
en la posicion S228 (numeracion EU), en particular la sustituciéon aminoacidica S228P. Esta sustitucion
aminoacidica reduce el intercambio in vivo en el brazo Fab de los anticuerpos IgG4 (véase Stubenrauch et al., Drug
Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)). En otro modo de realizacién particular, el dominio Fc es humano.
Una secuencia ejemplar de una region Fc de IgG1 humana se da en SEQ ID NO: 107.

Modificaciones en el dominio Fc que promueven la heterodimerizacion

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento
comprenden diferentes restos de unién a antigeno, fusionados a una u otra de las dos subunidades del dominio
Fc; por tanto, las dos subunidades del dominio Fc estan tipicamente comprendidas en dos cadenas polipeptidicas
no idénticas. La coexpresion recombinante de estos polipéptidos y la posterior dimerizaciéon dan lugar a varias
combinaciones posibles de los dos polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la pureza de las moléculas de unién
a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T en produccién recombinante, sera ventajoso, por tanto,
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introducir en el dominio Fc de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T una
modificacién que promueva la asociacion de los polipéptidos deseados.

En consecuencia, en modos de realizaciéon particulares, el dominio Fc de la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento comprende una modificacién que
promueve la asociacion de la primera y la segunda subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccion proteina-
proteina mas extensa entre las dos subunidades de un dominio Fc de IgG humana esta en el dominio CH3 del
dominio Fc. Por tanto, en un modo de realizacioén, dicha modificacién esta en el dominio CH3 del dominio Fc.

En un modo de realizacion especifico, dicha modificacion es una modificacion llamada "botén en ojal", que
comprende una modificacion de "boton" en una de las dos subunidades del dominio Fc y una modificacién de "ojal"
en la otra de las dos subunidades del dominio Fc.

La tecnologia de boton en ojal se describe, por ejemplo, en los documentos US 5.731.168; US 7.695.936; Ridgway
et al., Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el procedimiento implica
introducir una protuberancia ("botdn") en la interfase de un primer polipéptido y una cavidad correspondiente ("ojal")
en la interfase de un segundo polipéptido, de modo que la protuberancia se puede situar en la cavidad para
promover la formaciéon de heterodimeros y dificultar la formacion de homodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aminoacidos pequefias de la interfase del primer polipéptido por
cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean cavidades compensadoras de tamafio
idéntico o similar a las protuberancias en la interfase del segundo polipéptido reemplazando cadenas laterales de
aminoacido grandes por otras mas pequefias (por ejemplo, alanina o treonina).

En consecuencia, en un modo de realizacién particular, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc
de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se reemplaza un residuo aminoacidico
por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que es posicionable en una cavidad dentro del
dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza
un residuo aminoacidico por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio,
generando de este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que es
posicionable la protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad.

La protuberancia y la cavidad se pueden realizar alterando el acido nucleico que codifica los polipéptidos, por
ejemplo, por mutagénesis especifica de sitio o por sintesis peptidica.

En un modo de realizacion especifico, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza el
residuo de treonina en la posicion 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc se reemplaza el residuo de tirosina en la posicion 407 por un residuo de valina (Y407V).
En un modo de realizacion, en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente se reemplaza el residuo de
treonina en la posicién 366 por un residuo de serina (T366S) y se reemplaza el residuo de leucina en la posicion
368 por un residuo de alanina (L368A).

Aun en otro modo de realizacion, en la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza adicionalmente el residuo
de serina en la posicion 354 por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc se
reemplaza adicionalmente el residuo de tirosina en la posicion 349 por un residuo de cisteina (Y349C). La
introduccion de estos dos residuos de cisteina da como resultado la formacién de un puente disulfuro entre las dos
subunidades del dominio Fc, estabilizando adicionalmente el dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

En un modo de realizaciéon particular, el resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3 se fusiona
(opcionalmente a través del resto de unién a antigeno que se puede unir a un antigeno de célula diana) a la primera
subunidad del dominio Fc (que comprende la modificacion "botdn"). Sin quedar vinculado a ninguna teoria, la fusion
del resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3 a la subunidad que contiene un botén del dominio Fc
minimizara (ademas) la generacion de moléculas de unidon a antigeno que comprenden dos restos de union a
antigeno que se pueden unir a CD3 (impedimento estérico de dos polipéptidos que contienen botdn).

En un modo de realizacion alternativo, una modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc comprende una modificacidon que media en los efectos de conduccion electrostatica, por
ejemplo, como se describe en la publicacion PCT WO 2009/089004. En general, este procedimiento implica el
reemplazo de uno o mas residuos aminoacidicos en la interfase de las dos subunidades del dominio Fc por residuos
aminoacidicos cargados de modo que la formacion de homodimeros se vuelve electrostaticamente desfavorable
pero la heterodimerizacion es electrostaticamente favorable.

Modificaciones en el dominio Fc que reducen la unién al receptor de Fc y/o la funcion efectora

El dominio Fc confiere a la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T propiedades
farmacocinéticas favorables, incluyendo una semivida en suero larga que contribuye a una buena acumulacién en
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el tejido diana y una proporcion de distribucion tejido-sangre favorable. Al mismo tiempo, sin embargo, puede dar
lugar a la direccion indeseable de la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T hacia
células que expresan receptores de Fc en lugar de a las células portadoras de antigenos preferentes. Ademas, la
coactivacion de las rutas de sefializacion del receptor de Fc puede dar lugar a la liberacion de citocinas lo que, en
combinacién con las propiedades activadoras de linfocitos T y la semivida larga de la molécula de unién a antigeno,
da como resultado una activacién excesiva de receptores de citocinas y efectos secundarios graves tras la
administracion sistémica. La activacion de células inmunitarias (portadoras del receptor de Fc) distintas de linfocitos
T incluso puede reducir la eficacia de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T debido
a la destruccion potencial de linfocitos T, por ejemplo, por linfocitos NK.

En consecuencia, en modos de realizacion particulares, el dominio Fc de las moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento presenta una afinidad de union
reducida por un receptor de Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacién con el dominio Fc de IgG1 natural.
En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) presenta menos de un 50 %, preferentemente menos de un 20 %,
mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos de un 5 % de la afinidad de unién por
un receptor de Fc, en comparacion con un dominio Fc de 1gG1 natural (o una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG+1 natural), y/o menos de un 50 %,
preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente menos de un 10 % y lo mas preferentemente menos
de un 5 % de la funcién efectora, en comparacién con un dominio Fc de IgG+ natural (o una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG1 natural). En un modo de
realizacion, el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende
dicho dominio Fc) no se une sustancialmente a un receptor de Fc y/o induce funcién efectora. En un modo de
realizacién particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En un modo de realizacién, el receptor de Fc es un
receptor de Fc humano. En un modo de realizacion, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. En un modo
de realizacién especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador, mas especificamente FcyRllla,
FcyRI o FecyRIla humano, lo mas especificamente FcyRIlla humano. En un modo de realizacién, la funcién efectora
es una o mas seleccionada del grupo de CDC, ADCC, ADCP y secrecion de citocinas. En un modo de realizacion
particular, la funcion efectora es ADCC. En un modo de realizacion, el dominio Fc presenta una afinidad de unién
sustancialmente similar al receptor de Fc neonatal (FcRn) en comparacion con un dominio Fc de IgG1 natural. Se
logra una union sustancialmente similar a FcRn cuando el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente un
70 %, en particular mas de aproximadamente un 80 %, mas en particular mas de aproximadamente un 90 % de la
afinidad de unién de un dominio Fc de IgG1 natural (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende un dominio Fc de IgG1 natural) por FcRn.

En determinados modos de realizacion, el dominio Fc se genomanipula para tener afinidad de unién reducida por
un receptor de Fc y/o funcidn efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc no genomanipulado. En modos
de realizacion particulares, el dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T comprende una o mas mutaciones aminoacidicas que reducen la afinidad de unién del dominio Fc por un receptor
de Fc y/o funcion efectora. Tipicamente, la misma o mas mutaciones aminoacidicas estan presentes en cada una
de las dos subunidades del dominio Fc. En un modo de realizaciéon, la mutacién aminoacidica reduce la afinidad
de unién del dominio Fc por un receptor de Fc. En un modo de realizacién, la mutacién aminoacidica reduce la
afinidad de unién del dominio Fc por un receptor de Fc en al menos 2 veces, al menos 5 veces o al menos 10
veces. En modos de realizacion donde existe mas de una mutacion aminoacidica que reduce la afinidad de union
del dominio Fc por el receptor de Fc, la combinacion de estas mutaciones aminoacidicas puede reducir la afinidad
de unién del dominio Fc por un receptor de Fc en al menos 10 veces, al menos 20 veces o incluso al menos 50
veces. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende un dominio Fc genomanipulado presenta menos de un 20 %, en particular menos de un 10 %, mas en
particular menos de un 5 % de la afinidad de unién por un receptor de Fc en comparaciéon con una molécula de
unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende un dominio Fc no genomanipulado. En un
modo de realizacion particular, el receptor de Fc es un receptor de Fcy. En algunos modos de realizacion, el
receptor de Fc es un receptor de Fc humano. En algunos modos de realizacion, el receptor de Fc es un receptor
de Fc activador. En un modo de realizacién especifico, el receptor de Fc es un receptor de Fcy humano activador,
mas especificamente FcyRllla, FcyRlI o FcyRlla humano, lo mas especificamente FcyRIlla humano.
Preferentemente, se reduce la unién a cada uno de estos receptores. En algunos modos de realizacion también
se reduce la afinidad de unién por un componente del complemento, especificamente la afinidad de union por C1q.
En un modo de realizacion, no se reduce la afinidad de unién por el receptor de Fc neonatal (FcRn). La unién
sustancialmente similar a FcRn, es decir, la conservacion de la afinidad de union del dominio Fc por dicho receptor,
se logra cuando el dominio Fc (o la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende dicho dominio Fc) presenta mas de aproximadamente un 70 % de la afinidad de unién de una forma
no genomanipulada del dominio Fc (o la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que
comprende dicha forma no genomanipulada del dominio Fc) por FcRn. El dominio Fc, o las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento que comprenden dicho
dominio Fc, pueden presentar mas de aproximadamente un 80 % e incluso mas de aproximadamente un 90 % de
dicha afinidad. En determinados modos de realizacién, el dominio Fc de la molécula de uniéon a antigeno
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biespecifica activadora de linfocitos T se genomanipula para tener funcién efectora reducida, en comparacion con
un dominio Fc no genomanipulado. La funcién efectora reducida puede incluir, pero no se limita a, una o mas de
las siguientes: citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) reducida, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) reducida, fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) reducida, secrecion de
citocinas reducida, captacion de antigenos mediada por inmunocomplejos por células presentadoras de antigenos
reducida, unién a linfocitos NK reducida, unién a macroéfagos reducida, uniéon a monocitos reducida, unién a células
polimorfonucleares reducida, sefalizacion directa que induce apoptosis reducida, reticulacion de anticuerpos
unidos a diana reducida, maduracién de células dendriticas reducida o activacion de linfocitos T reducida. En un
modo de realizacion, la funcién efectora reducida es una o mas seleccionadas del grupo de CDC reducida, ADCC
reducida, ADCP reducida y secrecion de citocinas reducida. En un modo de realizacién particular, la funcién
efectora reducida es ADCC reducida. En un modo de realizacién, la ADCC reducida es menor de un 20 % de la
ADCC inducida por un dominio Fc no genomanipulado (o una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T que comprende un dominio Fc no genomanipulado).

En un modo de realizacion, la mutacion aminoacidica que reduce la afinidad de union del dominio Fc por un
receptor de Fc y/o funcidn efectora es una sustitucion aminoacidica. En un modo de realizacion, el dominio Fc
comprende una sustitucion aminoacidica en una posicion seleccionada del grupo de E233, L234, L235, N297,
P331 y P329. En un modo de realizacién mas especifico, el dominio Fc comprende una sustitucién aminoacidica
en una posicion seleccionada del grupo de L234, L235 y P329. En algunos modos de realizacién, el dominio Fc
comprende las sustituciones aminoacidicas L234A y L235A. En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc
es un dominio Fc de IgG1, en particular un dominio Fc de IgG+ humana. En un modo de realizacion, el dominio Fc
comprende una sustitucién aminoacidica en la posicion P329. En un modo de realizacion mas especifico, la
sustitucion aminoacidica es P329A o P329G, en particular, P329G. En un modo de realizacion, el dominio Fc
comprende una sustitucién aminoacidica en la posicion P329 y una sustitucién aminoacidica adicional en una
posicion seleccionada de E233, L234, L235, N297 y P331. En un modo de realizacién mas especifico, la otra
sustitucion aminoacidica es E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En modos de realizacion
particulares, el dominio Fc comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones P329, L234 y L235. En mas
modos de realizacién particulares, el dominio Fc comprende las mutaciones aminoacidicas L234A, L235A y P329G
("P329G LALA"). En un modo de realizacion de este tipo, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG+, en particular un
dominio Fc de IgG1 humana. La combinacion "P329G LALA" de sustituciones aminoacidicas anula casi por
completo la union al receptor de Fcy (asi como al complemento) de un dominio Fc de IgG1 humana, como se
describe en la publicaciéon PCT n.° WO 2012/130831. El documento WO 2012/130831 también describe
procedimientos de preparacion de dichos dominios Fc mutantes y procedimientos para determinar sus propiedades
tales como union al receptor de Fc o funciones efectoras.

Los anticuerpos IgGs presentan una afinidad de union reducida por receptores de Fc y funciones efectoras
reducidas en comparacion con anticuerpos IgG+. Por tanto, en algunos modos de realizacién, el dominio Fc de las
moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento es un
dominio Fc de IgGa, en particular un dominio Fc de IgG4 humana. En un modo de realizacion, el dominio Fc de
IgG4 comprende sustituciones aminoacidicas en la posicién S228, especificamente la sustitucion aminoacidica
S228P. Para reducir ademas su afinidad de unién por un receptor de Fc y/o su funcion efectora, en un modo de
realizacioén, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustitucién aminoacidica en la posicion L235, especificamente
la sustitucién aminoacidica L235E. En otro modo de realizacién, el dominio Fc de IgG4 comprende una sustitucion
aminoacidica en la posicion P329, especificamente la sustitucion aminoacidica P329G. En un modo de realizacion
particular, el dominio Fc de IgG4 comprende sustituciones aminoacidicas en las posiciones S228, L235 y P329,
especificamente las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y P329G. Dichos mutantes de dominio Fc de IgGa
y sus propiedades de union al receptor de Fcy se describen en la publicacion PCT n.° WO 2012/130831.

En un modo de realizacién particular, el dominio Fc que presenta afinidad de unién por un receptor de Fc reducida
y/o una funcién efectora reducida en comparacién con un dominio Fc de IgG+1 natural es un dominio Fc de IgG
humana que comprende las sustituciones aminoacidicas L234A, L235A y opcionalmente P329G, o un dominio Fc
de IgG4 humana que comprende las sustituciones aminoacidicas S228P, L235E y opcionalmente P329G.

En determinados modos de realizacion se ha eliminado la N-glucosilacién del dominio Fc. En un modo de
realizacion de este tipo, el dominio Fc comprende una mutacién aminoacidica en la posicion N297, en particular,
una sustitucion aminoacidica que reemplaza asparagina por alanina (N297A) o acido aspartico (N297D).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormente en el presente documento y en la publicacién PCT n.° WO
2012/130831, los dominios Fc con union a receptor de Fc y/o funcidn efectora reducidas también incluyen aquellos
con sustitucién de uno o més de los residuos 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 del dominio Fc (patente de EE. UU.
n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones
de aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con sustituciéon de los
residuos 265 y 297 por alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

Se pueden preparar dominios Fc mutantes por delecion, sustitucion, insercién o modificacion de aminoacidos
usando procedimientos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los procedimientos genéticos pueden
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incluir mutagénesis especifica de sitio de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica, y similares. Los
cambios nucleotidicos correctos se pueden verificar, por ejemplo, por secuenciacion.

La union a receptores de Fc se puede determinar facilmente, por ejemplo, por ELISA, o por resonancia de plasmon
superficial (SPR) usando instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores
de Fc tales como los que se pueden obtener por expresion recombinante. Un ensayo de unién de este tipo
adecuado se describe en el presente documento. De forma alternativa, se puede evaluar la afinidad de union de
dominios Fc o moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos que comprenden un dominio
Fc por los receptores de Fc usando lineas celulares conocidas por expresar receptores de Fc particulares, tales
como linfocitos NK humanos que expresan el receptor de Fcyllla.

La funcion efectora de un dominio Fc, o una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que comprende un dominio Fc, se puede medir por procedimientos conocidos en la técnica. Un ensayo adecuado
para medir la ADCC se describe en el presente documento. Otros ejemplos de ensayos in vitro para evaluar la
actividad de ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362; Hellstrom et
al. Proc Natl Acad Sci USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985);
patente de EE. UU. n.° 5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med 166, 1351-1361 (1987). De forma alternativa, se
pueden emplear procedimientos de ensayos no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no
radioactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad
no radioactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI)). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen
leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, la actividad de ADCC de la molécula de interés se puede evaluar in vivo, por ejemplo,
en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al., Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunos modos de realizacién, se reduce la union del dominio Fc a un componente del complemento,
especificamente a C1qg. En consecuencia, en algunos modos de realizacién en los que se genomanipula el dominio
Fc para que tenga una funcion efectora reducida, dicha funcién efectora reducida incluye una CDC reducida. Se
pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para determinar si la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T se puede unir a C1q y, por tanto, tener actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de
union a C1q y C3c en los documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del
complemento se puede realizar un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J Immunol
Methods 202, 163 (1996); Cragg et al., Blood 101, 1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743
(2004)).

Restos de unién a antigeno

La molécula de union a antigeno descrita en el presente documento es biespecifica, es decir, comprende al menos
dos restos de union a antigeno que se pueden unir especificamente a dos determinantes antigénicos distintos.
Como se describe en el presente documento, los restos de unién a antigeno son moléculas Fab (es decir, dominios
de unién a antigeno compuestos de una cadena pesada y una ligera, comprendiendo cada una un dominio variable
y uno constante). En un modo de realizacion, dichas moléculas Fab son humanas. En otro modo de realizacion,
dichas moléculas Fab son humanizadas. En otro modo de realizacion mas, dichas moléculas Fab comprenden
regiones constantes de la cadena pesada y ligera humanas.

Al menos uno de los restos de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento. Dicha modificacion
evita el emparejamiento incorrecto de las cadenas pesada y ligera a partir de diferentes moléculas Fab, mejorando
de este modo el rendimiento y la pureza de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
descrita en el presente documento en la produccion recombinante. En una molécula Fab de entrecruzamiento
particular util para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente
documento, las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab se intercambian. En
otra molécula Fab de entrecruzamiento Util para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T descrita en el presente documento, las regiones variables de la cadena ligera de Fab y la cadena
pesada de Fab se intercambian.

En un modo de realizacion particular descrito en el presente documento, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T se puede unir simultdneamente a un antigeno de célula diana, en particular
un antigeno de célula tumoral, y a CD3. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T puede entrecruzar un linfocito T y una célula diana mediante unién simultdnea a un
antigeno de célula diana y a CD3. En un modo de realizacion incluso mas particular, dicha unién simultdnea da
como resultado la lisis de la célula diana, en particular una célula tumoral. En un modo de realizacion, dicha unién
simultanea da como resultado la activacion del linfocito T. En otros modos de realizacion, dicha unién simultanea
da como resultado una respuesta celular de un linfocito T, en particular un linfocito T citotdxico, seleccionada del
grupo de: proliferacion, diferenciacion, secrecion de citocinas, liberacion de moléculas efectoras citotdxicas,
actividad citotoxica y expresion de marcadores de activacion. En un modo de realizacion, la unién de la molécula
de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T a CD3 sin unién simultanea al antigeno de la célula
diana no da como resultado la activacién del linfocito T.
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En un modo de realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T puede
redireccionar la actividad citotoxica de un linfocito T hacia una célula diana. En un modo de realizacién particular,
dicho redireccionamiento es independiente de la presentacion de antigenos peptidicos mediada por MHC por la
célula diana y/o la especificidad del linfocito T.

En particular, un linfocito T de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion descritos en el presente
documento es un linfocito T citotéxico. En algunos modos de realizacion, el linfocito T es un linfocito T CD4* o
CD8*, en particular un linfocito T CD8".

Resto de unién a CD3

La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento
comprende al menos un resto de unién a antigeno que se puede unir a CD3 (también denominado en el presente
documento "resto de union a antigeno CD3" o "primer resto de unioén a antigeno"). En un modo de realizacion
particular, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende no mas de un resto
de unién a antigeno que se puede unir especificamente a CD3. En un modo de realizacion, la molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T proporciona unién monovalente a CD3. El resto de union a
antigeno CD3 es una molécula Fab de entrecruzamiento, es decir, una molécula Fab en la que se intercambian
las regiones variables o constantes de las cadenas pesada y ligera de Fab. En modos de realizacion donde hay
mas de un resto de unioén a antigeno que se puede unir especificamente a un antigeno de célula diana comprendido
en la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, el resto de uniéon a antigeno que se
puede unir especificamente a CD3 es preferentemente una molécula Fab de entrecruzamiento y los restos de
unién a antigeno que se pueden unir especificamente a un antigeno de célula diana son moléculas Fab
convencionales.

En un modo de realizacion particular, el CD3 es CD3 humano (SEQ ID NO: 103) o CD3 de macaco cangrejero
(SEQ ID NO: 104), lo mas en particular CD3 humano. En un modo de realizacion particular, el resto de union a
antigeno CD3 es reactiva de forma cruzada para (es decir, se une especificamente a) CD3 humano y de macaco
cangrejero. En algunos modos de realizacion, el primer resto de unién a antigeno se puede unir especificamente
a la subunidad épsilon de CD3.

El resto de unién a antigeno CD3 comprende al menos una regioén determinante de la complementariedad (CDR)
de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 y al
menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10.

En un modo de realizacion, el resto de union a antigeno CD3 comprende la CDR1 de la cadena pesada de SEQ
ID NO: 4, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la
CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la CDR3 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 10.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno CD3 comprende una secuencia de region variable de la
cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33 y una
secuencia de region variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO:
31.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno CD3 comprende una region variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 32 y SEQ
ID NO: 33 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo de: SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 31.

En un modo de realizacién, el resto de union a antigeno CD3 comprende una secuencia de la regién variable de
la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ
ID NO: 3 y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacién, el resto de union a antigeno CD3 comprende una regién variable de la cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un modo de realizacion, el resto de union a antigeno CD3 comprende la secuencia de la region variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 3 y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 7.

Resto de unién al antigeno de célula diana
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La molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento
comprende al menos un resto de unién a antigeno que se puede unir a un antigeno de célula diana (también
denominado en el presente documento "resto de unién a antigeno de célula diana" o "segundo" o "tercer" resto de
unioén a antigeno). En determinados modos de realizacién, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T comprende dos restos de unién a antigeno que se pueden unir especificamente a un antigeno de
célula diana. En un modo de realizacién particular de este tipo, cada uno de estos restos de unién a antigeno se
une especificamente al mismo determinante antigénico. En un modo de realizacion ain mas particular, todos estos
restos de unidn a antigeno son idénticos. En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T comprende una molécula de inmunoglobulina que se puede unir especificamente a un
antigeno de célula diana. En un modo de realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T comprende no mas de dos restos de union a antigeno que se pueden unir especificamente a un
antigeno de célula diana.

El resto de union a antigeno de célula diana es en general una molécula Fab, en particular una molécula Fab
convencional que se une a un determinante antigénico especifico y puede dirigir la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T a un sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifico de célula tumoral que porta
el determinante antigénico.

En determinados modos de realizacion, el resto de unién a antigeno de célula diana se une especificamente a un
antigeno de superficie celular. En un modo de realizacion particular, el resto de unién a antigeno de célula diana
se une especificamente a una region proximal a la membrana de un antigeno de superficie celular. En un modo de
realizacion especifico de este tipo, el antigeno de superficie celular es el antigeno carcinoembrionario (CEA) y la
region proximal a la membrana es el dominio B3 de CEA (residuos 208-286 de SEQ ID NO: 119). En otro modo de
realizacion especifico de este tipo, el antigeno de superficie celular es el proteoglicano de sulfato de condroitina
asociado a melanoma (MCSP) y la region proximal a la membrana es el dominio D3 de MCSP (SEQ ID NO: 118).

En determinados modos de realizacion, el resto de unién a antigeno de célula diana se dirige a un antigeno
asociado con una afeccion patoldgica, tal como un antigeno presentado en una célula tumoral o una célula
infectada por virus. Los antigenos adecuados son antigenos de superficie celular, por ejemplo, pero sin limitarse
a, receptores de superficie celular. En modos de realizacion particulares, el antigeno es un antigeno humano. En
un modo de realizaciéon especifico, el antigeno de célula diana se selecciona de proteoglicano de sulfato de
condroitina asociado a melanoma (MCSP, CSPG4) y antigeno carcinoembrionario (CEA, CEACAMS).

En algunos modos de realizacion, la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende al menos un resto de unién a antigeno que es especifico para el proteoglicano de sulfato de condroitina
asociado a melanoma (MCSP). En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para
MCSP comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 35, SEQ ID
NO: 37, SEQ ID NO: 38 y SEQ ID NO: 40 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del grupo de SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49y
SEQ ID NO: 50.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para MCSP comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15y SEQ ID NO: 16 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del
grupo de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para MCSP comprende la CDR1 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 14, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 15, la CDR3 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 16, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 18, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 19y la CDRS3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 20.

En otro modo de realizacion, el resto de unioén a antigeno que es especifico para MCSP comprende una secuencia
de la region variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 34, SEQ
ID NO: 36, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 41 y una secuencia de la regién variable de la cadena ligera que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 51.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para MCSP comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 39 y SEQ ID NO: 41 y una region variable de la cadena
ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 43,
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 y SEQ ID NO: 51.
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En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para MCSP comprende una secuencia
de la region variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 13 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 17, o variantes de las mismas
que conservan la funcionalidad.

En un modo de realizacion, el resto de union a antigeno que es especifico para MCSP comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y una region
variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para MCSP comprende la secuencia de
la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 13 y la secuencia de la regién variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 17.

En un modo de realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a
SEQ ID NO: 12, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 53, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 54, y una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 55.

En modos de realizacion particulares, la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
comprende al menos un resto de union a antigeno que es especifico para el antigeno carcinoembrionario (CEA).
En un modo de realizacién, el resto de unién a antigeno que es especifico para CEA comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 y SEQ ID NO: 26 y al menos una CDR de la cadena ligera seleccionada del
grupo de SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30.

En un modo de realizacién, el resto de union a antigeno que es especifico para CEA comprende la CDR1 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 24, la CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 25, la CDR3 de la cadena
pesada de SEQ ID NO: 26, la CDR1 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 28, la CDR2 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 29 y la CDRS3 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 30.

En otro modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para CEA comprende una secuencia
de la region variable de la cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 23 y una secuencia de la region variable de la cadena ligera que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 27, o variantes de las mismas
que conservan la funcionalidad.

En un modo de realizacion, el resto de union a antigeno que es especifico para CEA comprende una region variable
de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una regién variable de
la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacion, el resto de unién a antigeno que es especifico para CEA comprende la secuencia de
la regidn variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 23 y la secuencia de la regién variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 27.

En un modo de realizacidn, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T comprende una
secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a
SEQ ID NO: 22, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 56, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 57, y una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 58.

Polinucleétidos

La divulgacion proporciona ademas polinucleétidos aislados que codifican una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento o un fragmento de la misma.
En algunos modos de realizacion, dicho fragmento es un fragmento de unién a antigeno.

Los polinucledtidos como se describen en el presente documento incluyen aquellos que son al menos
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticos a las secuencias
expuestas en SEQ ID NO: 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 y 98, incluyendo fragmentos funcionales o variantes de los mismos.
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Los polinucledétidos que codifican moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se
describen en el presente documento se pueden expresar como un Unico polinucleétido que codifica toda la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o como multiples (por ejemplo, dos o mas)
polinucleétidos que se coexpresan. Los polipéptidos codificados por polinucleétidos que se coexpresan se pueden
asociar a través de, por ejemplo, enlaces disulfuro u otros medios para formar una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T funcional. Por ejemplo, la porcion de la cadena ligera de un resto de union a
antigeno se puede codificar por un polinucleétido separado de la porcion de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T que comprende la porcion de la cadena pesada del resto de union a antigeno,
una subunidad del dominio Fc y opcionalmente (parte de) otro resto de unién a antigeno. Cuando se coexpresen,
los polipéptidos de la cadena pesada se asociaran con los polipéptidos de la cadena ligera para formar el resto de
unién a antigeno. En otro ejemplo, la porcion de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T que comprende una de las dos subunidades del dominio Fc y opcionalmente (parte de) uno o mas
restos de unién a antigeno se podria codificar por un polinucleétido separado de la porcion de la molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende la otra de las dos subunidades del dominio Fcy
opcionalmente (parte de) un resto de union a antigeno. Cuando se coexpresen, las subunidades del dominio Fc
se asociaran para formar el dominio Fc.

En algunos modos de realizacién, el polinucleétido aislado codifica toda la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento. En otros modos de realizacion,
el polinucleétido aislado codifica un polipéptido comprendido en la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento.

En otro modo de realizacion, la presente divulgacion se dirige a un polinucleétido aislado que codifica una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento o un
fragmento de la misma, en el que el polinucleétido comprende una secuencia que codifica una secuencia de la
region variable como se muestra en SEQ ID NO: 3, 7, 13, 17, 23, 27, 31, 32, 33, 34, 36, 39, 41, 43, 46, 47 o 51.
En otro modo de realizacion, la presente divulgacion se dirige a un polinucleétido aislado que codifica una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o fragmento de la misma, en el que el polinucleétido
comprende una secuencia que codifica una secuencia polipeptidica como se muestra en las SEC ID NO: 22, 56,
57, 58, 12, 53, 54 y 55. En otro modo de realizacion, la divulgacion se dirige ademas a un polinucleétido aislado
que codifica una molécula de unioén a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el
presente documento o un fragmento de la misma, en el que el polinucledtido comprende una secuencia que es al
menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la secuencia de
nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 0 98. En otro modo de realizacién, la divulgacion se refiere
a un polinucleétido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
como se describe en el presente documento o un fragmento de la misma, en el que el polinucledtido comprende
la secuencia de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO: 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77,
78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 o 98. En otro modo de realizacion, la
divulgacion se dirige a un polinucleétido aislado que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento o un fragmento de la misma, en el que el
polinucleétido comprende una secuencia que codifica una secuencia de la region variable que es al menos
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 3, 7, 13, 17, 23, 27, 31, 32, 33, 34, 36, 39, 41, 43, 46, 47 o 51. En otro modo de realizacion, la
divulgacion se dirige a un polinucledtido aislado que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T o un fragmento de la misma, en el que el polinucleétido comprende una secuencia que
codifica una secuencia polipeptidica que es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, 56, 57, 58, 12, 53, 54 o0 55. La divulgacion engloba un
polinucleétido aislado que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como
se describe en el presente documento o un fragmento de la misma, en la que el polinucleétido comprende una
secuencia que codifica la secuencia de region variable de SEQ ID NO: 3, 7, 13, 17, 23, 27, 31, 32, 33, 34, 36, 39,
41, 43, 46, 47 o 51 con sustituciones aminoacidicas conservadoras. La divulgacion también engloba un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como
se describe en el presente documento o un fragmento de la misma, en la que el polinucleétido comprende una
secuencia que codifica la secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 22, 56, 57, 58, 12, 53, 54 o 55 con sustituciones
aminoacidicas conservadoras.

En determinados modos de realizacion, el polinucleétido o acido nucleico es ADN. En otros modos de realizacion,
un polinucleétido como se describe en el presente documento es ARN, por ejemplo, en forma de ARN mensajero
(ARNm). EI ARN como se describe en el presente documento puede ser monocatenario o bicatenario.
Procedimientos recombinantes

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se describe en el presente

documento se pueden obtener, por ejemplo, por sintesis peptidica en estado sdlido (por ejemplo, sintesis en fase
sélida de Merrifield) o produccion recombinante. Para la produccion recombinante, uno o mas polinucleétidos que
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codifican la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento), por ejemplo, como se
describe anteriormente, se aislan o insertan en uno o mas vectores para clonacién y/o expresion adicional en una
célula huésped. Dicho polinucledtido se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos
convencionales. En un modo de realizacién, se proporciona un vector, preferentemente un vector de expresion,
que comprende uno o mas de los polinucleétidos como se describe en el presente documento. Se pueden usar
procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que
contienen la secuencia codificante de una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
(fragmento) junto con sefiales de control transcripcional/traduccional apropiadas. Estos procedimientos incluyen
técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion in vivo/recombinacion genética. Véanse,
por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold
Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1989) y Ausubel et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY,
Greene Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y (1989). El vector de expresiéon puede ser parte de un
plasmido, virus, o puede ser un fragmento de &cido nucleico. El vector de expresion incluye un casete de expresion
en el que el polinucledtido que codifica la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
(fragmento) (es decir, la region codificante) se clona en asociacién funcional con un promotor y/u otros elementos
de control de la transcripcion o traduccion. Como se usa en el presente documento, una "region codificante” es
una porcion de acido nucleico que consiste en codones traducidos en aminoacidos. Aunque un "codén de
terminacion" (TAG, TGA o TAA) no se traduce en un aminoacido, se puede considerar que es parte de una region
codificante, si esta presente; sin embargo, cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de
union a ribosomas, terminadores transcripcionales, intrones, regiones no traducidas 5'y 3'y similares, no es parte
de una region codificante. Dos o mas regiones codificantes pueden estar presentes en una Unica construccion
polinucleotidica, por ejemplo, en un Unico vector, 0 en construcciones polinucleotidicas separadas, por ejemplo,
en vectores separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una Unica regién codificante, o
puede comprender dos 0 mas regiones codificantes, por ejemplo, un vector como se describe en el presente
documento puede codificar uno o mas polipéptidos, que se separan de forma postraduccional o cotraduccional en
las proteinas finales a través de escisién proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido o acido nucleico como se
describe en el presente documento puede codificar regiones codificantes heterégenas, fusionadas o bien no
fusionadas a un polinucleétido que codifica la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
(fragmento) descrita en el presente documento, o variante o derivado de la misma. Las regiones codificantes
heterégenas incluyen, sin limitacion, elementos o motivos especializados, tales como un péptido sefal secretor o
un dominio funcional heterégeno. Una asociacion funcional es cuando una regién codificante para un producto
génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una o mas secuencias reguladoras de tal forma que situa la
expresion del producto génico bajo la influencia o control de la(s) secuencia(s) reguladora(s). Dos fragmentos de
ADN (tales como una region codificante de polipéptido y un promotor asociado con la misma) se "asocian de forma
funcional" si la induccién de la funcién promotora da como resultado la transcripcion de ARNm que codifica el
producto génico deseado y si la naturaleza del enlace entre los dos fragmentos de ADN no interfiere con la
capacidad de las secuencias reguladoras de la expresion de dirigir la expresion del producto génico ni interfiere
con la capacidad del molde de ADN para transcribirse. Por tanto, una region promotora se asociaria de forma
funcional con un acido nucleico que codifica un polipéptido si el promotor puede efectuar la transcripcion de ese
acido nucleico. El promotor puede ser un promotor especifico de célula que dirige la transcripcion sustancial del
ADN solo en células predeterminadas. Otros elementos de control de la transcripciéon, ademas de un promotor, por
ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefiales de terminacién de la transcripcion, se pueden asociar
de forma funcional con el polinucleétido para dirigir la transcripcion especifica de célula. En el presente documento
se divulgan promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcion. Es conocida una variedad de
regiones de control de la transcripcion por los expertos en la técnica. Estas incluyen, sin limitacién, regiones de
control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales como, pero sin limitarse a, segmentos
promotores y potenciadores de citomegalovirus (por ejemplo, el promotor temprano inmediato, conjuntamente con
intrén-A), virus de simio 40 (por ejemplo, el promotor temprano) y retrovirus (tales como, por ejemplo, el virus del
sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la transcripcion incluyen las derivadas de genes de vertebrados
tales como actina, proteina de choque térmico, hormona del crecimiento bovina y a-globina de conejo, asi como
otras secuencias que pueden controlar la expresion génica en células eucariotas. Las regiones de control de la
transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos tisulares, asi como
promotores inducibles (por ejemplo, promotores inducibles de tetraciclinas). De forma similar, es conocida una
variedad de elementos de control de la traduccion por los expertos en la técnica. Estos incluyen, pero no se limitan
a, sitios de unién a ribosomas, codones de iniciacion y terminacién de la traduccién y elementos derivados de
sistemas viricos (en particular un sitio de entrada al ribosoma interno o IRES, también denominado secuencia
CITE). El casete de expresion también puede incluir otros rasgos caracteristicos tales como un origen de
replicacién y/o elementos de integracion cromosdmica tales como repeticiones terminales largas (LTR) retroviricas
o repeticiones terminales invertidas (ITR) viricas adenoasociadas (AAV).

