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2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/038219 Fecha 16/05/2012
Publicacién Internacional No.  WQ/2012/162067 Fecha 29/11/2012

3 l TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

MOLECULAS QUE SE UNEN A CD3 CAPACES DE UNIRSE A CD3 HUMANO Y NO HUMANO

4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

CO7K 16/00 (2006.01):

}OUC”ANTE (S) D Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
1. MACROGENICS, INC.

 @oaTos DEL SOLICITANTE

DIRECCION 9640 Medical Center Drive No. TELEFONO
CIUDAD i CORREO
Rockville ELECTRONICO
DEPARTAMENTO/ESTADO NACIONALIDAD O
. Maryland LUGAR DE , L

PAIS DE RESIDENCIA Estados Unidos de América CONSTITUCION Estados Unidos de América

7 | INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

1.HUANG Ling Estados Unidos de América
2. JOHNSON Leslie S. Estados Unidos de América

3.

®

5.

DIRECCION DE CORREOQ ELECTRONICO:
‘BGJATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.

2.

3.

4.

5.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)
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9 | [_] REPRESENTANTE LEGAL X APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
JARAMILLO CAMPUZANO MAURICIO C.C .80.421.942 T.P.74.555
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No. RADICACION DE
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10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD X S| []NO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAAMM/DD)
1.Estados Unidos de América us 61/488,716 2011/05/21
2.Estados Unidos de América us 61/530,353 2011/09/01

3.

| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 l DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

si X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
numero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 J REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
O si X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucién vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefas y medianas empresas [ |
. Universidades publicas o privadas 1

Entidades sin animo de lucro |:|

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION ENLINEA X SI [ JNO
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notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de
internet.
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4. X Resumen 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos
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5. [ Certificado de depésito de material biolégico si 13. Reduccién de tasas
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aminoacidos en forma digital si fuera el caso. anterior, o en su defecto prueba documental idénea.
7. O Arte final 12 x 12. [J Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en
8. [] Anexo formato digital. la ley 905 de 2004.

Universidades publicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacién.
Entidades sin &nimo de lucro
[] Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[ Hoja de informacién complementaria.
O Otros, especificar
14. X Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
15. [0 Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. X Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.




. . EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA [ ] Patente de Invencién [ ] Patente modelo de utilidad x | PCT
(21) No. de solicitud: (51) int. Cl: CO7K 16/00 (2006.01)
(22) Fecha de solicitud: (71) Solicitante(s): MACROGENICS, INC.
(30) Prioridad: (72) Inventor(es): Ling HUANG

Leslie S. JOHNSON

(31) No. Prioridad: 61/488,716
61/530,353

(32) Fecha: 21/05/2011
01/09/2011

(33) Pais: Estados Unidos de América (74) Apoderado(s). MAURICIO JARAMILLO CAMPUZANO

(54) Titulo:
MOLECULAS QUE SE UNEN A CD3 CAPACES DE UNIRSE A CD3 HUMANO Y NO HUMANO

Las casillas identificadas con 85, 86 y 87 sélo aplican para PCT
(85) Fecha limite inicio Fase Nacional:

(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT (87) Publicacion internacional
Fecha; 16/05/2012 Fecha; 29/11/2012
No. de solicitud PCT: PCT/US2012/038219 No. Publicacion: WO/2012/162067

Resumen reivindicacion (es):

La presente invencion se refiere a moléculas que se unen a CD3 capaces de unirse un CD3 humano y no humano, y en
particular a dichas moléculas que que muestran reaccién cruzada con CD3 de un mamifero no humano (por ej., un mono
macaco). La invencion se refiere ademas a usos de dichos anticuerpos y fragmentos que se unen al antigeno en el tratamiento
del cancer, enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes y otras alteraciones.
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Titulo de la invencion:
MOLECULAS QUE SE UNEN A CD3 CAPACES DE UNIRSE A
CD3 HUMANO Y NO HUMANO
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas:
[0001] Esta Solicitud reivindica prioridad de las Solidés de Patentes de EE UU Nros.
61/488,716 (presentada el 21 de mayo de 2011; @atediy 61/530,353 (presentada el 1 de

septiembre de 2011; pendiente), cada una de colesugles se incorpora en este documento

en su totalidad a modo de referencia.
Referencia al Listado de Secuencias:
[0002] Esta Solicitud incluye uno o mas Listados de Sedasrconforme a lo dispuesto en
el 37 C.F.R. 1,82kt seq que se divulgan tanto en papel como en medisseptibles de
leerse por computadora, y cuyas divulgaciones eelpaen medios susceptibles de leerse
por computadora se incorporan en este documentwa de referencia en su totalidad.
Antecedentes de la invencion:
Campo de la invencién:
[0003] La presente invencidn se refiere a moléculas qumee a CD3 capaces de unirse un
CD3 humano y no humano, y en particular a dichakecotas que que muestran reaccion
cruzada con CD3 de un mamifero no humagrmar €j, un mono macaco). La invencion se
refiere ademas a usos de dichos anticuerpos y &aigs que se unen al antigeno en el
tratamiento del cancer, enfermedades inflamatgf@mautoinmunes y otras alteraciones.
Descripcion de la técnica relacionada:
[0004] EI sistema inmunoldgico corporal sirve como a dedecontra una variedad de
conditions, que incluyenpor ej, lesion, infeccion y neoplasia, y esta mediado ¢os
sistemas separados pero relacionados entre sistesnas inmunolégicos celular y humoral.
Hablando en un sentido general, el sistema hunest@l mediado por productos solubles
(anticuerpos o inmunoglobulinas) que tienen la c@aal de combinarse con y neutralizar
productos reconocidos por el sistema como extrafiosuerpo. En contraste, el sistema
inmunolégico celular incluye la movilizacion de ntés células, denominadas células T, que
cumplen una variedad de funciones terapéuticascélagas T son linfocitos que derivan del
timo y circulan entre los tejidos, sistema linfatig el sistema circulatorio. Actdan contra, o
como respuesta a, una variedad de estructuragiast{antigenos). En muchos casos estos
antigenos extrafios se expresan en células huéspardresultado de neoplasia o infeccion.
Aunque las células T no secretan anticuerpos emsshas, usualmente se las requiere para
secrecion del anticuerpo por la segunda clase rdeciios, células B (que derivan de la
médula 6sea). De manera critica, las células T bexhiespecificidad inmunoldgica
extraordinaria con el fin de ser capaces de digognnantigeno de otro).
[0005] Una célula T naivepor €j, una célula T que aun no ha encontrado su antigeno

especifico, se activa cuando encuentra primeroomplejo MHC : péptido especifico sobre

-4 -



una célula que presenta el antigeno. La célulgppsenta el antigeno puede ser una célula B,
un macrofago o una célula dendritica. Cuando uhaacd naive encuentra un complejo
MHC : péptido especifico sobre una célula que mptesel antigeno, se entregauna sefal a
través del receptor de células T que induce un waerbla conformacién de la funcion de las
moléculas del antigeno asociado con los linfocdesla célula T (LFA), y aumenta su
afinidad por moléculas de adhesion intracelularAiS) present sobre la superficie of la
célula que presenta el antigeno. La sefal gengr@adka interaccidon de la célula T con una
célula que presenta el antigeno es necesaria, quesuficiente, para activar una célula T
naive. Se requiere una segunda sefal co-estimulaatecélula T naive sélo puede ser
activada por una célula que presenta un antigeadrgasporta ambos un complejo MHC de
péptido especifico y una molécula co-estimulantgresgu superficie. El reconocimiento de
los antigenos por una célula T naive en ausenc@dsstimulacion produce la célula T que
se convierte en anérgica. La necesidad de queafiades activen células T y células B de
manera tal que logren una respuesta inmunologiGptativa puede proporcionar un
mecanismo para evitar respuestas a los auto-anigpre pueden estar presentes sobre una
célula que presenta el antigeno en las ubicaciened sistema donde puede ser reconocido
por una célula T. Donde el contacto de una céludalire una célula que presenta el antigeno
produce la generacion de solamente una de dosesei@gjueridas, la célula T no se activa y
una respuesta inmunoldgica adaptativa no ocurre.

[0006] La eficiencia con la cual los humanos y otros marof desarrollan una respuesta
inmunologica a patdégenos y sustancias extrafiagssedn dos caracteristicas: la especificidad
exquisita de la respuesta inmunoldgica para reconeato de los antigenos, y la memoria
inmunoldgica que permite respuestas mas rapidaasyuvigorosas luego de la re-activacion
con el mismo antigeno (Portolés,gPal (2009) The TCR/CD3 Complex: Opening The Gate
to Successful VaccinatidgnCurrent Pharmaceutical Design 15:3290-3300; Gis. et al
(2009) ‘Organization of Proximal Signal Initiation at th&€R:CD3 CompleX Immunol Rev.
232(1):7-21). La especificidad de la respuesta @tulas T estd mediada por el
reconocimiento del antigeno (se mostré en las aglglie presentan antigeno (APCs) por un
complejo molecular que incluye el receptor de esldl (“TCR”) y el ligando al receptor de
la superficie celular, CD3. El TCR es un heterodomiggado en forma covalente de las
cadenas. y B (“TCRaf”). Estas cadenas son polipéptidos de membrana tlds 259 ) y

296 () aminoé&cidos de longitud. La molécula de CD3 escomplejo que contiene una
cadena CD3J, una cadena CD& y dos cadenas CD3asociadas como tres dimereg, €9,

) (Guy, C.S.et al (2009) ‘Organization of Proximal Signal Initiation at theCR:CD3
Complex’ Immunol Rev. 232(1):7-21; Call, M.Eet al (2007) ‘Common Themes In The
Assembly And Architecture Of Activating Immune B&ecg” Nat. Rev. Immunol. 7:841-850;
Weiss, A. (1993) T Cell Antigen Receptor Signal Transduction: A T&eé Tails And
Cytoplasmic Protein-Tyrosine Kinasé<ell 73:209-212). El complejo CFR y CD3, junto
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con la cadena zeta de la cadena CPSe conoce también como cadena zeta T3 del recepto
de célula T o0 CD247) comprenden el complejo TCRi @ar Merwe, P.Aetc (epub Dec. 3,
2010) ‘Mechanisms For T Cell Receptor TriggerihgNat. Rev. Immunol. 11:47-55;
Wucherpfennig, K.Wet al. (2010) ‘Structural Biology of T Cells Receptor: Insightgoin
Receptor Assembly, Ligand Recognition, and Indratof Signaling Cold Spring Harb.
Perspect. Biol. 2:a005140). EI complejo es pardicuknte significativo ya que contiene un
namero extenso (diez) de motivos de activacion dmsn la tirosina inmuno receptora
(ITAMSs).

[0007] En las células T maduras, la activacion de TCR/QI08 péptidos antigénicos
extrafios asociados a moléculas auto-MHC es el pp&ago necesario para la expansion de
células T especificas para el antigeno, y su diéeaeion en linfocitos T de memoria o
efectores. Estos procesos incluyen la fosforilaadénlos motivos de activacion basada en
tirosina del inmuno-receptor (ITAMs) del complej&€R. Debido a que el complejo TCR
tiene dicho gran numero de ITAMS (10 en total),syos ITAMS se disponen en tandem
(debido a la dimerizacién de las cadenas constitegg fosforilacion de los residuos de
tirosina relevantes luego de la ligacibn de TCRacs#ios de encastre emparejados para
proteinas que contienen dominios de homologia S8H2) tales como la proteina asociada
con la cadeng de 70 kDa (ZAP-70), y por lo tanto inician unaczata de sefalizacion de
amplificacion que conduce a la activacion de unalzd y diferenciaciéon (Guy, C.%&t al
(2009) ‘Organization of Proximal Signal Initiation at th&€R:CD3 CompleX Immunol Reuv.
232(1):7-21).

[0008] EI resultado de estos procesos se modula pordasitdad y la calidad del estimulo
del antigeno, asi como también por la naturalezaslsefales que acompafan por el co-
receptor y moléculas co-estimulantes de superficpgr receptores de citoquina (Portolés, P.
et al (2009) The TCR/CD3 Complex: Opening The Gate to Succegatination” Current
Pharmaceutical Design 15:3290-3300; RihaePal (2010) ‘CD28 Co-Signaling In The
Adaptive Immune Resporis8elf/Nonself 1(3):231-240). Aunqgue la estimufatide TCR es

un requisito previo para activacion de la célulasd reconoce muy bien que el compromiso
de las moléculas co-estimulantes, tales como CB28ecesario para la completa activacion
y diferenciacion de células T (Guy, C.&. al (2009) ‘Organization of Proximal Signal
Initiation at the TCR:CD3 Compléximmunol Rev. 232(1):7-21).

[0009] Debido a la naturaleza fundamental de CD3 en dionde la respuesta anti-
antigénica, los anticuerpos monoclonales contra esteptor se han propuesto porque son
capaces de bloquear o por lo menos modular el ppdoenune y de este modo como agentes
para el tratamiento de enfermedad autoinmune ylaniatoria. Por cierto, los anticuerpos
anti-CD3 fueron el primer anticuerpo aprobado geatamiento en humanos (St. Clair E.W.
(2009) ‘Novel Targeted Therapies for Autoimmuyii@urr. Opin. Immunol. 21(6):648-657).
El anticuerpo anti-CD3 (comercializado como ORTH@MNE ™ OKT3™ por Janssen-
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Cilag) se ha administrado para reducir el rechauad@ en pacientes con transplantes de
organos y como tratamiento para la leucemia lidfsida (Cosimi, A.Bet al (1981) ‘Use Of
Monoclonal Antibodies To T Cell Subsets For Immagial Monitoring And Treatment In
Recipients Of Renal AllograftsN. Engl. J. Med. 305:308-314; Kung, Bt al (1979)
Anticuerpos monoclonales que definen antigenos mamos distintivos de la superficie
celular,” Science 206:347-349; Vigeral, Bt al (1986) ‘Prophylactic Use Of OKT3
Monoclonal Antibody In Cadaver Kidney Recipientdilization Of OKT3 As The Sole
Immunosuppressive AgeégntTransplantation 41:730-733; Midtvedt, Ket al (2003)
“Individualized T Cell Monitored Administration OT& Versus OKT3 In Steroid-Resistant
Kidney Graft Rejectiofi Clin. Transplant. 17(1):69-74; Gramatzki, Bt al (1995) ‘Therapy
With OKT3 Monoclonal Antibody In Refractory T Céltute Lymphoblastic Leukemia
Induces Interleukin-2 Responsivenédsukemia 9(3):382-390; Herold, K.@&t al (2002)
“Anti-CD3 Monoclonal Antibody In New-Onset Tipo Jalates Mellitus N. Engl. J. Med.
346:1692-1698; Cole, M.2t al (1997) ‘Human IgG2 Variants Of Chimeric Anti-CD3 Are
Nonmitogenic to T CelfsJ. Immunol. 159(7):3613-3621; Cole, M&.al (1999) ‘Hum291,

A Humanized Anti-CD3 Anticuerpo, Is Immunosuppwessio T Cells While Exhibiting
Reduced Mitogenicityin vittd Transplantation 68:563-571; Patentes de EE UWsNr
6,491,916; 5,585,097 y 6,706,265).

[0010] Sin embargo, dicho tratamiento anti-CD3 ha demdstrague no es lo
suficientemente especifico para evitar efectoste@hkes (Ludvigsson, J. (2009) e Role of
Immunomodulation Therapy in Autoimmune Diabétds Diabetes Sci. Technol. 3(2):320-
330). La administracion diaria reiterada de OKT®doice inmunosupresion profunda y
proporciona tratamiento efectivo del rechazo comse® del transplante renal. La
administracionin vivo de OKT3 produce tanto la activacion de células Supresion de
respuestas inmunologicas. Sin embargo, el uso dé3G#¢ ha perjudicado por un primer
sindrome de reaccion a la dosis tOxica que seioelacon eventos de activacion inicial de
células T y asegurar la liberacién de citoquinas aeurre antes de la inmunosupresion de las
respuestas de células T. Se han observado efedtai®eraales informados que siguen la
primera y en ocasiones la segunda inyeccion deaesiuerpo monclonal de raton incluyen
un sindrome “similar a la gripe” que consiste abffé alta, escalofrios, cefalea y sintomas
gastrointestinales (vémitos y diarrea) y en caseer®s edema pulmonar dentro de la shoras
posteriores al tratamiento (Thistlethwaite, J.R. &r al (1988) ‘Complications and
Monitoring of OKT3 Therapy Am. J. Kidney Dis. 11:112-119). Se considera cste
sindrome refleja el entrecruzamiento mediado pofM®Idel complejo TCR/CD3 sobre la
superficie de las células T y la liberacion resutade citoquinaspbr ej, factor de necrosis
tumoral alfa (TNk), interferény, interleucinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10 y fdor
estimulante de la colonia de macréfagos-granulsciMasharani, U.B.et al (2010)
“Teplizumab Therapy For Type 1 Diabeteg&xpert Opin. Biol. Ther. 10(3):459-465;
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Abramowicz, D.et al (1989) ‘Release Of Tumor Necrosis Factor, Interleukin-2d an
Gamma-interferon In Serum After Injection Of OKT3ndclonal Antibody In Kidney
Transplant Recipients Transplantation 47:606-608; Ferran, Q. &. (1990) ‘Cytokine-
Related Syndrome Following Injection Of Anti-CD3ndolonal Antibody: Further Evidence
For Transient In Vivo T Cell ActivatighEur. J. Immunol. 20:509-515; Hirsch, Rt al.
(12989) ‘Effects Of In Vivo Administration Of Anti-CD3 Motmtal Antibody On T Cell
Function In Mice. II. In Vivo T Cell ActivatighJ. Immunol,142:737-743). El uso de anti-
CD3 anticuerpos se divulga en las Patentes de ERtdU7,883,703; 7,728,114; 7,635,472,
7,575,923; y 7,381,903, y en las Publicaciones aterfees de EE UU Nros. 2010/0150918;
2010/0209437; 2010/0183554; 2010/0015142, 2008/D&®®5 2007/0077246 y en la
Publicacién por PCT W02008/119567.