Las regiones codificantes de polinucledtidos y acidos nucleicos como se describe en el presente documento se
pueden asociar a regiones codificantes adicionales que codifican péptidos secretores o sefializadores, que dirigen
la secrecion de un polipéptido codificado por un polinucleétido descrito en el presente documento. Por ejemplo, si
se desea la secrecion de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, se puede disponer
el ADN que codifica una secuencia sefial en direccion 5' del acido nucleico que codifica una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento o un fragmento de la
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misma. De acuerdo con la hipétesis de sefial, las proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido
sefal o secuencia lider secretora que se escinde de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacién
de la cadena de proteina en crecimiento a través del reticulo endoplasmico rugoso. Los expertos en la técnica
saben que los polipéptidos secretados por células de vertebrado en general tienen un péptido sefal fusionado al
extremo N del polipéptido, que se escinde del polipéptido traducido para producir una forma secretada o "madura”
del polipéptido. En determinados modos de realizacion se usa el péptido sefial natural, por ejemplo, un péptido
sefial de la cadena pesada o cadena ligera de inmunoglobulina, o un derivado funcional de esa secuencia que
retiene la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido que esta funcionalmente asociado con él. De forma
alternativa, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterégeno o un derivado funcional del mismo. Por
ejemplo, la secuencia lider natural se puede sustituir por la secuencia lider del activador de plasminégeno tisular
(TPA) humano o B-glucuronidasa de raton. Las secuencias de aminoacidos y polinucleétidos ejemplares de los
péptidos sefal secretores se muestran en SEQ ID NO: 108-116.

El ADN que codifica una secuencia proteica corta que se podria usar para facilitar la posterior purificacién (por
ejemplo, una marca de histidina) o ayudar a marcar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se puede incluir dentro de o en los extremos del polinucleétido que codifica la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T (fragmento).

En otro modo de realizacion se proporciona una célula huésped que comprende uno o mas polinucleétidos como
se describe en el presente documento. En determinados modos de realizacion se proporciona una célula huésped
que comprende uno 0 mas vectores como se describe en el presente documento. Los polinucleétidos y vectores
pueden incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos, individualmente o en combinacion, descritos en el
presente documento en relacién con polinucleétidos y vectores, respectivamente. En un modo de realizacion de
este tipo, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado o transfectado con) un vector que
comprende un polinucleétido que codifica (parte de) una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T como se describe en el presente documento. Como se usa en el presente documento, el término "célula
huésped" se refiere a cualquier tipo de sistema celular que se puede genomanipular para generar las moléculas
de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento o fragmentos de
las mismas. Las células huésped adecuadas para replicacion y para sustentar la expresién de moléculas de unién
a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T son bien conocidas en la técnica. Dichas células se pueden
transfectar o transducir segun sea apropiado con el vector de expresion particular y se pueden cultivar grandes
cantidades de células que contienen vectores para sembrar fermentadores a gran escala para obtener cantidades
suficientes de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para aplicaciones clinicas.
Las células huésped adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E. coli, o diversas células
eucariotas, tales como células de ovario de hamster chino (CHO), células de insecto o similares. Por ejemplo, se
pueden producir polipéptidos en bacterias, en particular cuando no se necesita glucosilacion. Después de la
expresion, se puede aislar el polipéptido a partir de la pasta de células bacterianas en una fraccion soluble y se
puede purificar adicionalmente. Ademas de procariotas, los microbios eucariotas tales como hongos filamentosos
o levaduras son huéspedes de clonacidon o expresion adecuados para vectores que codifican polipéptidos,
incluyendo cepas de hongos y levaduras con rutas de glucosilacion que se han "humanizado", dando como
resultado la produccién de un polipéptido con un patrén de glucosilacion parcial o completamente humano. Véase
Gerngross, Nat Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215 (2006). Las células huésped
adecuadas para la expresion de polipéptidos (glucosilados) también se derivan de organismos multicelulares
(invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de insecto. Se
han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar junto con células de insecto, en particular,
para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda. También se pueden utilizar cultivos de células vegetales
como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.° 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y
6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas).
También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser utiles lineas de células
de mamifero que se adapten a su cultivo en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero
utiles son linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifidn embrionario humano (células
293 0 293T como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J Gen Virol 36, 59 (1977)), células de riiidn de cria
de hamster (BHK), células de Sertoli de ratén (linfocitos TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol
Reprod 23, 243-251 (1980)), células de rifion de mono (CV1), células de rifidn de mono verde africano (VERO-76),
células de carcinoma de cuello uterino humano (HELA), células de rifién canino (MDCK), células de higado de rata
bufalo (BRL 3A), células de pulmén humano (W138), células de higado humano (Hep G2), células de tumor
mamario de ratén (MMT 060562), linfocitos TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad
Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC 5 y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen
células de ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO-DHFR" (Urlaub et al., Proc Natl Acad Sci USA
77, 4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma tales como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0. Para una revision de
determinadas lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccidon de proteinas, véase, por
ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp.
255-268 (2003). Las células huésped incluyen células cultivadas, por ejemplo, células cultivadas de mamifero,
células de levadura, células de insecto, células bacterianas y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero
también células comprendidas en un animal transgénico, planta transgénica o tejido animal o vegetal cultivado. En
un modo de realizacion, la célula huésped es una célula eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal
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como una célula de ovario de hamster chino (CHO), una célula de rifion embrionario humano (HEK) o una célula
linfoide (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20).

Las tecnologias estandar son conocidas en la técnica por expresar genes exégenos en estos sistemas. Las células
que expresan un polipéptido que comprende la cadena pesada o bien la ligera de un dominio de union a antigeno
tal como un anticuerpo se pueden genomanipular para expresar también la otra de las cadenas de anticuerpo de
modo que el producto expresado es un anticuerpo que tiene tanto una cadena pesada como una ligera.

En un modo de realizacion se proporciona un procedimiento de produccion de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento, en el que el procedimiento comprende
cultivar una célula huésped que comprende un polinucleétido que codifica la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T, como se proporciona en el presente documento, en condiciones adecuadas
para la expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T, y recuperar la molécula
de uniodn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la célula huésped (o medio de cultivo de célula
huésped).

Los componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se fusionan
genéticamente entre si. La molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se puede disefar
de modo que sus componentes se fusionen directamente entre si o indirectamente a través de una secuencia
conectora. La composicion y longitud del conector se pueden determinar de acuerdo con procedimientos bien
conocidos en la técnica y se puede someter a prueba para determinar su eficacia. Los ejemplos de secuencias
conectoras entre diferentes componentes de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos
T se encuentran en las secuencias proporcionadas en el presente documento. También se pueden incluir
secuencias adicionales para incorporar un sitio de escisién para separar los componentes individuales de la fusién
si se desea, por ejemplo, una secuencia de reconocimiento de endopeptidasas.

En determinados modos de realizacién, el uno o mas restos de unién a antigeno de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T comprenden al menos una regién variable de anticuerpo que se
puede unir a un determinante antigénico. Las regiones variables pueden formar parte de y derivar de anticuerpos
naturales o no naturales y fragmentos de los mismos. Los procedimientos para producir anticuerpos policlonales y
anticuerpos monoclonales son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, a
laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988). Los anticuerpos no naturales se pueden construir
usando sintesis de péptidos en fase sélida, se pueden producir de forma recombinante (por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 4.186.567) o se pueden obtener, por ejemplo, cribando colecciones
combinatorias que comprendan cadenas pesadas variables y cadenas ligeras variables (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. n.° 5.969.108 concedida a McCafferty).

Se puede usar cualquier especie de anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o regién
variable animal en las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el
presente documento. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, dominios de unién a antigeno o regiones
variables no limitantes utiles de acuerdo con la presente divulgacion pueden ser de origen murino, primate o
humano. Si la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T esta destinada al uso humano,
se puede usar una forma quimérica de anticuerpo en la que las regiones constantes del anticuerpo son de un ser
humano. También se puede preparar una forma humanizada o totalmente humana del anticuerpo de acuerdo con
procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.565.332 concedida
a Winter). La humanizacion se puede lograr mediante diversos procedimientos incluyendo, pero sin limitarse a, (a)
injertar las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo donante) en regiones estructurales y constantes humanas
(por ejemplo, anticuerpo receptor) con o sin retencion de residuos de la region estructural criticos (por ejemplo, los
que son importantes para retener buenas funciones de afinidad de unién a antigeno o de anticuerpo), (b) injertar
solo las regiones determinantes de la especificidad (SDR o a-CDR; los residuos criticos para la interaccion
anticuerpo-antigeno) no humanas en regiones estructurales y constantes humanas, o (c) trasplantar todos los
dominios variables no humanos completos, pero "enmascararlos" con una seccién similar a humana mediante el
reemplazo de residuos superficiales. Los anticuerpos humanizados y procedimientos para prepararlos se revisan,
por ejemplo, en Almagro y Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), y se describen ademas, por ejemplo, en
Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988); Queen et al., Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989);
patentes de EE. UU. n.° 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Jones et al., Nature 321, 522-525 (1986);
Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855 (1984 ); Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen
et al., Science 239, 1534-1536 (1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri et al., Methods 36,
25-34 (2005) (que describen un injerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol Immunol 28, 489-498 (1991) (que describe
el "rebarnizado"); Dall'Acqua et al., Methods 36, 43-60 (2005) (que describe el "reordenamiento de FR"); y Osbourn
et al., Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et al., Br J Cancer 83, 252-260 (2000) (que describe el enfoque de
"seleccion guiada" al reordenamiento de FR). Se pueden producir anticuerpos humanos y regiones variables
humanas usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos humanos se describen en general en
van Dijk y van de Winkel, Curr Opin Pharmacol 5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008).
Las regiones variables humanas pueden formar parte de y derivar de anticuerpos monoclonales humanos
preparados por el procedimiento de hibridoma (véase, por ejemplo, Monoclonal Antibody Production Techniques
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and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). También se pueden preparar anticuerpos
humanos y regiones variables humanas administrando un inmundégeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a una exposicion antigénica (véase, por ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005)). También
se pueden generar anticuerpos humanos y regiones variables humanas aislando secuencias de regiones variables
de clones de Fv seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos (véase, por
ejemplo, Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa,
NJ, 2001); y McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson et al., Nature 352, 624-628 (1991)). Los fagos
presentan tipicamente fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como
fragmentos Fab.

En determinados modos de realizacion, los restos de union a antigeno utiles de acuerdo con la presente divulgacion
se genomanipulan para tener una afinidad de unién potenciada de acuerdo con, por ejemplo, los procedimientos
divulgados en la publicacién de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 2004/0132066. La capacidad de la molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento para unirse a un
determinante antigénico especifico se puede medir a través de un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA)
o bien otras técnicas familiares para un experto en la técnica, por ejemplo, técnica de resonancia de plasmon
superficial (analizada en un sistema BIACORE T100) (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y ensayos de
unién tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Se pueden usar ensayos de competicion para
identificar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, dominio de unién a antigeno o dominio variable que compite
con un anticuerpo de referencia por unirse a un antigeno particular, por ejemplo, un anticuerpo que compite con el
anticuerpo V9 por unirse a CD3. En determinados modos de realizacion, dicho anticuerpo competidor se une al
mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que se une mediante el anticuerpo de
referencia. Se proporcionan procedimientos ejemplares detallados para cartografiar un epitopo al que se une un
anticuerpo en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols", en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press,
Totowa, NJ). En un ensayo de competicion ejemplar se incuba el antigeno inmovilizado (por ejemplo, CD3) en una
solucién que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno (por ejemplo, anticuerpo V9,
descrito en el documento US 6.054.297) y un segundo anticuerpo no marcado que se somete a prueba para
determinar su capacidad para competir con el primer anticuerpo por la union al antigeno. El segundo anticuerpo
puede estar presente en un sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba el antigeno inmovilizado en una
solucion que comprende el primer anticuerpo marcado, pero no el segundo anticuerpo no marcado. Después de la
incubacién en condiciones permisivas para la unién del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso de
anticuerpo no unido, y se mide la cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si la cantidad de
marcador asociado con el antigeno inmovilizado se reduce sustancialmente en la muestra de prueba con relacién
a la muestra de control, entonces eso indica que el segundo anticuerpo estd compitiendo con el primer anticuerpo
por la unién al antigeno. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T preparadas como se describe en el
presente documento se pueden purificar por técnicas conocidas en la técnica tales como cromatografia de liquidos
de alto rendimiento, cromatografia de intercambio i6nico, electroforesis en gel, cromatografia de afinidad,
cromatografia de exclusiéon por tamario y similares. Las condiciones reales usadas para purificar una proteina
particular dependeran, en parte, de factores tales como carga neta, hidrofobia, hidrofilia, etc., y seran evidentes
para los expertos en la técnica. Para la purificacion por cromatografia de afinidad se puede usar un anticuerpo,
ligando, receptor o antigeno al que se une la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T.
Por ejemplo, para la purificacion por cromatografia de afinidad de moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T como se describe en el presente documento se puede usar una matriz con proteina A
o proteina G. Se pueden usar la cromatografia de afinidad con proteina A o G y la cromatografia de exclusién por
tamafio secuenciales para aislar una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
esencialmente como se describe en los ejemplos. Se puede determinar la pureza de la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T por cualquiera de una variedad de procedimientos analiticos bien
conocidos, incluyendo electroforesis en gel, cromatografia de liquidos de alta presion y similares. Por ejemplo, se
demostré que las proteinas de fusion de la cadena pesada expresadas como se describe en los ejemplos estaban
intactas y apropiadamente ensambladas como se demostré por SDS-PAGE reductora (véase, por ejemplo, la figura
4). Se resolvieron tres bandas aproximadamente a Mr 25.000, Mr 50.000 y Mr 75.000, correspondientes a los pesos
moleculares predichos de la proteina de fusiéon de cadena ligera, cadena pesada y cadena pesada/cadena ligera
de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T.

Ensayos

Las moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente
documento se pueden identificar, cribar o caracterizar para determinar sus propiedades fisicas/quimicas y/o
actividades bioldgicas por diversos ensayos conocidos en la técnica.

Ensayos de afinidad
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La afinidad de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T por un receptor de Fc o un
antigeno diana se puede determinar de acuerdo con los procedimientos expuestos en los ejemplos por resonancia
de plasmoén superficial (SPR), usando instrumentacion estandar tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare),
y receptores o proteinas diana tales como los que se pueden obtener por expresién recombinante. De forma
alternativa, la union de moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T para diferentes
receptores o antigenos diana se puede evaluar usando lineas celulares que expresan el receptor o antigeno diana
particular, por ejemplo, por citometria de flujo (FACS). Un modo de realizacion ilustrativo y ejemplar especifico para
medir la afinidad de unién se describe en lo que sigue y en los ejemplos a continuacion.

De acuerdo con un modo de realizacién, se mide la Kp mediante resonancia de plasmoén superficial usando una
maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

Para analizar la interaccion entre la porcion Fc y los receptores de Fc, se captura el receptor de Fc recombinante
con marca de His por un anticuerpo anti-Penta His (Qiagen) inmovilizado en chips CM5 y se usan las
construcciones biespecificas como analitos. En resumen, se activan chips de biosensor de dextrano
carboximetilado (CM5, GE Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se diluye el anticuerpo anti-Penta-His
con acetato de sodio 10 mM, pH 5,0, a 40 yg/ml antes de la inyecciéon a un caudal de 5 pl/min para lograr
aproximadamente 6500 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccion del ligando,
se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Posteriormente, se captura el receptor de Fc
durante 60 s a 4 o 10 nM. Para las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones en serie 1:4 de la construccion
biespecifica (intervalo entre 500 nM y 4000 nM) en HBS-EP (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA
3 mM, tensioactivo P20 0,05 %, pH 7,4) a 25 °C a un caudal de 30 pl/min durante 120 s.

Para determinar la afinidad por el antigeno diana, se capturan las construcciones biespecificas por un anticuerpo
especifico anti-Fab humano (GE Healthcare) que se inmoviliza en una superficie de chip de sensor CM5 activado
como se describe para el anticuerpo anti-Penta-His. La cantidad final de proteina acoplada es de aproximadamente
12000 UR. Se capturan las construcciones biespecificas durante 90 s a 300 nM. Se pasan los antigenos diana a
través de cubetas de lectura durante 180 s a un intervalo de concentracion de 250 a 1000 nM con un caudal de
30 pl/min. Se monitoriza la disociacion durante 180 s.

Se corrigen las diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de
lectura de referencia. Se uso la respuesta en situacién de equilibrio para derivar la constante de disociacién Kp por
ajuste de curva no lineal de la isoterma de unién de Langmuir. Se calculan las velocidades de asociacion (kas) y
velocidades de disociacién (kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico
de evaluacion BIACORE ® T100 version 1.1.1) ajustando simultaneamente los sensogramas de asociacion y
disociacioén. Se calcula la constante de disociacion en equilibrio (Kp) como la proporcion kais'kas. Véase, por ejemplo,
Chen et al., J Mol Biol 293, 865-881 (1999).

Ensayos de actividad

Se puede medir la actividad biolégica de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos
T descritas en el presente documento por diversos ensayos como se describe en los ejemplos. Las actividades
biolégicas pueden incluir, por ejemplo, la induccion de proliferacion de linfocitos T, la induccidn de sefalizaciéon en
linfocitos T, la induccion de expresion de marcadores de activacion en linfocitos T, la induccion de secrecion de
citocinas por linfocitos T, la induccion de lisis de células diana tales como células tumorales y la induccion de
regresion tumoral y/o la mejora de la supervivencia.

Composiciones, formulaciones y vias de administracion

En otro aspecto, la divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de las
moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente documento,
por ejemplo, para su uso en cualquiera de los procedimientos terapéuticos a continuacion. En un modo de
realizacién, una composicion farmacéutica comprende cualquiera de las moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente documento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otro modo de realizacidn, una composicion farmacéutica comprende cualquiera
de las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T proporcionadas en el presente
documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Se proporciona ademas un procedimiento de producciéon de una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T descrita en el presente documento en una forma adecuada para su administracion in vivo,
comprendiendo el procedimiento (a) obtener una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos
T como se describe en el presente documento, y (b) formular la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T con al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable, con lo que se formula una
preparacion de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para su administracién in vivo.
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Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento comprenden una cantidad terapéuticamente
eficaz de una o mas moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T disueltas o dispersadas
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion "farmacéutica o farmacolégicamente aceptable" se
refiere a entidades moleculares y composiciones que son, en general, no toxicas para los receptores en las
dosificaciones y concentraciones empleadas, es decir que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra
reaccion indeseable cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segun sea
apropiado. La preparacién de una composicion farmacéutica que contiene al menos una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T y opcionalmente un ingrediente activo adicional sera conocida para
los expertos en la técnica en vista de la presente divulgacion, como se ejemplifica por Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18.2 ed. Mack Printing Company, 1990. Ademas, para administracion animal (por ejemplo, humana), se
entendera que las preparaciones deben cumplir las normas de esterilidad, pirogenia, seguridad general y pureza
segun se requiere por la Oficina de Normas bioldgicas de la FDA o las autoridades correspondientes en otros
paises. Las composiciones preferentes son formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Como se usa en el
presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos los disolventes, tampones, medios de
dispersién, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterianos,
agentes antifingicos), agentes isotdnicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes, antioxidantes,
proteinas, farmacos, estabilizantes de farmacos, polimeros, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes,
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, tintes, tales como materiales y combinaciones de los
mismos, como se conocera por un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
18.2 ed. Mack Printing Company, 1990, pp. 1289-1329). Excepto en la medida en que cualquier vehiculo
convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas
o farmacéuticas.

La composiciéon puede comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si se va a administrar en forma
sélida, liquida o aerosol, y si es necesario que sea estéril para dichas vias de administracion como inyeccion. Las
moléculas de unién a antigeno biespecifico activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento (y
cualquier agente terapéutico adicional) se pueden administrar por via intravenosa, intradérmica, intraarterial,
intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural,
intratraqueal, intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal,
subcutanea, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, tépica, local,
por inhalacion (por ejemplo, inhalacion de aerosol), inyeccion, infusion, infusion continua, perfusién localizada,
bafiando células diana directamente, a través de un catéter, a través de un lavado, en cremas, en composiciones
lipidicas (por ejemplo, liposomas), o por otro procedimiento o cualquier combinacién de lo anterior como seria
conocido para un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18.2 Ed. Mack
Printing Company, 1990). La administracién parenteral, en particular la inyecciéon intravenosa, se usa mas
comunmente para administrar moléculas polipeptidicas tales como las moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento.

Las composiciones parenterales incluyen aquellas disefiadas para administracion por inyeccion, por ejemplo,
inyeccion subcuténea, intradérmica, intralesional, intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o
intraperitoneal. Para inyeccion, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas
en el presente documento se pueden formular en soluciones acuosas, preferentemente en tampones
fisioldgicamente compatibles tales como solucion de Hanks, solucién de Ringer o tampén salino fisiolégico. La
solucion puede contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion.
De forma alternativa, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T pueden estar en
forma de polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril sin pirégenos, antes de
su uso. Se preparan soluciones inyectables estériles incorporando las moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento en la cantidad requerida en el disolvente apropiado
con diversos de los otros ingredientes enumerados a continuacion, segin se requiera. Se puede conseguir
facilmente la esterilidad, por ejemplo, por filtracion a través de membranas de filtracion estériles. En general, se
preparan dispersiones incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que
contiene el medio de dispersion basico y/o los otros ingredientes. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de soluciones, suspensiones o emulsiones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion preferentes
son técnicas de secado al vacio o liofilizacion que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier
ingrediente deseado adicional de un medio liquido previamente filirado estéril del mismo. Se debe tamponar
adecuadamente el medio liquido si es necesario y volver isotdnico primero el diluyente liquido antes de la inyeccion
con solucion salina o glucosa suficiente. La composicion debe ser estable en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento, y conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos. Se apreciara que se debe mantener al minimo la contaminacion por endotoxinas hasta un nivel seguro,
por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen,
pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido
ascoérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil
o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2775207 T3

arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos
no iénicos tales como polietilenglicol (PEG). Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden contener compuestos
que incrementan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, dextrano, o
similares. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que
incrementan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.
Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos como suspensiones de inyeccion
oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites grasos tales como aceite de
sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleatos de etilo o triglicéridos, o liposomas.

Se pueden atrapar ingredientes activos en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacion
0 por polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences (18.2 ed. Mack Printing Company, 1990). Se
pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen el polipéptido,
matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. En determinados
modos de realizacion, se puede conseguir una absorcion prolongada de una composicion inyectable mediante el
uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de
aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.

Ademas de las composiciones descritas previamente, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T también se pueden formular como preparacion de liberacién lenta. Dichas formulaciones de accion
prolongada se pueden administrar por implantacién (por ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o por
inyeccion intramuscular. Por tanto, por ejemplo, las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T se pueden formular con materiales hidréfobos o poliméricos adecuados (por ejemplo, como emulsion
en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo,
como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de linfocitos T descritas en el presente documento se pueden fabricar por medio de procesos de mezclado,
disolucién, emulsion, encapsulado, atrapamiento o liofilizacién convencionales. Las composiciones farmacéuticas
se pueden formular de manera convencional usando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o coadyuvantes
fisiolégicamente aceptables que facilitan el procesamiento de las proteinas en preparaciones que se pueden usar
farmacéuticamente. La formulacion adecuada depende de la via de administracion elegida.

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T se pueden formular en una composicién
en forma de acido o base libre, neutra o salina. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que retienen
sustancialmente la actividad bioldgica del acido o base libre. Estas incluyen las sales de adicion de acido, por
ejemplo, las formadas con los grupos amino libres de una composicion proteinica, o que se forman con acidos
inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o dichos acidos organicos como acido acético,
oxalico, tartarico o mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de
bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o dichas bases
organicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Las sales farmacéuticas tienden a ser mas
solubles en disolventes acuosos y otros disolventes proticos que las correspondientes formas de base libre.

Procedimientos terapéuticos y composiciones

Se puede usar cualquiera de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
proporcionadas en el presente documento en procedimientos terapéuticos. Se pueden usar moléculas de union a
antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se describen en el presente documento como agentes
inmunoterapicos, por ejemplo, en el tratamiento de canceres.

Para su uso en procedimientos terapéuticos, las moléculas de uniéon a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T descritas en el presente documento se formularian, dosificarian y administrarian de una manera
consecuente con una buena practica médica. Los factores que se deben tener en consideracion en este contexto
incluyen el trastorno particular que se trata, el mamifero particular que se trata, la afeccién clinica del paciente
individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la
programacion de la administracién y otros factores conocidos por los médicos.

En un aspecto se proporcionan moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se
describe en el presente documento para su uso como medicamento. En otros aspectos se proporcionan moléculas
de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se describe en el presente documento para su
uso en el tratamiento de una enfermedad. En determinados modos de realizacién se proporcionan moléculas de
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unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T como se describe en el presente documento para su uso
en un procedimiento de tratamiento. En un modo de realizacion se proporciona una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento
de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo. En determinados modos de realizacién se proporciona
una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente
documento para su uso en un procedimiento de tratamiento de un individuo que tiene una enfermedad que
comprende administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T. En determinados modos de realizacion, la enfermedad que se va a tratar es
un trastorno proliferativo. En un modo de realizacion particular, la enfermedad es cancer. En determinados modos
de realizacion, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un antineoplasico si la enfermedad que se va a tratar es
cancer. En otros modos de realizacion se proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T como se describe en el presente documento para su uso en la induccién de lisis de una célula diana,
en particular una célula tumoral. En determinados modos de realizacién se proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento para su uso en un
procedimiento de induccién de lisis de una célula diana, en particular una célula tumoral, en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T para inducir la lisis de una célula diana. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de
realizacién anteriores es un mamifero, preferentemente un ser humano. En otro aspecto, la divulgacién proporciona
el uso de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente
documento en la fabricacion o preparacion de un medicamento. En un modo de realizacion, el medicamento es
para el tratamiento de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo. En otro modo de realizacion, el
medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de una enfermedad que comprende administrar
a un individuo que tiene la enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento. En determinados
modos de realizacién, la enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo. En un modo de realizacion
particular, la enfermedad es cancer. En un modo de realizacién, el procedimiento comprende ademas administrar
al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un
antineoplasico si la enfermedad que se va a tratar es cancer. En otro modo de realizacion, el medicamento es para
inducir la lisis de una célula diana, en particular una célula tumoral. Todavia en otro modo de realizacion, el
medicamento es para su uso en un procedimiento de induccion de lisis de una célula diana, en particular una célula
tumoral, en un individuo que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del medicamento para inducir
la lisis de una célula diana. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores puede
ser un mamifero, preferentemente un ser humano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad. En un modo de
realizacion, el procedimiento comprende administrar a un individuo que tiene dicha enfermedad una cantidad
terapéuticamente eficaz de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se
describe en el presente documento. En un modo de realizacion se administra una composicion a dicho individuo,
que comprende la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente
documento en una forma farmacéuticamente aceptable. En determinados modos de realizaciéon, la enfermedad
que se va a tratar es un trastorno proliferativo. En un modo de realizacion particular, la enfermedad es cancer. En
determinados modos de realizacién, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un antineoplasico si la
enfermedad que se va a tratar es cancer. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién
anteriores puede ser un mamifero, preferentemente un ser humano.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para inducir la lisis de una célula diana, en particular
una célula tumoral. En un modo de realizacién, el procedimiento comprende poner en contacto una célula diana
con una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente
documento en presencia de un linfocito T, en particular un linfocito T citotdxico. En otro aspecto se proporciona un
procedimiento para inducir la lisis de una célula diana, en particular una célula tumoral, en un individuo. En un
modo de realizacion este tipo, el procedimiento comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T para inducir la lisis de una célula diana. En un
modo de realizacion, un "individuo" es un ser humano.

En determinados modos de realizacion, la enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo, en particular
céancer. Los ejemplos no limitantes de canceres incluyen cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer de cabeza y
cuello, cancer pancreatico, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer ovarico, cancer uterino, cancer de cuello
uterino, cancer endometrial, cancer esofagico, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer rectal, cancer gastrico,
cancer de prostata, neoplasia hematica, cancer de piel, carcinoma de células escamosas, cancer de huesos y
cancer de rifién. Otros trastornos de proliferacion celular que se pueden tratar usando una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento incluyen, pero no se
limitan a, neoplasias localizadas en el(los)/la(s): abdomen, hueso, mama, aparato digestivo, higado, pancreas,
peritoneo, glandulas endocrinas (suprarrenal, paratiroidea, pituitaria, testiculos, ovario, timo, tiroidea), ojo, cabeza
y cuello, sistema nervioso (central y periférico), sistema linfatico, aparato genital femenino, piel, tejidos blandos,
bazo, region toracica y sistema urogenital. También se incluyen afecciones o lesiones precancerosas y metastasis
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de cancer. En determinados modos de realizacion, el cancer se elige del grupo que consiste en cancer de células
renales, cancer de piel, cancer de pulmon, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer cerebral, cancer de cabeza
y cuello. Un experto en la técnica reconoce facilmente que en muchos casos la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T puede que no proporcione una cura, sino que solo proporciona un beneficio
parcial. En algunos modos de realizaciéon, un cambio fisioldgico que tiene algun beneficio también se considera
terapéuticamente beneficioso. Por tanto, en algunos modos de realizacion, una cantidad de molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que proporciona un cambio fisioldégico se considera una "cantidad
eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz". El sujeto, paciente o individuo que necesita tratamiento es
tipicamente un mamifero, mas especificamente un ser humano.

En algunos modos de realizacién, una cantidad eficaz de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T descrita en el presente documento se administra a una célula. En otros modos de realizacién, una
cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
descrita en el presente documento se administra a un individuo para el tratamiento de enfermedad.

Para la prevencion o tratamiento de enfermedad, la dosificacion apropiada de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento (cuando se usa sola o en combinacion
con uno o mas de otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, la
via de administracion, el peso corporal del paciente, el tipo de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T, la gravedad y evolucion de la enfermedad, si la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de linfocitos T se administra con propdsitos preventivos o terapéuticos, intervenciones terapéuticas previas o
coincidentes, la anamnesis y respuesta del paciente a la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T, y el criterio del médico especialista. El profesional responsable de su administracion determinara, en
cualquier caso, la concentracion del/de los ingrediente(s) activo(s) en una composicion y la(s) dosis apropiada(s)
para el sujeto individual. En el presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacién que incluyen,
pero sin limitarse a, administraciones Unicas o multiples durante diversos puntos de tiempo, administracién con
inyeccion intravenosa rapida e infusion pulsada.

La molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T se administra de forma adecuada al
paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad,
aproximadamente de 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg - 10 mg/kg) de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T puede ser una dosificaciéon candidata inicial para la administracién al paciente,
ya sea, por ejemplo, por una o mas administraciones separadas, o por infusién continua. Una dosificacion diaria
tipica podria variar de aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccioén, en general,
se prolongaria el tratamiento hasta que se produjera una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad.
Una dosificacion ejemplar de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T estaria en el
intervalo de aproximadamente 0,005 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos no limitantes, una
dosis también puede comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg peso corporal, aproximadamente 5
microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 50
microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 200
microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 350 microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 500
microgramos/kg peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg peso corporal, aproximadamente 5 miligramos/kg
peso corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg peso corporal, aproximadamente 50 miligramos/kg peso
corporal, aproximadamente 100 miligramos/kg peso corporal, aproximadamente 200 miligramos/kg peso corporal,
aproximadamente 350 miligramos/kg peso corporal, aproximadamente 500 miligramos/kg peso corporal, a
aproximadamente 1000 mg/kg peso corporal 0 mas por administracién, y cualquier intervalo derivable de los
mismos. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los niumeros enumerados en el presente documento,
se puede administrar un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg peso
corporal, de aproximadamente 5 microgramos/kg peso corporal a aproximadamente 500 miligramos/kg peso
corporal, etc., en base a los niumeros descritos anteriormente. Por tanto, se pueden administrar al paciente una o
mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacion de las
mismas). Dichas dosis se pueden administrar de forma intermitente, por ejemplo, cada semana o cada tres
semanas (por ejemplo, de modo que el paciente reciba de aproximadamente dos a aproximadamente veinte o, por
ejemplo, aproximadamente seis dosis de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T).
Se puede administrar una dosis de carga mayor inicial, seguido de una o0 mas dosis menores. Sin embargo, pueden
ser Utiles otras pautas de dosificacién. La progresion de este tratamiento se monitoriza facilmente por técnicas y
ensayos convencionales.

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento se
usaran en general en una cantidad eficaz para lograr el propésito previsto. Para su uso para tratar o prevenir un
estado de enfermedad, las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el
presente documento, 0 composiciones farmacéuticas de las mismas, se administran o se aplican en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de las capacidades
de los expertos en la técnica, en especial en vista de la divulgacion detallada proporcionada en el presente
documento.
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Para la administracion sistémica, se puede estimar inicialmente una dosis terapéuticamente eficaz a partir de
ensayos in vitro, tales como ensayos de cultivo celular. A continuacion, se puede formular una dosis en modelos
animales para lograr un intervalo de concentracion en circulacion que incluye la Clso como se determina en cultivo
celular. Se puede usar dicha informacion para determinar con mas exactitud dosis utiles en seres humanos.

También se pueden estimar dosificaciones iniciales a partir de datos in vivo, por ejemplo, modelos animales,
usando técnicas que se conocen bien en la técnica. Un experto en la técnica podria optimizar facilmente la
administracion a seres humanos en base a los datos en animales.

La cantidad e intervalo de dosificacién se pueden ajustar individualmente para proporcionar concentraciones
plasmaticas de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T que sean suficientes
para mantener un efecto terapéutico. Las dosificaciones de paciente habituales para administracion por inyeccién
varian de aproximadamente 0,1 a 50 mg/kg/dia, tipicamente de aproximadamente 0,5 a 1 mg/kg/dia. Se pueden
lograr concentraciones plasmaticas terapéuticamente eficaces administrando dosis mudltiples cada dia. Las
concentraciones en plasma se pueden medir, por ejemplo, por HPLC.