[0011] Una limitacién particular de los anticuerpos esespecificidad sélo por el CD3
humano. Esta limitacion es un impedimento signiifica para el desarrollo de dichos
anticuerpos como agentes terapéuticos para eiiexito de humuna enfermedades. Con el
fin de obtain aprobacién del mercado cualquier aumedicacion candidata debe pasar a
través de evaluacidon rigurosa. Esta evaluacion gpumd-dividirse en fases clinicas y
preclinicas. Mientras que la ultima — dividida esrnia adicional en las fases clinicas
conocidas generalmente I, Il and Il — se realizgacientes humanos, la primera se realiza
en animales. El objetivo de la evaluacion clinisademostrar el el medicamento candidato
tiene la actividad deseada y lo mas importantesegsiro. Sélo cuando la seguridad en los
animales y la posible efectividad del farmaco cdatti se ha establecido en experientacion
preclinica este farmaco candidato se aprobaragualaacion clinica en humanos a cargo de
la autoridad regulatoria respectiva. Los farmaeoslatos pueden evaluarse para determinar
la seguridad en animales de los siguientes treosidd en una especie relevarngs, decir

en una especie en donde los farmacos candidatoempueconocer los antigenos ortélogos,
(i) en un animal transgénico que contiene losgaemis humanos y (iii) por el uso de un
sustituto del farmaco candidato que puede uniesgigenos ortdlogos presentes en el animal.
Las limitaciones de los animales transgénicos senegta tecnologia normalmente se limita a
los roedores. Sin embargo, los roedores y los hamtianen diferencias significativas en la
fisiologia que pueden complicar la extrapolacionlake datos de seguridad obtenidos en
roedores para anticipar la seguridad en humangcs.lilataciones de un sustituto para el
farmaco candidato son la composicion diferentendgortancia cuando se compara con el
farmaco candidato real y con frecuencia los animaados son roedores con la limitacion
como se discutié con anterioridad. Por lo tants,datos preclinicos en roedores son de fuerza
predictiva limitada con respecto al farmaco canmidgl método de eleccion para analisis de
la seguridad es el uso de una especie relevantepiaerencia un primate inferior. La
limitacion ahora de las moléculas que se unen a &id8piadas para intervencién terapéutica

en el hombre descrita en la materia es que laziespe@levantes son primates superiores, en
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particular monos macacos. De acuerdo con lo antario anticuerpo anti-CD3 anticuerpo

capaz de unirse tanto a CD3 de primate como hunesnaltamente deseable. Dichos

anticuerpos se han descrito en la Publicacién denka de los Estados Unidos Nro.

20100150918 y en la Publicacion por PCTWO2008/11956

[0012] A pesar de dichas ventajas continla presente ksiaa de lograr anticuerpos CD3

anti-humanos y sus fragmentos de union al antigeleoson capaces de reaccionar en forma

cruzada con CD3 de un mamifero no humapor (€j, un mono macaco). La presente
invencion aborda esta necesidad y la necesidae ttmgoar productos terapéuticos para tratar
el cancer, autoinmunidad y enfermedades inflanmesori

Breve descripcion de la invencion:

[0013] La presente invencidn se refiere a moléculas qumee a CD3 capaces de unirse un

CD3 humano y no humano, y en particular a dichakecatas que que muestran reaccion

cruzada con CD3 de un mamifero no humagrmar €j, un mono macaco). La invencion se

refiere ademas a usos de dichos anticuerpos y &naigs que se unen al antigeno en el
tratamiento del cancer, enfermedades inflamatgf@mautoinmunes y otras alteraciones.

[0014] En detalle, la invencion proporciona una molécula se une a CD3 que comprende

un fragmento que se une al antigeno de un anticuerpdonde el fragmento que se une al

antigeno comprende un dominio VL especifico de @e@Banticuerpo y un dominio VH
especifico de CD3 del anticuerpo, en donde el domih especifico de CD3 y el dominio

VH especifico de CD3 forman un dominio de uniémutigeno capaas de lograr la unién en

forma inmunoespecifica a ambos un epitope de CD&ha y a un epitope del CD3 de un

mamifero no humano, en donde:

0] el dominio VL especifico de CD3 se seleccioehgtupo que consiste en h-mab2 VL-
1 (SEC ID NRO.:16), h-mab2 VL-2 SEC ID NRO.:18), h-mab2 VL-3 SEC ID
NRO.:20), h-mab2 VL-4 SEC ID NRO.:22), h-mab2 VL-5 §EC ID NRO.:24), h-
mab2 VL-6 SEC ID NRO.:26), h-mab2 VL-7 SEC ID NRO.:28), h-mab2 VL-8
(SEC ID NRO.:30), h-mab2 VL-9 S8EC ID NRO.:32), y h-mab2 VL-10 $EC ID
NRO.:34), y dicho dominio VH especifico de CD3 se selegaialel grupo que
consiste en h-mab2 VH-BEC ID NRO.:36), h-mab2 VH-2 $EC ID NRO.:38), h-
mab2 VH-3 SGEC ID NRO.:40), h-mab2 VH-4 $EC ID NRO.:42), h-mab2 VH-5
(SEC ID NRO.:44), h-mab2 VH-6 §EC ID NRO.:46), h-mab2 VH-6L SEC ID
NRO.:54), h-mab2 VH-7 $EC ID NRO.:48), h-mab2 VH-8 EEC ID NRO.:50), h-
mab2 VH-8L SEC ID NRO.:55), h-mab2VH-8 di-1 $EC ID NRO.:56), h-mab2
VH-8 di-2 (SEC ID NRO.:57), h-mab2 VH-6M SEC ID NRO.:72), h-mab2 VH-8M
(SEC ID NRO.:74), h-mab2 VH-2k 8EC ID NRO.:87), y h-mab2 VH-5KSEC ID
NRO.:88); o



(I el dominio VL especifico de CD3 se selecciale grupo que consiste en h-mab1 VL-
1 (SEC ID NRO.:10) y h-mabl VL-2 SEC ID NRO.:12), y el dominio VH
especifico de CD3 es h-mabl1 VEHC ID NRO.:14).

[0015] La invencién se refiere en particular a la real@aale la molécula de union a CD3

descrita con anterioridad en donde el dominio Vjieeffico de CD3 es h-mab2 VL-GEC

ID NRO.:26).

[0016] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas

con anterioridad que se unen a CD3 en donde elrdorH especifico de CD3 es h-mab2

VH-8 (SEC ID NRO.:50), h-mab2 VH-6 $EC ID NRO.:46), o h-mab2 VH-2k $EC ID

NRO.:87).

[0017] La invencién se refiere en particular a la real@aale la molécula de union a CD3

descrita con anterioridad en donde la moléculaiesnticuerpo, y en particular, en donde el

anticuerpo carece de una region de Fc o compremaleagion de Fc que:

(A) carece de funcion efectora o tiene funcion teiecreducida; o

(B) dafa la capacidad de la region Fc del antiaudgpunirse a un receptor de Fc;

en donde la reduccién en la funcion efectora yngledimento de la capacidad de unién con

relacion a la de un receptor de Fc tipo salvaje.

[0018] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas

con anterioridad que se unen a CD3 en donde lacmalés un diacuerpo que se une a CD3

gue comprende una primera cadena de polipéptidmaysagunda cadena de polipéptido, las
cadenas estan unidas en forma covalente entne donele:

l. la primera cadena de polipéptido comprende tmité® amino y un término carboxi y
de término N a término C:

0] un dominio (A) que comprende el dominio VL esifieo de CD3;

(i) un dominio (B) que comprende una regién dedbande un dominio variable de
cadena pesada de una segunda inmunoglobulina (YH2);

(i)  un dominio (C);

en donde los dominios (A) y (B) no se asocian esitpara formar un sitio que se une

al epitope;

(I la segunda cadena de polipéptido comprendg&umino amino y un término carboxi y
de término N a término C:
0] un dominio (D) que comprende una region de nmé un dominio variable de
cadena liviana de la segunda inmunoglobulina (VL2);
(i) un dominio (E) que comprende the CD3-spedifmminio VH; y
@iif)  un dominio (F);
en donde los dominios (D) y (E) no se asocian eitpara formar un sitio que se une

al epitope; y
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en donde:

(1) los dominios (A) y (E) se asocian para fornmladaminio de union al antigeno que es
capaz de lograr la union en forma inmunoespec#fiamboos CD3 humano y al CD3
de un mamifero no humano;

(2) los dominios (B) y (D) se asocian para formarsitio de union que se une en forma
inmunoespecifica a un segundo epitope, el segupidope es diferente del epitope
CD3 unido por el dominio de unién al antigeno fodma partir de la asociacién de
los dominios (A) y (E); y
3) los dominios (C) y (F) se asocian entre sioemé covalente.

[0019] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 en donde ehdegpitope no es un epitope de CD3.
[0020] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 en donde ehdegepitope es un epitope de CD3 que es
diferente del epitope de CD3 unido por el domirgaudion al antigeno formado a partir de la
asociacion de los dominios (A) y (E).
[0021] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 o anticuerpgiacuerpos en la cual dicha molécula es
humanizada.
[0022] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 o anticuerpgiacuerpos en la cual dicha molécula es
capaz de lograr la unidn en forma inmunoespec#i€®3 y a fluoresceina.
[0023] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 o diacuerptes @ml dicha molécula es capaz de lograr
la union en forma inmunoespecifica a ambos: (i) @OB) (a) un antigeno del tumor, o (ii)
(b) un antigeno de la superficie de la célula,pteo ligando del receptor.
[0024] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 o diacuerptes @mal la molécula o diabody es capaz de
lograr la unién en forma inmunoespecifica a CD8 yrt antigeno del tumor expressed en una
célula tumoral, en donde la célula tumoral es wHal& tumoral de un cancer seleccionado
del grupo que consiste en: cancer de mama, camecerdstata, cancer gastrico, cancer de
pulmén, cancer de estdbmago, cancer de colon, caectl, cancer de pancreas, cancer de
higado, cancer de ovario, cancer de la cavidad oéaicer de faringe, cancer de eséfago,
cancer de laringe, cancer de hueso, cancer dermp@&gnoma, cancer de utero, cancer de
testiculo, cancer de vesicula, cancer de rindngerade cerebro, glioblastoma, cancer de
tiroides, linfoma, mieloma y leucemia.

[0025] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas

con anterioridad que se unen a CD3 o diacuerpdesenuales la molécula o diacuerpo es

capaz de lograr la union en forma inmunoespec#i€d3 y a un antigeno de la superficie de
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la célula, receptor o ligando del receptor, en @oet antigeno de la superficie celular,
receptor o ligando del receptor es HER2/neu, B7¢1320, PSMA, IGF-1R., Ep-CAM, o0 es
una molécula involucrada en la asociacion de cdllaélula B que conduce una célula T o
activacion de células B en una respuesta inmurcaGgiaptativa.

[0026] La invencion se refiere en forma adicional a ldizaeion de las moléculas descritas
con anterioridad que se unen a CD3 o diacuerpdesenuales la molécula o diacuerpo es
capaz de lograr la unién en forma inmunoespec#i€3 y a una molécula involucrada en la
asociacion de célula T - célula B y la moléculaoioerada en la asociacion de célula T -
célula B se selecciona del grupo que consiste etRCOD20, CD22, CD23, CD27, CD32B,
CD38, CD40, CD79a, CD79b, CD80, CD86, LFA-I, LFA*EFA-I.

[0027] La invencién se refiere en forma adicional a unenpasicion farmacéutica que
comprende cualquiera de las moléculas descritasatwerioridad que se unen a CD3,
anticuerpos o diacuerpos, y un vehiculo, excipientéluyente aceptable desde el punto de
vista farmaceéutico.

[0028] La invencion se refiere en forma adicional a la posicion farmacéutica descrita
con anterioridad para usar en el tratamiento detedo una enfermedad autoinmune o
inflamatoria.

[0029] La invencion se refiere en forma adicional a la posicion farmacéutica descrita
con anterioridad para usar en el tratamiento deamfi@rmedad autoinmune o inflamatoria
seleccionado del grupo que consiste en: diabetgsndeente de la insulina tipo |, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosigtiple, enfermedad inflamatoria
intestinal, miastenia grave, enfermedad celiagajr8ime de Sjogren, enfermedad de Grave,
enfermedad de Crohn, hepatitis autoinmune, pseriadritis soriatica, asma, allergic rhinitis,
efectos del transplante de 6rganos, o enfermedadiudsped vs. injerto (GVHD). La
invencion en particular se refiere a la composiéaymacéutica descrita con anterioridad para
usar en el tratamiento de diabetes dependiente idsulina tipo |.

Breve descripcion de las figuras:

[0030] Las Figuras 1A-1B muestran los resultados de un ELISA de capturkaeual la
capacidad del anticuerpo mAB1 anti-CDBigura 1A) o un derivado quimérico del
anticuerpo mAB1 (ch-mAbl)Fgura 1B) se evalué con el uso de CD3 soluble humano
(“*shCD3").

[0031] Las Figuras 2A-2B muestran los resultados de un ELISA de capturkaeual la
capacidad de anti-CD3 anticuerpo mABEigura 2A) o un derivado quimérico del
anticuerpo mAB2 (ch-mAb2)Fgura 2B) se evalué con el uso de CD3 soluble humano
(“shCD3") o CD3 soluble de mono macaco (“scCD3").

[0032] La Figura 3 muestra los resultados de analisis para deternghagfecto de
variaciones en los residuos de marcos numeradas $&pat 41-46 de la cadena liviana de
mMADb2.
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[0033] La Figura 4 muestra los resultados de analisis para deternghagfecto de
variaciones en los residuos de marcos numeradas $&gpat 36, 38, 44 y 46 de la cadena
liviana de mAb2.

[0034] Figura 5 muestra los resultados de analisis para deterrelnefiecto de variaciones
en los residuos de marcos numerados segun Kaba8 3646 de la cadena liviana de mAb2.
[0035] La Figura 6 muestra los resultados de analisis para deternehagfecto de
variaciones en los residuos de marcos numeradas) degbat 30, 49 y 93 de la cadena
pesada de mAb2.

[0036] La Figura 7 muestra los resultados de andlisis adicionalesdumaos para
determinar el efecto de variaciones en los resideosiarcos numerados segun Kabat 30, 49
y 93 de la cadena pesada de mAb2.

[0037] Las Figuras 8A-8B muestran los resultados de analisis conducidas @aluar la
capacidad de mAb2 quimérico y humanizado de uailG®3 no humano.

[0038] Las Figuras 9A-9D muestran trazas de sensograma de analisis BIACORE
realizados para determinar la cinética de la ud®oh-mAB2 o h-mAb2 y scCD3 o scCD3.
[0039] Las Figuras 10A-10D muestran los resultados de ELISAs de capturazezhis
sobre diacuerpos DART™ que tienen un primer sigaudion al epitope y segundo sitio de
union al epitope que se unen en forma indistind@r@/neu, CD19, EGFR, o B7-H3.

[0040] LasFiguras 11A-11Bmuestran la capacidad de B7H3 x Diacuerpos CD3 DAR
para mediar la matanza redirigida a células de twme expresan B7H3.

[0041] LasFiguras 12A-12E muestran la capacidad de A33 x Diacuerpos CD3 DART
para mediar la matanza redirigida a células de tume expresan A33.

[0042] Las Figuras 13A andl3B muestran los resultados de una comparacion de la
capacidad de un CD19-h-mAb2 DART™ y un diacuerpd€R CD3 DART para producir

la matanza mediada por las células T redirigiddsdig&cuerpo CD19-h-mAb2 DART™
exhibe especificidad por CD3 humano asi como tamba@ humano; el diacuerpo CD19 x
CD3 DART o exhibe especificidad s6lo por CD3 humadtigura 13A: matanza redirigida de
Células de células de linfoma de células B hum&gis Figura 13B: matanza redirigida de
céulas de linfoma de células de manto humano JeKo-1

[0043] Las Figuras 14A y 14Bmuestran que el diacuerpo CD19-h-mAb2 DART™ de la
presente invencion fue capaz de mediar la citébsida presencia de células efectoras de
células T tanto humanas como no humanas.