En los casos de administracion local o captacion selectiva, la concentracion local eficaz de las moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T puede no estar relacionada con la concentracion plasmatica.
Un experto en la técnica podra optimizar dosificaciones locales terapéuticamente eficaces sin experimentacion
excesiva.

Una dosis terapéuticamente eficaz de las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T
descritas en el presente documento proporcionara en general beneficio terapéutico sin provocar toxicidad
sustancial. La toxicidad y la eficacia terapéutica de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T se pueden determinar por procedimientos farmacéuticos estandar en cultivo celular o animales de
experimentacion. Se pueden usar ensayos de cultivo celular y estudios en animales para determinar la DLso (la
dosis letal para un 50 % de una poblacién) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en un 50 % de una poblacion).
La proporcion de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, que se puede expresar
como la proporcion DLso/DEso. Son preferentes las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T que presentan indices terapéuticos grandes. En un modo de realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T descrita en el presente documento presenta un alto indice
terapéutico. Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden usar en
la formulacién de un intervalo de dosificaciones adecuadas para su uso en seres humanos. Preferentemente, la
dosificacidon se encuentra dentro de un intervalo de concentraciones en circulacidon que incluyen la DEso con poca
0 ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de una variedad de factores,
por ejemplo, la forma de dosificacién empleada, la via de administracion utilizada, la afeccién del sujeto y similares.
La formulacion exacta, via de administracion y dosificacion se pueden elegir por el médico individual en vista de la
afeccion del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en: The Pharmacological Basis of Therapeutics, Cap.

1, p. 1).

El médico especialista para pacientes tratados con moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de
linfocitos T como se describe en el presente documento sabra como y cuando finalizar, interrumpir o ajustar la
administracion debido a la toxicidad, a disfuncién organica y similares. A la inversa, el médico especialista también
sabra ajustar el tratamiento a niveles mayores si la respuesta clinica no fuera adecuada (excluyendo la toxicidad).
La magnitud de una dosis administrada en el abordaje del trastorno de interés variara con la gravedad de la
afeccion que se va a tratar, con la via de administracion y similares. La gravedad de la afeccion, por ejemplo, se
puede evaluar, en parte, por procedimientos de evaluacidon de pronostico estandar. Ademas, la dosis y quizas la
frecuencia de dosis también variaran de acuerdo con la edad, el peso corporal y la respuesta del paciente individual.

Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T descritas en el presente documento se
pueden administrar en combinacion con uno o mas de otros agentes en el tratamiento. Por ejemplo, una molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento se puede
coadministrar con al menos un agente terapéutico adicional. El término "agente terapéutico” engloba cualquier
agente administrado para tratar un sintoma o enfermedad en un individuo que necesita dicho tratamiento. Dicho
agente terapéutico adicional puede comprender cualquier ingrediente activo adecuado para la indicacion particular
que se esta tratando, preferentemente los que tienen actividades complementarias que no se ven afectadas de
manera adversa entre si. En determinados modos de realizacién, un agente terapéutico adicional es un agente
inmunomodulador, un agente citostatico, un inhibidor de la adhesion celular, un agente citotdxico, un activador de
la apoptosis celular o un agente que incrementa la sensibilidad de las células a los inductores apoptoticos. En un
modo de realizacion particular, el agente terapéutico adicional es un agente antineoplasico, por ejemplo, un
alterador de los microtubulos, un antimetabolito, un inhibidor de topoisomerasas, un intercalador de ADN, un agente
alquilante, un tratamiento hormonal, un inhibidor de cinasas, un antagonista de receptores, un activador de la
apoptosis de células tumorales o un agente antiangiogénico.
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Dichos otros agentes estan presentes de forma adecuada en combinacién en cantidades que son eficaces para el
proposito previsto. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de linfocitos T usada, el tipo de trastorno o tratamiento, y otros factores analizados
anteriormente. Las moléculas de unidén a antigeno biespecificas activadoras de linfocitos T se usan en general en
las mismas dosificaciones y con vias de administracion como se describe en el presente documento, o
aproximadamente de un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier
dosificacion y por cualquier via que se determine empirica/clinicamente como apropiada.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracion combinada (donde dos o mas agentes
terapéuticos se incluyen en la misma composicién o en composiciones separadas), y la administracion separada,
en cuyo caso se puede producir la administracion de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T descrita en el presente documento antes de, simultaneamente a y/o después de la administracion del
adyuvante y/o agente terapéutico adicional. Las moléculas de unién a antigeno biespecifico activador de linfocitos
T como se describe en el presente documento también se pueden usar en combinacién con radioterapia.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la divulgacion se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales utiles para el
tratamiento, la prevencion y/o el diagnodstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion
comprende un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de soluciéni.v., etc. Los recipientes se pueden
formar a partir de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicion
que por si misma o combinada con otra composicion es eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y
que puede tener una via de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucién intravenosa
o un vial que tenga un tapén perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la
composicion es una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el
presente documento. La ficha técnica o prospecto del envase indica que la composicién se usa para tratar la
afeccion de eleccion. Ademas, el articulo de fabricacién puede comprender (a) un primer recipiente con una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T como se describe en el presente documento; y (b) un segundo recipiente
con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicién comprende otro agente citotéxico o de otro
modo terapéutico. El articulo de fabricacion en este modo de realizacion de la divulgacién puede comprender
ademas un prospecto del envase que indica que las composiciones se pueden usar para tratar una afeccién
particular. De forma alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender ademas un segundo
(o tercer) recipiente que comprenda un tampdén farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para
inyectables (BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, solucion de Ringer y solucion de dextrosa. Puede
incluir ademas otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas.

Ejemplos

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones como se describe en el presente documento. Se
entiende que se pueden poner en practica otros modos de realizacion diversos, dada la descripcion general
proporcionada anteriormente.

Procedimientos generales

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular ADN como se describe en Sambrook et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Se usaron los
reactivos biolégicos moleculares de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. La informacion general con
respecto a las secuencias de nucledtidos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulinas humanas se da en:
Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., publicacién de NIH n.° 91-3242.
Secuenciaciéon de ADN

Se determinaron secuencias de ADN por secuenciacion de doble hebra.

Sintesis génica

Se generaron segmentos de genes deseados, cuando se requirio, por PCR usando moldes apropiados o bien se
sintetizaron por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir de oligonucleétidos sintéticos y productos de PCR

por sintesis génica automatizada. En casos donde no estaba disponible ninguna secuencia génica exacta, se
disefiaron cebadores oligonucleotidicos en base a las secuencias de los homdlogos mas cercanos y se aislaron
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los genes por RT-PCR del ARN que se origina en el tejido apropiado. Se clonaron los segmentos génicos
flanqueados por sitios de escision de endonucleasas de restriccion singulares en vectores de
clonacion/secuenciacion estandar. Se purifico el ADN plasmidico de bacterias transformadas y se determiné la
concentracién por espectroscopia UV. Se confirmé la secuencia de ADN de los fragmentos génicos subclonados
por secuenciacion de ADN. Se disefiaron segmentos génicos con sitios de restricciéon adecuados para permitir la
subclonacion en los respectivos vectores de expresion. Se disefiaron todas las construcciones con una secuencia
de ADN del extremo 5' que codifica un péptido lider que se dirige a proteinas para su secrecidon en células
eucariotas. Los ejemplos de péptidos lider y secuencias de polinucleétidos que los codifican se representan en
SEQ ID NO: 108-116.

Aislamiento de linfocitos pan T primarios humanos de PBMC

Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante centrifugacion por
densidad en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de
bancos de sangre locales o de sangre fresca de donantes humanos sanos. En resumen, la sangre se diluyé con
PBS estéril y se colocé cuidadosamente en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, H8889). Después
de la centrifugacion durante 30 minutos a 450 x g a temperatura ambiente (freno desconectado), se desechd la
parte del plasma que se encontraba por encima de la interfase que contenia los PBMC. Los PBMC se transfirieron
a nuevos tubos Falcon de 50 ml y los tubos se rellenaron con PBS hasta un volumen total de 50 ml. La mezcla se
centrifugd a temperatura ambiente durante 10 minutos a 400 x g (freno activado). El sobrenadante se desechd y
el sedimento de PBMC se lavo dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion a 4 °C durante 10 minutos a
350 x g). La poblacion de PBMC resultante se conté automaticamente (ViCell) y se almacen6é en un medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom, K0302) a 37 °C, 5 % de CO2z en la
incubadora hasta el inicio del ensayo.

El enriquecimiento de linfocitos T a partir de PBMC se realizé usando el kit Il de aislamiento de linfocitos pan T
(Miltenyi Biotec n.° 130-091-156), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, los sedimentos
celulares se diluyeron en 40 pl de tampon frio por 10 millones de células (PBS con BSA al 0,5 %, EDTA 2 mM,
filtrado estéril) y se incubaron con 10 pl de coctel de biotina-anticuerpo por 10 millones de células durante 10 min
a4 °C. Se ahadieron 30 pl de tampdn frio y 20 pl de microesferas magnéticas anti-biotina por 10 millones de células,
y la mezcla se incub6 durante otros 15 min a 4 °C. Las células se lavaron afiadiendo 10-20x el volumen actual de
tampon y una etapa de centrifugacion posterior a 300 x g durante 10 min. Se resuspendieron hasta 100 millones
de células en 500 pl de tampon. La separacion magnética de linfocitos pan T humanos no marcados se realizd
usando columnas LS (Miltenyi Biotec n.° 130-042-401) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
poblacién de linfocitos T resultante se conté automaticamente (ViCell) y se almacené en un medio AIM-V a 37 °C,
5 % de COz en la incubadora hasta el inicio del ensayo (no mas de 24 h).

Aislamiento de linfocitos T indiferenciados primarios humanos de PBMC

Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante centrifugacion por
densidad en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de
bancos de sangre locales o de sangre fresca de donantes humanos sanos. El enriquecimiento de linfocitos T a
partir de PBMC se realizé usando el kit de aislamiento de linfocitos T indiferenciados CD8* de Miltenyi Biotec (n.°
130-093-244), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, pero omitiendo la ultima etapa de aislamiento de
los linfocitos T CD8* (véase también la descripcion para el aislamiento de linfocitos pan T humanos primarios).

Aislamiento de linfocitos pan T murinos de esplenocitos

Se aislaron bazos de ratones C57BL/6, se transfirieron a un tubo en C GentleMACS (Miltenyi Biotech n.° 130-093-
237) que contenia tampon MACS (PBS + BSA al 0,5% + EDTA 2 mM) y se disociaron con el disociador
GentleMACS para obtener suspensiones de células sueltas segun las instrucciones del fabricante. La suspension
celular se paso6 a través de un filtro de separacion previa para eliminar las particulas de tejido no disociadas
restantes. Después de la centrifugacion a 400 x g durante 4 min a 4 °C, se afiadié tampdn de lisis ACK para lisar
los eritrocitos (incubacién durante 5 min a temperatura ambiente). Las células restantes se lavaron con tampon
MACS dos veces, se contaron y se usaron para el aislamiento de linfocitos pan T murinos. La seleccion (magnética)
negativa se realizé usando el kit de aislamiento de linfocitos pan T de Miltenyi Biotec (n.° 130-090-861), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La poblacion de linfocitos T resultante se conté automaticamente (ViCell) y se
uso inmediatamente para ensayos adicionales.

Aislamiento de PBMC primarios de macaco cangrejero de sangre heparinizada

Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante centrifugacion por
densidad a partir de sangre fresca de donantes sanos de macaco cangrejero, como sigue: la sangre heparinizada
se diluyd 1:3 con PBS estéril, y el medio Lymphoprep (Axon Lab n.° 1114545) se diluy6 al 90 % con PBS estéril.
Dos volumenes de la sangre diluida se colocaron en una capa sobre un volumen del gradiente de densidad diluido
y la fraccion de PBMC se separé mediante centrifugacién durante 30 min a 520 x g, sin freno, a temperatura
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ambiente. La banda de PBMC se transfiri6 a un tubo Falcon nuevo de 50 ml y se lavé con PBS estéril por
centrifugacion durante 10 min a 400 x g a 4 °C. Se realiz6é una centrifugacion a baja velocidad para eliminar las
plaquetas (15 min a 150 x g, 4 °C), y la poblacion de PBMC resultante se cont6 automaticamente (ViCell) y se usé
inmediatamente para ensayos adicionales.

Células diana

Para la evaluacion de las moléculas de union a antigeno biespecificas dirigidas a MCSP se usaron las siguientes
lineas celulares tumorales: la linea celular de melanoma humano WM266-4 (ATCC n.° CRL-1676), derivada de un
sitio metastasico de un melanoma maligno y que expresa niveles altos de MCSP humano; la linea celular de
melanoma humano MV-3 (una donacion del The Radboud University Nijmegen Medical Centre), que expresa
niveles medios de MCSP humano; la linea celular de melanoma maligno humano (tumor primario) A375 (ECACC
n.° 88113005) que expresa niveles altos de MCSP; la linea celular de carcinoma de colon humano HCT-116 (ATCC
n.° CCL-247) que no expresa MCSP; y la linea celular de adenocarcinoma de colon caucasico humano LS180
(ECACC n.° 87021202) que no expresa MCSP.

Para la evaluacion de las moléculas de union a antigeno biespecificas dirigidas a CEA se usaron las siguientes
lineas celulares tumorales: la linea celular de cancer gastrico humano MKN45 (DSMZ n.° ACC 409), que expresa
niveles muy altos de CEA humano; la linea celular de adenocarcinoma de pancreas humano HPAF-II (donacion
de Roche Nutley), que expresa niveles altos de CEA humano; la linea celular de adenocarcinoma pancreatico
primario humano BxPC-3 (ECACC n.° 93120816), que expresa niveles medios de CEA humano; la linea celular de
adenocarcinoma de colon caucasico femenino humano LS-174T (ECACC n.° 87060401), que expresa niveles
medios de CEA humano; la linea celular de adenocarcinoma de pancreas humano ASPC-1 (ECACC n.° 96020930)
que expresa niveles bajos de CEA humano; la linea celular de carcinoma pancreatico epitelioide humano Panc-1
(ATCC n.° CRL-1469), que expresa niveles (muy) bajos de CEA humano; la linea celular de carcinoma de colon
humano HCT-116 (ATCC n.° CCL-247) que no expresa CEA; una linea celular epitelial basal alveolar
adenocarcinémica humana A549-huCEA que se transfectd de forma estable en las instalaciones propias para que
expresara CEA humano; y una linea celular de carcinoma de colon murino MC38-huCEA, que se genomanipulo
en las instalaciones propias para que expresara de manera estable CEA humano.

Ademas, se uso6 una linea celular de leucemia de linfocitos T humanos, Jurkat (ATCC n.° TIB-152), para evaluar la
union de diferentes construcciones biespecificas a CD3 humanos en células.

Ejemplo 1
Maduracién por afinidad del anticuerpo anti-MCSP M4-3 / ML2

La maduracion por afinidad se realizd por medio del procedimiento de mutagénesis dirigida por oligonucleotidos.
Para ello, la variante de la cadena pesada M4-3 y la variante de la cadena ligera ML2 se clonaron en un vector
fagdémido, similar a los descritos por Hoogenboom, (Hoogenboom et al., Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4133-4137).
Los residuos que se iban a aleatorizar se identificaron generando primero un modelo 3D de ese anticuerpo por
medio del modelado de homologia clasico y a continuacion identificando los residuos accesibles al disolvente de
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada y ligera. Los oligonucleétidos
con aleatorizacion basada en la sintesis de trinucledtidos como se muestra en la tabla 1 se adquirieron de Ella
Biotech (Munich, Alemania). Se generaron tres subcolecciones independientes por medio de PCR clasica, y
comprendieron la aleatorizacion en CDR-H1 conjuntamente con CDR-H2, o CDR-L1 conjuntamente con CDR-L2.
CDR-L3 se aleatorizé en un enfoque separado. Los fragmentos de ADN de esas colecciones se clonaron en el
fagémido por medio de digestidon de restriccion y ligacion, y posteriormente se sometieron a electroporacion en
bacterias TG1.

Seleccion de colecciones

Las variantes de anticuerpo asi generadas se presentaron en una forma monovalente a partir de particulas de
fagos filamentosos como fusiones con el producto del gen Ill de M13 empaquetadas en cada particula. Las
variantes presentadas en fagos se cribaron a continuacion para determinar sus actividades bioldgicas (por ejemplo,
afinidad de unién) y los candidatos que tenian una o mas actividades mejoradas se usaron para un desarrollo
posterior. Los procedimientos para preparar colecciones de presentacion en fagos se pueden encontrar en Lee et
al., J. Mol. Biol. (2004) 340, 1073-1093.

Las selecciones con todas las colecciones con maduracién de la afinidad se llevaron a cabo en solucién de acuerdo
con el siguiente procedimiento: 1. unién de ~1012 particulas de fagémidos de cada coleccién de maduracién de la
afinidad a hu-MCSP(dominio D3)-avi-his biotinilado 100 nM (SEQ ID NO: 118) durante 0,5 h en un volumen total
de 1 ml; 2. captura de hu-MCSP(dominio D3)-avi-his biotinilado y particulas de fagos especificamente unidas
mediante la adicion de 5,4 x 107 microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina durante 10 min; 3. lavado
de las microesferas usando 5-10 x 1 ml de PBS/Tween20 y 5-10 x 1 ml de PBS; 4. elucioén de las particulas de
fagos mediante la adiciéon de 1 ml de TEA (trietilamina) 100 mM durante 10 min y neutralizacion mediante la adicién
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de 500 pl de Tris/HCI 1 M a pH 7,4; y 5. reinfeccién por bacterias E. coli TG1 en crecimiento exponencial, infeccion
por el fago auxiliar VCSM13 y posterior precipitacion en PEG/NaCl de particulas de fagémidos para su uso en las
rondas de seleccion posteriores. Las selecciones se llevaron a cabo en 3-5 rondas usando concentraciones de
antigeno constantes o decrecientes (de 107 M a 2 x 10° M). En la ronda 2, la captura de los complejos antigeno-
fago se realiz6 usando placas de neutravidina en lugar de microesferas de estreptavidina. Las proteinas de union
especificas se identificaron mediante ELISA como sigue: Se recubrieron 100 pl de hu-MCSP(dominio D3)-avi-his
biotinilado 10 nM por pocillo en placas con neutravidina. Se afiadieron sobrenadantes bacterianos que contenian
Fab y se detectaron los Fab de unién por medio de sus marcas Flag usando un anticuerpo secundario anti-
Flag/HRP. Los clones positivos en ELISA se expresaron bacterianamente como fragmentos Fab solubles en
formato de 96 pocillos y los sobrenadantes se sometieron a un experimento de cribado cinético mediante analisis
SPR usando ProteOn XPR36 (BioRad). Se identificaron los clones que expresan Fab con las constantes de
afinidad mas altas y se secuenciaron los fagomidos correspondientes.

Tabla 1 (Cys y Met se excluyeron siempre. Lys se excluyo también en aquellos casos en los que el oligonucledtido
era un cebador inverso)

Posicién Aleatorizacion
Cadena pesada
CDR1
Ser31 S (40 %), resto (60 %, 4 % cada uno)
Gly32 G (40 %), resto (60 %, 4 % cada uno).
Tyr33 Y (40 %), resto (60 %, 4 % cada uno)
Tyr34 Y (40 %), resto (60 %, 4 % cada uno)
CDR2
Tyr50 Y (40 %), (F, W, L, A, 130 %, 6 % cada uno), resto (30 %, 2,5 % cada uno)
Thr52 T (60 %), resto (40 %, 2,5 % cada uno)
Tyr53 Y (40 %), resto (60 %, 3,8 % cada uno)
Asp54 D (40 %), resto (60 %, 3,8 % cada uno)
Ser56 S (40 %), resto (60 %, 3,8 % cada uno)
Cadena ligera
CDR1
GIn27 Q (40 %), (E,D, N, S, T, R 40 %, 6,7 % cada uno), resto (20 % en total, 2,2 % cada uno)
Gly28 G (40 %), (N, T,S,Q,Y, D, E40 %, 5,7 % cada uno), resto (20 %, 2,5 % cada uno)
Asn31 N (40 %), (S, T,G,Q, Y, D, E, R50 %, 6,3 % cada uno), resto (10 %, 1,4 % cada uno)
Tyr32 Y (40 %), (W, S, R 30 %, 10 % cada uno), resto (30 %, 2,3 % cada uno)
CDR2
Tyr50 Y (70%), (E,R,K,A,Q,T,S,D,G,W, F 30 %, 2,7 % cada uno)
Thr51 T (50 %), (S, A, G, N, Q, V30 %, 5 % cada uno), resto (20 %, 2 % cada uno)
Ser52 S (50 %), resto (50 %, 3,1 % cada uno)
Ser53 S (40 %), (N, T,Q,Y,D, E, 140 %, 5,7 % cada uno), resto (20 %, 2,2 % cada uno)
CDR3
Tyr91 Y (50 %), resto (50 %, 3,1 % cada uno)
Ser92 S (50 %), (N, Q, T, A, G 25 %, 5 % cada uno), resto (25 %, 2,3 % cada uno)
Lys93 K (50 %), S (5 %), T (5 %), N (5 %), resto (35 %, 2,7 % cada uno)
Leu94 L (50 %), (Y,F,S,1,A, V30 %, 5 % cada uno), resto (20 %, 2 % cada uno)
Pro95 P (50 %), (S, A 20 %, 10 % cada uno), resto (30 %, 2,1 % cada uno)
Trp96 W (50 %), (Y, R, L 15 %, 5 % cada uno), resto (35 %, 2,5 % cada uno)

La figura 2 muestra una alineacién de clones anti-MCSP de afinidad madurada en comparacién con el clon original
no madurado (M4-3 ML2). La aleatorizacion de la cadena pesada se realizé solo en CDR1 y 2. La aleatorizacion
de la cadena ligera se realizé en CDR1 y 2 e, independientemente, en CDR3.

Durante la seleccion, se produjeron algunas mutaciones en las regiones estructurales como F71Y en el clon G3 o
Y87H en el clon E10.

Produccién y purificaciéon de IgG1 humana
Se subclonaron las secuencias de ADN de la region variable de la cadena pesada y ligera de las variantes de

afinidad madurada sin cambio del marco de lectura con la cadena pesada constante o bien la cadena ligera
constante preinsertada en el respectivo vector de expresion de mamifero receptor. La expresion del anticuerpo
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estaba dirigida por un promotor MPSV vy lleva una secuencia sefial poliA sintética en el extremo 3' de la CDS.
Ademas, cada vector contenia una secuencia OriP de EBV.

Se produjo la molécula cotransfectando células HEK293-EBNA con los vectores de expresion de mamifero usando
polietilenimina (PEI). Se transfectaron las células con los correspondientes vectores de expresién en una
proporcion 1:1. Para la transfeccion, se cultivaron células HEK293 EBNA en suspensién en medio de cultivo CD
CHO libre de suero. Para la produccién en un matraz de agitacion de 500 ml, se sembraron 400 millones de células
HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 min
a 210 x g y el sobrenadante se reemplazé por 20 ml de medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresion
se mezclaron en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion de
540 pl de solucién PEI, la mezcla se sometié a agitacion vorticial durante 15 s y posteriormente se incubé durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mezclaron con la solucion de ADN/PEI, se
transfirieron a matraz de agitacion de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 °C en una incubadora con una
atmosfera de 5 % de CO2. Después del tiempo de incubacion, se afiadieron 160 ml de medio F17 y las células se
cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion, se afiadio acido valproico 1 mMy Feed 1 al 7 %
(Lonza). Después de un cultivo de 7 dias, se recogié el sobrenadante para la purificacién mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucidn se filtrd en condiciones estériles (filiro de 0,22 ym) y se afiadi6 acida de sodio
hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantuvo en 4 °C.

La proteina secretada se purificé de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando proteina A. El sobrenadante se cargd en una columna HiTrap Protein A HP (VC = 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 40 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. Se retird
la proteina no unida lavando con al menos 10 volimenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. La proteina diana se eluy6 usando un gradiente en 20 volumenes de
columna desde citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5 hasta citrato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 0,5 M, pH 2,5. Se neutralizé la solucion de proteina afiadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8. Se
concentré la proteina diana y se filtré antes de su carga en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare)
equilibrada con histidina 20 mM, solucién de cloruro de sodio 140 mM a pH 6,0.

Se determiné la concentracion de proteina de las muestras de proteinas purificadas midiendo la densidad éptica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos. Se
analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas por analisis CE-SDS en presencia y ausencia de un
agente reductor. Se us6 el sistema Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se usaron 2 ug de muestra para los analisis. Se analizé el contenido en agregado de las muestras
de anticuerpo usando una columna analitica de exclusion por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en K2HPO4
25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), tampdn de migracion a pH
6,7 a 25 °C.

Tabla 2. Produccion y purificacion de IgG anti-MCSP de afinidad madurada

Construccion Rendimiento | HMW [%] LMW [%] Monoémero [%]
[mg/1]

M4-3(C1) ML2(G3) 43,9 0 0 100

M4-3(C1) ML2(E10) 59,5 0 0 100

M4-3(C1) ML2(C5) 68,9 0 0,8 99,2

Determinacion de afinidad
Analisis ProteOn

La Kb se midié por resonancia de plasmén superficial usando una maquina ProteOn XPR36 (BioRad) a 25 °C con
anticuerpo de captura especifico de fragmento anti-F(ab')2 humano (Jackson ImmunoResearch n.° 109-005-006)
inmovilizado por acoplamiento de amina en chips CM5 y posterior captura de los Fab del sobrenadante bacteriano
o de preparaciones de Fab purificadas. En resumen, se activaron chips de biosensor de dextrano carboximetilado
(CM5, GE Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida
(NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El anticuerpo de captura especifico de fragmento anti-
F(ab')2 humano se diluy6 con acetato de sodio 10 mM, pH 5,0 a 50 pg/ml antes de la inyecciéon a un caudal de
10 yl/minuto para conseguir aproximadamente 10.000 unidades de respuesta (UR) de anticuerpo de captura
acoplado. Después de la inyeccion del anticuerpo de captura, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos
sin reaccionar. Para las mediciones cinéticas, se inyectaron Fab de sobrenadante bacteriano o Fab purificados a
un caudal de 10 pyl/minuto durante 300 s y una disociacién de 300 s para la estabilizaciéon de la linea base de
captura. Los niveles de captura estaban en el intervalo de 100-500 UR. En una etapa posterior, se inyecté el analito
MCSP (dominio D3)-avi-his humano como una concentracién Unica o bien como una serie de concentraciones
(dependiendo de la afinidad del clon en un intervalo entre 100 nM y 250 pM) diluido en HBS-EP+ (GE Healthcare,
HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) a 25 °C a un caudal de 50 pl/min.
La superficie del chip sensor se regeneré mediante inyeccién de glicina a pH 1,5 durante 30 s a 90 pl/min, seguido
de inyeccién de NaOH durante 20 s al mismo caudal. Se calcularon las velocidades de asociacion (Kas) y
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velocidades de disociacién (kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico
de evaluacion ProteOn XPR36 o programa informatico Scrubber (BiolLogic)) ajustando simultaneamente los
sensogramas de asociacion y disociacion. Se calculd la constante de disociacion en equilibrio (Kpo) como la
proporcion Kadis/kas. Estos datos se usaron para determinar la afinidad de unién comparativa de las variantes de
afinidad madurada con el anticuerpo original. La tabla 3a muestra los datos generados a partir de estos ensayos.

Se eligieron G3, E10, C5 para la cadena ligera y D6, A7, B7, B8, C1 para la cadena pesada para la conversion en
formato de IgG1 humana. Dado que CDR1 y 2 de la cadena ligera se aleatorizaron independientemente de CDR3,
las CDR obtenidas se combinaron durante la conversion de IgG.

En el formato de IgG, las afinidades se midieron nuevamente con el antigeno MCSP humano (SEQ ID NO: 118),
ademas también del homdlogo de macaco cangrejero (SEQ ID NO: 117).

El procedimiento usado fue exactamente como se describe para los fragmentos Fab, usando solo IgG purificada
de la produccién en mamifero.

Tabla 3a. Clones de MCSP de afinidad madurada: datos de Proteon

Variante MCSP MCSP MCSP macaco | MCSP humano MCSP macaco
humano | humano
Kb Fab Kb IgG Kb IgG Kb IgG Kb IgG
Datos de afinidad generados por Afinidad de unién comparativa: veces
ProteOn de incremento con respecto al original

M4-3/ML2 original 5x10° 2x10° 2x10°

M4-3/ML2(G3) 4x101° | 3x1010 6 x101° 6,7 3,3
M4-3/ML2(E10) 7 x 10710 1x10° 2x10° 2,0 1,0
M4-3/ML2(E10/G3) 4 x1071° 9 x 1010 5,0 2,2
M4-3/ML2(C5) 7x10% | 4x1010 1x10° 5,0 2,0
M4-3/ML2(C5/G3) 7 x 1010 1x10° 29 2,0
M4-3(D6)/ML2 2x10° 4 x 1010 1x10° 5,0 2,0
M4-3(A7)/ML2 2x10M 8 x 10710 1x10° 2,5 2,0
M4-3(B7)/ML2 5 x 1010 7 x 1010 4,0 29
M4-3(B8)/ML2 3x10" | 9x1010 1x10° 2,2 2,0
M4-3(C1)/ML2 6x107° | 9x1010 8 x 1010 2,2 2,5
M4-3(C1)/ML2(G3) 7 x 10 2x101° 28,6 10,0
M4-3(C1)/ML2(E10) 5x 1010 6 x101° 4,0 3,3
M4-3(A7)/ML2(G3) 7 x 10" 2x1071° 28,6 10,0
M4-3(A7)/ML2(E10) 3 x 1010 7 x 1010 6,7 29
M4-3(C1)/ML2(C5) 2 x 1010 3x101° 10,0 6,7
M4-3(A7)/ML2(C5) 7 x 10 2x101° 28,6 10,0

Determinacion de afinidad por resonancia de plasmén superficial (SPR) usando Biacore T200

Los experimentos de resonancia de plasmon superficial (SPR) para determinar la afinidad y la avidez de las 1gG
de afinidad madurada se realizaron en un Biacore T200 a 25 °C con HBS-EP como tampdn de migraciéon (HEPES
0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, Friburgo / Alemania).

Para analizar la avidez de la interaccion de diferentes 1IgG anti-MCSP por MCSP D3 humano y de macaco
cangrejero, se realiz6 el acoplamiento directo de alrededor de 9.500 unidades de resonancia (UR) del anticuerpo
anti-Penta His (Qiagen) en un chip CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento de amina estandar (Biacore,
Friburgo / Alemania). Los antigenos se capturaron durante 60 s a 30 nM con 10 pl/min, respectivamente. Las IgG
se pasaron a una concentracién de 0,0064-100 nM con un caudal de 30 ul/min a través de las cubetas de lectura
durante 280 s. Se monitorizé la disociacion durante 180 s. Se corrigieron las diferencias en el indice de refraccion
aparente restando la respuesta obtenida en la cubeta de lectura de referencia. Aqui, las IgG se pasaron sobre una
superficie con anticuerpo anti-Penta His inmovilizado, pero en el que se habia inyectado HBS-EP en lugar de
MCSP D3 humano o MCSP D3 de macaco cangrejero. Para las mediciones de afinidad, se capturaron las IgG en
la superficie de un chip sensor CM5 con anti-Fc humano inmovilizado. La IgG de captura se acopl6 a la superficie
del chip sensor por inmovilizacién directa de alrededor de 9.500 unidades de resonancia (UR) a pH 5,0 usando el
kit de acoplamiento de amina estandar (Biacore, Friburgo / Alemania). Las IgG se capturaron durante 25 s a 10 nM
con 30 pl/min. Se pasaron MCSP D3 humano y de macaco cangrejero a una concentraciéon de 2-500 nM con un
caudal de 30 ul/min a través de las cubetas de lectura durante 120 s. Se monitorizé la disociacion durante 60 s. La
asociacion y la disociacion para una concentracién de 166 y 500 nM se monitorizaron durante 1200 y 600 s,
respectivamente. Se corrigieron las diferencias en el indice de refraccion aparente restando la respuesta obtenida
en la cubeta de lectura de referencia. Aqui, los antigenos se pasaron sobre una superficie con anticuerpo anti-Fc
humano inmovilizado, pero en el que se habia inyectado HBS-EP en lugar de IgG anti-MCSP.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2775207 T3

Las constantes cinéticas se derivaron usando el programa informatico de evaluacion Biacore T200 (vAA, Biacore
AB, Uppsala / Suecia), para ajustar las ecuaciones de velocidad para la unién de Langmuir 1:1 por integracion
numeérica. Se confirmé una mayor afinidad por el MCSP D3 humano y de macaco cangrejero mediante mediciones
de resonancia de plasmon superficial usando Biacore T200. Ademas, las mediciones de avidez mostraron un
incremento de hasta 3 veces en la unién bivalente (tabla 3b).

Tabla 3b. Afinidad y avidez de las IgG anti-MCSP por MCSP-D3 humano y MCSP-D3 de macaco cangrejero

Kb en nM MCSP D3 humano MCSP D3 de macaco
T=25°C
Afinidad Avidez Afinidad Avidez
M4-3(C1) ML2(G3) 1,8 0,0045 1,4 0,0038
M4-3(C1) ML2(E10) 4,6 0,0063 3,8 0,0044
M4-3(C1) ML2(C5) 1,8 0,0046 1,3 0,0044
M4-3 ML2 (original) 8,6 0,0090 11,4 0,0123
Ejemplo 2

Preparacion de TCB MCSP (2+1 Crossfab-lgG P329G LALA invertida) que contiene M4-3(C1) ML2(G3) como
anticuerpo anti-MCSP y CH2527 humanizado como anticuerpo anti-CD3

Se subclonaron las secuencias de ADN de la regién variable de la cadena pesada y ligera sin cambio del marco
de lectura con la cadena pesada constante o bien la cadena ligera constante preinsertada en el respectivo vector
de expresiéon de mamifero receptor. La expresion del anticuerpo estaba dirigida por un promotor MPSV vy lleva una
secuencia sefial poliA sintética en el extremo 3' de la CDS. Ademas, cada vector contiene una secuencia OriP de
EBV.

Se produjo la molécula cotransfectando células HEK293-EBNA con los vectores de expresion de mamifero usando
polietilenimina (PEIl). Se transfectaron las células con los correspondientes vectores de expresién en una
proporcion 1:2:1:1 ("vector de cadena pesada Fc(ojal): "vector de cadena ligera": "vector de cadena ligera
Crossfab": "vector de cadena pesada Fc(botén)-FabCrossfab").

Para la transfeccion, se cultivaron células HEK293 EBNA en suspension en medio de cultivo CD CHO libre de
suero. Para la producciéon en un matraz de agitacion de 500 ml, se sembraron 400 millones de células HEK293
EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 mina210x g
y el sobrenadante se reemplazé por 20 ml de medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresién se
mezclaron en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion de
540 pl de solucion PEI, la mezcla se sometié a agitacion vorticial durante 15 s y posteriormente se incub6 durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mezclaron con la solucion de ADN/PEI, se
transfirieron a matraz de agitacion de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 °C en una incubadora con una
atmosfera de 5 % de CO2. Después del tiempo de incubacion, se afiadieron 160 ml de medio F17 y las células se
cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccién, se afiadié acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %
(Lonza). Después de un cultivo de 7 dias, se recogié el sobrenadante para la purificacién mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucidn se filtrd en condiciones estériles (filtro de 0,22 ym) y se afiadi6 acida de sodio
hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantuvo en 4 °C.