[0044] LasFiguras 15A y15B muestran la capacidad del diacuerpo ERBITUX™-h-ghAb
DART™ de la presente invencion o un diacuerpo ERB{TV-receptor de células T
DART™ para mediar un aumento en CD69 MFI luegoadatubacion con CD4+ o CD8+
células T; un diacuerpo de control ERBITUX™-FN18 DART™ (capaz de unirse a
EGFR y a CD3 de mono macaco) no pudo inducir uneatonen el CD69 MFI.
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[0045] Las Figuras 16A-16D muestran los resultados de investigations en lanude
cualquiera de diacuerpo ERBITUX™-h-mAb2 DART™, diagpo ERBITUX™-m-mAb2
DART™ o diacuerpo4420-h-mAb2 DART™ (control negativo) o un contr@cendario para
células A498 o A431 s Figura 16A y 16C, respectivamente), y para mediar la matanza
redirigida de dichas célulaBigural6B y 16D, respectivamente).
Descripcion detallada de la invencion:
[0046] La presente invencidn se refiere a anticuerpos @Bhumanos y sus fragmentos
gue se unen al antigeno, y en particular a dichtisugrpos que muestran reaccioén cruzada
con CD3 de un mamifero no humarpmi( €j, un mono macaco). La invencion se refiere
ademas a usos de dichos anticuerpos y fragmen&sequnen al antigeno en el tratamiento
del cancer, enfermedades inflamatorias y/o autoirasy otras alteraciones.

l. Definiciones
[0047] Como se usa en este documento, el término “Moléguéase une a CD3” denota
una molécula capaz de unidon inmunoespecifica a saniid3 humano y al CD3 de un
mamifero no humano a través de por lo menos um &ireconocimiento de los antigenos
(por €j, un dominio de unién al antigeno de un anticuengidjado en la region variable de la
molécula. Como se usa en este documento dichaidaggzara unirse inmunolégicamente en
forma especifica a ambos CD3 humano y al CD3 denamifero no humano no tiene la
finalidad de denotar una capacidad de un dominienilen al antigeno individual de unirse en
forma simultanea a ambas de dichas CD3 moléculas,nsds bien que dicho dominio de
unién al antigeno exhibe reactividad cruzada deenaatal que se unira inmunoldgicamente
en forma especifica a human CD3 cuando se incultea@esencia de human CD3 y se unira
inmunolégicamente en forma especifica al CD3 denamifero no humano cuando se incuba
en la presencia de dicho CD3 de mamifero no humano.
[0048] Como se usa en este documento, el término “Moléquiase une a CD3” abarca no
s6lo anticuerpos monoclonales o policlonales irgcwino también fragmentos de los
anteriores (tales como Fab, Fab', F@lFy), cadena simple (ScFv), mutantes de los
anteriores, variantes naturales, proteinas derfugié comprenden una porcion de anticuerpo
con un sitio de reconocimiento del antigeno de dpeeificidad requerida, anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos, “BiTEsS®,” roolés de diacuerpo “DART™” y
cualquier otra configuracién util de la moléculaidmunoglobulina que comprende un sitio
de reconocimiento del antigeno de la especificidaduerida. El término “BITES”
(encastradores de células T bi-especificos) sereeh una cadena simple de molécula de
polipéptido que tiene dos dominios que se unemtgjeno, uno del antigeno se une a una
célula T y el segundo que se une a un antigenemqeesobre la superficie de un blanco ( WO
05/061547; Baeuerle, Bt al (2008) BiTE®: A New Class of Antibodies That Recruit T
Cells” Drugs of the Future 33: 137-147; Bargat,al 2008) “Tumor Regression in Cancer
Patients by Very Low Doses of a T Cell-Engagingbaly,” Science 321: 974-977).
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[0049] EI término diacuerpo “DART™” (reactiv®ual Affinity ReTargeting) se refiere a
una inmunoglobulina molecule que comprende pordéoaes dos cadenas de polipéptidos que
se asocian (en especial a través de una interacoi@alente) para formar por lo menos dos
sitios de union a epitopes, que pueden reconoseniEmos epitopes u otros diferentes. Cada
una de las cadenas de polipéptidos de un diaclRI ™ comprenden una region variable
de la cadena liviana de inmunoglobulina y una inoglobulina cadena pesada region
variable, pero estas regiones no interactian foan@ar un sitio que se une al epitope. Mas
bien, la regién variable de cadena pesada de inghingdina de una deér €j, la primera)

de las cadenas de polipéptidos del diacuerpo DARift®tactia con la region variable de
cadena liviana de inmunoglobulina de una diferefger ej, la segunda) cadena de
polipéptido DART™ para formar un sitio que se uhegtope. En forma similar, la region
variable de cadena liviana de inmunoglobulina d& @or ej, la primera) de las cadenas de
polipéptidos del diacuerpo DART™ interactla corrdgion variable de cadena pesada de
inmunoglobulina de una diferentpof ej, la segunda) cadena del polipéptido del diacuerpo
DART™ para formar un sitio que se une al epitops.diacuerpos DART™ pueden ser
monoespecificos, biespecificos, triespecificos, gtcde este modo son capaces de unirse a
uno, dos, tres 0 mas epitopes diferentes (que pusele de lis mismos o de diferentes
antigenos). Los diacuerpos DART™ pueden en forrdeiamal ser monovalentes,
bivalentes, trivalentes, tetravalentes, pentavagnhexavelentestc, de este modo sin
capaces de unirse simultdneamente a una, dosfaoescinco, seis 0 mas moléculas. Estos
dos atributos de los diacuerpos DART®&$ @ecir grado de especificidad y valencia pueden
combinarse, por ejemplo para producir anticuerpesplecificos €s decir capaces de unir
dos epitopes) que son tetravalentssdecir capaces de unir cuatro grupos de epitopes), etc.
Las moléculas de diacuerpo DART™ se divulgan en Rasblicaciones por PCT WO
2006/113665, WO 2008/157379, y WO 2010/080538.

[0050] Las moléculas biespecificas (o triespecificas otieggecificas) de la presente
invencion serdn capaces de unirse a ambos CD3 lmumat CD3 de un mamifero no
humano por ej, mono macaco), y también a un segundo (o adidiopadliferente(s)
antigeno(s) o epitope(s). El segundo antigeno toppies con preferencia un antigeno del
tumor expresado en una célula tumoral. Dichas aglulmorales pueden ser de canceres, por
ejemplo, cancer de mama, cancer de préstata, cgasaico, cancer de pulmén, cancer de
estbmago, cancer de colon, cancer rectal, canc@adereas, cancer de higado, cancer de
ovario, cancer de la cavidad oral, cancer de farimgncer de eséfago, cancer de laringe,
cancer de hueso, cancer de piel, melanoma, caecétedo, cancer de testiculo, cancer de
vesicula, cancer de rifidon, cancer de cerebro, lghtdma, cancer de tiroides, linfoma,
mieloma, o leucemia. Los antigenos o epitopes @tites son con preferencia antigenos
tumorales o epitopes de la superficie celulargteteno: 17-1A, A33, antigeno de endoderma

| primario de eritrocitos adultos, alfa fetoprogimn antigeno de envoltura de un virus del
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tumor de ARN, antigeno oncofetal de tumor de vésj&i7r-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B7-
H5, B7-H6, antigeno de linfoma de Burkitt-38,13, 12&, CD18, CD19, antigeno de linfoma
B humano-CD20, CD22, CD33, CD44, CD52, CEA, CO17-CAA-1, CTLA-4, receptor
del factor de crecimiento epidérimico, Ep-CAM, EfhAantigeno de eritrocito | fetal,
antigeno de fibrosarcoma, gangliosida GD2, gangiko&D3, gangliosida GM2, gangliosida
GM3, GICA 19-9, gp llib/llla, gp72, HER1, HER-2/neiHER3, HER4, antigeno de
melanoma de alto peso molecular, Antigeno HLA-DRjggno de células T de leucemia
humana-Gp37, antigeno de carcinoma de pulmon hurba@p antigeno de carcinoma de
pulmén humano L6, antigeno de globulo de grasaedbel humana, IgE, Antigeno del
carcinoma pan KS 1/4, LEA, antigeno adenocarcindenpulmon F3, antigeno de linfocitos
humanos malignos-APO-1, antigeno de melanoma gpifeno asociado al melanoma p97,
neoglicoproteina, nuC242, antigeno de mucina églifgblimérfico, antigeno especifico de la
préstata, antigeno de membrana especifica de stapadfosfato de acido prostatico, antigeno
SK-1, TAG-72, antigeno T, antigeno tumoral CA12&jgeno tumoral MUC1, antigeno de
superficie de transplante de tipo de célula esigecifiel tumor, factor de crecimiento
endotalial vascular, receptor del factor de creenmta endotalial vascular,awf3). En forma
alternativa, dichos antigenos o epitopes adicisnaleden estar asociados con un patdgeno
(tales como: hepatitis tipo A, hepatitis tipo Bphttis tipo C, gripe, varicela, adenovirus,
herpes simple tipo | (HSV-I), herpes simple tipo (HSV-Il), peste bovina, rinovirus,
ecovirus, rotavirus, virus sincitial respiratorigirus de papiloma, virus de papiloma,
citomegalovirus, equinovirus, arbovirus, huntavjrogxsackie virus, virus de paperas, virus
del sarampion, virus de la rubeola, virus de laopaliruela, virus de Epstein Barr, virus de
inmunodeficiencia humana tipo | (HIV-I), virus demunodeficiencia humana tipo Il (HIV-
I1), meningitis viral, viral encefalitis, dengueirwela; micobacteria rickettsiamicoplasma,
neisseriaS. pneumoniaBorrelia burgdorferj Bacillus anthracis EstreptococpEstafilococo
Micobacterig tétano, pertusis, célera, plaga, difteridamidia, y legionellg leishmania,
kokzidioa, tripanosoma o malaria; clamidia and eitsia.

[0051] EI término “anticuerpo monoclonal” se refiere a upablaciébn de anticuerpo
homogéneo en donde el anticuerpo monoclonal seafaten aminoacidos (naturales y no
naturales) que estan involucrados en la union thedede un antigeno. Los anticuerpos
monoclonales son altamente especificos, se dirgerira un sitio antigénico Unico. El
término “anticuerpo monoclonal” abarca no solamemtgcuerpos monoclonales intactos y
anticuerpos monoclonales de longitud completa, samabién fragmentos de los anteriores
(tales como Fab, Fab’, F(ab’)2 Fv), cadena singdE\(), mutantes de los anteriores, proteinas
de fusibn que comprenden una porcion de anticuematicuerpos humanizados
monoclonales, anticuerpos quiméricos monoclonalescualquier otra configuracion
modificada de la molécula de inmunoglobulina quegende un sitio de reconocimiento del

antigeno de la especificidad requerida and la cdpace unirse a un antigeno. No pretende
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limitarse respecto de la fuente del anticuerpo enetlo en el cual se hacpof ej, por
hibridoma, seleccion de fago, expresidon recomb@&aanimales transgénicosic). El
término incluye inmunoglobulinas completas asi cdambién los fragmentos etc. descritos
con anterioridad bajo la definicion de “anticuetpo.

[0052] EI término “anticuerpo humanizado” se refiere a mm@écula quimeérica, en general
preparada con el uso de tecnicas recombinantestiene un sitio que se une al antigeno
derivado de una inmunoglobulina de una especie hamda estructura de inmunoglobulina
restante de la molécula basada en la estructurasgg¢aencia de una inmunoglobulina
humana. El sitio que se une al antigeno pueden remmer cualquiera de los dominios
variables completos fusionados sobre dominios eotss$ 0 sOlo las regiones determinantes
de complementariedad (CDRSs) injertadas sobre regide marco apropiadas en los dominios
variables. Los sitios que se unen a los antigenedgn ser tipo salvaje o modifcarse por una
0 mas sustituciones de aminoacidos. Esto eliminagi@n constante como un inmundgeno en
individuos humanos, pero la posibilidad una resguesmunoldgica por la region variable
extraila permanece (LoBuglio, A.let al. (1989) ‘Mouse/Human Chimeric Monoclonal
Antibody In Man: Kinetics And Immune RespghBeoc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-
4224). Otro método se enfoca no so6lo en el sumingst las regiones constantes derivadas de
humanos, sino modificando las regiones variables@so también con el fin reformarlas lo
mas posible con la forma humana. Se sabe que dgsnes variables de ambas cadenas
liviana y pesada contienen tres regiones deterrtesatle complementariedad (CDRs) que
varian como respuesta a los antigenos en cuestideterminan la capacidad de unién,
rodeada por cuatro regiones de marco (FRs) querservan relativamente en una especie
dada y que proveen putativamente escalones par&Dd#ds. Cuando los anticuerpos no
humanos se preparan con respecto a un antigerioufaartlas regiones variables pueden
“reformarse” o0 “humanizarse” por injerto de CDRsidgdos de un anticuerpo no humano en
los FRs presentes en el anticuerpo humano que diicaca. La aplicacion de este método a
varios anticuerpos ha sido informado por Sato.eKal. (1993) Cancer Res 53:851-856.
Riechmann, Let al. (1988) ‘Reshaping Human Antibodies for TherdpMature 332:323-
327; Verhoeyen, Met al. (1988) ‘Reshaping Human Antibodies: Grafting An Antilysczym
Activity,” Science 239:1534-1536; Kettleborough, C. ék.al. (1991) ‘Humanization of a
monoclonal mouse antibody By CDR Graft: The ImpaweaOf Frame Residue On Loop
Conformation” Protein Engineering 4:773-3783; Maeda,dtal. (1991) ‘Construction of de
Reshaped Human Antibodies With HIV-Neutralizingwigt” Human Antibody Hybridoma
2:124-134; Gorman, S. Bt al. (1991) ‘Reshaping A Therapeutic CD4 Antibgdyroc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 88:4181-4185; Tempest, Pe&R.al. (1991) ‘Reshaping A Human
Monoclonal Antibody To Inhibit Human Respiratoryngtial virus Infection in vivg
Bio/Technology 9:266-271; Co, M. &t al. (1991) ‘Humanized antibodies for Antiviral
Therapy” Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88:2869-2873; rtéa P. et al. (1992)
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“Humanization Of An Anti-p185her2 Antibody For Hum@ancer Therapy Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 89:4285-4289; y Co, M.&t al. (1992) ‘Chimeric And Humanized
Antibodies With Specificity For The CD33 Antigeh Immunol. 148:1149-1154.

[0053] En algunas realizaciones, los anticuerpos humanszagreservan todas las
secuencias de CDR (por ejemplo, un anticuerpo hizadm de raton que contiene los seis
CDRs de los anticuerpos de ratdn). En otras readinas, los anticuerpos humanizados tienen
uno o mas CDRs (uno, dos, tres, cuatro, cinco) gass se alteran con respecto al anticuerpo
original, que se denominan ademas uno o mas CD&%vadlos de” uno o mas CDRs del
anticuerpo original. Como se divulga a continuaclos anticuerpos preferidos de la presente
invencion tienen CDRs identificadas especificas. grasente invencion, sin embargo,
contempla anticuerpos equivalentes que tienen GiltBsados.

[0054] Como se usa en este documento, un anticuerpo olipgptido se dice que se une
“inmunoespecificamente” o en forma equivalente péesficamente” a una region de otra
molécula €s decir un epitope) si reacciona 0 se asocia mas frezmemte, mas
rapidamente, con mayor duracién y/o con mayor @dithicon ese epitope con relacion a
epitopes alternativos. Por ejemplo, un anticuemsg une en forma especifica a un epitope
de CD3 es un anticuerpo que se une a este epitof®d con mayor afinidad, avidez, mas
facilmente, y /o con mayor duracién de lo que se aiotros epitopes de CD3 o epitopes que
no son de CD3. También se entiende por lecturastie definicibn que, por ejemplo, un
anticuerpo (o resto o epitope) que se une en formanoespecifica a un primer blanco puede
0 no unirse en forma especifica o preferencial segundo blanco. Como tal, “union en
forma inmunoespecifica” no necesariamente requi@enque puede incluir) unién
“exclusiva”. En general, aunque no necesariamédategferencia a la unién significa union
“inmunospecifica”.

[0055] Como se usa en este documento, el término “inmgie@ente activo” con
referencia a un epitope que es o “permanece inmgicaimente activo” se refiere a la
capacidad de un anticuerppof ej, un anticuerpo anti-CD3) de unirse al epitope en
diferentes condiciones, por ejemplo, luego de duepdope se ha sometido a condiciones
reductoras y desnaturalizantes. Por ejemplo, angtuerpo ya no es capaz de unirse a un
epitope desnaturalizado, ese epitope se dice duetsenado inmunolégicamente inactivo.
[0056] Diferentes funciones bioldgicas estan asociadasla®manticuerpos anti-CD3 de la
presente invencion, y dichos anticuerpos puederibiextualquiera o la totalidad de los
siguientes atributos, o pueden carecer de, ungtidsso mas dichos atributos: una capacidad
de unirse en forma especifica a un CD3 humano cmexpresa en forma endoégena sobre la
superficie de una célula T humana normal; una édpdale unirse en forma especifica a un
CD3 humano segun se expresa en forma enddgena lsoboperficie de una célula T de
leucemia humana; una capacidad de unirse en fospeciica a un CD3 de un mamifero no

humano (por ej., mono macaco) segun se expresara fenddgena sobre la superficie de
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una célula T de mamifero no humano normal; unacidga de unirse en forma especifica a
un CD3 no humano segun se expresa en forma endégbrala superficie de una célula T
no humana normal; una capacidad de unirse en fespecifica a un CD3 no humano segun
se expresa en forma enddgena sobre la superficiealeélula T de leucemia no humana; una
capacidad de neutralizaeg decir bloquear o interferir con la union) la formacidel
complejo CD3; una capacidad de neutralizar la forémadel complejo TCR; una capacidad
de modular (either ya sea en forma antagonistanistg) la sefializacion del complejo TCR;
una capacidad de unirse al receptor de Fc; unaickobde inhibir competitivamente la union
preferencial de un anticuerpo anti-CD3 conocidoD8(jue incluyen la capacidad de unirse
preferencialmente al mismo epitope de CD3 al cealrse preferencialmente el anticuerpo
original; una capacidad de unirse a una porciofId8 que se expone sobre la superficie de
una célula vivan vitro o in vivg, una capacidad de unirse a una porcion de CD3sque
expone sobre la superficie de una célula viva émcer; una capacidad de administrar un
agente quimioterapéutico en una célula T cancengsauna capacidad de administrar un
agente terapéutico, toxina o marcador detectablenancélula T. Como se discute en este
documento, los polipéptidos (que incluyen anticasyme la invencion pueden tener una o
mas de estas caracteristicas.