La proteina secretada se purificé de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando proteina A. El sobrenadante se cargd en una columna HiTrap Protein A HP (VC = 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 40 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. Se retird
la proteina no unida lavando con al menos 10 volumenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. La proteina diana se eluy6 usando un gradiente en 20 volumenes de
columna desde citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5 hasta citrato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 0,5 M, pH 2,5. Se neutralizé la solucion de proteina anadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8. Se
concentro la proteina diana y se filtré antes de su carga en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare)
equilibrada con histidina 20 mM, solucién de cloruro de sodio 140 mM a pH 6,0.

Se determiné la concentracion de proteina de las muestras de proteinas purificadas midiendo la densidad 6ptica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos.

Se analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas por analisis CE-SDS en presencia y ausencia de un

agente reductor. Se uso el sistema Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se usaron 2 ug de muestra para los analisis.
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Se analizo el contenido en agregado de las muestras de anticuerpo usando una columna analitica de exclusion
por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en KzHPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), tampon de migracion a pH 6,7 a 25 °C.

Tabla 4a. Resumen de produccion y purificacion de TCB MCSP

Construccioén | Valor Rendimiento | Agregado después | HMW | LMW | Monomero [%]
[mg/l] [mg/l] de 1.2 etapa de | [%] [%]
purificacion [%]
TCB MCSP 157 0,32 32 3,3 0 96,7

La figura 3 muestra un dibujo esquematico de la molécula TCB MCSP (2+1 Crossfab-IlgG P329G LALA invertida).

La figura 4 y la tabla 4b muestran los analisis CE-SDS de la molécula TCB MCSP (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA
invertida, SEQ ID NO: 12, 53, 54 y 55).

Tabla 4b. Analisis CE-SDS de TCB MCSP

Pico kDa Cadena correspondiente
TCB MCSP no reducida (A) 1 206,47
TCB MCSP reducida (B) 1 29,15 ML2 (C1) de cadena ligera
2 37,39 huCH2527 de cadena ligera
3 66,07 Fc(ojal)
4 94,52 Fc(botdn)

Ejemplo 3

Preparacion de TCB CEA (2+1 Crossfab-lgG P329G LALA invertida) que contiene CH1A1A 98/99 2F1 como
anticuerpo anti-CEA y CH2527 humanizado como anticuerpo anti-CD3

Se subclonaron las secuencias de ADN de la regién variable de la cadena pesada y ligera sin cambio del marco
de lectura con la cadena pesada constante o bien la cadena ligera constante preinsertada en el respectivo vector
de expresion de mamifero receptor. La expresion del anticuerpo estaba dirigida por un promotor MPSV vy lleva una
secuencia sefial poliA sintética en el extremo 3' de la CDS. Ademas, cada vector contiene una secuencia OriP de
EBV.

Se produjo la molécula cotransfectando células HEK293-EBNA con los vectores de expresion de mamifero usando
polietilenimina (PEIl). Se transfectaron las células con los correspondientes vectores de expresién en una
proporcion 1:2:1:1 ("vector de cadena pesada Fc(ojal): "vector de cadena ligera": "vector de cadena ligera
Crossfab": "vector de cadena pesada Fc(botdn)-FabCrossfab").

Para la transfeccién, se cultivaron células HEK293 EBNA en suspension en medio de cultivo CD CHO libre de
suero. Para la producciéon en un matraz de agitacion de 500 ml, se sembraron 400 millones de células HEK293
EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 mina210x g
y el sobrenadante se reemplazé por 20 ml de medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresiéon se
mezclaron en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicién de
540 pl de solucion PEI, la mezcla se sometié a agitacion vorticial durante 15 s y posteriormente se incub6 durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mezclaron con la solucion de ADN/PEI, se
transfirieron a matraz de agitacion de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 °C en una incubadora con una
atmosfera de 5 % de COz. Después del tiempo de incubacion, se afiadieron 160 ml de medio F17 y las células se
cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion, se afiadié acido valproico 1 mMy Feed 1 al 7 %
(Lonza). Después de un cultivo de 7 dias, se recogio el sobrenadante para la purificacion mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucion se filtré en condiciones estériles (filtro de 0,22 ym) y se afadio acida de sodio
hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantuvo en 4 °C.

La proteina secretada se purificé de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando proteina A. El sobrenadante se cargd en una columna HiTrap Protein A HP (VC = 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 40 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. Se retird
la proteina no unida lavando con al menos 10 volumenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. La proteina diana se eluy6 usando un gradiente en 20 volumenes de
columna desde citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5 hasta citrato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 0,5 M, pH 2,5. Se neutralizé la solucion de proteina afiadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8. Se
concentro la proteina diana y se filtré antes de su carga en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare)
equilibrada con histidina 20 mM, solucién de cloruro de sodio 140 mM a pH 6,0.
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Se determiné la concentracion de proteina de las muestras de proteinas purificadas midiendo la densidad 6ptica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos.

Se analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas por analisis CE-SDS en presencia y ausencia de un
agente reductor. Se uso el sistema Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se usaron 2 ug de muestra para los analisis.

Se analizo el contenido en agregado de las muestras de anticuerpo usando una columna analitica de exclusion
por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en KzHPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), tampdn de migracion a pH 6,7 a 25 °C.

Tabla 5. Resumen de produccion y purificacion de TCB CEA

Construccion | Valor Rendimiento | Agregado después | HMW | LMW | Mondémero [%]
[mg/l] [mg/l] de 1.2 etapa de | [%] [%]
purificacion [%]
TCB CEA 66 0,31 21,5 8,1 44 87,5

La figura 5 muestra un dibujo esquematico de la molécula TCB CEA (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida).

La figura 6 y la tabla 6 muestran los analisis CE-SDS de la molécula TCB CEA (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA
invertida, SEQ ID NO: 22, 56, 57 y 58).

Tabla 6. Analisis CE-SDS de TCB CEA

Pico | kDa Cadena correspondiente

1 205,67 Molécula correcta

1 28,23 CH1A1A 98/99 x 2F1 de cadena ligera
2 36,31 CH2527 de cadena ligera
3
4

TCB CEA no reducida (A)
TCB CEA reducida (B)

63,48 Fc(ojal)
90,9 Fc(botén)

En un procedimiento de purificacién alternativo, la TCB CEA se capturé del sobrenadante de fermentacion recogido
y se aclaré por cromatografia de afinidad con proteina A (MabSelect SuRe). El eluido de proteina A se sometid a
continuaciéon a cromatografia de intercambio cationico (Poros 50 HS) y posteriormente se fracciond y analizé
mediante SE-HPLC y electroforesis capilar. Las fracciones que contenian el producto se agruparon y se sometieron
a cromatografia de interaccidon hidréfoba (butil-Sepharose 4FF) a temperatura ambiente en un modo de unién-
elucion. El eluido del mismo se fraccioné a continuacién y se analizé por medio de SE-HPLC y electroforesis capilar.
Las fracciones que contenian el producto se agruparon y posteriormente se realizé una cromatografia de
intercambio aniénico (Q-Sepharose FF) en modo de flujo continuo. El material obtenido usando este procedimiento
de purificacion tenia un contenido de monémero >98 %.

Ejemplo 4
Union de TCB MCSP a células que expresan MCSP y CD3

La unién de TCB MCSP se someti6é a prueba en una linea celular de melanoma maligno humano que expresa
MCSP (A375) y una linea de linfocitos T inmortalizados que expresa CD3 (Jurkat). En resumen, se recogieron las
células, se contaron, se comprobo su viabilidad y se resuspendieron a 2 x 108 células/ml en tampén FACS (100
de PBS, BSA al 0,1 %). Se incubaron 100 ul de suspension celular (que contenia 0,2 x 10° células) en una placa
de 96 pocillos de fondo redondo durante 30 min a 4 °C con concentraciones crecientes de TCB MCSP (2,6 pM -
200 nM), se lavo dos veces con PBS, BSA al 0,1 % frio, se reincubé durante otros 30 min a 4 °C con anticuerpo
secundario especifico del fragmento Fcy anti-lgG humana caprino fragmento F(ab')2 AffiniPure conjugado con PE
(Jackson Immuno Research Lab PE n.° 109-116-170), se lavo dos veces con PBS, BSA al 0,1 % frio y se analizd
de inmediato por FACS usando un FACS Cantoll (programa informatico FACS Diva) eliminando las células vivas
negativas para DAPI. Las curvas de unién se obtuvieron usando GraphPadPrism5 (figura 7A, unién a células A375,
CEso = 3381 pM; figura 7B, unién a células Jurkat).

Ejemplo 5
Destruccion mediada por linfocitos T inducida por anticuerpo TCB MCSP
La destruccion mediada por linfocitos T inducida por el anticuerpo TCB MCSP se evalu6 usando un panel de lineas

celulares tumorales que expresan diferentes niveles de MCSP (A375 = MCSP alto, MV-3 = MCSP medio, HCT-
116 = MCSP bajo, LS180 = MCSP negativo). En resumen, se recogieron células diana con tripsina/EDTA, se
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lavaron y se sembraron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se
dejo que las células se adhirieran durante la noche. Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica
(PBMC) se prepararon mediante centrifugacién por densidad en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas
de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluyé la sangre recién obtenida con
PBS estéril y se colocé en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la
centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura ambiente), se deseché el plasma por encima de la interfase que
contenia los PBMC vy se transfirieron los PBMC a un nuevo tubo Falcon llenado posteriormente con 50 ml de PBS.
Se centrifugd la mezcla (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se deseché el sobrenadante y se lavo el
sedimento de PBMC dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion 350 x g, 10 minutos). La poblacién de
PBMC resultante se contd automaticamente (ViCell) y se almacené en un medio RPMI1640 que contenia FCS al
10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom, K0302) a 37 °C, CO2 al 5 % en incubadora celular hasta su uso
posterior (no mas de 24 h). Para el ensayo de destruccion, se afiadio el anticuerpo a las concentraciones indicadas
(intervalo de 1 pM - 10 nM por triplicado). Se afadieron PBMC a células diana a una proporcion efector:diana (E:T)
final de 10:1. Se evalud la destruccién de células tumorales después de 24 h de incubacion a 37 °C, CO2z al 5 %
por cuantificacién de LDH liberada en sobrenadantes celulares por células apoptoticas/necréticas (kit de deteccion
de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644 793 001). Se logr¢ la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por
incubacion de células diana con Triton X-100 al 1 %. Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas
con células efectoras sin construccion biespecifica. Los resultados muestran que TCB MCSP indujo una
destruccion fuerte y especifica de la diana de las lineas de células diana que expresan MCSP sin destruir las lineas
celulares que no expresan MCSP (figura 8, A-D). Los valores de CEso relacionados con los ensayos de destruccion,
calculados usando GraphPadPrism5, se dan en la tabla 7.

Tabla 7. Valores de CEso (pM) para la destruccion mediada por linfocitos T de células tumorales que
expresan MCSP inducida por el anticuerpo TCB MCSP

Linea celular Numero de copias del receptor de MCSP | CEso [pM]

A375 387.058 12,3

MV-3 260.000 9,4

HCT-116 36770 3,7

LS180 Negativo n.d.
Ejemplo 6

Regulacion por incremento de CD25 y CD69 en células efectoras CD8* y CD4* después de la destruccion
mediada por linfocitos T de células tumorales que expresan MCSP inducida por el anticuerpo TCB MCSP

La activacion de linfocitos T CD8* y CD4* después de la destruccion mediada por linfocitos T de células tumorales
MV-3 que expresan MCSP mediada por el anticuerpo TCB MCSP se evalué mediante analisis FACS usando
anticuerpos que reconocen los marcadores de activacion de linfocitos T CD25 (marcador de activacion tardia) y
CD69 (marcador de activacion temprana). El anticuerpo y las condiciones del ensayo de destruccion fueron
esencialmente como se describe anteriormente (ejemplo 5), usando el mismo intervalo de concentraciones de
anticuerpo (1 pM - 10 nM por triplicado), proporcién E:T 10:1 y un tiempo de incubacion de 24 h.

Después de la incubacion, se transfirieron PBMC a una placa de 96 pocillos de fondo redondo, se centrifugaron a
350 x g durante 5 min y se lavaron dos veces con PBS que contenia BSA al 0,1 %. Se realizé la tincion de superficie
para CD8 (anti-CD8 humano FITC, BD n.° 555634), CD4 (anti-CD4 humano PECy7, BD n.° 557852), CD69 (anti-
CD69 humano PE, Biolegend n.° 310906) y CD25 (anti-CD25 humano APC, BD n.° 555434) de acuerdo con las
indicaciones de los proveedores. Las células se lavaron dos veces con 150 pl/pocillo de PBS que contenia BSA al
0,1 % y se fijaron durante 15 min a 4 °C, usando 100 ul/pocillo de tampdn de fijacion (BD n.° 554655). Después de
la centrifugacion, las muestras se resuspendieron en 200 pl/pocillo de PBS con BSA al 0,1 % que contenia DAPI
para excluir las células muertas para la medicién de FACS. Se analizaron las muestras en FACS Fortessa de BD.
Los resultados muestran que TCB MCSP indujo una regulacion por incremento fuerte y especifica de diana de los
marcadores de activacion (CD25, CD69) en los linfocitos T CD8* (figura 9A, B) y los linfocitos T CD4" (figura 9C,
D) después de la destruccion.

Ejemplo 7

Secrecion de citocinas por células efectoras humanas después de la destruccion mediada por linfocitos T
de células tumorales que expresan MCSP inducida por el anticuerpo TCB MCSP

La secrecién de citocinas por los PBMC humanos después de la destruccion mediada por linfocitos T de células
tumorales MV-3 que expresan MCSP inducida por el anticuerpo TCB MCSP se evalu6é mediante analisis FACS de
sobrenadantes celulares después del ensayo de destruccion.

Se us6 el mismo anticuerpo y el ensayo de destruccion se realizd esencialmente como se describe anteriormente
(ejemplos 5y 6), usando una proporcién E:T de 10:1 y un tiempo de incubacion de 24 h.
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Al final del tiempo de incubacion, la placa se centrifugé durante 5 min a 350 x g, el sobrenadante se transfirio a
una nueva placa de 96 pocillos y se almacend a -20 °C hasta su posterior andlisis. Se detectaron granzima B,
TNFa, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 secretadas en los sobrenadantes celulares usando el conjunto para Flex de
CBA:proteina soluble humana de BD, de acuerdo con las instrucciones del fabricante en un FACS Cantoll. Se
usaron los siguientes kits: conjunto para Flex de CBA:granzima B humana (BD n.° 560304); conjunto para Flex de
CBA:TNF humano (BD n.° 558273); conjunto para Flex de CBA:IFN-y humano (BD n.° 558269); conjunto para Flex
de CBA:IL-2 humana (BD n.° 558270); conjunto para Flex de CBA:IL-4 humana (BD n.° 558272); conjunto para
Flex de CBA:IL-10 humana (BD n.° 558274).

Los resultados muestran que TCB MCSP indujo la secrecion de IL-2, IFN-y, TNFa, granzima B e IL-10 (pero no IL-
4) tras la destruccion (figura 10, A-F).

Tomados conjuntamente, estos ejemplos muestran que el anticuerpo biespecifico CD3 MCSP:
. mostré una buena unién a las células A375 que expresan MCSP,

. indujo una destruccion fuerte y especifica de diana de lineas de células diana que expresan MCSP, y ninguna
destruccion de lineas celulares que no expresan MCSP,

. indujo una regulacion por incremento fuerte y especifica de diana de marcadores de activacion (CD25, CD69)
en linfocitos T CD8* y CD4* después de la destruccion,

. indujo secrecioén de IL-2, IFN-y, TNFa, granzima B e IL-10 (no de IL-4) tras la destruccion.
Ejemplo 8
Union de TCB CEA a células que expresan CEAy CD3

La union de TCB CEA se sometié a prueba en células de adenocarcinoma de pulmén que expresan CEA
transfectadas (A549-huCEA) Yy lineas de linfocitos T humanos y de macaco cangrejero inmortalizadas que expresan
CD3 (Jurkat y HSC-F, respectivamente). Se usé como control una TCB no dirigida (SEQ ID NO: 59, 60, 61 y 62;
véase el ejemplo 24). En resumen, se recogieron las células, se contaron, se comprobd su viabilidad y se
resuspendieron a 2 x 108 células/ml en tampon FACS (100 ul de PBS, BSA al 0,1 %). Se incubaron 100 ul de
suspension celular (que contenia 0,2 x 108 células) en una placa de 96 pocillos de fondo redondo durante 30 min
a 4 °C con concentraciones crecientes de TCB CEA (61 pM - 1000 nM), se lavé dos veces con PBS, BSA al 0,1 %
frio, se reincubd durante otros 30 min a 4 °C con anticuerpo secundario especifico del fragmento F(ab')2 anti-lgG
humana caprino fragmento F(ab')2 AffiniPure conjugado con FITC (Jackson Immuno Research Lab FITC n.° 109-
096-097), se lavo dos veces con PBS, BSA al 0,1 % frio y se analizé de inmediato por FACS usando un FACS
Cantoll o Fortessa (programa informatico FACS Diva) eliminando las células vivas negativas para PI. Las curvas
de union se obtuvieron usando GraphPadPrism5 (figura 11A, unién a células A549 (CEso = 6,6 nM); figura 11B,
unién a células Jurkat; figura 11C, union a células HSC-F).

Ejemplo 9

Destruccion mediada por linfocitos T de células diana tumorales que expresan CEA inducida por el
anticuerpo TCB CEA

La destruccion mediada por linfocitos T de las células diana inducida por el anticuerpo TCB CEA se evalud en
células tumorales humanas HPAFII (CEA alto), BxPC-3 (CEA medio) y ASPC-1 (CEA bajo). Se usaron HCT-116
(linea celular tumoral que no expresa CEA) y la TCB no dirigida como controles negativos. Se usaron PBMC
humanos como células efectoras y se detecto la destruccién 24 hy 48 h después de la incubacion con el anticuerpo
biespecifico. En resumen, se recogieron células diana con tripsina/EDTA, se lavaron y se sembraron a una
densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dejé que las células se
adhirieran durante la noche. Los leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se prepararon
mediante centrifugacion por densidad en Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas
leucociticas) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluyd la sangre recién obtenida con PBS estéril y se
coloco en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la centrifugacién (450 x g,
30 minutos, temperatura ambiente), se deseché el plasma por encima de la interfase que contenia los PBMC y se
transfirieron los PBMC a un nuevo tubo Falcon llenado posteriormente con 50 ml de PBS. Se centrifugé la mezcla
(400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se deseché el sobrenadante y se lavé el sedimento de PBMC dos
veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion 350 x g, 10 minutos). Se contdé automaticamente la poblacién de
PBMC resultante (ViCell) y se mantuvo en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al
1 % (Biochrom, K0302) en incubadora celular (37 °C, CO2 al 5 %) hasta su uso posterior (no mas de 24 h). Para
el ensayo de destruccion, se afiadieron los anticuerpos a las concentraciones indicadas (intervalo de 6 pM - 100 pM
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por triplicado). Se afiadieron PBMC a células diana a la proporcion E:T final de 10:1. Se evalud la destruccion de
células diana después de 24 h y 48 h de incubacion por cuantificacion de LDH (lactato deshidrogenasa) liberada
en sobrenadantes celulares por células apoptoticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science,
n.° 11 644 793 001). Se logré la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por incubacién de células diana con
Triton X-100 al 1 %. Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin
anticuerpo biespecifico. Los resultados muestran que TCB CEA indujo una destruccion fuerte y especifica de diana
de las células diana que expresan CEA (figura 12, A-H). Los valores de CEso relacionados con los ensayos de
destruccion, calculados usando GraphPadPrism5, se dan en la tabla 8.

Tabla 8. Numero de copias del receptor de CEA y valores de CEso (pM) para la destruccion mediada por
linfocitos T de células tumorales que expresan CEA inducida por el anticuerpo TCB CEA

Linea celular Numero de copias del receptor de CEA CEso [pM] 48 h
HPAFII 120.000 - 205.000 667
BxPC-3 41.000 3785
ASPC1 3500 - 8000 846
Ejemplo 10

Proliferacion y activacion de linfocitos T 5 dias después de la destruccion mediada por TCB CEA de células
diana tumorales que expresan CEA

La proliferacién y activacion de linfocitos T se detectd 5 dias después de la destruccion mediada por TCB CEA de
células diana tumorales que expresan CEA evaluadas en células HPAFII (CEA alto), BxPC-3 (CEA medio) y ASPC-
1 (CEA bajo). Se usaron HCT-116 (linea celular tumoral que no expresa CEA) y la TCB no dirigida como controles
negativos. Las condiciones experimentales para el ensayo de proliferacion fueron similares a las descritas en el
ejemplo 9, pero solo se sembraron 10.000 células diana por pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo plano.
Para evaluar la proliferacion de linfocitos T, se marcaron PBMC recién aislados usando CFSE (Sigma n.° 21888).
En resumen, la solucion madre de CFSE se diluyé para obtener una solucién de trabajo de 100 uM. Se
resuspendieron 90 x 10% células PBMC en 90 ml de PBS precalentado y se complementaron con 90 ul de la
solucién de trabajo de CFSE. Las células se mezclaron de inmediato y se incubaron durante 15 min a 37 °C. Se
afnadieron 10 ml de FCS precalentado a las células para detener la reaccion. Las células se centrifugaron durante
10 min a 400 x g, se resuspendieron en 50 ml de medio y se incubaron durante 30 min a 37 °C. Después de la
incubacion, las células se lavaron una vez con medio tibio, se contaron, se resuspendieron en medio y se afiadieron
a las células diana para el ensayo de destruccion y la medicidn posterior de la proliferacion y activacion celular a
una proporcion E:T de 10:1. La proliferacién se evalué 5 dias después de la destruccion en linfocitos T CD4* y
CD8* mediante cuantificacién de la dilucién de tinte de CFSE. La expresion de CD25 se evalud en los mismos
subconjuntos de linfocitos T usando el anticuerpo anti-CD25 humano. En resumen, después de la centrifugacion
(400 x g durante 4 min), las células se resuspendieron, se lavaron con tampén FACS y se incubaron con 25 pl de
la mezcla diluida de anticuerpos CD4/CD8/CD25 durante 30 min a 4 °C (APC / Cy7 anti-CD4 humano n.° 317418,
APC anti-CD8 humano n.° 301014, PE / Cy7 anti-CD25 humano n.° 302612). A continuacion, las células se lavaron
tres veces para eliminar el anticuerpo no unido, y finalmente se resuspendieron en 200 ul de tampén FACS que
contenia yoduro de propidio (PI) para excluir las células muertas para la medicion de FACS. La fluorescencia se
midié usando FACS Cantoll de BD. Los resultados muestran que TCB CEA indujo una proliferacion fuerte y
especifica de diana de linfocitos T CD8* y CD4* (figura 13, A-D), asi como su activacion detectada por regulacion
por incremento del marcador de activacion CD25 (figura 13, E-H).

Ejemplo 11

Secrecion de citocinas por células efectoras humanas después de la destruccion mediada por linfocitos T
de células tumorales que expresan CEA inducida por TCB CEA

La secrecién de citocinas por PBMC humanos después de la destruccion mediada por linfocitos T de células
tumorales MKN45 que expresan CEA inducida por TCB CEA se evalué mediante analisis FACS (kit CBA) de
sobrenadantes celulares 48 h después de la destruccion celular.

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las descritas en el ejemplo 9. Al final del tiempo de incubacion,
la placa se centrifugd durante 5 min a 350 x g, el sobrenadante se transfirid a una nueva placa de 96 pocillos y se
almaceno a -20 °C hasta su posterior analisis. Se detectaron (A) IFN-y, (B) TNFa, (C) granzima B, (D) IL-2, (E) IL-
6 y (F) IL-10 secretadas en los sobrenadantes celulares usando el conjunto para Flex de CBA:proteina soluble
humana de BD, de acuerdo con las instrucciones del fabricante en un FACS Cantoll. Se usaron los siguientes kits:
conjunto para Flex de CBA:IL-2 humana (BD n.° 558270); conjunto para Flex de CBA:granzima B humana (BD n.°
560304); conjunto para Flex de CBA:TNF humano (BD n.° 558273); conjunto para Flex de CBA:IFN-y humano (BD
n.° 558269); conjunto para Flex de CBA:IL-4 humana (BD n.° 558272); conjunto para Flex de CBA:IL-10 humana
(BD n.° 558274).
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Los resultados muestran que la destruccion mediada por TCB CEA (pero no la destruccion mediada por TCB no
dirigida de control) indujo la secrecién de IFN-y, TNFa, granzima B, IL-2, IL-6 e IL-10 (figura 14, A-F).

Ejemplo 12

Destruccion mediada por linfocitos T de células diana en presencia de concentraciones crecientes de CEA
de desprendimiento (sCEA)

Se evaluo la destruccion mediada por linfocitos T de células diana tumorales que expresan CEA (LS180) inducida
por el anticuerpo TCB CEA en presencia de concentraciones crecientes de CEA de desprendimiento (sCEA
2,5 ng/ml - 5 pg/ml). Se usaron PBMC humanos como células efectoras y se detecto la destruccion 24 h'y 48 h
después de la incubacion con el anticuerpo biespecifico y sCEA. En resumen, se recogieron células diana con
tripsina/EDTA, se lavaron y se sembraron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos
de fondo plano. Se dejé que las células se adhirieran durante la noche. Los leucocitos monomorfonucleares en la
sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante centrifugacion por densidad en Histopaque a partir de
preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluyé la
sangre recién obtenida con PBS estéril y se colocé en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, n.°
H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura ambiente), se deseché el plasma por
encima de la interfase que contenia los PBMC y se transfirieron los PBMC a un nuevo tubo Falcon llenado
posteriormente con 50 ml de PBS. Se centrifugdé la mezcla (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se
desechd el sobrenadante y se lavo el sedimento de PBMC dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion
350 x g, 10 minutos). Se contd automaticamente la poblacion de PBMC resultante (ViCell) y se mantuvo en medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom, K0302) en incubadora celular (37 °C,
CO2 al 5 %) hasta su uso posterior (no mas de 24 h). Para el ensayo de destruccion, se usoé el anticuerpo TCB
CEA a una concentracion fija de 1 nM y se afiadié sCEA al experimento en un intervalo de concentracion de 2,5 ng
- 5 pyg/ml. Se afiadieron PBMC a células diana a la proporcion E:T final de 10:1. Se evalud la destruccion de células
diana después de 24 h y 48 h de incubacién por cuantificacion de LDH (lactato deshidrogenasa) liberada en
sobrenadantes celulares por células apoptoéticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.°
11 644 793 001). Se logro la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por incubacion de células diana con Triton
X-100 al 1 %. Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin anticuerpo
biespecifico. La destruccion mediada por TCB CEA en ausencia de sCEA se establecié en 100 % y la destruccion
obtenida en presencia de concentraciones crecientes de sCEA se normalizé a este valor. Los resultados muestran
que sCEA tuvo solo un impacto menor en la destruccién mediada por TCB CEA de células diana que expresan
CEA (figura 15A, B). No se detectd ningun efecto sobre la destruccién mediada por linfocitos T hasta 0,2 pg/ml de
sCEA. Las concentraciones de sCEA superiores a 0,2 ug/ml tuvieron solo un impacto menor en la destruccion
global (reduccién del 10-50 %).

Ejemplo 13

Destruccion mediada por linfocitos T de células diana usando PBMC humanos y de macaco cangrejero
como células efectoras

La destruccion mediada por linfocitos T de células A549 (adenocarcinoma de pulmén) que sobreexpresan CEA
humano (A549-hCEA) se evalud 21 h y 40 h después de la incubacion con anticuerpo TCB CEA y PBMC humanos
0 PBMC de macaco cangrejero como células efectoras. En resumen, se recogieron células diana con tripsina/EDTA,
se lavaron y se sembraron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos de fondo plano.
Se dejo que las células se adhirieran durante varias horas. Se prepararon leucocitos monomorfonucleares en la
sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion por densidad en Histopaque de preparaciones enriquecidas de
linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de donantes humanos sanos o macacos cangrejeros sanos. Para los
ultimos, se us6 un gradiente de densidad de Histopaque-PBS al 90 %. Se diluyo la sangre recién obtenida con
PBS estéril y se colocé en una capa sobre un gradiente de Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la
centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura ambiente para PBMC humanos; respectivamente 520 x g, 30 min,
temperatura ambiente para PBMC de macaco cangrejero), se deseché el plasma por encima de la interfase que
contenia PBMC y se transfirieron los PBMC en un nuevo tubo Falcon llenado posteriormente con 50 ml de PBS.
Se centrifugé la mezcla (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se desechd el sobrenadante y se lavo el
sedimento de PBMC dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion 350 x g, 10 minutos). Para la preparacion
de los PBMC de macaco cangrejero, se realizé una etapa de centrifugacion adicional a baja velocidad a 150 x g
durante 15 min. Se conté automaticamente la poblacion de PBMC resultante (ViCell) y se mantuvo en medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom, KO302) en incubadora celular (37 °C,
CO:z2 al 5 %) hasta su uso posterior (hasta 4 h). Para el ensayo de destruccion, se afiadieron los anticuerpos a las
concentraciones indicadas (intervalo de 6 pM - 100 pM por triplicado). Se afiadieron PBMC a células diana a la
proporcion E:T final de 10:1. Se evalud la destruccion de células diana después de 21 h y 40 h de incubacién por
cuantificacion de LDH (lactato deshidrogenasa) liberada en sobrenadantes celulares por células
apoptéticas/necroticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644 793 001). Se logro la lisis
maxima de las células diana (= 100 %) por incubacion de células diana con Triton X-100 al 1 %. Lisis minima (=
0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin anticuerpo biespecifico. Los resultados
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muestran que TCB CEA media en la destruccion especifica de diana de células diana que expresan CEA usando
células efectoras (PBMC) humanas (figura 16A, C) y de macaco cangrejero (figura 16B, D). Los valores de CEso
relacionados con 40 h de destruccion, calculados usando GraphPadPrism5, son de 306 pM para PBMC humanos
y de 102 pM para PBMC de macaco cangrejero.

Ejemplo 14

Destruccion mediada por linfocitos T de lineas celulares de cancer colorrectal humano que expresan CEA
inducida por el anticuerpo TCB CEA

Se evalud la destruccién mediada por linfocitos T de lineas celulares de cancer colorrectal humano que expresan
CEA 48 h después de la incubacion con PBMC humanos y anticuerpo TCB CEA a 0,8 nM, 4 nM y 20 nM. En
resumen, se aislaron PBMC de filtros de leucocitos obtenidos de donantes sanos individuales. Las células se
diluyeron con PBS (1:10) y se colocaron en capas sobre Lymphoprep en tubos Falcon de 50 ml. Después de la
centrifugacion (1800 rpm durante 25 min), la capa de PBMC se retir6 de la interfase y se lavé 4 veces con PBS.
Se contaron los PBMC, se congelaron en DMSO al 10 % en FCS en condiciones de congelacion a velocidad
controlada a 40 x 108 células/ml y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta su uso posterior. Para el ensayo de
destrucciéon mediada por linfocitos T, las células tumorales se sembraron directamente en placas de 96 pocillos de
reservas congeladas. Las células se calentaron rapidamente y se transfirieron de inmediato a un medio
precalentado, se centrifugaron y se resuspendieron en medio completo (DMEM, Iscoves o RPMI-1640, todos
complementados con FCS al 10 % y penicilina/estreptomicina al 1 %) y se sembraron a una densidad de
2,5 x 10* células/pocillo. Las placas se incubaron a continuacion a 37 °C en una incubadora humidificada con 10 %
de CO2 y el medio se reemplazé al dia siguiente por 100 yl de RPMI con FCS al 2 % con glutamina al 1 % y 50 pl
de TCB CEA (concentraciones finales en el intervalo desde 6,4 hasta 20.000 pM, etapas de valoraciéon 1:5, en
pocillos duplicados para cada condicién). Se usaron PBMC recién descongelados para el ensayo (descongelados
de viales congelados dentro de las 2 horas posteriores al inicio del ensayo) y se afiadieron 50 pl (3 x 10° células)
a cada pocillo para dar una proporcion efector:diana (E:T) de 10:1. Se afiadié Triton X100 (50 pl de 4 %) a 150 pl
de células diana para obtener valores maximos de liberacién. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h y se
determind la actividad de destruccion usando el kit de deteccion de citotoxicidad de lactosa deshidrogenasa (Roche)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El porcentaje de lisis celular especifica se calculé como [liberacion
de muestra - liberacién espontanea) / [liberacion maxima - liberacion espontanea] x 100. La figura 17A-C muestra
la correlacion entre la expresion de CEA (numero de copias del receptor cuantificado usando QIFIKIT, véase a
continuacion) y el % de destruccion para 31 lineas celulares de cancer colorrectal (enumeradas en el eje de
abscisas). La figura 17D muestra la correlacion entre la expresion de CEA y el % de lisis especifica a 20 nM de
TCB CEA (correlacion de Spearman = 0,7289, p <0,0001, n = 31), lo que indica que TCB CEA lisa eficazmente las
células tumorales que muestran numeros altos de copias del receptor de CEA (>50.000), mientras que TCB CEA
no lisa una agrupacion de células que muestran numeros bajos de copias de receptor de CEA (<10.000) en las
mismas condiciones experimentales. La figura 17E muestra la correlacion entre la expresion de CEA y la CEso de
TCB CEA. Aunque la correlacion no es estadisticamente significativa (correlacion de Spearman = -0,3994, p =
0,1006, R? = 0,1358), el grafico muestra claramente un patron de mejor potencia de TCB CEA (es decir, valores
CEso mas bajos) en lineas de células tumorales que expresan numeros altos de copias del receptor de CEA.

Para el analisis de la expresién superficial de CEA en lineas celulares de cancer se usé Qifikit (DakoCytomation,
Glostrup, Dinamarca) para calibrar las sefales fluorescentes y determinar el nimero de sitios de unién por célula.
Las células se incubaron en hielo durante 30 min con un anticuerpo monoclonal anti-CEACAMS humano de raton
(0,5 pg para 5 x 105 células, clon: CI-P83-1, sc-23928, Santa Cruz), se lavaron dos veces con PBS1X-BSA al 0,1 %
seguido de una incubacion de 45 min con anticuerpo policlonal anti-ratén de cabra conjugado con isotiocianato de
fluoresceina proporcionado con Qifikit. Las células muertas se excluyeron del analisis usando tincion con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las muestras se analizaron en un analizador CyAn™ ADP (Beckman Coulter). Todas
las intensidades medias de fluorescencia (MFI) se obtuvieron después del andlisis de datos usando el programa
informatico Summit 4.3. Estas MFI se usaron para determinar el numero relativo de sitios de unién de anticuerpos
en las lineas celulares (nombrado como numero de copias de CEA en los resultados) usando la ecuacion obtenida
de la curva de calibracion (microesferas de calibracion Qifikit).

Las lineas celulares de cancer colorrectal usadas para los ensayos de destruccion mediada por linfocitos T y la
cuantificacion de la expresion de superficie de CEA se sembraron a partir de crioviales. El procedimiento usado
para mantener las reservas congeladas fue como se describe en Bracht et al. (Bracht et al. (2010), Br J Cancer
103, 340-346).