[0057] Como se usa en este documento, el término “agesgetefiere a un compuesto
guimico, farmacéutico o bioldgico. Ejemplos no tativos incluyen molécula organica o
inorganica simple o compleja, un péptido, una pnateun oligonucleétido, un anticuerpo, un
derivado de anticuerpo, fragmento de anticuerpoganvado de vitamina, un carbohidrato,
una toxina, 0 un compuesto quimioterapéutico. \&adompuestos pueden ser, por ejemplo,
moléculas pequefias y oligbmeros sintétiqusr (ej, oligopéptidos y oligonucledétidos), y
compuestos organicos sintéticos basados en vasiagctiras centrales. Ademas, varias
fuentes naturales pueden proveer compuestos gaczise, tales como extractos de animales
o plantas, y similares. Los agentes que se emgiedas métodos de esta invencion pueden
seleccionarse aleatoriamente o seleccionarse Daigeeracionalmente. Como se usa en este
documento, se dice que un agente se seleccionaraezente cuando el agente se elige sin
consideracion previa o conocimiento del aminoacdpecifico u otros restos quimicos
involucrados en la asociacion de la molécula acorpar de union nativo o anticuerpos
conocidos. Un ejemplo de un agente seleccionadatosiamente es un agente que se
identifica a través del uso y seleccion de unallmtdza quimica o una biblioteca de péptido
combinatorio. Como se usa en este documento, seqdie un agente se elige o se disefia en
forma racional cuando el agente se elige en una basaleatoria que tiene en cuenta la
secuencia del sitio de destino y/o su conformaeidiconexion con la accion del agente. Los
agentes pueden seleccionarse racionalmente o disefacionalmente mediante el uso de
secuencias de péptidos que conforman los puntosodtacto del receptor /ligando y/o

complejo anticuerpo CD3/anti-CD3. Por ejemplo, gerde peptidico seleccionado en forma
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racional puede ser un péptido cuya secuencia deoacidos es idéntica a un epitope que
aparece en CD3 mientras se expone sobre la supedgcuna célula viva en su entorno
nativo. Dicho agente reducira o blogueara la as@madel anti-CD3 anticuerpo con CD3, o
la asociacion de CD3 con su ligando nativo, segidesee, por union del anticuerpo anti-
CD3 o al ligando nativo.

[0058] Como se usa en este documento, el término “marceoiorespecto a un anticuerpo,
pretende abarcar la marca directa del anticuerp@gaplamiento dee§ decir union fisica)
una sustancia detectable, tales como a radioaagieet o a fluorophore (por ej. phycoerythrin
(PE) o isotiocianato de fluoresceina (se conocdimcomo fluoroisotiocianato o FITC)) al
anticuerpo, asi como también marca indirecta deotala o0 anticuerpo por reactividad con
una sustancia detectable.

[0059] Como se usa en este documento, el término “aséoidccon respecto a un
anticuerpo, incluye la union covalente o no covi@em unién de un agente (por ej., agente
guimioterapéutico) al anticuerpo. El anticuerpodmiestar asociado con un agente (por ej.,
agente quimioterapéutico) por unién directa o unidirecta por medio de unién a una
plataforma comuan, de manera tal que el anticueimigeda localizacion del agente a la célula
cancerosa a la cual el anticuerpo se une y en daratgicuerpo y el agente no se disocian en
forma sustancial en condiciones fisiologicas de emaral que el agente no se orienta a la
misma célula cancerosa a la cual el anticuerponseoude manera tal que la potencia del
agente no se reduce.

[0060] EI término “muestra biolégica” abarca una variedidtipos de muestra obtained
obtenidos de un invividuo y puede usarse en unyenda diagnéstico o de monitoreo. La
definicion abarca saliva, sangre y otras muestedsgdidos de origen biol6gico, muestras de
tejido sélido tales como una muestra para biopsialtivos de tejido o células derivadas de
los anteriores, por ejemplo, células obtenidas ke muestra de tejido recolectada de un
individuo sospechado de tener cancer, en realizasipreferidas de tejido de ovario, pulmon,
préstata, pancreas, colon, y mamario. La defini¢gimluye, ademas, muestras que se han
manipulado de algun modo después de la obtenait@s, ¢como por tratamiento con reactivos,
solubilizaci6 o enriqguecimiento para ciertos congurs, tales como proteinas o
polinucledtidos, o sumergiendo en una matriz seis paa fines de seccionamiento. El
término “muestra biolégica” abarca una muestraadire incluye, ademas, células en cultivo,
sobrenadantes celulares, lisatos celulares, sypdsema, fluido biolégico y muestras de
tejidos.

[0061] EI término “célula huésped” incluye una célula indual o cultivo clular que puede
ser o ha sido un receptor para vector(es) pararpocacion de las inserciones de
polinucledtidos. Las células huésped incluyen tapenie de una célula huésped individual, y
la progenie puede no necesariamente ser completani@éntica (en morfologia o en

complemento de ADN genomico) a la célula progeaitaiginal debido a mutacién natural,
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accidental o deliberada. Una célula huésped inchélalas transfectadas in vivo con un
polinucledtido de esta invencion.

[0062] Como se usa en este documento, una “cantidad \efealie una composicion
farmacéutica, en una realizacion, es una cantiddidiente para efectuar los resultados
beneficiosos o0 deseados que incluyen, sin limitaticesultados clinicos tales como
encogimiento del tamafo o la velocidad de crecitoiele un tumor, demora o atenuaciéon de
una reaccion inflamatoria, aumento de la calidadvidi® de aquellos que sufren una
enfermedad, reduccién de la dosis de otras meditegi requeridas para tratar dicha
enfermedad, intensificacion del efecto de otra psdn tales como por medio de
direccionamiento y/o internalizacién, demora en plagresion de la enfermedad, y/o
prolongacion de la sobrevida de los individuos.haicantidad efectiva puede administrarse
en una o mas administraciones. Para los fines w@eimgencion, una cantidad efectiva de
farmaco, compuesto o composicion farmacéutica escantidad suficiente para aliviar una
alteracion clinica observable.

[0063] En algunas realizaciones, una cantidad efectivardenedicamento, compuesto, o
composicién farmacéutica puede o no lograrse erjugoidn con otro medicamento,
compuesto, o composicion farmacéutica. De este mada “cantidad efectiva” puede
considerarse en el contexto de administrar uno ® agantes adicionales, y un agente unico
puede considerarse que se administra en una cargfdativa si, en conjunciéon con uno o
mas otros agentes, puede lograrse o se logra ultads deseable. Mientras que el individuo
necesita variar, la determinacion de los rangosm@st y las cantidades efectivas de cada
componente esta dentro de la habilidad en la naatesi dosificacion tipica administrada a un
paciente es normalmente 0,0001 mg/kg hasta 100gmtpkpeso corporal del paciente. Con
preferencia, la dosificacion administrada a un gatei es entre 0,0001 mg/kg y 20 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/k@00,1 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,5 mgB@®001 mg/kg hasta 0,25 mg/kg,
0,0001 a 0,15 mg/kg, 0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,0015anty/kg, 0,01 a 0,25 mg/kg o 0,01 a
0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. La dm&iion y frecuencia de administracioén de
las moléculas de la invencién puede reducirse eramie potenciando la captacion y
penetracion al tejido de las moléculas de la indenpor modificaciones tales como, por
ejemplo, lipidacion.

[0064] Como se usa en este documento, una molécula de acidleico o agente,
anticuerpo, composicion o céluletc, se dice que se “aisla” cuando esa molécula ide ac
nucleico, agento, anticuerpo, composiciéon o célata, se separa en forma sustancial de
moléculas de acido nucleico contaminantes, anfiaseragentes, composiciones, o células,
etc presentes naturalmente en su fuente original.

[0065] EI término “individuo” se refiere a un animal véstado, con preferencia un

mamifero. Los mamiferos incluyen, aunque no setdima, humanos, animales de granja,
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animales deportivos, mascotas, primates, ratormasag. En la realizacion mas preferida, el
término individual denota un humano.