Ejemplo 15

Eficacia antitumoral in vivo de TCB CEA en un carcinoma de colon humano LS174T-fluc2 coinjertado con
PBMC humanos (proporcion E:T 5:1)

Los ratones NOG (NOD/Shi-scid/IL-2Rynull) (n = 12) recibieron una inyeccion por via subcutanea con
1 x 108 células LS174T-fluc2 premezcladas con PBMC humanos en un volumen total de 100 pl en PBS, proporcion
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E:T 5:1. Las células LS174T-fluc2 se han genomanipulado para que expresen luciferasa, lo que permite monitorizar
la progresion tumoral por bioluminiscencia (BLI) de una manera no invasiva y altamente sensible. Para evaluar los
efectos del tratamiento temprano y tardio, los ratones recibieron inyecciones i.v. quincenales de 0,5 o0 2,5 mg/kg
de TCB CEA a partir del dia 1 (tratamiento temprano) o del dia 7 (tratamiento tardio) después de coinjertar células
tumorales y PBMC de forma subcutanea. Como control, un grupo de ratones recibié inyecciones i.v. quincenales
de 2,5 mg/kg de una TCB de control que tenia el mismo formato que TCB CEA (en este caso, la TCB MCSP sirvié
como control no dirigido ya que las células LS174T-fluc2 no expresan MCSP), y un grupo de control adicional
recibié solo PBS (vehiculo) a partir del dia 1. El volumen tumoral se midié una vez por semana con un calibrador
digital. Ademas, los ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal una vez por semana con D-luciferina y la
emision de luz bioluminiscente de las células tumorales vivas se midié con IVIS Spectrum (Perkin Elmer). El
tratamiento se administré hasta 19 dias después de la inoculaciéon de células tumorales, que corresponde al dia
de finalizaciéon del estudio. Los resultados del experimento se muestran en la figura 18A-D. Los resultados
muestran el promedio y SEM de 12 ratones con volumen tumoral medido con un calibrador (A y C) y por
bioluminiscencia (flujo total, B y D) en los diferentes grupos de estudio ((A, B) tratamiento temprano, (C, D)
tratamiento tardio).

Ejemplo 16

Eficacia antitumoral in vivo de TCB CEA en un carcinoma de colon humano LS174T-fluc2 coinjertado con
PBMC humanos (proporcion E:T 1:1)

Los ratones NOG (NOD/Shi-scid/IL-2Rynull) (n = 10) recibieron una inyeccion por via subcutanea con
1 x 108 células LS174T-fluc2 (véase el ejemplo 15) premezcladas con PBMC humanos en un volumen total de
100 pl en PBS, proporciéon E:T 1:1. Para evaluar los efectos del tratamiento temprano y tardio, los ratones
recibieron inyecciones i.v. quincenales de 2,5 mg/kg de TCB CEA a partir del dia 1 (tratamiento temprano) o del
dia 7 (tratamiento tardio) después la inoculacion de células tumorales. Como control, un grupo de ratones recibio
inyecciones i.v. quincenales de 2,5 mg/kg de TCB MCSP (véase también el ejemplo 15) y un grupo de control
adicional recibio solo PBS (vehiculo) a partir del dia 1. El volumen tumoral se midié una vez por semana con un
calibrador digital. Ademas, los ratones recibieron una inyeccion intraperitoneal una vez por semana con D-luciferina
y la emision de luz bioluminiscente de las células tumorales vivas se midié con IVIS Spectrum (Perkin Elmer). El
tratamiento se administré hasta 23 dias después de la inoculacion de células tumorales, que corresponde al dia
de finalizacion del estudio. Los resultados del experimento se muestran en la figura 19. Los resultados muestran
el promedio y SEM del volumen tumoral medido con un calibrador (A), asi como por la bioluminiscencia (B) en los
diferentes grupos de estudio (n = 10).

Ejemplo 17

Eficacia in vivo de TCB CEA murinizadas en un modelo de tumor ortotépico Panco2-huCEA en ratones
transgénicos huCD3e/huCEA inmunocompetentes

Los ratones transgénicos huCD3¢/huCEA (n = 10) recibieron una inyeccion intrapancreatica de 2 x 10° células
Panco2-huCEA en un volumen total de 10 yl en PBS. Como las células murinas no expresan CEA, la linea celular
de carcinoma pancreatico murino Panco2 se genomanipulé para que sobreexpresara CEA humano como el
antigeno diana para la TCB CEA. Los ratones recibieron una inyeccion i.v. dos veces por semana con 0,5 mg/kg
del TCB CEA murinizado o PBS como grupo de control (vehiculo) y se monitorizé la supervivencia. Se controld a
los animales diariamente para determinar sintomas clinicos y deteccion de efectos adversos. Los criterios de
eliminacion para los animales fueron dolencias visibles: pelaje desalifado, espalda arqueada, problemas
respiratorios, locomocion deteriorada. El resultado de supervivencia global se muestra en la figura 20. El resultado
muestra el porcentaje de animales supervivientes por punto temporal. La significacion del grupo de tratamiento se
comparé con el grupo de control de PBS mediante una prueba de la t de Student para datos emparejados (p =
0,078).

Ejemplo 18

Afinidad de TCB CEA por CEA y CD3 por resonancia de plasmoén superficial (SPR)

Los experimentos de resonancia de plasmon superficial (SPR) se realizaron en un Biacore T100 a 25 °C con HBS-
EP como tampoén de migracion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %,
Biacore, Friburgo / Alemania).

Para las mediciones de afinidad, se capturé TCB CEA en la superficie de un chip sensor CM5 con anti-Fab humano
inmovilizado (GE Healthcare n.° 28-9583-25). La IgG de captura se acoplé a la superficie del chip sensor por

inmovilizacion directa de alrededor de 10.000 unidades de resonancia (UR) a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina estandar (Biacore, Friburgo / Alemania).
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Para analizar la interaccién con CD3e¢ tallo-Fc(botdn)-Avi/CD3d-tallo-Fc(ojal) humano (SEQ ID NO: 120 y 121,
respectivamente), se capturé TCB CEA durante 30 s a 50 nM con 10 pl/min. Las CD3¢/CD3d se pasaron a una
concentracion de 0,68-500 nM con un caudal de 30 pyl/min a través de las cubetas de lectura durante 360 s. Se
monitorizé la disociacion durante 360 s.

El valor de Kb de la interaccion entre TCB CEA y el antigeno diana tumoral recombinante NABA-avi-his humano
(que contiene el dominio B3 del CEA humano (CEACAMS5) rodeado por el dominio N, A1 y A2 del CEACAM1
humano con una marca C terminal avi-6his; véase SEQ ID NO: 119) se determind capturando la molécula TCB
durante 40 s a 10 pl/min. El antigeno se pas6 sobre la cubeta de lectura durante 240 s a un intervalo de
concentracion de 0,68 a 500 nM con un caudal de 30 pl/min. La disociacién se midié durante 240 s.

Se corrigieron las diferencias en el indice de refraccién aparente restando la respuesta obtenida en una cubeta de
lectura de referencia. Aqui, los antigenos se pasaron sobre una superficie con anticuerpo anti-Fab humano
inmovilizado, pero en el que se habia inyectado HBS-EP en lugar de CEA.

Las constantes cinéticas se derivaron usando el programa informatico de evaluacion Biacore T200 (VAA, Biacore
AB, Uppsala / Suecia), para ajustar las ecuaciones de velocidad para la unién de Langmuir 1:1 por integracion
numérica. La semivida (t1,2) de la interaccion se calculd usando la siguiente férmula: t12 = In2 / Kdis.

La TCB CEA se une a la diana tumoral y CD3¢/CD30 en el intervalo nM con valores de Kp de 62 nM para NABA
humano y de 75,3 nM para CD3¢/CD3d humano. La semivida de la unién monovalente a NABA es de 5,3 minutos,
la semivida de la unién a CD3¢/CD30 es de 5,7 minutos. Los valores cinéticos se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Afinidad de TCB CEA por NABA humano y CD3&/CD38 humano (T = 25 °C)

Antigeno TCB Kas [1/Ms] kais [1/s] t1;2 [min] Kb [nM]

NABA humano TCB CEA 3,49 x 104 2,18 x 103 53 62,4

CD3¢/CD35 humano TCB CEA 2,69 x 104 2,03x 103 57 75,3
Ejemplo 19

Afinidad de TCB MCSP por MCSP y CD3 por resonancia de plasmoén superficial (SPR)

Los experimentos de resonancia de plasmon superficial (SPR) se realizaron en un Biacore T100 a 25 °C con HBS-
EP como tampoén de migracion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %,
Biacore, Friburgo / Alemania).

Para las mediciones de afinidad, se captur6 TCB MCSP en la superficie de un chip sensor CM5 con anti-Fab
humano inmovilizado (GE Healthcare n.° 28-9583-25). La IgG de captura se acopl6 a la superficie del chip sensor
por inmovilizacién directa de alrededor de 7.500 unidades de resonancia (UR) a pH 5,0 usando el kit de
acoplamiento de amina estandar (Biacore, Friburgo / Alemania). Las TCB MCSP se capturaron durante 60 s a
30 nM con 10 pl/min. Se pasaron MCSP D3 humano y de macaco cangrejero (véase SEQ ID NO: 118 y 117,
respectivamente) a una concentracion de 0,024-50 nM con un caudal de 30 pl/min a través de las cubetas de
lectura durante 90 s. El intervalo de concentracion para el CD3e¢ tallo-Fc(boton)-Avi/CD36-tallo-Fc(ojal) humano y
de macaco cangrejero fue de 1,17-600 nM. Dado que se esperaba que la interaccion con MCSP D3 murino (SEQ
ID NO: 122) fuera débil, el intervalo de concentracion para este antigeno se eligié entre 3,9 y 500 nM. La disociacion
para todas las interacciones se monitorizé durante 120 s. Se corrigieron las diferencias en el indice de refraccion
aparente restando la respuesta obtenida en una cubeta de lectura de referencia. Aqui, los antigenos se pasaron
sobre una superficie con anticuerpo anti-Fab humano inmovilizado, pero en el que se habia inyectado HBS-EP en
lugar de TCB MCSP.

Las constantes cinéticas se derivaron usando el programa informatico de evaluacion Biacore T200 (vAA, Biacore
AB, Uppsala / Suecia), para ajustar las ecuaciones de velocidad para la unién de Langmuir 1:1 por integracion
numeérica. La interaccion para TCB MCSP con MCSP D3 murino se determind en situacion de equilibrio. La
semivida (t1,2) de la interaccién se calculdé usando la siguiente férmula: t12 = In2 / kadis.

La TCB MCSP se une a la diana tumoral en el intervalo pM con valores de Kp de 0,15 nM para el antigeno humano
y de 0,12 nM para el antigeno de macaco cangrejero. EI CD3¢/CD3d recombinante esta unido por TCB MCSP con
un valor de Kp de 78 nM (humano) y 104 nM (macaco cangrejero). La semivida de la unidn monovalente es de
hasta 260 minutos para la diana tumoral y de 2,9 minutos para CD3¢/CD30. Tras la maduracion por afinidad, el
anticuerpo MCSP obtuvo cierta union a MCSP D3 murino recombinante. El valor de Kp para esta interaccion esta
en el intervalo mM (1,6 mM). Los valores cinéticos se resumen en la tabla 10.
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Tabla 10. Afinidad de TCB MCSP por MCSP D3 humano, de macaco cangrejero y murino y CD3¢/CD35%
humano y de macaco cangrejero (T = 25 °C).

Kas [1/Ms] Kdis [1/s] t12 [min] Ko [nM]
MCSP D3 humano 3,89 x 105 5,63 x 10°° 205 0,15
MCSP D3 de macaco 3,70 x 105 4,39 x 105 263 0,12
MCSP D3 murino nd nd nd 1570*
CD3¢g/CD35 humano 4,99 x 104 3,92 x 108 2,9 78,7
CD3¢/CD3% de macaco 4,61 x 104 4,78 x 103 2.4 104

* determinado por medicion en situacion de equilibrio
Ejemplo 20
Estabilidad térmica de TCB CEA

La estabilidad térmica de TCB CEA se monitorizé mediante dispersion dinamica de la luz (DLS). Se aplicaron por
duplicado 30 ug de muestra de proteina filtrada con una concentraciéon de proteinas de 0,5 mg/ml a un lector de
placas Dynapro (Wyatt Technology Corporation; EE. UU.). La temperatura se elevé de 25 a 75 °C a 0,05 °C/min,
obteniéndose el radio y la intensidad de dispersion total.

El resultado se muestra en la figura 21. La temperatura de agregacion de TCB CEA se midi6 a 55 °C.
Ejemplo 21
Estabilidad térmica de TCB MCSP

La estabilidad térmica de TCB MCSP se monitorizd6 mediante dispersion dinamica de la luz (DLS). Se aplicaron
por duplicado 30 yg de muestra de proteina filtrada con una concentracién de proteinas de 0,5 mg/ml a un lector
de placas Dynapro (Wyatt Technology Corporation; EE. UU.). La temperatura se elevé de 25 a 75 °C a 0,05 °C/min,
obteniéndose el radio y la intensidad de dispersion total.

El resultado se muestra en la figura 22. La temperatura de agregacion de TCB MCSP se midi6é a 55 °C.
Ejemplo 22

Destruccion mediada por linfocitos T de células diana tumorales que expresan MCSP inducida por
anticuerpos TCB MCSP y MCSP 1+1 CrossMab

La destruccién mediada por linfocitos T de células diana inducida por anticuerpos TCB MCSP y TCB MCSP 1+1
CrossMab (un anticuerpo biespecifico activador de linfocitos T que tiene las mismas secuencias de unién a CD3 y
MCSP que TCB MCSP, con el formato molecular que se muestra en la figura 1D) se evalud en células diana
tumorales A375 (MCSP alto), MV-3 (MCSP medio) y HCT-116 (MCSP bajo). Se us6 LS180 (linea celular tumoral
negativa para MCSP) como control negativo. La destruccion de las células tumorales se evalué 24 h y 48 h después
de la incubacién de las células diana con los anticuerpos y las células efectoras (PBMC humanos). En resumen,
se recogieron células diana con tripsina/EDTA, se lavaron y se sembraron a una densidad de 25.000 células/pocillo
usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dejé que las células se adhirieran durante la noche. Los leucocitos
monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante centrifugacion por densidad en
Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas de linfocitos (capas leucociticas) obtenidas de donantes
humanos sanos. Se diluyé la sangre recién obtenida con PBS estéril y se colocé en una capa sobre un gradiente
de Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura ambiente), se
desechd el plasma por encima de la interfase que contenia los PBMC y se transfirieron los PBMC a un nuevo tubo
Falcon llenado posteriormente con 50 ml de PBS. Se centrifugé la mezcla (400 x g, 10 minutos, temperatura
ambiente), se desecho el sobrenadante y se lavé el sedimento de PBMC dos veces con PBS estéril (etapas de
centrifugacion 350 x g, 10 minutos). Se conté automéaticamente la poblacion de PBMC resultante (ViCell) y se
mantuvo en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom, K0302) en
incubadora celular (37 °C, CO2 al 5 %) hasta su uso posterior (no mas de 24 h). Para el ensayo de destruccion, se
afnadieron los anticuerpos a las concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 10 nM por triplicado). Se
anadieron PBMC a células diana a la proporcion E:T final de 10:1. Se evalu6 la destruccion de células diana
después de 24 h y 48 h de incubacion por cuantificacion de LDH (lactato deshidrogenasa) liberada en
sobrenadantes celulares por células apoptéticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.°
11 644 793 001). Se logrd la lisis maxima de las células diana (= 100 %) por incubacion de células diana con Triton
X-100 al 1 %. Lisis minima (= 0 %) se refiere a células diana coincubadas con células efectoras sin anticuerpo
biespecifico. Los resultados muestran que el anticuerpo TCB MCSP es mas potente que el anticuerpo MCSP 1+1
CrossMab TCB, ya que indujo una destruccion mas fuerte de las células diana que expresan MCSP en ambos
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puntos temporales y en todas las células diana tumorales (figura 23A-H). Los valores de CEso relacionados con los
ensayos de destruccion, calculados usando GraphPadPrism5, se dan en la tabla 11.

Tabla 11. Numero de copias del receptor de MCSP y valores de CEso (pM) para la destruccion mediada por
linfocitos T de células tumorales que expresan MCSP inducida por el anticuerpo TCB MCSP (n.d. = no
determinado)

Linea celular Numero de copias del receptor de MCSP CEso [pM] 24 h CEso [pM] 48 h

A375 387.058 0,1 n.d.

MV-3 260.000 1,0 0,7

HCT-116 36770 ~ 6,2e-008 ~ 0,09

LS180 negativo ~ 764 n.d.
Ejemplo 23

Regulacion por incremento de CD25 y CD69 en células efectoras CD8* y CD4* después de la destruccion
mediada por linfocitos T de células tumorales que expresan MCSP inducida por anticuerpos TCB MCSP y
MCSP 1+1 CrossMab

La activacioén de linfocitos T CD8* y CD4* después de la destruccion mediada por linfocitos T de células tumorales
que expresan MCSP (A375 y MV-3) mediada por los anticuerpos TCB MCSP y MCSP 1+1 CrossMab se evalud
mediante analisis FACS usando anticuerpos que reconocen los marcadores de activaciéon de linfocitos T CD25
(marcador de activacion tardia) y CD69 (marcador de activacion temprana). El anticuerpo y las condiciones del
ensayo de destruccion fueron esencialmente como se describe anteriormente (ejemplo 22), usando el mismo
intervalo de concentraciones de anticuerpo (0,01 pM - 10 nM por triplicado), proporcién E:T 10:1 y un tiempo de
incubacién de 48 h.

Después de la incubacién, se transfirieron PBMC a una placa de 96 pocillos de fondo redondo, se centrifugaron a
350 x g durante 5 miny se lavaron dos veces con PBS que contenia BSA al 0,1 %. Se realizé la tincidon de superficie
para CD8 (anti-CD8 humano FITC, BD n.° 555634), CD4 (anti-CD4 humano PECy7, BD n.° 557852), CD69 (anti-
CD69 humano PE, Biolegend n.° 310906) y CD25 (anti-CD25 humano APC, BD n.° 555434) de acuerdo con las
indicaciones de los proveedores. Las células se lavaron dos veces con 150 pl/pocillo de PBS que contenia BSA al
0,1 % y se fijaron durante 15 min a 4 °C, usando 100 pl/pocillo de tampdn de fijacion (BD n.° 554655). Después de
la centrifugacioén, las muestras se resuspendieron en 200 pl/pocillo de PBS con BSA al 0,1 % que contenia DAPI
para excluir las células muertas para la medicién de FACS. Se analizaron las muestras en FACS Fortessa de BD.
Los resultados muestran que TCB MCSP indujo una regulacion por incremento fuerte y especifica de diana de los
marcadores de activacion (CD25, CD69) en linfocitos T CD8* (figura 24A, B (para células A375) y E, F (para células
MV-3))y linfocitos T CD4* (figura 24C, D (para células A375) y G, H (para células MV-3)) después de la destruccion.
En cuanto a los resultados de destruccién, la activaciéon de linfocitos T fue mas fuerte con TCB MCSP que con
MCSP 1+1 CrossMab.

Ejemplo 24

Preparacion de TCB DP47 GS (2+1 Crossfab-lgG P329G LALA invertida = "TCB no dirigida") que contiene
DP47 GS como anticuerpo de no unién y CH2527 humanizado como anticuerpo anti-CD3

La "TCB no dirigida" se us6 como control en los experimentos anteriores. El anticuerpo biespecifico capta a CD3¢
pero no se une a ningun otro antigeno y, por lo tanto, no puede reticular los linfocitos T con ninguna célula diana
(y posteriormente no puede inducir ninguna destruccion). Por lo tanto, se usé como control negativo en los ensayos
para monitorizar cualquier activacion inespecifica de linfocitos T.

Se subclonaron las secuencias de ADN de la region variable de la cadena pesada y ligera sin cambio del marco
de lectura con la cadena pesada constante o bien la cadena ligera constante preinsertada en el respectivo vector
de expresion de mamifero receptor. La expresion del anticuerpo esta dirigida por un promotor MPSV y lleva una
secuencia sefal poliA sintética en el extremo 3' de la CDS. Ademas, cada vector contiene una secuencia OriP de
EBV.

Se produjo la molécula cotransfectando células HEK293-EBNA con los vectores de expresién de mamifero usando
polietilenimina (PEIl). Se transfectaron las células con los correspondientes vectores de expresién en una

proporcion 1:2:1:1 ("vector de cadena pesada Fc(ojal): "vector de cadena ligera": "vector de cadena ligera
Crossfab": "vector de cadena pesada Fc(botdn)-FabCrossfab").

Para la transfeccion, se cultivaron células HEK293 EBNA en suspension en medio de cultivo CD CHO libre de

suero. Para la producciéon en un matraz de agitacion de 500 ml, se sembraron 400 millones de células HEK293
EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 mina 210 x g

58



10

15

20

25

30

35

40

ES 2775207 T3

y el sobrenadante se reemplazé por 20 ml de medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresiéon se
mezclaron en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion de
540 pl de solucién PEI, la mezcla se sometié a agitacion vorticial durante 15 s y posteriormente se incubé durante
10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mezclaron con la solucion de ADN/PEI, se
transfirieron a matraz de agitacion de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 °C en una incubadora con una
atmosfera de 5 % de CO2. Después del tiempo de incubacion, se afiadieron 160 ml de medio F17 y las células se
cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion, se afiadié acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %
(Lonza). Después de un cultivo de 7 dias, se recogid el sobrenadante para la purificacién mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucion se filtré en condiciones estériles (filtro de 0,22 ym) y se afiadi6 acida de sodio
hasta una concentracion final de 0,01 % (p/v) y se mantuvo en 4 °C.

La proteina secretada se purificd de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando proteina A. El sobrenadante se cargd en una columna HiTrap Protein A HP (VC = 5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 40 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. Se retird
la proteina no unida lavando con al menos 10 volimenes de columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5. La proteina diana se eluyd usando un gradiente en 20 volumenes de
columna desde citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5 hasta citrato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 0,5 M, pH 2,5. Se neutralizé la solucion de proteina afiadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8. Se
concentré la proteina diana y se filtré antes de su carga en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare)
equilibrada con histidina 20 mM, solucién de cloruro de sodio 140 mM a pH 6,0.

Se determind la concentracion de proteina de las muestras de proteinas purificadas midiendo la densidad éptica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado en base a la secuencia de aminoacidos.

Se analizaron la pureza y el peso molecular de las moléculas por analisis CE-SDS en presencia y ausencia de un
agente reductor. Se uso el sistema Caliper LabChip GXII (Caliper Life Sciences) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se usaron 2 ug de muestra para los analisis.

Se analizo el contenido en agregado de las muestras de anticuerpo usando una columna analitica de exclusion
por tamafo TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en K2HPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaNs al 0,02 % (p/v), tampoén de migracion a pH 6,7 a 25 °C.

Tabla 12. Resumen de produccién y purificacion de TCB DP47 GS

Construccion Valor | Rendimiento | Agregado HMW [%] | LMW [%] Mondémero [%]
[mg/l] | [mg/1] después de 1.2
etapa de
purificacion [%]
TCB DP47 GS 103,7 | 8,04 8 2,3 6,9 91,8

La figura 25 y la tabla 13 muestran analisis CE-SDS de TCB DP47 GS (2+1 Crossfab-IgG P329G LALA invertida)
que contiene DP47 GS como anticuerpo de no union y CH2527 humanizado como anticuerpo anti-CD3 (SEQ ID
NO: 59, 60, 61y 62).

Tabla 13. Andlisis CE-SDS de TCB DP47 GS

Pico | kDa Cadena correspondiente

1 165,22 | Molécula con 2 cadenas ligeras faltantes

2 181,35 | Molécula con 1 cadena ligera faltante

3 190,58 | Molécula correcta sin glucosilacion unidad a N
4 198,98 | Molécula correcta
1
2
3
4

TCB DP47 GS no reducida (A)

TCB DP47 GS reducida (B) 27,86 | DP47 GS de cadena ligera
35,74 huCH2527 de cadena ligera
63,57 | Fc(ojal)

93,02 | Fc(botsn)

59



10

15

<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

RAla

Sar

Roche Glycart AG

ES 2775207 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

Moléculas de unién a antigeno activadoras de linfocitos T biespecificas

31447

EP 13156686.1
26/02/2013

122

PatentIn version 3.5

1
455
PRT

Secuencia artificial

HC CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

Val Gln

Lau Arg

Met Asn

Arg Tle

50

Val Lys

Tyr Lau

Lau

Lt

20

Trp

Arg

Gly

GLln

Ser

WVal

Sar

Axg

Mat

Glu

Cys

Lys

Fhe
74a

Asn

Sar

Rla

Gln

Tyr

55

Thz

Sar

Gly

Ala

Ala

RAan

Ila

Gly

Sar

25

Fro

Ran

Sar

Rrg

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

Ala

Lau

Phe

Lys

Ala

Asp

Glu

Val

Thr

Gly

Thr

Asp

Rep

60

Gln

Fhe

Bar

Thr

Fro

Sar

30

Glu

Tyr

Lya

hla

Gly

Thr

Trp

Ala

Ran

Val

Gly

Ty

Val

Asp

Thz

Tyr



Lys

Gly
145

Fro

Thr

val

Asn

Pro

225

Glu

Ahsp

Agp

Gly

Asn
305

Trp

Pro

Cys val Arg His Gly Asn

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

Gly Pro Ser Val FPhe Fro

130

Gly Thr Ala Ala Leu Gly

115

100

Val Thr Val Ser

Fhe

val

Val
210

Lys

Lew

Thr

val

Val
230

Ser

Ala

Pro

Thr

185

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
275

Glu

Thr

Agn

Pro

Ala

180

Val

His

Cys

Gly

Mat

260

Hig

Val

Tyr

Gly

Ile
340

165

val

Pro

Lys

Asp

Gly

245

Ila

Glu

His

Lyg
azs

Glu

150

135

120

ES 2775207 T3

105

Tep Asn Ser Gly

Ser

Fro

L&F 2

230

PFro

Sar

ASp

Asn

Val

30

Glu

Lys

Gln

Ser

Sar

218

The

Sar

Azg

Bro

Ala

295

Val

Tyr

Thr

Ser

Ser

200

Asn

Hia

Val

Thr

Glu
280

Ser

Lysa

Ile

Ser

185

Leu

The

The

Phe

Fro

265

val

Thr

val

Cys

Ser
345

Phe Gly Asn Ser Tyr val Ser

110

Leu Val Thr Val Ser Sar Ala

125

140

155

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cya

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Lau The

Leau Tyr

Thr Gln

Val Asp

220

Pro Pro

235

Phe Pro

Val Thr

FPhe RAan

Pro Arg
300

Thr Val
315

val Ser

Ala Lys

61

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser

Cys Len Val Lys Asp Tyr Phe

Trp Fhe

Sar Thr

Thr Sar

Fro Glu

ig0’

Ser Gly Val His

Ser

Thr

205

Lys

Cya

Pro

Cys

Trp
285

Glu

Leu

Asn

Gly

Lew
130

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
350

175

Sar

Ile

Val

Ala

Pro

255

Val

val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Sar

Cys

Glu

Pro

240

Lys

Val

Rep

Tyr

hsp
320



10

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Fr

355 g

hAgn Gln Val Ser Leu Thr Cys Le
aTe 375

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser As

385

330

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Se

Lys Leu

Cys Ser

Leu Ser
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Ala Val Val Thr Gln

1

The Val Thr Leu Thr Cya

Asn Tyr Ala Asn Trp Val

Leu Ile Gly Gly Thr Asn
50 55

405

=]

0

u

n

r

ES 2775207 T3

Fro Ser Arg Asap

Val Lys Gly Fhe

Gly Gln Pro Glu

Asp Gly Ser Fhe

Glu Leu Thr Lysa

365

280

395

410

Tyr Fro Ser Rsp

Asn Asn Tyr Lys

400

Fhe Leu Tyr Ser

415

Thr vVal Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
425

420

430

Val Met His Glu Ala leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
445

435 44qQ

Leu Ser Pro Gly Lys
455

2

215

PRT

Secuencia artificial

LC CD3 CH2527 (VL_7-46(13

5

20

35

)

40

Glu Pro Ser

Gly Ser Sar

25

Gln Glu Lys

Lya Arg Ala

Leu

10

The

Fro

Fro

Thr Val

Gly Ala

Gly Gln

Gly Thre
&0

Ser Pro Gly Gly
15

Val Thz Ther Sar
30

Ala Phe Arg Gly
45

Pro RAla Arg Phe

Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Ly= Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala

65

70

75

Gln Proe Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn

85

62

85



ES 2775207 T3

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly Gln Pro
100 1058 110

Lyz Ala Ala Pro Ser Val Thr Leu Fhe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu
115 120 125

Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro
130 135 140

Gly Ala ¥al Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Ser Ser Pro Val Lys Ala
145 150 155 160

Gly Val Glu Thr Thr Thr Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala
165 170 175

Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg
180 185 190

Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr
195 200 205

Val Ala Prc Thr Glu Cys Ser

210 215
<210> 3
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 3

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 L. 10 15

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

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

Sar Arg Ile Arg Sar Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp
50 85 &0

63
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20

Ser val Lys Gly Arg Fhe
65 T0

Leu Tyr Leu Gln Met Asn
8BS

Tyr Cys Val Arg His Gly
100

Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
115

<210> 4
<211> 5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Ser

Ran

Thr

Ile

Fhe

Leu
120

ES 2775207 T3

Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
15 80

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
30 95

Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Pha
108 110

Val Thr Val Ser Ser
125

<223>  HCDR1 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 4

Thr Tyr Ala Met Asn

1 5
<210> 5

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>  HCDR2 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 5

Arg Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser

Val Lys Gly

<210> 6
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10 15

<223> HCDRS3 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 6

64
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ES 2775207 T3

His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Ala

Thr val

Agn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gly Ser
<210>
<211>

<212>
<213>

7
109
PRT

5

Secuencia artificial

VL CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

val val

Thr Leu
20

Ala Asn
35

Gly Gly

Ser Leu

Glu Asp

Vval Phe
100

8
14
PRT

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

Gly

Gln

Cys

Val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Secuencia artificial

LCDR1 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

Pro

Ser

Glu

Arg

Lys

Tyr

Thr

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys
105

10

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Ser Pro

Val Thr

30

Ala Phe

45

Pro Ala

Leu Ser

Trp Tyr

Leu

Ser Thr Gly Ala val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn

9
7
PRT

5

Secuencia artificial

10

65

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

Asn
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15

<220>
<223>

<400>

Gly Thr

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Ala Leu
<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

LCDR2 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

9

Asn Lys Arg Ala Pro
5

10

9

PRT

Secuencia artificial

LCDR3 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

10

Trp Tyr Ser Asn Leu Trp Val
5

11

442

PRT

Secuencia artificial

HC MCSP M4-3 (C1)$

11

66



Gln

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Ser

Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Val

Leu

Tyr

Gly

50

Ser

Lys

Asp

Ser

Thr

130

Pro

val

Ser

Ile

val
210

Gln

Ser

Trp

35

Tyxr

Arg

Leu

Phe

Thr

115

Ser

Glu

His

Ser

Cys

195

Glu

Leu

Leu

Asn

Ile

val

Ser

Asp

100

Lys

Gly

Pro

Thr

val

180

Asn

Pro

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

val

Fhe

165

vVal

Val

Lys

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Asn

Ser

Ser

Thr

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

val

Ala

val

His

Cys
215

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

val

120

Ala

Ser

val

Pro

Lys

200

Asp

ES 2775207 T3

Pro

Ser

His

Ser

Asp

Ala

Gly

105

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pra

Lys

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Ser

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

Asn

His

Val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Ala

Leu

140

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr
220

67

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

val

Ala

Gly

Gly

Lys

205

Cys

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

190

Val

Pro

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyzr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Asp

Pro

Gln

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr

Lys

Cys



Pro Ala
225

Lys Pro

Vval val

Tyr Val

Glu Gln
290

His Gln
305

Lys Ala

Gln Pro

Leu Thr

Pro Ser
370

Agn Tyr
385

Leu Tyr

Val Phe

Gln Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

Pr¢ Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
230 235

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
245 250 255

Val Asp Val Ser His Glu asp Pro Glu Val Lys Phe Asn
260 265 270

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
275 280 285

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
295 300

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
310 315

Leu Pro Ala Prc Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
325 330 335

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
340 345 350

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Asp TIle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
375 380

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
390 395

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
405 410 415

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
420 425 430

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

12
214
PRT

Secuencia artificial

LC MCSP ML2 (G3)

12

68

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr



Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

Pro Ser

Thr Ala
130

Lys Val
145

Glu Ser

Ser Thr

Ala Cys

Phe Asn
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser

Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40

Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pro Ser
55 60

Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
70 75

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser
85 90

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys Arg
100 105

vVal Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120

Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
135 140

Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
150 155

Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170

Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185

Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200

Arg Gly Glu Cys

13
112
PRT

Secuencia artificial

VH MCSP M4-3 (C1)

13

69

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ala

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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15

20

Gln Val

Thr Leu

Tyr Tyr

Ile Gly
50

Lys Ser
65

Leu Lys

Ala Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Ser Gly
<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Tyr Ile
<210>
<211>

<212>
<213>

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Phe

14
6
PRT

Leu Gln

Leu Thr
20

Asn Trp

Ile Thr

val Thr

Ser Ser

85

Asp Tyr
100

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Trp

Secuencia artificial

HCDR1 MCSP M4-3 (C1)

14

Tyr Tyr Trp Asn

15
16
PRT

5

Secuencia artificial

HCDR2 MCSP M4-3 (C1)

15

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

ES 2775207 T3

Pro

Ser

25

His

Ser

Asp

Ala

Gly
105

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Val

Ser

Tys

Tyr

60

Lys

Ala

val

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Gln

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Thr Phe Asp Gly Ser Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

16
3
PRT

5

Secuencia artificial

10

70

15



ES 2775207 T3

<220>
<223> HCDR3 MCSP M4-3 (C1)

<400> 16

Phe Asp Tyr
1

5 <210> 17
<211> 107
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
10 <223> VL MCSP ML2 (G3)

<400> 17

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

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

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

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

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

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Ala Leu Pro Trp
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 18
<211> 11
15 <212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LCDR1 MCSP ML2 (G3)

<400> 18

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Asn
20 1 5 10

71
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Tyr Thr
<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Gln

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

19
7
PRT

Secuencia artificial

LCDR2 MCSP ML2 (G3)

19

Ser Ser Leu His Ser
5

20

9

PRT

Secuencia artificial

LCDR3 MCSP ML2 (G3)

20

Tyr Ser Ala Leu Pro Trp Thr
5

21

451

PRT

Secuencia artificial

HC CEA CH1A1A 98-99

21

72



Gln Val G1

Ser Val Lys Val Ser

Gly Met As
35

Gly Trp Il
50

Lys Gly Arg val Thr

65

Met Glu Le

n Leu Val

20

n Trp Val

e Asn Thr

u Arg Ser

70

85

Gln Se

Arg Gl

55

r Gly

Cys Lys Ala

n Ala

Ala

Ser

ES 2775207 T3

Glu

10

25

40

Lys Thr Gly

Phe Thr Thr

Leu Arg Ser

hAla Arg Trp Asp Phe Ala Tyr

Gln Gly

Val FPhe
130

Ala Leu
145

Sar Trp

Val Leu

Fro Ser

Lys Pro

210

Asp Lys
225

100

The Thr
115

Fro Lau

Gly Cys

Asn Ser

Gln Ser

1LBO

Ser Ser
195

Sar Asn

Thr His

Val

Ala

Lagla

Gly

165

Ser

Thr

The

Thr

Fro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys
230

Val

Sar

135

Lys

Lau

Lau

Thr

Val

215

Pra

Tyr

Sar

120

Sar

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Rhsp

Fro

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

Ala

Thr

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

Lys

Phe

Leun

Pro

Thr

30

45

60

75

90

Val
105

Sar

Lys

Sar

Sar

185

Thr

Lys

Cys

Glu

Ala

Ser

FPhe

Gly

170

LTau

Tys

Lys

Pro

Thr

Asp Thr Ala Vval

val

Ser

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

hla Met Asp Tyr Trp Gly

Sar

Fro

155

Val

Sar

Ilae

Val

Ala
235

Sex
140

Glu

Saxr

Cys

Glu
220

Pro

Lys

125

Gly

Fro

Thr

Val

Asn

205

Fro

Glu

110

Gly

Gly

Vval

Fha

Val

190

Val

Lys

Lau

Pro

Thr

Thr

Pro

175

The

Asn

Sar

Lau

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

Cys

Gly
240

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

245

250

255

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

260

265

270

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe ARsn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

275

280

73

285



ES 2775207 T3

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gla Tyr Asn Sar Thr Tyr
290 295 200

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
305 310 318 320

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Fro Ala Fro Ile
325 330 335

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gla Val
340 345 350

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser
355 360 365

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
370 375 380

Trp Glu Ser Asgn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
385 390 395 400

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
405 419 415

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
420 425 430

His Glu Ala Leu His Asn Hig Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys

450
<210> 22
<211> 215
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LC CEA 2F1

<400> 22

74



10

Asp

Asgp

val

Tyr

Ser

65

Glu

Phe

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

Ser

115

Ala

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

23
121

PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gln

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gln

Thr

Gln

Asp

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Secuencia artificial

Ser

Cys

Lys

Lys

55

Phe

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

VH CEA CH1A1A 98-99

23

Pro

Lys

Pro

40

Arg

Thr

Cys

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

ES 2775207 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Ala

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

75

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Tyr

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Tys



10

15

Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Val

val

Met

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

Trp

Thr

115

24
5
PRT

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Arg

Asp

100

Thr

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Phe

Val

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

Leu

Ala

Thr

Secuencia artificial

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Tyr

Val

ES 2775207 T3

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro
40

Gly Glu

Thr Asp

Ser Asp

Tyr Val
105

Ser Ser
120

HCDR1 CEA CH1A1A 98-99

24

Gly Met Asn
5

25

17

PRT

Secuencia artificial

HCDR2 CEA CH1A1A 98-99

25

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Glu

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

val

Ser

Val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Trp

Ala

Phe

Met

FPhe

Tyr

80

Cys

Gly

Trp Ile Asn Thr Lys Thr Gly Glu Ala Thr Tyr Val Glu Glu Phe Lys

1

Gly

5

10

76

15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trp Asp
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

val ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

26
12
PRT

Secuencia artificial

HCDR3 CEA CH1A1A 98-99

26

ES 2775207 T3

Phe Ala Tyr Tyr Val Glu Ala Met Asp Tyr

27
108
PRT

5

Secuencia artificial

VL CEA 2F1

27

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Phe

28
11
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gln

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Gly

Secuencia artificial

Ser

Cys

Lys

Llys

55

Phe

Tyr

Thr

Pro

Lys

Pro

40

Arg

Thr

Cys

Lys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

His

Leu
105

10

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Glu

Leu

Ala

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ile

Ser

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

77

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyzr

Ile

Gly

Pro
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<213>
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<400>

Ser Ala
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<210>
<211>
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<213>

<220>
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<400>

His Gln
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<210>
<211>
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<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

LCDR1 CEA 2F1

28

Ser Ala Ala Val Gly Thr Tyr Val Ala
5 10

29

7

PRT

Secuencia artificial

LCDR2 CEA 2F1

29

Ser Tyr Arg Lys Arg
5

30

10

PRT

Secuencia artificial

LCDR3 CEA 2F1

30

Tyr Tyr Thr Tyr Pro Leu Phe Thr
5 10

31

111

PRT

Secuencia artificial

VL CD3 CH2527 (VL_7-43(11))
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Gln Thr

Thr Val

Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Thr

Ala
35

Gly

Ser

Glu

val

32
125
PRT

Val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe
100

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Gln

Cys

val

Asn

Gly

70

Ala

Gly

Secuencia artificial

Glu

Gly

Gln

ES 2775207 T3

Pro Ser

Ser Ser
25

Gln Lys
40

Lys Arg Ala

55

Gly

Glu

Gly

Lys Ala

Tyr Tyr

Thr Lys
105

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

S0

Leu

VH CD3 CH2527 (VHcomboA49SV93A)

32

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

val

Ser Pro Gly Gly
15

Val Thr Thr Ser
30

Ala Pro Arg Gly
45

Pro Ala Arg Phe

Leu Ser Gly Val
80

Trp Tyr Ser Asn
95

Leu Ser Ser
110

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Ser Leu

Ala Met

Sar IL!L'g

Ser Val

a5

20

5

Arg Lau Ser

Asn Trp Val

Ila Arg Sar

Lys Gly Arg

Cys

Arg

I.}! 8

Pha
TO0

Ala

Gln

Tyz

35

Thr

Ala Ser Gly

25

Ala Fro Gly

40

Asn AsSn T‘f!l.'

Ile Ser Arg

10

Phe Thr

Lys Gly

Ala Thr

&0

15

Phe Ser Thr Tyr
30

Leu Glu Trp Val
45

Tyr Ty Ala Asp

Asp Asp Ser Lys Asn Thr

75

79
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Ala Tyr
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Glu Val
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Ala Met

Ser Arg
50

Ser Vval
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Ala Tyr
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

ES 2775207 T3

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

85 = 10]

95

Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe

100 105 110

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

33
125
PRT

Secuencia artificial

VH CD3 CH2527 (VHcomboA49SV93AR94K)

33

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

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

Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

Ile Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr
55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys
70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

Ala Lys His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser
100 105 110

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

34
112
PRT

Secuencia artificial

VH MCSP M4-3 (D6)
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Thr

Trp
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Asn

Val
95

Irp

Gly

Tyr

Vval
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Thr
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Gln Val
1

Thr Leu

Tyr Tyr

Ile Gly
50

Lys Ser
65

Leu Lys

Ala Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Thr
1
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

Gln

Ser

Trp

Tyxr

Arg

Leu

Phe

35
15
PRT

Leu

Leu

20

Asn

Ile

val

Ser

Asp
100

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Trp

Secuencia artificial

HCDR2 MCSP M4-3 (D6)

35

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

ES 2775207 T3

Pro

Ser

25

His

Lys

Asp

Ala

Gly
105

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala
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Lys

Ile

Gly

45

Asn

Ahsn

Val

Thr

Pro

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Phe Asp Gly Lys Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

36
112
PRT

5

Secuencia artificial

VH MCSP M4-3 (A7)

36
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Cys
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Gln Val

Thr Leu

Tyr Tyr

Ile Gly
50

Lys Ser
65

Leu Lys

Ala Asp
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Thr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Phe

37
6
PRT

Leu Gln

Leu Thr
20

Asn Trp

Ile Thr

val Thr

Ser Ser

85

Asp Tyr
100

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Trp

Secuencia artificial

HCDR1 MCSP M4-3 (A7)

37

Tyr Tyr Trp Asn

38
15
PRT

5

Secuencia artificial

HCDR2 MCSP M4-3 (A7)

38

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

ES 2775207 T3

Pro

Ser

25

His

Arg

Asp

Ala

Gly
105

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Val

Ser

Tys

Tyr

60

Lys

Ala

val

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

Ser Gln
15

Asp Gly

Glu Trp

Ser Leu

Phe Ser
80

Tyr Cys
95

Ser Ser

Phe Asp Gly Arg Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

39
112
PRT

5

Secuencia artificial
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Gln Val
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Tyr Tyr

Ile Gly
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Lys Ser
65
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile Thr
1
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<211>
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<213>

<220>
<223>

<400>

VH MCSP M4-3 (B7)
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Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Phe

40
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PRT

Leu

Leu

20

Asn

Ile

val

Ser

Asp
100

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Glu

Cys

Ile

Phe
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70

Val

Trp

Secuencia artificial

HCDR2 MCSP M4-3 (B7)

40

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

ES 2775207 T3

Pro

Ser

25

His

Ile

Asp

Ala

Gly
105

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

val

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Phe Asp Gly Ile Asn Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

41
112
PRT

5

Secuencia artificial

VH MCSP M4-3 (B8)
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Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

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

Tyr Tyr Trp

Ile Gly Tyr
50

Lys Ser Arg
65

Leu Lys Leu

Ala Asp Phe
<210> 42
<211> 112
<212> PRT
<213>

<220>

<223>

<400> 42

Gln Val Gln
1

Thr Leu Ser

Tyr Tyr Trp
35

Ile Gly Tyr
50

Lys Ser Arg
65

Leu Lys Leu

Ala Asp Phe

<210> 43

Leu

20

Asn

Ile

Val

Ser

Asp
100

Leu

Leu

20

Asn

Ile

val

Ser

Asp
100

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Cys

Ile

Phe

Tle

70

Val

Trp

Secuencia artificial

VH MCSP M4-3

Glu

Cys

Ile

Tyr

Ile

Val

Trp

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

ES 2775207 T3

Ser

25

His

Arg

Asp

Ala

Gly
105

Pro

Ser

25

His

Ser

Asp

bla

Gly
105

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Gly Ser

Gly Lys

Asn Tyr

60

Ser Lys
75

Thr Ala

Leu Val

Leu Val

Gly Ser

Gly Lys

Asn Tyr

60

Ser Lys

Thr Ala

Leu Val

84

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val
110

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyzr

95

Ser

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

Ser

Gln

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys
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Asp
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Thr
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Arg
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Tyr
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Gly
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg
1

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

107
PRT

Secuencia artificial

VL MCSP ML2 (E10)

43

Gln Met

val Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

44
11
PRT

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencia artificial

LCDR1 MCSP ML2 (E10)

44
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Cys

Lys

His

55

Phe

His

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

ES 2775207 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Leu

Tyr

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser Tyr Gly Ile Arg Gly Tyr Leu Asn

45
9
PRT

5

Secuencia artificial

LCDR3 MCSP ML2 (E10)
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Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

Ser

85

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Lys

Ser

Arg

Leu

Phe

Leu

Leu

Val
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Gly

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
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<400>

45

ES 2775207 T3

Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Trp Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
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<213>

<220>
<223>

<400>

46
107
PRT

5

Secuencia artificial

VL MCSP ML2 (E10-G3)

46

Gln Met

vVal Thr
20

Trp Tyr
35

Thr Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gln
100

47
107
PRT

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencia artificial

VL MCSP ML2 (C5)

47

Ser

Cys

Lys

His

55

Phe

His

Llys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

80

Ile

Leu

Tyr

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Ser

86

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ala

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

15

Gly

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Fro

80

Trp
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Agp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe
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<212>
<213>
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<223>

<400>

Arg Ala
1

<210>
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<213>

<220>
<223>
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Tyr Thr
1
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<213>

Gln
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Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

48
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PRT

Met Thr

Thr Ile
20

Tyr Gln

Gly Ser

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln Gly
100

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencia artificial
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Cys

Lys
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55

Phe

Tyr

Lys

LCDR1 MCSP ML2 (C5)

48

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

val

ES 2775207 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Leu Ser

Arg Gly

Ala Pro

Pro Ser

60

Ile Ser
75

Tyr Ser

Lys

Ser Arg Gly Ile Arg Glu Tyr Leu Asn

49
7
PRT

5

Secuencia artificial

LCDR2 MCSP ML2 (C5)

49

Gly Ser Leu His Ser

50
9
PRT

5

Secuencia artificial

10

87

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Glu

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Val

15

Glu

Leu
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Pro
95
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Tyr
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<223>
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Gln Gln
1
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<212>
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<220>
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<400>

Asp Ile

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Tyr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>
<211>
<212>
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<220>
<223>

<400>

LCDR3 MCSP ML2 (C5)

50

ES 2775207 T3

Tyr Ser Glu Leu Pro Trp Thr

51
107

PRT

5

Secuencia artificial

VL MCSP ML2 (C5-G3)
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Gln

val

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

52
107

PRT

Met

Thr

20

Tyr

Gly

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Secuencia artificial

VL MCSP ML2

52
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Cys

Lys
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55

Phe

Tyr

Llys

Pro

Arg
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40

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

20

Ile

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

75

Tyr
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Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Ser

88

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ala

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Leu

val

15

Glu

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80
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Asp Tle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser lLeu Ser Ala Ser Val Gly

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

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

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Lys Leu Pro Trp
85 80 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 53
<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

<400> 53
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Gln Ala

Thr Val

Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

Ser Thr

Thr Ser
130

Pro Glu
145

Val His

Ser Ser

Ile Cys

Vval Glu
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Thr

Ala

Gly

Ser

Glu

Val

Lys

115

Gly

Pro

Thr

val

Asn
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Pro

54
685
PRT

Val

Leu

20

Asn

Gly

Leu

Asp

Phe

100

Gly

Gly

Val

Phe

val

180
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Lys

Thr

Thr

Trp

Thr

Leu

Glu

85

Gly

Pro

Thr

Thr

Fro
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Thr
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Ser

Gln

Cys

val
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Gly

70

Ala

Gly

Ser

Ala

Val
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Ala

Val
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Secuencia artificial

MCSP M4-3 (C1) (VH-CH1) - CD3 CH2527 (Crossfab VH-Ck) - Fc(botén) P329GLALA
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Glu
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Glu

Arg

Lys

Tyr

Thr
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Trp
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Pro
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ES 2775207 T3
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Ser
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Lys
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Tyr

Lys

105
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Gly
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Pro
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Ser
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Gly
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Leu
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Thr
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Thr
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Thr

Leu
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Lys

90
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Trp
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Ser
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Lys
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Leu

Thr
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Pro

Thr
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Phe
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Ser

Tyr

Ser
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Ser
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Thr

Tyr
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Asp

Gly
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Arg

Arg
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Lys

Tyr

Ser

Ser
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Thr

Lys
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Tyr

Lys
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Lys
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Thr
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Trp

Tyr

Arg
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Phe

Thr

115

Ser

Glu
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Leu
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Asn
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Val
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100
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Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

Val

Glu

Cys

Ile

Phe

Tle

70

Val

Trp

Proc

Thr

Thr
150

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

val

Gly

val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

vVal

120

Ala

Ser

ES 2775207 T3

Pro

Ser

25

His

Ser

Agsp

Ala

Gly

105

Phe

Leu

Trp

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

Thr

Pro

Gly

Asn

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser
155

Val

Ser

Lys

Tyr

60

Tys

Ala

vVal

Ala

Leu

140

Gly

91

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

Vval

Ala

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

val

110

Ser

Lys

Leu

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Gln

Gly

Trp

Leu

Ser

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser
160



Gly

Leu

Tyr

Lys

Gly

225

Gly

Thr

Trp

Ala

Asn

305

Val

Trp

Ser

Leu

Pro

385

Gly

val

Ser

Ile

val

210

Ser

Gly

Tyr

val

Asp

290

Thr

Tyr

Phe

val

Lys

370

Arg

Asn

His

Ser

Cys

195

Glu

Glu

Ser

Ala

Ser

275

Ser

Leu

Tyr

Ala

Ala

355

Ser

Glu

Ser

Thr

val

180

Asn

Pro

val

Leu

Met

260

Arg

Val

Tyr

Cys

Tyr

340

Ala

Gly

Ala

Gln

FPhe

165

val

Val

Lys

Gln

Arg

245

Asn

Ile

Lys

Leu

Val

325

Trp

Fro

Thr

Lys

Glu
405

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

230

Leu

Trp

Arg

Gly

Gln

310

Arg

Gly

Ser

Ala

Val

3%0

Ser

Ala

Val

His

Cys

215

Leu

Ser

Val

Ser

Arg

295

Met

His

Gln

Val

Ser

375

Gln

val

Val

Pro

Lys

200

Asp

Glu

Cys

Arg

Lys

280

Phe

Asn

Gly

Gly

Phe

360

val

Trp

Thr

Leu

Ser

185

Pro

Gly

Ser

Ala

Gln

265

Tyr

Thr

Ser

Asn

Thr

345

Ile

val

Lys

Glu

ES 2775207 T3

Gln

170

Ser

Ser

Gly

Gly

Ala

250

Ala

Asn

Ile

Leu

Phe

330

Leu

Phe

Cys

Val

Gln
410

Ser

Ser

Asn

Gly

Gly

235

Ser

Pro

Asn

Ser

Arg

315

Gly

val

Pro

Leu

Asp

395

Asp

Ser

Leu

Thr

Gly

220

Gly

Gly

Gly

Tyr

Arg

300

Ala

Asn

Thr

Pro

Leu

380

Asn

Ser

92

Gly

Gly

Lys

205

Ser

Leu

Phe

Lys

Ala

285

Asp

Glu

Ser

val

Ser

365

Asn

Ala

Lys

Leu

Thr

190

val

Gly

val

Thr

Gly

270

Thr

Asp

Asp

Tyr

Ser

350

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

175

Gln

Asp

Gly

Gln

Phe

255

Leu

Tyr

Ser

Thr

Val

335

Ser

Glu

Phe

Gln

Ser
415

Ser

Thr

Lys

Gly

Pro

240

Ser

Glu

Tyr

Lys

aAla

320

Ser

Ala

Gln

Tyr

Ser

400

Thr



Tyr

His

val

Pro

465

Phe

val

Phe

Pro

Thr

545

val

Ala

Arg

Gly

Pro

625

Ser

Gln

His

Ser

Lys

Thr

450

Pro

Bro

Thr

Asn

Arg

530

val

Ser

Lys

Asp

Phe

610

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210>
<211>
<212>

Leu

val

435

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

515

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

595

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
675

55
442
PRT

Ser

420

Tyr

Ser

Pro

Lys

val

500

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

580

Leu

Pro

Asn

Leu

val
660

Gln

Ser

Ala

Phe

Ala

Pro

485

Val

val

Gln

Gln

Ala

565

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

645

Phe

lys

Thr

Cys

Asn

Pro

470

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

550

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

€30

Ser

Ser

Ser

Leu

Glu

Arg

455

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

535

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

615

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

val

440

Gly

Ala

Thr

Vval

Val

520

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

600

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
685

680

ES 2775207 T3

Leu

425

Thr

Glu

Ala

Leu

Ser

505

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

585

vVal

Val

Pro

Thr

val

665

Ser

His

Cys

Gly

Met

490

His

Val

Tyr

Gly

Ile

570

Val

Ser

Glu

Pro

Val

650

Met

Lys

Gln

Asp

Gly

475

Ile

Glu

His

Arg

Lys

555

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

635

Asp

His

Ala

Gly

Lys

460

Pro

Ser

Asp

Asn

val

540

Glu

Lys

Thr

Trp

Glu

620

Leu

Lys

Glu

93

Asp

Leu

445

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

525

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

605

Ser

Asp

Ser

Ala

Tyr

430

Ser

His

Val

Thr

Glu

510

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

590

Leu

Asn

Ser

Leu

670

Glu

Ser

Thr

Phe

Pro

495

val

Thr

val

Cys

Ser

375

Pro

val

Gly

Asp

Trp

655

His

Lys

Pro

Cys

Leu

480

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

560

Lys

Cys

Lys

Gln

Gly

€40

Gln

Asn



<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Val
1

Thr Leu

Tyr Tyr

Ile Gly
50

Lys Ser
65

Leu Lys

Ala Asp

Ala Ser

Ser Thr

130

Phe Pro
145

Gly Val

Leu Ser

Secuencia artificial

ES 2775207 T3

MCSP M4-3 (C1) (VH-CH1) - Fc(ojal) P329GLALA

55

Gln Leu

Ser Leu

Trp Asn

Tyr Ile

Arg val

Leu Ser

Phe Asp

100

Thr Lys

115

Ser Gly

Glu Pro

His Thr

Ser val
180

Gln

Thr

Trp

Thr

Thr

Ser

85

Tyr

Gly

Gly

Val

Fhe

165

val

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Trp

Pro

Thr

Thr

150

Pro

Thr

Ser

Thr

Arg

Asp

55

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ala

val

Gly

Val

Gln

40

Gly

Arg

Ala

Gln

val

120

Ala

Ser

val

Pro

Pro

Ser

His

Ser

Asp

Ala

Gly

105

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
185

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Thr

Asp

90

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Ser

Leu

Gly

Gly

Asn

Ser

75

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

155

Ser

Ser

val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

val

Ala

Leu

140

Cly

Ser

Leu

94

Lys

Ile

Gly

45

Asn

Asn

Val

Thr

Pro

125

Val

Ala

Gly

Gly

Pro

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

val

110

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr
190

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

175

Gln

Gln

Gly

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Ser

Lys

Tyr

Ser

160

Ser

Thr



Tyr

Lys

Pro

225

Lys

val

Tyr

Glu

His

305

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

385

Leu

Val

Gln
435

Ile

val

210

Ala

Pro

val

Val

Gln

250

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

370

Tyr

val

Phe

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Cys

195

Glu

Pro

Lys

val

Asp

275

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

355

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

56
214
PRT

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

260

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

340

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

420

Leu

Val

Lys

Ala

Thr

245

val

Val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

405

Ser

Ser

Asn

Ser

ala

230

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

310

Pro

Gln

Val

Val

Pro

350

Thr

Val

Leu

440

Secuencia artificial

His

Cys

215

Gly

Met

His

val

Tyr

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu

375

Pro

val

Met

Ser

Lys

200

Asp

Gly

Ile

Glu

His

280

Arg

Lys

Glu

Cys

Leu
360

Trp

Val

Asp

His

Pro
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Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

265

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

345

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

425

Gly

Ser

Thr

Ser

Arg

250

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

330

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

410

Ala

Lys

Asn

His

val

235

Thr

Glu

1ys

Ser

Lys

315

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

385

Arg

Leu

Thr

Thr

220

Phe

Pro

val

Thr

Val

300

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

380

Asp

Trp

His

95

Lys

205

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

365

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Pro

Phe

Val

Phe

270

Pro

Thr

val

Ala

Arg

350

Gly

Pro

Ser

Gln

His
430

Asp

Pro

Pro

Thr

255

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

335

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

415

Tyr

Lys

Cys

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

320

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

400

Asn

Thr



10

<223>

<400>

Gln Ala

Thr Val

Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly
65

Gln Pro

Leu Trp

Ser Thr

Thr Ser
130

Pro Glu
145

Val His

Ser Ser

Ile Cys

val Glu
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

ES 2775207 T3

LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

56

val val Thr Gln

Thr Leu Thr Cys
20

Ala Asn Trp Val
35

Gly Gly Thr Asn

Ser Leu Leu Gly
70

Glu Asp Glu Ala
85

Val Phe Gly Gly
100

Lys Gly Pro Ser
115

Gly Gly Thr Ala

Pro Val Thr Val
150

Thr Phe Pro Ala
165

val val Thr Vval
180

Asn Val Asn His
195

Pro Lys Ser Cys

57
694
PRT

Secuencia artificial

CEA CH1A1A 98/99 - CD3 CH2527 (Crossfab VH-CKk) - Fc(boton) P329GLALA

Glu

Gly

Gln

Lys

55

Gly

Glu

Gly

vVal

Ala

135

Ser

Val

Pro

Llys

Pro

Ser

Glu

40

Arg

Lys

Tyr

Thr

Phe

120

Leu

Irp

Leu

Ser

Pro
200

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Ala

Tyr

Lys

105

Fro

Gly

Asn

Gln

Ser

185

Ser

Leu

10

Thr

Pro

Pro

Ala

Cys

90

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

170

Ser

Asn

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Thr

Ala

Leu

Gly

155

Ser

Leu

Thr

Val

Ala

Gln

Thr

60

Thr

Leu

Val

Pro

val

140

Ala

Gly

Gly

Lys

96

Ser

Val

Ala

45

Pro

Leu

Trp

Leu

Ser

125

Lys

Leu

Leu

Thr

val
205

Pro

Thr

Phe

Ala

Ser

Tyr

Ser

110

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

190

Asp

Gly

15

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

95

Ser

Lys

Tyxr

Ser

Ser

175

Thr

Lys

Gly

Ser

Gly

Phe

Ala

80

Asn

Ala

Ser

Phe

Gly

160

Leu

Tyr

Lys



<400>

Gln Val
1

Ser Val

Gly Met

Gly Trp

Lys Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Gln Gly

Val Phe

130

Ala Leu
145

Ser Trp

val Leu

57

Gln

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

Trp

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Leu

val

Trp

Asn

val

Arg

Asp

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser
180

Val

Ser

Val

Thr

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Gln

Cys

Lys

Phe

70

Leu

ala

Thr

Pro

Vval

150

Ala

Ser

lys

Gln

Thr

Thr

Arg

Tyr

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

ES 2775207 T3

Ala

Ser

Pro

Glu

Asp

Asp

Val

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser
185

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Glu

Ala

Ser

Fhe

Gly

170

Leu

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

97

Lys

Phe

Leu

45

Val

Ser

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

val

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

val

Phe

val
190

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Vval

160

Ala

val



ES 2775207 T3

FPro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val hAsn His
1985 200 205

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys
210 215 220

Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Leu
225 230 235 240

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser
245 250 255

Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val
260 265 270

Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser Arg Ile Arg Ser
275 280 285

Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg
230 295 300

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met
305 310 315 320

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His
325 330 335

Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
340 345 350

Gly Thr Lew Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Val Ala Ala Pro Ser Val
355 380 365

Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser
370 375 380

Vval Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe Tyr Pre Arg Glu Ala Lys Val Gln
385 350 385 400

Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val
405 410 415

Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu
420 425 430

Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu

435 440 445

Val Thr His Gln Gly Lleuw Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg
450 433 460

98



Gly

465

Ala

Thr

val

val

Ser

545

Leu

Ala

Fro

Gln

Ala

€25

Thr

Lau

Sar

Glu

Ala

Leu

Sar

Glu

530

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

610

val

Pro

Thr

Val

Cys

Gly

Met

Hig

515

val

TyrE

Gly

Ila

val

595

Ser

Glua

Fro

Val

Mak
675

Asp

Gly

Ile

500

Glu

His

Arg

Lys

Glu
580

Ty

Leu

Trp

Val

h'p

660

His

Lys

Pro

485

Ser

.lﬂp

Asn

Val

Glua

565

Lys

Thr

TED

Glu

Leu
645

Lys

Glu

Ser Leu Ser Pro Gly
690

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

58
451
PRT

Thr

470

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

550

Tyr

Thr

Lau

Cys

Ser

630

Asp

Sar

Ala

Lys

Secuencia artificial

His

val

Thr

Glu

Lys

535

Ser

Lys

Ila

Fro

615

Asn

Ser

Rrg

Thr

Phe

Pro

val

520

Val

Cys

Fro

600

val

Gly

Asp

Trp

His
680

ES 2775207 T3

Cys

Leu

Glu

505

Lya

Lys

Leu

Lys

585

Cys

Lysa

Gln

Gly

Gln

665

Asn

Fro

Fhe

430

Val

Phe

Frao

Thr

Val

370

Ala

hrg

Gly

Fro

Ser

850

Gln

His

Fro

475

Pro

Thr

Agn

Val

555

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

635

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

T!.'P

Glu

540

Leu

hsn

Gly

Glu

TYyr

620

Asmn

Phe

Asn

Thz

Fro

Lys

Val

T}rr

525

Glu

Hig

Lys

Gln

Leu

605

FPro

Asn

Leu

Val

Gln
685

CEA CH1A1A 98/99 (VH-CH1) - Fc(ojal) P329GLALA

58

99

Ala

Fro

Val

310

Val

Gln

Gln

Ala

Fro

590

Thr

Ser

TYI‘

Tyr

Fhe

670

Lys

Fro

Lys

435

Val

Asp

Tyr

Asp

Lau

575

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

655

Ser

Sar

Glu

480

Asp

hsp

Gly

Asn

560

Gly

Glu

hsn

Ile

&840

Lys

Cys



Gln

Ser

Gly

Gly

Lys

65

Met

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys Pro

Asp Lys

Val

Vval

Met

Trp

Gly

Glu

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Gln

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

Trp

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

Leu

val
20

Trp

Asn

val

Arg

Asp

100

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

195

210

225

Gly Pro

Thr

Eqr Asn

Ser val

His

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Phe

Val

Ala

Leu

Gly

165

Sar

Leu

Thr

Thr

Fhe

Gln

Cys

Arg

Lys

Phe

70

Leu

Ala

Thr

Pro

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Tyr

val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

Gly

Ala

Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

ES 2775207 T3

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

val

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

200

215

230

245

Lieu

Fro

Fhe

Asp Lys

Pro Cys

Pro Fro

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Thr

Asp

90

Glu

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Val

Tyr

Gln

Thr

Ser

75

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Ile

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Lys

Phe

Leu

Vval

Ser

Val

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Gly

Gly

val

Phe

Val

190

Val

205

220

235

250

100

Gly

15

Glu

Trp

Glu

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ala

Phe

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ala

Val

160

Ala

Val

His

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys

Fro Ala Fro Glu Ala Ala Gly

240

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

255



Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Cys

Lew

Trp

385

Val

hsp

His

Ser

Rsp

Asn

230

Val

Glu

Lys

The

Ser

370

GElu

Leu

Lys

Gla

Axg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Lau

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Pro Gly Lys
450

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

59
215
PRT

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ila

340

Fro

Ala

Asn

Ser

hrg

420

Lau

Fro

Val

The

Val

Cys

325

Sar

Fro

Val

Gly

Asp

405

Trp

Hia

Glu

Lys

Lys

Lew

310

Lys

Lys

Sar

Lys

Gln

380

Gly

Gln

Asn

Secuencia artificial

LC DP47 GS

59

Val

Pha

Pro

235

Thr

val

Ala

hrg

Gly

375

Fro

Ser

Gln

His

Thr

Asn
280

Arg

val

Lys

Asp

360

FPhe

Glu

Fhe

Gly

Tyre
440

ES 2775207 T3

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

ABND

Phe

Asn

425

The

Val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Pro

Asn

410

Val

Gln

Val

val

Gln

Gln

315

Ala

Fro

The

Ser

Tyr

385

Val

Fhe

Lys

Val

Asp

Tye

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

L}' 8

Ser

Zar

Saxr

101

Asp Val
270

Gly Val
285

Asn Ser

Trp Leu

Gly Ala

Glu Pro
350

hen Gln
365

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

430

Lau Sar
445

Ser

Glu

Ths

Aszn

Fro

335

Gln

Val

val

Fro

Thr

415

Val

His

Val

T¥E

Gly

320

Ile

Val

S5ar

Glu

Pro

400

Val

Sar



Glu Ile

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Pro Glu

Leu Thr

Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys
145

Gln Glu

Sar Ser

Tyr Ala

Ser Phe
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val Leu Thr Gln

Ala Thr lLeu Ser
20

Ala Trp Tyr Gln

Gly Ala Ser Ser

Gly Ser Gly Thr
70

Asp Phe Ala Val
85

Phe Gly Gln Gly
100

Ser Val Phe Ile
115

Ala Ser Val Val

val Gln Trp Lys
150

S8er val Thr Glu
165

Thr Leu Thr Leu
180

Cys Glu Val Thr
195

Asn Arg Gly Glu

60
214
PRT

Secuencia artificial

Ser

Cys

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

ES 2775207 T3

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

60

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

102

Leu

Val

Pro

Asp

Ser

Gly

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys



ES 2775207 T3

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

Thr Val Thr Leu Thr Cys Gly Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30

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

Leu Ile Gly Gly Thr Asn 1Lys Arg Ala Pro Gly Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr Leu Ser Gly Ala
65 70 75 80

Gln Pro Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Asn
85 90 95

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Ser Ala
100 105 110

Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser
115 120 125

Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
130 135 140

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly
145 150 155 160

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Val val Thr val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr
180 185 190

Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys
195 200 205

Val Glu Pro Lys Ser Cys

210
<210> 61
<211> 688
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DP47 GS (VH-CH1) - CD3 CH2527 (Crossfab VH-Ck) - Fc(boton) P329GLALA

<400> 61

103



Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

val

Ser

Lys

145

Leu

Thr

val

Gly

225

val

Thr

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Gly

Gln

Fhe

Gln

Arg

Ser

Ile

Met

Gly

Ser

115

Lys

Tyxr

Ser

Sar

Thr

195

Lys

Gly

Fro

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ser

100

Ala

Ser

Phe

Gly

Lau

180

TYyE

Lys

Gly

Gly

Thr
260

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Ser

Thr

Pro

Val
165

Sar

Ile

Val

Sar

Gly

245

Tyr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Sar

Cys

Glu

Glu

230

Ser

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Asp

Lys

Gly

135

Pro

Thr

Val

Agn

Pro

215

Val

Leu

Mat

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Phe Pro

Val

wval

200

Lys

Gln

Arg

Asn

ES 2775207 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Trp

105

Pro

Thr

Thr

The

185

Asn

Ser

Lau

Leu

Trp
265

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Ala

Val

Ala val Leu Gln Ser
170

Val

Hisg

Cys

Lau

Ser

250

Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Gln

Val

Ala

Ser
155

Fro

Lys

hAsp

Glu

235

Cys

Arg

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu
140

Trp

Sar

Pro

Gly

220

Sar

Ala

Gln

104

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

Ser

30

Pro

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

Gly Gly

15

95

110

125

Gly

Asn

Ser

Ser

205

Gly

Gly

Ala

Ala

Sar

150

Aszn

Gly

Gly

Ser

Bro
270

Leu

Cys

Ser

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

Val Thr

Ala Pro

Leu Val

Gly Ala

160

Ser Gly

175

Leu

Thr

Gly

Gly

Gly

255

Gly

Gly

Lysa

Ser

Lau

240

Phe

Lysg



Gly

Thr

Asp

305

Asp

Tyr

Ser

Asp

Asn

385

Asp

T}'l.‘

Ser

His

465

Val

Thr

Glu

Lau

Tyr

230

Ser

Thr

val

Ser

Glu

370

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser

450

Thr

Phe

Pro

Val

Thr
530

Glu
275

Tyr

Lys

Ala

Sar

Ala

355

Gln

Tyr

Sar

Thr

Lyg

435

Fro

Cys

Leu

Glu

Lys

515

Lys

Tzp

Ala

AsSn

Val

TEp

340

Ser

Leu

Pro

Gly

Tyr

420

Hisg

Val

Fro

Phe

val

500

Fha

Pro

YVal

ASp

Thr

Tyr

325

Phe

Val

Lys

Agsn
405

Ser

Lysg

Thr

Pro

Fro

485

Thr

Asn

Arg

Sar

Ser

Liau

310

Tyr

Ala

Ala

Ser

Glu

390

Sgr

Lau

Val

Lys

Cys

470

Fro

Cys

Icp

Glu

Azg

val

295

Tyr

Cys

Tyr

Ala

Gly

375

Ala

Gln

Ser

Tirr

Ser

455

Pro

Lys

val

Ile

280

Lysa

Lamu

Val

Trp

Pro

360

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

440

Phe

Ala

Pro

Val

Val
520

ES 2775207 T3

Azg

Gly

Gln

Arg

Gly

345

Ser

Ala

val

Ser

Thr

425

Cys

Asn

Fro

val
505

Asp

Glu Gln Tyr

535

Serx

Arg

Met

His

330

Gln

wval

Ser

Gln

val

410

Leu

Glu

Glu

Asp

430

lsp

Gly

Asn

Lys

Fhe

Agsn

315

Gly

Gly

Phe

Val

Trp
298

Thr

Thr

Val

Gly

Ala

475

The

val

Val

Ser

Tyz

Thr

300

Ser

Asn

Thr

Ile

Val
380

Lys

Glu

Leu

Thre

Glu

460

Ala

Leu

Ser

Glu

Thr
5440

105

Asn

285

Ile

Lau

Fhe

Laau

Phe

365

Cys

Val

Gln

Ser

Hisg
445

Cys

Gly

Met

Hig

Val

525

Tyr

Asn

Ser

Gly

Vval

350

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

430

Gln

Asp

Gly

Ile

Glu

510

Eis

Arg

Tyr

Ala

Asn

335

Thr

Fro

Lau

Asn

Ser

415

Ala

Gly

Lys

Pro

Ser

495

Asp

Asn

Val

Ala

AsSp

Glu

320

Ser

val

Ser

Ran

Ala

400

Lysg

Asp

Lau

Thr

Ser

480

Azg

Fro

Ala

Val



ES 2775207 T3

Ser Val Leu Thr VWal Leu Mis Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
545 550 555 560

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile Glu Lys Thr
565 570 575

Ila Ser Lys Ala Lys Gly Glan Pro Arg Glu Pro Glan Val Tyr The Leu
580 585 590

Fro Pro Cys Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Vval Ser Leu Trp Cys
595 600 605

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Fro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
610 615 620

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
625 630 635 640

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
645 650 655

Arg Trp Glan Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala

66D BBS 670
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
€75 680 685
<210> 62
<211> 445
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> DP47 GS (VH-CH1) - Fc(ojal) P329GLALA

<400> 62

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

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

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

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 &0

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

106



Val

Ser

Lys

145

Leun

Leu

val

Fro

225

Fhe

Val

Phe

Fra

Thr
305

val

Ala

Gln

Lys

Ser

Ser

130

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

210

Pro

Pro

Thr

ASn

230

Val

Saer

Lys

Mat Asn

Gly Ser
1400

Ser Ala
115

Lys Ser

Tyr Phe

Ser Gly

Sar Leu
180

Thr Tyr

195

lys Lys

Cys Fro

Fro Lys

Cys Val
260

Trp Tyr
275

Glu Glu

Leu His

Asn Lys

Gly Gln
340

Sar

Gly

Sar

Thr

Fro

val
165

Ser

Ila

Val

Ala

Fro

245

Val

Val

Gla

Gln

hla
325

Fro

Lau

Phe

Thr

Ser

Glu

150

His

Ser

Cys

Glu

Fro

230

Lys

Val

ﬂ.sp

Tyr

Asp
310

Arg

Arg

Aap

Lys

Gly

135

Fro

Thr

Val

Asn

Pro

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asgn
235

Trp

Gly

Glu

Ala

Tyr

Gly

120

Gly

Val

Fhe

Val

Val

200

Lysa

Ala

Thr

Val

val

280

Ser

Ala

PFro
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Glu

Trp

105

Fro

Thr

Thr

Pro

Thr

185

Asn

Sec

Ala

Leu

Ser

285

Glu

The

Asn

Fro

Gln
345

Asp

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

170

Val

His

Cys

Gly

250

His

Val

Tyr

Gly

Ile
330

Val

Thz

Gln

Val

Ala

Ser

155

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

235

Ile

Glu

Hisg

Lys
315

Glu

Cys

Ala

Gly

Fhe

Leu
140

Tzp

Leu

Ser

Fro

Lys

220

Pro

Ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

107

Val

Thr

Fro

125

Gly

hsn

Gln

Sar

Sar

205

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

285

Val

Tyr

Thr

Tye
Leu

110

Lau

Cys

Sec

Eer

Ser

130

Asn

Hisg

Val

Thr

Glu

270

L:ll'i

Sar

Lys

Ile

Fro
350

Tyz

a5

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

175

Leu

Thz

Thr

Fhe

Pro

255

Val

Thr

Val

Cys

Sar
335

Fro

Cys

Thr

Fro

Val

hla

1g0

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

240

Glu

Lys

Lyﬂ

Leu

Lys
320

Lys

Sar



hrg Asp

Glu

Leu Thr

355

Gly Phe

370

Pro Glu

385

Ser Phe

Gln

Gly

His Tyr

Tyr

ABD

Fhe

Asn

Thr

Fro Ser

ABT TF‘I"

Lys

Asp

Lys

Gln
360

hsn

Ile
375

Ala

Thr

390

Val
405

Leu

Val
420

Fhe

Gln Lys

435

<210>
<211>
<212>
<213>

63

<220>
<223>

<400> 63

gaggtgoago
agctgtgoog
cctggeaaag
tactacgoog
ctgtacctge
cacggeaact
gtgaccgtgt
aagagcacct
coggtgacgg
gteoctacagk
ttgggeacce

aagaaagttg

1365
ADN

Secuencia artificial

tgctggaate
ccagoggett
goctggaatg
acagogtgaa
agatgaacag
toggoaacag
catctgotag
ctgggggcac
tgtogtggaa
cotcaggact
agacctacat

agcccaaatc

Ser

Ser

Ser

Lys

Cys Ser

Sar
440

tggcggcgga
caccttcage
ggtgtcccgy
gggeoggtte
cctgegggee
ctatgtgtet
caccaagggeo
agocggecctg
ctoaggogoc
ctactcocto
ctgcaacgtg

ttgtgacaaa

ES 2775207 T3

Val Ser

val Glu Trp

val
385

Pro Pro

Val
410

Asp

Val
425

Hisg

Lau Sar Pro

HC CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

ctggtgoage
acctacgcca
atcagaagca
accatcagee
gaggacaccg
tggtttgoct
cocatoggtot
ggctgoctgg
ctgaccageog
agcagogtgg
aatcacaagc

actcacacat

Sar Cys Ala

365

Glu
380

Ser Asn

Leu Asp Ser

Lys Ser Arg

Glu Ala Lau

430

Gly Lys

445

ctggoggate
tgaactgggt
agtacaacaa
yggacgacag
ccgtgtacta
actggggeca
tocococotgge
tcaaggacta
gegbgoacac
tgacogtgoc
ccagcaacac

geocacegty

108

Val Lys

Gly 3ln

Asp Gly

400

Gln
415

Hig Asn

toctgagactyg
gogccocaggeo
ctacgecace
caagaacacc
ttgtgtgogg
gggcacecte
accctoctoo
cttccecogaa
ctteoeegget
ctocagoage
caaggtggac

cocagcacct

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

T20
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gaactockgg
atctoecegga
gtcaagtteca
gaggagoagt
tggetgaatyg
gagaaaacca
cocatooogyg
tatcocagog
accacgecta

gacaagagoa

cacaacaact

<210>
<211>
<212>
<213>

64
645

<220>
<223>

<400> 64

caggccegteg
acatgtggeca
aagecccggec
cctgeocagat
cagccagaag
ggcggaggca
ttecceocca
gacttctace
ggegtggaga
ctgagcctga

gagggcagca

<210>
<211>
<212>
<213>

65
375

<220>

ggggaccgte
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagoac
goaaggagta
totocaaage
atgagotogan
acateogeegt
cogtgetgga
ggtggcagea

agacgoagaa

ADN
Secuencia artificial

tgacccagga
gttoctacagg
aggecttcag
tocagoggate
atgaggccga
ccaagctgac
geagegagga
caggcgcegt
ccaccaceec
cccccgagea

cegtggagaa

ADN
Secuencia artificial

agtettocts
cacatgegtyg
ggacggegty
gtaccgtgtyg
caagtgoaag
caaagggcag
caagasccag
ggagtgggag
ctecgacgge

ggggaacgto

gagoctetas

LC CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

acccagectg
cgecogtgacce
aggactgate
tctgectggga
gtactactge
agtcctaggt
actgeoaggee
gacegtggec
cagcaageag
gtggaagagc

aacegtgged

ES 2775207 T3

ttoocoococha
gtggtggacg
gaggtgcata
gteagegteoeo
gtetocaaca
coccogagaac
gteoagootga
ageaatggge
tecttotten
ttotcatget

ctgtotacgy

acagtgtcte
accagcaact
ggcggeacca
ggaaaggcecyg
gecctgtggt
caacccaagqg
aacaaggcca
tggaaggeeg
agcaacaaca
cacaggtecct

cocaccegagt

AACCCRAGOA
tgagccacga
atgccaagac
tocacegtoct
aagecactooe
cacaggtgta
coctgoctggt
Agocqgagan
tctacageaa
cogtgatgoa

gtaaa

ctggeggeac
acgccaactg
acaagagagc
ccctgacact
acagcaacct
ctgecececcag
cactggtety
acagcageca
agtacgcege
acagctgcca

goage

109

cacccteatg
agaccctgag
aaagecgogg
goaccaggac
agecceccate
cacocctgoce
caaaggetto
caactacaag
gotcacegtg

tgaggototg

cgtgaccety
ggtgcaggaa
ccctggeace
gtctggegee
gtgggtgtte
cgtgaccety
cctgatecage
cgtgaaggee
cagcagetac

ggtgacccac

T80

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365
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ES 2775207 T3

<223>  VH CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 65

gaggtgcage tgctggaatc tggcggegga ctggtgcage ctggeggatce
agetgtgeoeg ccageggett cacctteage acctacgeca tgaactgggt
cctggecaaag gectggaatg ggtgtcccgg atcagaageca agtacaacaa
tactacgeceg acagegtgaa gggecggttc accatcagee gggacgacag
ctgtacctgc agatgaacag cctgcgggcc gaggacaccg ccgtgtacta
cacggcaact tcggcaacag ctatgtgtct tggtttgcocct actggggeca
gtgaccgtgt catet

<210> 66

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HCDR1 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))

<400> 66

acctacgcca tgaac

<210> 67

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HCDR2 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))
<400> 67

cggatcagaa gcaagtacaa caactacgcc acctactacg ccgacagcgt gaagggc

<210> 68

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HCDR3 CD3 CH2527 (VH_3-23(12))
<400> 68

cacggcaact tcggcaacag ctatgtgtct tggtttgcct ac

110

tctgagactyg
gogecaggeo
ctacgccace
caagaacacc
ttgtgtgegg

gggcacccte

&0
120
180
240
300
360

375

15

57

42
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VL CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

acccagcctg
cgccgtgace
aggactgatc
tctgetggga
gtactactgc

agtccta

<210> 69

<211> 327

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>

<400> 69

caggccgtcg tgacccagga
acatgtggca gttctacagg
aagcccggec aggcecttcag
cctgoccagat tcagocggatc
cagccagaag atgaggccga
ggcggaggca ccaagctgac
<210> 70

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>

<400> 70

ES 2775207 T3

acagtgtctc
accagcaact
ggcggeacca

ggaaaggccyg

gccctgtggt

LCDR1 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

ggcagticta caggcgecgt gaccaccagce aactacgeca ac

<210> 71

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>

<400> 71

ggcaccaaca agagagcccc t

<210> 72
<211> 27
<212> ADN

<213>

Secuencia artificial

LCDR2 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

ctggcggcac
acgccaactg
acaagagagc
ccctgacact

acagcaacct

111

cgtgaccctg
ggtgcaggaa
cecectggeace
gtctggegeco

gtgggtgttc

60
120
180
240
300

327

42

21



10

<220>
<223>

<400> 72

gccctgtggt acagcaacct gtgggtg

<210> 73
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 73

caggtgcaat
acctgcaccg
cacccoggea
aaccccagcc
ctgaagctgt
tactggggee
ttccececectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtec
aaagccctcce
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge

ggtaaa

1326
ADN

Secuencia artificial

tgcaggaaag
tgtccggegg
agggcctgga
tgaagtccag
ccagcgtgac
agggcaccect
caccctccte
acttccccga
ccttccegge
cctccagecag
ccaaggtgga
gcccagcacce
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgcg
tgcaccagga
cagccceeat
acaccctgec

tcaaaggett

acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctct

HC MCSP M4-3 (C1)

cggecctggce
cagcatcacc
atggatcgge
agtgaccatc
agccgccgac
ggtecacegtg
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc
caagaaagtt
tgaactcctg
gatctccecgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cecateceegg

ctatcccage

gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

ES 2775207 T3

LCDR3 CD3 CH2527 (VL_7-46(13))

ctggtcaagec
agcggctatt
tacatcactt
agccgggaca
accgccgtgt
teccagegeta
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacategeeg
ccegtgetgg
aggtggcage

tacacgcaga

ccagccagac
attggaactg
tegacggote
ccagcaagaa
actactgcgc
gcaccaaggg
cagcggccct
actcaggcgc
tctactcect
tctgcaacgt
cttgtgacaa
cagtcttcct
tcacatgecgt
tggacggegt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca

tggagtggga

actcecgacgg

aggggaacgt

agageetetce

112

cctgagectg
gattcggcag
taacaactac
ccagttcage
cgacttcgac
cccateggte
gggctgcctg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
cttcececececa
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagecgte
ggtctccaac
gocccgagaa
ggtcagecctg

gagcaatggg
ctcecttette

cttetcatge

cctgtotecg

27

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

1020
1080

1140
1200

1260

1320

1326
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20

<210> 74
<211> 642
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 74

gacatccaga
atcacetgece
ggcaaggccc
cggtttageg
gaggacttcg
ggaacaaagg
tctgatgage
cecagagagyg
gagagtgtca
ctgagcaaag

ctgageteoge

<210> 75
<211> 336
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 75

caggtgcaat
acctgcaccg
caccccggea
aaccccagcc
ctgaagcectgt

tactggggee

<210> 76
<211> 18
<212>
<213>

ADN

Secuencia artificial

tgacccagag
gggccageca
ccaagctgcet
gcagcggcetce
ccacctacta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa

ADN

Secuencia artificial

tgcaggaaag
tgtcecggegg
agggcctgga
tgaagtccag
ccagegtgac

agggcaccct

ADN

Secuencia artificial

LC MCSP ML2 (G3)

ccccagcage
gggcateagyg
gatctactac
cggcaccgac
ctgccagcag
gcgtacggtg
tggaactgee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa

gagcttecaac

VH MCSP M4-3 (C1)

cggccctgge

cagcatcacc
atggatcggc
agtgaccatc
agcecgecgac

ggtcacegtg

ES 2775207 T3

ctgagcgcca
aactacctga
accagcagcc
tacaccctga
tactctgete
gcetgeoaceat
tctgttgtgt
gataacgcce
agcacctaca
gtctacgect

aggggagagt

ctggtcaagc
agcggctatt
tacatcactt
agccgggaca
accgeccegtgt

tccage

gegtgggega
actggtatca
tgcacagcgg
ccattagcte
tgccgtggac
ctgtetteat
gectgetgaa
tccaateggg
gectcageag
gcgaagtcac

gt

ccagccagac
attggaactg
tcgacggctce
ccagcaagaa

actactgege

113

cagagtgacc
gcagaagcacce
cgtgcctage
cectgecagece
cttcggecag
cttecegeca
taacttetat
taacteccag
caccctgacyg

ccatcaggge

cctgagecetg
gattcggecag
taacaactac
ccagttcagc

cgacttegac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642
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<220>
<223>

<400>

ES 2775207 T3

HCDR1 MCSP M4-3 (C1)

76

agcggctatt attggaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

77
48
ADN

Secuencia artificial

HCDR2 MCSP M4-3 (C1)

77

tacatcactt tcgacggctc taacaactac aaccccagcc tgaagtcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ttcgactac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

78
9
ADN

Secuencia artificial

HCDR3 MCSP M4-3 (C1)

78

79

321

ADN

Secuencia artificial

VL MCSP ML2 (G3)

79

114

18

48



10

15

20

25

gacatccaga
atcacctgec
ggcaaggccc
cggtttageg
gaggacttcg

ggaacaaagg

tgacccagag
gggccagcca
ccaagctgct
gecagcggetoe

ccacctacta

ccccagecagce
gggcatccgg
gatctactac
cggcaccgac

ctgccageag

tggagatcaa g

<210> 80

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LCDR1 MCSP ML2 (G3)
<400> 80

cgggccagcc agggcatccg gaactacctg aac

<210> 81

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LCDR2 MCSP ML2 (G3)
<400> 81

tacaccagca gcctgcacag ¢

<210> 82

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LCDR3 MCSP ML2 (G3)
<400> 82

cagcagtact ctgctctgcc gtggacc

<210> 83
<211> 1353
<212>  ADN

ES 2775207 T3

ctgagecgcca gcgtgggega
aactacctga actggtatca
accagcagcc tgcacagcgg
tacaccctga ccattagetce

tactctgcte tgcegtggac

115

cagagtgacc
gcagaagccc
cgtgcctage
cctgcageccee

cttcggcecag

60
120
180
240
300

321

33

21

27



10

<213>

<220>
<223>

<400> 83

caggtgcagce
taectgeaagg
ccaggecagyg
gtggaagagt
atggaactge
ttegectatt
agcgctagea
gggggcacag
togtggaact
tcaggactcet

acctacatct

cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagceca
gagctgacca
atcgeegtgg
gtgctggact
tggcagcagg

acgcagaaga

<210>
<211>
<212>
<213>

84
645

<220>
<223>

<400> 84

tggtgcagtc
ccagaggeta
gectcgaatg
tcaagggcag
ggagectgag
acgtggaagc
ccaagggecec
cggccctggg
caggcogacect
actccctcag

gcaacgtgaa

gtgacaaaac
tettectett
catgcgtggt
acggegtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcte
ggaacgtctt

gectcoctecet

ADN

Secuencia artificial

LC CEA 2F1

Secuencia artificial

HC CEA CH1A1A 98-99

tggcgecgaa
cacetteace
gatgggetgy
agtgaccttc
aagcgacgac
catggactac
atcggtcette
ctgeetggte
gaccagegge
cagegtggtg

tcacaagecce

tcacacatgc
cococcaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttettecte
ctcatgctce

gtotoegggt

ES 2775207 T3

gtgaagaaac
gagtteggea
atcaacacca
accacggaca
accgeegtgt
tggggccagg
ccecctggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgecct

agcaacacca

ccaccgtgee
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gocccteccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagce
gtgatgcatg

aaa

ctggagctag
tgaactgggt
agaccggega
ccagcaccag
actactgege
gcaccaccgt
cctectecaa
tcccegaace
teceggetgt
ccagecagett

aggtggacaa

cagcacctga
cactecatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
ccceccatcga
ccctgeceece
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga

aggctctgca

116

tgtgaaggtyg
cogacagget
ggccacctac
caccgectac
cagatgggac
gaccgtgtcet
gagcacctet
ggtgacggtg
cctacagtee
gggcacccag

gaaagttgag
actectgggg

cteecocggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atceccgggat
tcccagegac
cacgectece
caagagcagqg

caaccactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1353



10

15

gatatccaga
atcacttgea
gggaaagcac
aggttcagtg
gaagatttcg
cagggcacca
ccatctgatyg
tatcccagag
caggagagty
acgctgagea

ggcctgaget

<210> 85
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 85

caggtgcage
tcetgeaagg
ccaggccagyg
gtggaagagt
atggaactge
ttcgcctatt

age

<210> 86
<211> 15
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 86

363
ADN
Secuencia artificial

tgacccagtc
aggecagtge
ctaagetect
gecagtggatc
caacttacta
agctcgagat
agcagttgaa
aggecaaagt
tecacagagea
aagcagacta

cgcccgtcac

tggtgecagtc
ccagcggeta
gectcogaatg
tcaagggcag
ggagectgag

acgtggaagc

ADN

Secuencia artificial

gagttcggca tgaac

tccateetee
ggetgtgggt
gatctatteg
tgggacagat
ctgtcaccaa
caagcgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

VH CEA CH1A1A 98-99

tggcgececgaa
cacctteace
gatgggetgg
agtgaccttc
aagagacgac

catggactac

HCDR1 CEA CH1A1A 98-99

ES 2775207 T3

ctgtctgcat
acgtatgttg
geatcctace
ttecacteteca
tattacacct
gtggctgeac
gectetgttyg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggaqg

gtgaagaaac
gagttecggea
atcaacacca
accacggaca
accgecgtgt

tggggccagg

ctgtgggaga
agtggtatca
gcaaaagggyg
ccatcagcag
atecctetatt
catetgtett
tgtgectget
ccctecaate
acagccteag
actgegaagt

agtgt

ctggagctag
tgaactgggt
agaccggcga
ccagcaccag
actactgege

gcaccaccgt

17

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcecatca
tctgcaacct
cacgtttgge
catctteceg
gaataacttce
gggtaactce
cagcaccetyg

cacccateag

tgtgaaggtyg
ccgacaggcet
ggccacctac
caccgcctac
cagatgggac

gaccgtgtct

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600

645
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<210> 87

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HCDR2 CEA CH1A1A 98-99
<400> 87

ES 2775207 T3

tggatcaaca ccaagaccgg cgaggccacc tacgtggaag agttcaaggg c

<210> 88

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HCDR3 CEA CH1A1A 98-99
<400> 88

tgggacttcg cctattacgt ggaagccatg gactac

tccatectee
ggctgtgggt
gatctattcg
tgggacagat
ctgtcaccaa

caag

<210> 89

<211> 324

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> VL CEA 2F1
<400> 89

gatateccaga tgacccagtc
atcacttgca aggccagtgc
gggaaagcac ctaagctcct
aggttcagtg gecagtggatc
gaagatttcg caacttacta
cagggcacca agetcgagat
<210> 90

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ctgtctgeat
acgtatgttg
gcatcctace
ttcactctca

tattacacct

ctgtgggaga
cgtggtatca
gcaaaagggyg
ccatcagecag

atcctctatt

118

cagagtcacc
gcagaaacca
agtcccatca
tectgeaacct

cacgtttggce

51

36

60
120
180
240
300

324
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15
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<220>
<223> LCDR1 CEA 2F1

<400> 90

aaggccagtg cggctgtggg tacgtatgtt gcg

<210> 91
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LCDR2 CEA 2F1

<400> 91

tcggcatcct accgcaaaag g

<210> 92
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LCDR3 CEA 2F1

<400> 92

caccaatatt acacctatcc tctattcacg

<210> 93
<211> 642
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

<400> 93

ES 2775207 T3

caggccegteg tgacccagga acccagectg acagtgtete ctggeggeac cgtgaccctg

acatgtggea gttetacagg cgecegtgace accageaact acgecaactg ggtgeaggaa

aagcccggec aggccttcag aggactgatc ggcggcacca acaagagagc ccctggcacc

119

33

21

30

60

120

180



cctgccagat
cagecagaag
ggcggaggcea
cctctggcecte
aaggattatt
gtgcatactt
acagtgccea

agcaacacca

<210>
<211>
<212>
<213>

94

<220>
<223>

<400> 94

caggtgcaat
acctgecaccg
caccoeggea
aaccccagec
ctgaagctgt
tactggggcce
ttecatetgyg
gtgaaggact
ggcgtgcaca
gtcaccgtge
ccecagcaaca
teeggaggeg
ggecggatcte
aactgggtgce
tacaacaact
gacgacagea
gtgtactatt

tggggccagg

tcagcggatc
atgaggecga
ccaagctgac
ctagctccaa
ttecectgageco
tecccgetgt
gcagcagcct

aggtggacaa

2055
ADN
Secuencia artificial

tgcaggaaag
tgtccggegg
agggectgga
tgaagtccag
ccagcegtgac
agggcaccct
ccccatageag
actttecega
cctttecage
ctagcagcag
ccaaagtgga
gaggatecga
tgagactgag
gccaggecceao
acgccaccta
agaacaccet
gtgtgcggea

geaccctegt

tectgetggga
gtactactge
agtgctgage
gtccacctct
tgtgacagtg
gctgeagtece
gggcacccag

gaaggtggaa

cggecctgge
cagcatcacc
atggatcgge
agtgaccatc
agccgeegac
ggtcacegtg
caagagcaca
gectgtgace
cgtgetgeag
cctgggcace
caagaaggtg
ggtgcagetyg
ctgtgeegee
tggcaaagge
ctacgccgac
gtacctgeag
cggcaacttc

gaccgtgtca

ES 2775207 T3

ggaaaggccg
geecotghtggt
agcgcettecca
ggaggcaccyg
tcctggaata
tcetggactgt
acctacatct

cccaagtett

ctggtcaage
agcggetatt
tacatcactt
agccgggaca
accgeegtgt
tocagegeta
totggeggaa
gtgtectgga
agcageggee
cagacctaca
gagcccaaga
ctggaatetg
agcggettca
ctggaatggg
agcgtgaagg
atgaacagcce
ggcaacagct

agocgctageg

ccctgacact
acagcaacct
ccaaaggccc
ctgctctcgg
gcggagcact
acagcctgag
gcaacgtgaa

gt

ccagccagac
attggaactg
tegacggeta
ccagcaagaa
actactgege
gcacaaaggyg
cagocogaect
actetggege
tgtactctet
tctgcaacgt
gctgtgatgg
geggeggact
ccttcageac
tgtcceggat
geceggtteoac
tgegggecga
atgtgtcttg

tggcegeteoe

120

gtctggegee
gtgggtgtte
ttccgtgttt
atgcctcegtg
gacctctgga
cagegtggtyg

ccacaagccce

cctgagectg
gattcggecag
taacaactac
ccagttcagce
cgacttcegac
coccagegtyg
gggetgecte
cctgacaage
gagcagcegtg
gaaccacaag
cggaggaggg
ggtgcagect
ctacgccatg
cagaagcaag
catcagecgyg
ggacaccgec
gtttgecctac

cteegtgttt

240

300

360

420

480

540

600

642

MCSP M4-3 (C1) (VH-CH1) - CD3 CH2527 (Crossfab VH-Ck) - Fc(botén) P329GLALA

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080



atctttccee
aacaattttt
ggcaactcecce
tcecaccctga
acccatcagg
acccacacct
ttcececccaa
gtggtggatg
gaagtgcaca
gtcagcgtce
gtectccaaca
ccececgagaac
gtecagectgt
agcaatgggc
tacettettee
ttctcatget

ctgtotecgg

<210>
<211>
<212>
<213>

95

<220>
<223>

<400> 95

caggtgcaat
acctgecaccg
caccccggcea
aaccccagec
ctgaagetgt
tactggggce
ttecceceetgg
gtcaaggact

ggegtgcaca

catccgatga
accctaggga
aggaatctgt
cactgtctaa
gectgagete
gtceccecttg
agcccaagga
tgtcccacga
acgccaagac
tecacegtect
aagecctegg
cacaggtgta
ggtgectggt
agccggagaa
tetacageaa
ccgtgatgea

gtaaa

1326
ADN

Secuencia artificial

tgcaggaaaqg
tgtccggegg
agggcctgga
tgaagtecag
ccagegtgac
agggcaccct
cccecageag
acttccccga

cctteccecge

acagctgaaa
agctaaagtg
gacagaacag
ggctgattat
geccgtcaca
tcctgeccect
caccctgatg
ggaccctgaa
aaagceogegg
gcaccaggac
cgeccocate
cacecctgece
caaaggette
caactacaag
geteacegtyg

tgaggctctg

cggecctggce
cagcatcacc
atggatcggc
agtgaccatc
agccgeegac
ggtcaccgtg
caagagcacc
gccegtgacce

cgtgetgecag

ES 2775207 T3

agcggcaccg
cagtggaaag
gactccaagg
gagaaacaca
aagagcttca
gaagctgctg
atcageegga
gtgaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatgooggg
tatccecageg
accacgccte
gacaagagca

cacaaccact

ctggtcaagec
ageggetatt
tacatcactt
agccgggaca
accgeegtgt
tccagecgeta
agcggeggea
gtgtcctgga

agttcotggee

cctecegtegt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacge
acaggggaga
gcggecctte
accecgaagt
attggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tetecaaage
atgagetgac
acatcgeogt
ccgtgectgga
ggtggeagea

acacgcagaa

MCSP M4-3 (C1) (VH-CH1) - Fc(ojal) P329GLALA

ccagccagac
attggaactg
tcgacggetco
ccagcaagaa
actactgege
gcaccaaggg
cagccgcetct
acagcggagc

tgtatagect

121

gtgtctgetg
actgcagtcc
cteceectgtee
ctgegaagte
gtgtgacaag
tgtgttcectg
gacctgegtg
ggacggcgtyg
gtacegtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
ggggaacgte

gagectectee

cctgagectg
gattcggcag
taacaactac
ccagtteage
cgacttegac
ceccteegtg
gggctgeectg
cctgacctce

gagcagegtg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2055

60

120

180

240

300

360

420

480

540



10

gtcaccgtge
cccagcaaca
tgecccacegt
aaacccaagqg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctecacegtec
aaagcecteg
ccacaggtgt
tcgtgegeag
cagccggaga
ctecgtgagea
tcegtgatge

ggtaaa

<210> 96
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 96

caggcecgtceg
acatgtggca
aagcccggec
cctgecagat
cagccagaag
ggcggaggcea
cctetggete
aaggattatt
gtgcatactt
acagtgcccea

agcaacacca

<210> 97
<211>
<212>

642
ADN

Secuencia artificial

cttctagecag
ccaaggtgga
gcccagcaco
acacccteat
aagaccctga
caaagcogceg
tgcaccagga
gegeocceeat
geaccectgee
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt

atgaggctcet

tgacccagga
gttetacagg
aggccttcag
tcagecggate
atgaggecga
ccaagctgac
ctagctecaa
ttoctgagec
teceegetgt
gcagcagect

aggtggacaa

2082
ADN

cctgggcacce
caagaaggtg
tgaagctgca
gatctecegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cocataccgyg
ctatcceage
gaccacgcct
ggacaagage

gcacaaccac

acccagectg
cgecgtgace
aggactgatc
tetgetggga
gtactactge
agtgctgage
gtecacctct
tgtgacagtg
gctgecagtce
gggcacccag

gaaggtggaa

ES 2775207 T3

cagacctaca
gagcccaaga
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgecg
ccecgtgetgg
aggtggeage

tacacgcaga

LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

acagtgtcte
accagcaact
ggcggeacca
ggaaaggecyg
gocctgtggt
agcgcttcca
ggaggcaccg
toctggaata
tctggactgt
acctacatct

cccaagtett

tctgecaacgt
gctgegacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actecegacgg

aggggaacgt

agagcctete

ctggcggeac
acgccaactg
acaagagagc
cectgacact
acagcaacct
ccaaaggcce
ctgetetegg
gcggageact
acagcctgag
gcaacgtgaa

gt

122

gaaccacaag
aactcacaca
cttececcceca
ggtggtggac
ggaggtgecat
ggtcagegtce
ggtctecaac
gcceccgagaa
ggtcagccte
gagcaatggg
ctecttette
cttetecatge

cetgtetecg

cgtgaccctg
ggtgcaggaa
ccctggeace
gtoctggegee
gtgggtgtte
ttcegtgtet
atgecctegtg
gacctetgga
cagegtggtg

ccacaagccc

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1326

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

642



<213>

<220>
<223>

<400> 97

caggtgcoago
toctgoaagy
cotggacagy
gtggaagagt
atggaactge
ttegoctact
agtgeotagoa
gUoggaacay
toctggaact
ageggectgt

acctacatct

cocaagaget
gaatctggog
ggcttoacct
gaatgggtgt
gtgaagggcc
aacageoctge
aacagctatg
gctagegtgg
ggcacegeoot
tggaasagtoy
tocaaggaca
aaacacaaag
agcttoaaca
gotgotggog
agooggacec
aagttcaatt

gagecagtaca

tggtgcagte
ecageggeta
geotggaatyg
tcaagggeoag
ggagoctgag
atgtggaago
caaagggcco
cogocchggy
ctggogeoeet
actctotgag

goaacgtgaa

gogatggegy
geggactggt
tocagoaccta
cooggatoag
ggttcaccat
gggccgagga
tgtottggtt
cegetoocte
cogtogtgty
ataacgcact
geacctacte
toctacgeeotyg
ggggagagtyg
goccttotgt
cogaagtgac
ggtacgtgga

acageacgta

Secuencia artificial

tggogoogaa
caccttoaca
gatgggctog
agtgacctta
aagogacgac
catggactac
cagocgtgtte
ctgoctggte
gacaagogge
cagogtggte

ccacaagoog

aggoggetee
gcagectgge
cgocatgaac
aagcaagtac
cagoogggac
cacogoogtyg
tgectactgg
cgtgtttate
tetgotgaas
geagtocgge
cctgtoctes
cgaagtcace
tgacaagacc
gttoctgtte
ctgogtggtyg
cggcgtggasa
cegtgtggte

ES 2775207 T3

gtgaagaaac
gagttoggoa
atcaacacca
accacocgaca
acogoogtgt
tggggoccagy
cetetggeooo
aaggactackt
gtgecacacct
acegtgocta

agcaacacca

ggaggeggag
ggatctotga
tgggtgcgec
aacaactacyg
gacagcaaga
tactattgtyg
ggccagggoa
tttecceccat
aatttttace
aactcoocagg
acecctgacac
catcagggec
cacacetgte
cocccasage
gtggatgtgt
gtgocacaacyg

agegtectea

ctggogocag
tgaactgggt
agaceggoga
ccagcaccag
actactgoge
goaccacogt
ctagcagcaa
ttcocgagoo
ttoccageogt
gototagect

aggtggacaa

gatecogaggt
gactgagetyg
aggoccotgy
ccacctacta
acaccctgta
tgcggcacgy
ccctegtgac
cocgatgaaca
ctagggaage
aatctgtgac
tgtctaagge
tgagctegeo
ccocottgteo
ceaaggacac
cocacgagga
ccaagacaaa

cegtectgoa

123

CEA CH1A1A 98/99 - CD3 CH2527 (Crossfab VH-CK) - Fc(boton) P329GLALA

cgtgaaggtg
cogacaggos
ggocacctac
cacogoctac
cagatgggac
gacogbgtet
gagcacatect
cgtgacagtyg
gotgoagage
gggcacacag

gaaggtggaa

goagotbgetyg
tgoogecage
caaaggocty
cgocgacage
cctgcagatyg
caacttegge
cgtgtcaage
getgaaaage
tasagbgoag
agaacaggac
tgattatgag
cgtcacaaag
tgococtgas
coctgatgate
coctgaagtyg
goocgoegggag

ccaggactgy

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
T80
840
300
360
1020
1080
1140
1200
120
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



ctgaatggca
aaaaccatct
tgccgggatg
cccagcgaca
acgcocteceg
aagagcaggt

aaccactaca

<210>
<211>
<212>
<213>

98

<220>
<223>

<400> 98

caggtgcage
tcectgecaagg
ccaggccagg
gtggaagagt
atggaactge
ttegeoctatt
agcgctagea
ggecggcacag
tectggaaca
tectggeectgt
acctacatct
cccaagaget
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagecca

gageotgacea

aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgecegtgga
tgetggacte

ggcagcaggg

cgcagaagag

1353
ADN

Secuencia artificial

tggtgcagtc
ccagcggcta
gectcgaatg
tcaagggeag
ggagcctgag
acgtggaagc
ccaagggccc
ccgctetggyg
geggagecet
atagcctgag
gcaacgtgaa
goegacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagecc

agaaccaggt

gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggetee
gaacgtctte

coctetecctyg

CEA CH1A1A 98/99 (VH-CH1) -

tggcgececgaa
caccttcacc
gatgggctgg
agtgaccttc
aagcgacgac
catggactac
ctcegtgtte
ctgectggte
gaccteegge
cagcgtggtc
ccacaagccc
tcacacatge
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctc
ctccaacaaa
ccgagaacea

cagectetog

ES 2775207 T3

tccaacaaag
cgagaaccac
agectgtggt
aatgggcagce
ttettectet
tcatgecteceg

tcotoegggta

ccctcocggege
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaaget
tgatgcatga

aa

Fc(ojal) P329GLALA

gtgaagaaac
gagttcggca
atcaacacca
accacggaca
accgceegtgt
tggggccagg
ccecctggece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcctt
agcaacacca
ccacegtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gcccteggeg
caggtgtgca

tgogeagtea

ctggagctag
tgaactgggt
agaccggcga
ccagcaccag
actactgege
gcaccacegt
ccagcagcaa
tccecgagece
teceegeegt
ctagcagecct
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agecgeggga
accaggactg
cccecatega
ccctgececce

aaggetteta

124

ccccatcgag
cctgceccea
aggcttctat
ctacaagacc
cacegtggac

ggctctgecac

tgtgaaggtg
ccgacaggct
ggccacctac
caccgectac
cagatgggac
gaccgtgtct
gagcaccage
cgtgaccgtg
gctgcagagt
gggcacccag
gaaggtggag
agctgcaggg
ctccecggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcecegggat

toeccagaegac

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2082

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140



10

15

ES 2775207 T3

atcgcegtygg agtgggagag caatgggcag ccggagaaca actacaagac cacgcctcce

gtgctggact cecgacggete cttettecte gtgagecaage tcaccgtgga caagagcagg

tggcagcagg ggaacgtctt ctcatgctce gtgatgcatg aggctetgea caaccactac

acgcagaaga gcctcteccet gtetccecgggt aaa

tccaggcacc
gagtgttage
ccteatctat
atccgggaca
ttactgtcag
caaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

<210> 99

<211> 645

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> LC DP47 GS
<400> 99

gaaatcgtgt taacgcagtc
cteteottgea gggccagtca
cctggecagg ctcecccagget
gacaggttca gtggcagtgg
cctgaagatt ttgcagtgta
caggggacca aagtggaaat
ccatctgatg agcagttgaa
tatcccagag aggccaaagt
caggagagtg tcacagagca
acgectgagea aagcagacta
ggcctgaget cgoccgtceac
<210> 100

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223>

<400> 100

ctgtctttgt
agcagctact
ggagcatcca
gacttecactce
cagtatggta
gtggctgecac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagoacct
aaagtctacg

aacaggggaqg

LC CD3 CH2527 (Crossfab, VL-CH1)

ctccagggga
tagcectggta
gcagggccac
tcaccatcag
gctecaccget
catetgtett
tgtgecetget
cccteocaate
acagecteag
cctgegaagt

agtgt

125

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
gacgttegge
catctteoeeg
gaataactte
gggtaactee
cagcaceetyg

cacccatcag

1200

1260

1320

1353

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

645



caggcecgtceg
acatgtggca
aagecccggec
cctgccagat
cagoecagaaqg
ggcggaggca
cetetggete
aaggattatt
gtgcatactt

acagtgccca

agcaacacca

<210> 101
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 101

tgacccagga
gttctacagg
aggcectteag
tcagcggatc
atgaggecga
ccaagctgac

ctagcetecaa

ttoctgagec
tceceegetgt
geagcagecet

aggtggacaa

2064
ADN
Secuencia artificial

acccagcectg
cgcegtgace
aggactgatc
tectgetggga
gtactactge
agtgctgagc

gtccacetet

tgtgacagtg
gctgecagtce
gggcacccag

gaaggtggaa

ES 2775207 T3

acagtgtctc
accagcaact
ggcggcacca
ggaaaggccg
goeoectgtggt
agcgcttcca

ggaggeaceg
tcctggaata

tctggactgt
acctacatcet

cccaagtett

ctggcggcac
acgccaactg
acaagagage
ccctgacact
acagcaacct
ccaaaggccc

ctgetetegyg
gcggagcact

acagcctgag
gcaacgtgaa

gt

126

cgtgaccctg
ggtgcaggaa
ccoctggeace
gtctggcgeco
gtgggtgtte
ttccgtgttt

atgectegtyg
gacctctgga

cagegtggtg

ccacaagcecece

DP47 GS (VH-CH1) - CD3 CH2527 (Crossfab VH-Ck) - Fc(botén) P329GLALA

60

120

180

240

300

360

420
480

540

600

642



gaggtgcaat
tcetgtgcag
ccagggaagyg
gcagactceg
ctgcagatga
ggatttgact
cccagcgtgt
ggetgecteg
ctgacaageg
agcagcgtgg
aaccacaage
ggaggagggt
gtgcagcctg
tacgccatga
agaagcaagt
atcagccggg
gacaccgccg
tttgoctact
tcegtgttta
tgtctgetga
ctgcagtceg

tecctgteet
tgcgaagtca

tgtgacaaga
gtgttectgt
acctgegtag
gacggegtgg
taccgtgtygyg
aagtgcaagyg
aaagggcage
aagaaccagqg
gagtgggaga
tcegacgget
gggaacgtcet

agectetece

<210> 102

tgttggagtc
ccteccggatt
ggctggagtg
tgaagggceg
acagcctgag
actggggcca
teceectetgge
tgaaggacta
gegtgcacac
tecaccgtgec
ccagcaacac
ccggaggegyg
geggatctcet
actgggtgcg
acaacaacta
acgacagcaa
tgtactattg
ggggccaggg
tetttecece
acaattttta
gcaactccea

ccaccctgac

cccatcaggg
cccacacctg
tccccccaaa
tggtggatgt
aagtgcacaa
tecagcgtect
tcteocaacaa
cecegagaace
tcagcctgtg
gcaatgggca
ccttecttect
tetcatgete

tgtctecggg

tgggggagge
cacctttagec
ggtctcaget
gttcaccate
agccgaggac
aggaaccctg
ccctagecage
ctttecegag
ctttecagee
tagcagcage
caaagtggac
aggatccgag
gagactgagc
ccaggcccct
cgecacetac
gaacaccctg
tgtgcggecac
caccctegtyg
atccgatgaa
cectagggaa
ggaatctgtg

actgtctaag
cctgagetcg

tecceceocttgt
gcccaaggac
gtccocacgayg
cgccaagaca
cacegtectg
agccocateogge
acaggtgtac
gtgcectggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgeat

taaa

ES 2775207 T3

ttggtacagec
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat
gtcacecgtct
aagagcacat
catgtgaceg
gtgetgeaga
ctgggeacce
aagaaggtgg
gtgcagectge
tgtgccgecca
ggcaaaggcc
tacgecgaca
tacctgcaga
ggcaacttcg
accgtgtcaa
cagctgaaaa
getaaagtge
acagaacagg

getgattatg

cccgtcacaa
cctgceeoctg
accctgatga
gaccctgaag
aagccgeggg
caccaggact
gaccocateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacegtgg

gaggctotge

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
cgagtgctag
ctggcggaac
tgtcectggaa
geageggect
agacctacat
agceccaagag
tggaatctgg
gcggcttcac
tggaatgggt
gegtgaaggg
tgaacagecct
gcaacagcta
gogetageogt
gcggcacegco
agtggaaagt
actccaagga

agaaacacaa

agagcttcaa
aagctgctgg
tecagccggac
tgaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catgccggga
atcccagcga
ccacgcctce
acaagagcag

acaaccacta

127

cctgagactc
ccgeccagget
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcagc
cacaaagggc
agccgocctg
ctetggegee
gtactctetg
ctgcaacgtg
ctgtgatgge
cggceggactg
cttcagcacc
gtcccggatce
caggtteace
gcgggccogag
tgtgtcttgg
ggcegetece
ctecegtegtg
ggataacgca
cagcacctac
agtctacgee
caggggagag
cggcccttet
ccccgaagtg
ttggtacgty
caacagcacg
caaggagtac
ctcecaaagece
tgagctgacc
catcgccgtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2064



10

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 102

gaggtgcaat
tcctgtgecag
ccagggaagg
gcagactceg
ctgcagatga
ggatttgact
cccteegtgt
ggctgectygg
ctgacctceg
agcagcgtgg
aaccacaagc
actcacacat
ttcccoccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtece
gtctccaaca
ceccgagaac
gtcagcctct
agcaatgggc
tecttettee
ttectcatget

ctgtceteocgg

<210>
<211>
<212>
<213>

103
207

<400> 103

1335
ADN

Secuencia artificial

tgttggagtc
cctccggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
actggggcca
teccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tcaccgtgeco
ccagcaacac
gcececacegtg

aacccaagga

tgagccacga
atgocaagac
tcaccgtect
aagcccetcegg
cacaggtgtg
cgtgcgcagt
agccggagaa
tegtgageaa
cegtgatgea

gtaaa

PRT

Homo sapiens

tgggggagge
cacctttagce
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgaggac
aggaaccctg
ccacageage
cttccecegag
cttcccegee
ttctageage
caaggtggac
ccecagecacct

cacccteatg

agaccctgag
aaagcegegg
gcaccaggac
cgecccecate
caccctgece
caaaggcttc
caactacaag
gcetcacegtyg

tgaggctctg

ES 2775207 T3

DP47 GS (VH-CH1) - Fc(ojal) P329GLALA

ttggtacagec
agttatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggcegtat
gtcaccgtct
aagagcacca
ccecgtgaccg
gtgctgcaga
ctgggecacce
aagaaggtgg
gaagctgcag

atctcoecgga

gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcecoggy
tatcccageg
accacgeccte
gacaagagca

cacaaccact

ctggggggte
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtge
cgagtgctag
gcggcggeac
tgtcctggaa
gttctggect
agacctacat
agcccaagag
ggggaccgte

cccctgaggt
actggtacgt

acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaage
atgagetgac
acatcgccgt
ccgtgetgga
ggtggeagca

acacgcagaa

128

cctgagactce
ccgccaggcoet
cacatactac
cacgctgtat
gaaaggcage
caccaagggc
agcegetektg
cagcggagec
gtatagcctg
ctgcaacgtg
ctgcgacaaa
agtcttecte
cacatgegtyg
ggacggegty
gtaccegtgtyg
caagtgcaag
caaagggcaqg
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacggce
ggggaacgtc

gagecctectcee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1335



ES 2775207 T3

Met Gln Ser Gly Thr His Trp Arg Val Leu Gly Leu Cys Leu Leu Ser

Val Gly Val Trp Gly Gln Asp Gly Asn Glu Glu Met Gly Gly Ile Thr
20 25 30

Gln Thr Prc Tyr Lys Val Ser Ile Ser Gly Thr Thr Val Ile Leu Thr
35 40 45

Cys Pro Gln Tyr Pro Gly Ser Glu Ile Leu Trp Gln His Asn Asp Lys
50 55 60

Asn Tle Gly Gly Asp Glu Asp Asp Lys Asn Ile Gly Ser Asp Glu Asp
65 70 75 80

His Leu Ser Leu Lys Glu Phe Ser Glu Leu Glu Gln Ser Gly Tyr Tyr
85 90 95

Val Cys Tyr Pro Arg Gly Ser Lys Pro Glu Asp Ala Asn Phe Tyr Leu
100 105 110

Tyr Leu Arg Ala Arg Val Cys Glu Asn Cys Met Glu Met Asp Val Met
115 120 125

Ser val Ala Thr Ile Val Ile Val Asp Ile Cys Ile Thr Gly Gly Leu
130 135 140

Leu Leu Leu Val Tyr Tyr Trp Ser Lys Asn Arg Lys Ala Lys Ala Lys
145 150 155 160

Pro Val Thr Arg Gly Ala Gly Ala Gly Gly Arg Gln Arg Gly Gln Asn
165 170 175

Lys Glu Arg Pro Pro Pro Val Pro Asn Pro Asp Tyr Glu Pro Ile Arg
180 185 190

Lys Gly Gln Arg Asp Leu Tyr Ser Gly Leu Asn Gln Arg Arg Ile

195 200 205
<210> 104
<211> 198
<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 104

129



10

ES 2775207 T3

Met Gln Ser Gly Thr Arg Trp Arg Val Leu Gly Leu Cys Leu Leu

Ile Gly vVal Trp Gly Gln Asp Gly Asn Glu Glu Met Gly Ser Ile
20 25 30

Gln Thr Pro Tyr Gln Val Ser Ile Ser Gly Thr Thr Val Ile Leu
35 40 45

Cys Ser Gln His Leu Gly Ser Glu Ala Gln Trp Gln His Asn Gly
50 55 60

Asn Lys Glu Agp Ser Gly Asp Arg Leu Phe Leu Pro Glu Phe Ser
65 70 75

Met Glu Gln Ser Gly Tyr Tyr Val Cys Tyr Pro Arg Gly Ser Asn

Glu Asp Ala Ser His His Leu Tyr Leu Lys Ala Arg Val Cys Glu
100 105 110

Cys Met Glu Met Asp Val Met Ala Val Ala Thr Ile Val Ile Val
115 120 125

Ile Cys Ile Thr Leu Gly lLeu Leu Leu Leu Val Tyr Tyr Trp Ser
130 135 140

Asn Arg Lys Ala Lys Ala Lys Pro Val Thr Arg Gly Ala Gly Ala
145 150 155

Gly Arg Gln Arg Gly Gln Asn Lys Glu Arg Pro Pro Pro Val Pro
165 170 175

Pro Asp Tyr Glu Pro Ile Arg lys Gly Gln Gln Asp Leu Tyr Ser
180 185 190

Leu Asn Gln Arg Arg Ile

195
<210> 105
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> conector
<400> 105

Glu Pro Lys Ser Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5

1 10 15
<210> 106
<211> 15

130

Ser

Thr

Thr

Lys

Glu

Pro

Asn

Asp

Lys

Gly
160

Agn

Gly



10

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Pro
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Agp Lys

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp
50

PRT

Secuencia artificial

conector

106

Lys Ser Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
5 10

107
227
PRT

Homo sapiens

107

Thr Hig Thr

Ser Val Phe
20

Arg Thr Pro
35

Pro Glu val

Cys Pro Pro

Leu Phe Pro

Glu vVal Thr
40

Lys Phe Asn
55

ES 2775207 T3

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Pro Ala Pro

10

Lys Pro Lys

Val val val

Tyr Val Asp
60

131

15

Glu Leu Leu
15

Asp Thr Leu
30

Asp Val Ser
45

Gly val Glu

Gly

Met

His

val



10

ES 2775207 T3

Hig Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
65 70 75

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
85 90 95

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
100 105 110

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
115 120 125

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
130 135 140

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
145 150 155

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
165 170 175

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
180 185 190

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
195 200 205

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
210 215 220

Pro Gly Lys

225

<210> 108
<211> 19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido lider

<400> 108

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr
1 5 10 15

Ala His Ser

<210> 109
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

132

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

Val

Met

Ser

Gly



10

15

20

25

ES 2775207 T3

<220>

<223> péptido lider

<400> 109

atggactgga cctggagaat cctettcttg gtggcagcag ccacaggagc ccactcc 57
<210> 110

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido lider

<400> 110

atggactgga cctggaggat cctcttcttg gtggcagcag ccacaggagce ccactcc 57
<210> 111

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido lider

<400> 111

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1

2 10 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys

20
<210> 112
<211> 66
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido lider
<400> 112
atggacatga gggtcecccocge tecageteoetg ggoctoctge tgetetggtt cccaggtgoe
aggtgt

66

133

60



10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

ES 2775207 T3

113
19
PRT

Secuencia artificial

péptido lider

113

5 10

Val His Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

114
57
ADN

Secuencia artificial

péptido lider

114

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggtgt gcattcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

57

ADN

Secuencia artificial

péptido lider

115

atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtggctaccg ccactggagt geattce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

116
57
ADN

Secuencia artificial

péptido lider

116

134

57

57



ES 2775207 T3

atgggctggt cctgcatcat cctgtttctg gtcgccacag ccaccggegt gecactct 57
<210> 117

<211> 643

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400>

117

Leu Ser Leu Glu Gly Ser

1

5

Gln Pro Leu Ser Ser Gln

20

Asp Pro Gln Leu Leu Leu

Arg Thr Leu Thr Val Cys Pro Gly Ser Val
10 15

Thr Leu Arg Ala Ser Ser Ser Ala Gly Thr
25 30

Tyr Arg Val Val Arg Gly Pro Gln Leu Gly

135



Arg

Phe

65

Met

Leu

Val

Asn

Ala

145

Arg

Gly

Phe

Gly

Gly

225

Ala

Ser

Ala

Leu

50

Thr

Pro

Ser

Ser

Lys

130

Ala

Leu

Gln

Leu

Gly

210

Pro

Ile

vVal

Gln

35

Phe

Gln

Thr

Ser

Phe

115

Gly

Leu

Glu

Leu

Gln

195

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu
275

Hisg

Ala

Glu

Pro

100

Glu

Leu

Asp

His

Leu

180

Ser

Thr

Gly

val

Leu

260

Ser

Ala

Glu

Prec

85

Pro

Ala

Trp

Ala

Asp

165

Val

Gln

Gln

Ala

Arg

245

Arg

val

Gln

val

70

Phe

Ala

Ala

val

Ser

150

val

Ser

Leu

Gln

Thr

230

Asp

Ile

val

Gln

55

Tyr

Trp

Arg

Cys

Pro

135

Asn

Leu

Glu

Ala

Asp

215

val

Val

Thr

Asp

40

Asp

Ala

Glu

Asp

Pro

120

Glu

Leu

Phe

Glu

Ala

200

Gly

Ala

Asn

Arg

Pro
280

ES 2775207 T3

Ser

Gly

Ala

Val

105

Gln

Gly

Leu

Gln

Pro

185

Gly

Fhe

Gly

Glu

Gly

265

Asp

Thr

Asn

His

30

Ala

Arg

Gln

Ala

val

170

Leu

Gln

His

Pro

Arg

250

Ser

Ser

Gly

Ile

75

Asp

Ala

Pro

Arg

Ser

155

Thr

His

Leu

Phe

Gln

235

Pro

Arg

Ala

Glu

60

Leu

Thr

Thr

Ser

Ala

140

Val

Gln

Ala

val

Arg

220

Thr

Pro

Ala

Pro

136

45

Ala

Tyr

Leu

Leu

His

125

Lys

Pro

Phe

Gly

Tyr

205

aAla

Ser

Gln

Pro

Gly
285

Leu

Glu

Glu

Ala

110

Leu

Ile

Ser

Pro

Gln

190

Ala

His

Glu

Pro

Ile

270

Glu

val

His

Leu

95

val

Trp

Thr

Pro

Ser

175

Pro

His

Leu

Ala

Gln

255

Ser

Ile

Asn

Glu

Gln

Ala

Lys

Met

Gln

160

Arg

His

Gly

Gln

Phe

240

Ala

Arg

Glu



Tyr

Gly

305

Gly

Gln

Ala

Leu

Leu

385

Ile

Ser

Phe

Ala

Leu

465

Arg

Gly

Val

val

Glu

290

Gly

Arg

Leu

val

Glu

370

Arg

Gln

Ala

Thr

Arg

450

Leu

Leu

Ser

Val

Glu
530

Val

Pro

Leu

Ser

Asp

355

Val

val

Gly

Phe

Asn

435

Gly

His

Asp

val

Arg

515

Gln

Gln

Gly

Ala

Met

340

Ile

Pro

val

Pro

Ser

420

Phe

Val

val

Pro

Pro

500

Val

Phe

Arg

Pro

Phe

325

Ser

Leu

Gln

Ser

Lys

405

Gln

Ser

Asn

Trp

Thr

485

His

Fro

Thr

Ala

Val

310

val

Asp

Pro

Ala

Asp

350

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ala

470

Ile

Phe

Arg

Gln

Pro

295

Thr

Ala

Gly

Ser

Lau

375

Arg

Gly

Gln

Ser

Ser

455

Gly

Leu

Arg

Ala

Gln
535

His

His

Asn

Ala

Ala

360

Gly

Glu

His

Ile

His

440

Ala

Gly

Asp

Leu

Arg

520

Asp

Asn

Phe

Gly

Ser

345

Ile

Arg

Glu

Leu

Asp

425

Asp

Val

Pro

Ala

Leu

505

Thr

Leu

ES 2775207 T3

Gly

Thr

Ser

330

Pro

Glu

Ser

Fro

Leu

410

Gln

His

Val

Trp

Gly

490

Glu

Glu

Glu

Phe

Gln

315

Ser

Pro

val

Ser

Glu

395

val

Gly

Phe

Asn

Pro

475

Glu

Gly

Pro

Asp

Leu

300

Ala

Vval

Leu

Gln

Leu

380

Ala

Gly

Glu

Arg

Ile

460

Gln

Leu

Pro

Gly

Gly
540

137

Ser

Asp

Ala

Pro

Leu

365

Ser

Ala

Gly

Val

Val

445

Thr

Gly

Ala

Arg

Gly

525

Arg

Leu

val

Gly

Met

350

Gln

Gln

Tyr

Arg

Val

430

Leu

Val

Ala

Asn

His

510

Ser

Leu

Val

Asp

Val

335

Ser

Ala

Gln

Arg

DPro

415

Phe

Ala

Arg

Thr

Arg

495

Gly

Gln

Gly

Gly

Ser

320

Phe

Leu

Pro

Gln

Leu

400

Ala

Ala

Leu

Ala

Leu

480

Thr

aArg

Leu

Leu



Glu Val Gly
545

Leu Thr Leu

Leu Asp Phe

Ala Leu Leu
595

Glu Ser Ser
610

Val Pro Ala
625

Met Phe Ser

<210> 118
<211> 643
<212> PRT
<213>

<400> 118

Leu Ser Leu

Gln Pro Leu

Asp Pro Gln

Arg Leu Phe

50

Phe Thr Gln
65

Met Pro Pro

Leu Ser Ser

Arg

Glu

Ala

580

Ser

Thr

val

Lys

Ser

20

Leu

His

Ala

Glu

Pro
100

Pro

Leu

565

Thr

val

Pro

Ala

Homo sapiens

Gly

Ser

Leu

Ala

Glu

PFro

85

Pro

Glu

550

Trp

Glu

Pro

Thr

Lys
630

Ser

Gln

Leu

Gln

val

70

Phe

Ala

Gly

Ala

Pro

Glu

Gly

615

Gly

Gln

Thr

Tyr

Gln

55

Tyr

Trp

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ala

600

Glu

Gly

Thr

Leu

Arg

40

Asp

Ala

Glu

Asp

ES 2775207 T3

Ala

Gly

Asn

585

Thr

Pro

Phe

Leu

Arg

25

Val

Ser

Gly

Ala

val
105

Pro

val

570

Ala

Arg

Gly

Leu

Thr

10

Ala

Val

Thr

Asn

His

20

Ala

Ser

555

Pro

Ala

Met

Pro

Gly
635

val

Ser

Arg

Gly

Ile

75

Asp

Ala

Pro

Pro

Arg

Glu

Met

620

Phe

Cys

Ser

Gly

Glu

60

Leu

Thr

Thr

138

Thr

ala

Pro

Ala

605

Ala

Leu

Pro

Ser

Pro

45

Ala

Tyr

Leu

Leu

Gly

val

Tyr

590

Gly

Ser

Glu

Gly

Ala

Gln

Leu

Glu

Glu

Ala
110

Asp

Ala

575

Ser

Lys

Ser

Ala

Ser

15

Gly

Leu

val

Hisg

Leu

95

val

Ser

560

Ser

Val

Pro

Pro

Asn
640

Vval

Thr

Gly

Asn

Glu

80

Gln

Ala



Val

Asn

aAla

145

Arg

Gly

Phe

Gly

Gly

225

Ala

Ser

Ala

Tyr

Gly

305

Gly

Gln

ala

Ser

Lys

130

Ala

Ser

Gln

Leu

Gly

210

Pro

Ile

val

Gln

Glu

290

Gly

Arg

Leu

val

Phe

115

Gly

Leu

Glu

Leu

Gln

195

Gly

Ala

Thr

Pro

Leu

275

val

Len

Leu

Ser

Asp
355

Glu

Leu

Asp

His

Leu

180

Ser

Thr

Gly

Val

Leu

260

Ser

Gln

Gly

Ala

Met

340

Ile

Ala

Trp

Ala

Asp

165

val

Gln

Gln

Ala

Arg

245

Arg

Val

Arg

Fro

Phe

325

Ser

Leu

Ala

Val

Ser

150

val

Ser

Leu

Gln

Ser

230

Asp

Leu

Val

Ala

Val

310

val

Asp

Pro

Cys

Pro

135

Asn

Leu

Glu

Ala

Asp

215

Val

Val

Thr

Asp

Pro

295

Thr

Ala

Gly

Ser

Pro

120

Glu

Leu

Phe

Glu

Ala

200

Gly

Ala

Asn

Arg

Pro

280

His

Arg

Asn

Ala

Ala
360

Gln

Gly

Leu

Gln

Pro

185

Gly

Phe

Gly

Glu

Gly

265

Asp

Asn

Phe

Gly

Ser

345

Ile

ES 2775207 T3

His

Gln

Ala

val

170

Leu

Gln

His

Pro

Arg

250

Ser

Ser

Gly

Thr

Ser

330

Fro

Glu

Pro

Arg

Ser

155

Thr

His

Leu

Phe

Gln

235

Pro

Arg

Ala

Phe

Gln

315

Ser

Pro

val

Ser

Ala

140

Vval

Gln

Ala

Val

Arg

220

Thr

Pro

Ala

Pro

Leu

300

Ala

val

Leu

Gln

139

His

125

Arg

Pro

Phe

Gly

Tyx

205

Ala

Ser

Gln

Pro

Gly

285

Ser

Asp

aAla

Pro

Leu
365

Leu

Ile

Ser

Pro

Gln

190

Ala

His

Glu

Pro

Ile

270

Glu

Leu

Val

Gly

Met

350

Arg

Trp

Thr

Pro

Ser

175

Pro

His

Leu

Ala

Gln

255

Ser

Ile

val

Asp

Ile

335

Ser

Ala

Lys

Val

Gln

160

Arg

His

Gly

Gln

Phe

240

Ala

Glu

Gly

Ser

320

Phe

Leu

Pro



ES 2775207 T3

Leu Glu Val Pro Gln Ala Leu Gly Arg Ser Ser Leu Ser Gln Gln Gln
370 375 380

Leu Arg Val Val Ser Asp Arg Glu Glu Pro Glu 2la Ala Tyr Arg Leu
385 390 395 400

Ile Gln Gly Pro Gln Tyr Gly His Leu Leu Val Gly Gly Arg Pro Thr
405 410 415

Ser Ala Phe Ser Gln Phe Gln Ile Asp Gln Gly Glu Val Val Phe Ala
420 425 430

Phe Thr Asn Phe Ser Ser Ser His Asp His Phe Arg Val Leu Ala Leu
435 440 445

Ala Arg Gly Val Asn Ala Ser Ala Val Val Asn Val Thr Val Arg Ala
450 455 460

Leu Leu Hisg Val Trp Ala Gly Gly Pro Trp Pro Gln Gly Ala Thr Leu
465 470 475 480

Arg Leu Asp Pro Thr val Leu Asp Ala Gly Glu Leu Ala Asn Arg Thr
485 490 495

Gly Ser Val Pro Arg Phe Arg Leu Leu Glu Gly Pro Arg His Gly Arg
500 505 510

vVal val Arg Val Pro Arg Ala Arg Thr Glu Pro Gly Gly Ser Gln Leu
515 520 525

Val Glu Gln Phe Thr Gln Gln Asp Leu Glu Asp Gly Arg Leu Gly Leu
530 535 540

Glu Vval Gly Arg Pro Glu Gly Arg Ala Pro Gly Pro Ala Gly Asp Ser
545 550 555 560

Leu Thr Leu Glu Leu Trp Ala Gln Gly Val Pro Pro Ala Val Ala Ser
565 570 575

Leu Asp Phe Ala Thr Glu Pro Tyr Asn Ala Ala Arg Pro Tyr Ser Val
580 585 590

Ala Leu Leu Ser Val Pro Glu Ala Ala Arg Thr Glu Ala Gly Lys Pro
595 600 605

Glu Ser Ser Thr Pro Thr Gly Glu Pro Gly Proc Met Ala Ser Ser Pro
610 615 620

Glu Pro Ala val Ala Lys Gly Gly Phe Leu Ser Phe Leu Glu Ala Asn
625 630 635 640

Met Phe Ser

<210> 119

140



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln Leu

Val Leu

Trp Tyr

Ala Ile

50

Glu Thr

Asn Asp

Asn Glu

Pro Ser

Met Ala

130

Trp Ile
145

Asn Gly

428
PRT

Secuencia artificial

NABA-avi-his

119

Thr Thr Glu Ser

Leu Leu Val His
20

Lys Gly Glu Arg
35

Gly Thr Gln Gln

Ile Tyr Pro Asn
70

Thr Gly Phe Tyr

Glu Ala Thr Gly
100

Ile Ser Ser Asn
115

Phe Thr Cys Glu

Asn Asn Gln Ser
150

Asn Arg Thr Leu
165

Met

Asn

Val

Ala

55

Ala

Thr

Gln

Asn

Pro

135

Leu

Thr

Pro

Leu

Asp

40

Thr

Ser

Leu

Phe

Ser

120

Glu

Pro

Leu

ES 2775207 T3

Phe

Pro

25

Gly

Pro

Leu

Gln

His

105

Agn

Thr

Val

Leu

Asn

10

Gln

Asn

Gly

Leu

Val

Vval

Pro

Gln

Ser

Ser
170

Val

Gln

Arg

Pro

Ile

75

Ile

Tyr

Val

Asp

Pro

155

val

Ala

Leu

Gln

Ala

60

Gln

Lys

Pro

Glu

Thr

140

Arg

Thr

141

Glu

Phe

Ile

45

Asn

Asn

Ser

Glu

Asp

125

Thr

Leu

Arg

Gly

Gly

30

Val

Ser

val

Asp

Leu

110

Lys

Tyr

Gln

Asn

Lys

15

Tyr

Gly

Gly

Thr

Leu

Pro

Asp

Leu

Leu

Asp
175

Glu

Ser

Tyr

Arg

Gln

80

Val

Lys

Ala

Trp

Ser

160

Thr



Gly

Asp

Ser

Cys

225

Gly

Pro

Gly

Pro

Gly

305

Ile

Arg

Lys

Ser

Leu

385

Gly

Trp
420

Pro

Pro

Pro

210

His

Ile

Asn

Arg

val

230

Asp

Ser

Arg

Lys

370

Pro

Pro

Hisg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Tyr

val

195

Pro

Ser

Pro

Asn

Asn

275

val

Lys

Ile

Lys

Glu

355

Asn

Gln

Gly

Glu

120
360
PRT

Glu

180

Thr

Asp

Ala

Gln

Asn

260

Asn

Ala

Asp

Arg

Leu

340

Asp

Gln

Glu

Ser

Ala

Cys

Leu

Ser

Ser

Gln

245

Gly

Ser

Lys

Ser

Trp

325

Ser

Ala

Ser

Asn

Gly

405
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T que comprende

(i)  un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab que se puede unir especificamente a CD3, que
comprende la region determinante de la complementariedad 1 (CDR) de la cadena pesada de SEQ ID NO: 4, la
CDR 2 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 5, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 6, la CDR 1 de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 8, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 9y la CDR 3 de la cadena ligera de
SEQ ID NO: 10, en el que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en la que
las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y de la cadena pesada de Fab se intercambian;

(i) unsegundo y un tercer resto de unién a antigeno, cada uno de los cuales es una molécula Fab que se puede
unir especificamente a CEA, que comprende la CDR 1 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 24, la CDR 2 de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 25, la CDR 3 de la cadena pesada de SEQ ID NO: 26, la CDR 1 de la cadena
ligera de SEQ ID NO: 28, la CDR 2 de la cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y la CDR 3 de la cadena ligera de SEQ
ID NO: 30;

(iii) un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad que se pueden asociar de manera estable,

en el que el segundo resto de union a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con el
extremo N de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a antigeno, y el primer resto de union a antigeno
se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con el extremo N de la primera subunidad del dominio Fc,
y en el que el tercer resto de unidn a antigeno se fusiona en el extremo C de la cadena pesada de Fab con extremo
N de la segunda subunidad del dominio Fc.

2. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la reivindicacién 1, en la que el
primer resto de unién a antigeno comprende una regién variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7.

3. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la reivindicacién 1 o 2, en la que
el segundo y el tercer resto de unién a antigeno comprende cada uno una region variable de la cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

4. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en la que el primer resto de unién a antigeno es una molécula Fab de entrecruzamiento en
la que las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y de la cadena pesada de Fab se intercambian y que
comprende una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
3 y una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,y en la
que cada uno del segundo y el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab convencional que comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y una
region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27.

5. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, en la que el dominio Fc es un dominio Fc de IgG, especificamente un dominio Fc de 1gG+.

6. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, en la que el dominio Fc es un dominio Fc humano.

7. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en la que el dominio Fc comprende una modificacion que promueve la asociacion de la
primera y la segunda subunidad del dominio Fc.

8. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la reivindicacion 7, en la que, en
el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza un residuo aminoacidico por un residuo
aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas grande, generando de este modo una protuberancia
dentro del dominio CH3 de la primera subunidad que es posicionable en una cavidad dentro del dominio CH3 de
la segunda subunidad, y en el dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza un residuo
aminoacidico por un residuo aminoacidico que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio, generando de
este modo una cavidad dentro del dominio CH3 de la segunda subunidad dentro de la que es posicionable la
protuberancia dentro del dominio CH3 de la primera subunidad.
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9. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, en la que, en el dominio CH3 de la primera subunidad del dominio Fc se reemplaza el
residuo de treonina en la posicion 366 por un residuo de triptéfano (T366W), y en el dominio CH3 de la segunda
subunidad del dominio Fc se reemplaza el residuo de tirosina en la posicion 407 por un residuo de valina (Y407V);
y en la que opcionalmente

(a) en la segunda subunidad del dominio Fc adicionalmente se reemplaza el residuo de treonina en la posicién
366 por un residuo de serina (T366S) y se reemplaza el residuo de leucina en la posicién 368 por un residuo de
alanina (L368A); y/o

(b) enla primera subunidad del dominio Fc se reemplaza adicionalmente el residuo de serina en la posicién 354
por un residuo de cisteina (S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza adicionalmente el
residuo de tirosina en la posiciéon 349 por un residuo de cisteina (Y349C) (numeracion EU de acuerdo con Kabat).

10. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, en la que el dominio Fc comprende una o mas sustituciones aminoacidicas que reducen la
unién a un receptor de Fc, en particular un receptor de Fcy, y/o funcion efectora, en particular citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC).

11. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de la reivindicacion 10, en la que dicha
una o mas sustituciones aminoacidicas estan en una o mas posiciones seleccionadas del grupo de L234, L235 y
P329 (numeracion EU de acuerdo con Kabat).

12. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, en la que cada subunidad del dominio Fc comprende las sustituciones aminoacidicas
L234A, L235A y P329G (numeracion EU de acuerdo con Kabat).

13. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, que consiste en el primer, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno, el dominio Fc,
y opcionalmente uno o mas conectores peptidicos.

14. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, que comprende una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 22, una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 56, una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 57, y una secuencia polipeptidica que es al menos un 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 58.

15. Un polinucleétido o pluralidad de polinucleétidos aislados que codifican la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

16. Una célula huésped que comprende el polinucledtido o pluralidad de polinucleétidos de la reivindicacion 15.

17. Un procedimiento de producciéon de una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T
que se puede unir especificamente a CD3 y CEA, que comprende las etapas de a) cultivar la célula huésped de la
reivindicacion 16 en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de linfocitos T y b) recuperar la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T.

18. Una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T producida por el procedimiento de
la reivindicacion 17.

19. Una composiciéon farmacéutica que comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
linfocitos T de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o 18 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

20. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 0 18 o la composicién farmacéutica de la reivindicacion 19 para su uso como medicamento.

21. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14 o 18 o la composicién farmacéutica de la reivindicacion 19 para su uso en el tratamiento
de una enfermedad en un individuo que necesita el mismo.

22. La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de linfocitos T o la composiciéon farmacéutica para
su uso en el tratamiento de una enfermedad de la reivindicacion 21, en el que la enfermedad es cancer.
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