[0066] Los términos “polipéptido,” “agopéptido,” “péptido” y “proteina” se usan en forma
indistinta en este documento para referirse a motinde aminoacidos de cualquier longitud.
El polimero puede ser lineal o ramificado, puedemmrende aminoacidos modificados, y
puede ser interrumpido por no aminodacidos. Los iterntambién abarcan un polimero de
aminoéacido que se ha modificado naturalmente onpervencion; por ejemplo, formacion de
unién de disulfuro, glicosilacion, lipidacion, aitation, fosforilacion, o cualquier otra
manipulacion o modificacion, tales como conjugaci@m un componente de rotulado. Se
incluyen ademés dentro de la definicion, por ejempblipéptidos que contienen uno 0 mas
analogos de un aminoacido (que incluyen, por ejeymhinoacidos no naturales, etc.), asi
como también otras modificaciones conocidas endtena. Se entendera que, debido a que
los polipéptidos de esta invencidon se basan emticuarpo, los polipéptidos pueden ocurrir
como cadenas individuales o cadenas asociadas.

[0067] Como se usa en este documento, el término “en femstancial puro” se refiere a
un material que es por lo menos 50% pws (@ecir libre de contaminantes), con mayor
preferencia por lo menos 90 % puro, con mayor peafgaa por lo menos 95% puro, con
mayor preferencia por lo menos 98% puro, con mayelerencia por lo menos 99% puro, y
con mayor preferencia mas de 99% puro.

[0068] Como se usa en este documento, el término “toxsea’efiere a cualquier sustancia
gue efectla una respuesta adversa dentro de una. d&r ejemplo, una toxina orientada a
una célula cancerosa tendria un efecto adversmcasiones perjudicial, sobre la célula
cancerosa. Algunos ejemplos de toxinas incluyenga& no se limitan a, un taxano, un
maytansinoide, una auristatina (por ej., monomeiiristatina (MMAE), monometil
auristatina F (MMAF), auristatina E (AE), etc.) lé& como aquellos se divulga en lass
Patentes de EE UU Nros. 5,208,020; 5,416,064; $43836,340,701; 6,372,738; 6,436,931,
6,441,163; 6,596,757; 7,276,497, 7,585,857; o 74&%&), una calicheamicina, una
antraciclina (por ej., doxorubicina), un analogo @e&-1065, docetaxel; catepsina B 0 E;
ricina, gelonina, exotoxina Pseudomonas, toxina diiéeria, y RNasa; anticuerpos
radiomarcados (por €j., conjugado con tiuxetanoaocado con un radiois6topo téxico (por
ejemplo,Y; 34, 1Ly, 1*°Re, %8 Re, ? AL, 2%Bi, ?1°Bi, %°Ac, etc.).

[0069] Como se usa en este documento, los términos “tratéoi o “tratar” denotan un
meétodo para obtener un resultado deseado o bexsefique incluyen y con preferencia un
resultado clinico deseado o beneficioso. Dichosltasos clinicos deseados o beneficiosos
incluyen, aunque no se limitan a, uno 0 mas desilgsientes: reducir la inflamacion o una
respuesta autoinmune, reducir la proliferacion al@édstruir) las células cancerosas u otras
células enfermas, reducir la metastasis de ladaséiancreosas encontradas en canceres,

contraccion del tamafio del tumor, reducir los sha® resultantes de la enfermedad,
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aumentar la calidad de vida de aquellos que sufeda enfermedad, reducir la dosis de otras
medicaciones requeridas para tratar la enfermeftadorar la progresion de la enfermedad, y
/o prolongar la sobrevida de los individuos.

Il. Métodos de elaboracion de los anticuerpos y pipiéptidos de la presente

invencion

[0070] Los métodos para producir los anticuerpos monotdsnse conocen en la materia.
Un método que puede emplearse es el método de Kdableet al (1975) ‘Continuous
Cultures Of Fused Cells Secreting Antibody Of Pfiedd Specificity Nature 256:495-497 o
una de sus modificaciones. Normalmente, los amase monoclonales se desarrollan en
especies no humanas, tales como raton. En geserasa un raton o rata para inmunizacion,
pero otros animales también pueden usarse. Lasuarpios se producen por inmunizacion de
ratones con una cantidad inmunogénica de céluldsctos celulares o preparaciones de
proteinas que contienen CD3 humano. El inmundgerde ser, pero no se limita a, células
primarias, lineas celulares cultivadas, célulagearsas, acidos nucleicos o tejido.
[0071] En una realizacion, los anticuerpos monoclonalessguunen a CD3 se obtienen por
medio del uso de células huésped que sobre-ex@BSacomo un inmundgeno. Dichas
células incluyen, por medio de ejemplo y no commotécion, células T humanas.
[0072] Para monitorear la respuesta del anticuerpo, ugagii@ muestra biolégicadr €j,
blood) puede obtenerse de un animal y analizarse geterminar el titulo de anticuerpo
contra el inmundgeno. Los nodos linfaticos del bg?o varios otros grandes pueden
removerse y disociarse en células individualesseSidesea, las células del bazo pueden
seleccionarse (luego de la eliminacion de céluliise®ntes no especificas) mediante la
aplicaciéon de una suspension celular a la placai pocillo recubierto con el antigeno. Las
células B, que expresan inmunglobulina unida admbrana especifica para el antigeno, se
uniran a la placa, y no se enjuagan con el resta daspension. Las células B resultantes, o
todas las células de bazo disociadas, pueden &rsmiuego con células de mieloma (por €j.,
X63- Ag8,653 y aquellas del Salk Institute, Celkfibution Center, San Diego, CA). Puede
usarse polietilenglicol (PEG) para fusionar el bazlws linfocitos con células de mieloma
para formar un hibridoma. El hibridoma a continlaae cultiva en medio selectivo (por €j.,
hipoxantina, aminopterina, medio de timidina, codoale otro modo como “medio HAT").
Los hibridomas resultantes a continuacién se eolan placas limitando la dilucion, y se
evallan para determinar la produccién de los amtims que se unen especificamente al
inmundgeno, usando, por ejemplo, FACS (la clasifacelular activada por fluorescencia)
0 seleccion inmunohistoquimica (IHC). Los hibridempie secretan anticuerpo monoclonal
seleccionados a continuacion se cultivan ya seadtio (por e€j., en frascos de cultivo de
tejidos o reactores de fibra huecos), o in viva @Q como ascitis en ratones).
[0073] Como otra alternativa a la técnica de fusién celupmueden usarse células B

inmovilizadas con virus de Epstein-Barr (EBV) pparaducir anticuerpos monoclonales de la
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presente invencion. Los hibridomas se expanden ysuteclonen, si se desea, y los
sobrenadantes se evaluan for anti-immunogen achyitconventional assay procedures (por
ej., FACS, IHC, radioinmunoensayo, inmunoensaydfiporescencia, etc.).

[0074] En otra alternativa, el anticuerpo monoclonal &id3 y cualquier otro anticuerpo
equivalente puede secuenciarse y producirse erafoegombinante y por cualquier medio
conocido en la materia (por ej., humanizacion, dsoratones transgéenicos para producir
anticuerpos totalmente humanos, tecnologia de h@zse#&n de fago, etc.). En una
realizacion, el anticuerpo monoclonal anti-CD3esugncia y la secuencia de polinucleétidos
a continuacion se clona en un vector para expresjgnopagacion. La secuencia que codififa
el anticuerpo de interés puede mantenerse en uorvee una célula huésped y la célula
huésped puede expandirse entonces y congelarseguafaturo.

[0075] La secuencia de polinucledtidos de anticuerpo mionatanti-CD3 y cualquier otro
anticuerpo equivalente puede usarse para manipal@gnética para generar un anticuerpo
“humanizado”, para mejorar, 0 y otras caractedstidel anticuerpo. El principio general en la
humanizacion de un anticuerpo incluye retener daesecia basica de la porcién que se une al
antigeno del anticuerpo, mientras que se barreestb rno humano del anticuerpo con
secuencias de anticuerpo humanas. Hay cuatro gasesales para humanizar un anticuerpo
monclonal. Estos son: (1) determinar la secueneiandinoacidos anticipada nucleoétidos de
los dominios variables de anticuerpo liviano y pesde partida (2) disefiar el anticuerpo
humanizadoes decir decidir qué region de marco del anticuerpo usaarte el proceso de
humanizacion (3) las técnicas/metodologias de himacion reales y (4) la transfeccion y
expresion del anticuerpo inmunizado. Véase, pompgie Patentes de EE UU Nro.
4,816,567, 5,807,715; 5,866,692; y 6,331,415.

[0076] Una cantidad de moléculas de anticuerpo “humanizgde comprenden un sitio
gue se une al antigeno derivado de una inmunoghzbulo humana se han descrito, que
incluyen anticuerpos quimeéricos que tienen regidhde roedores modificadas o de roedores
y sus regiones determinantes de complementariestaibdas (CDRs) fusionadas a dominios
constantes humanos (véase, por ejemplo, Wiateal. (1991) ‘Man-made Anticuerpgs
Nature 349:293-299; Lobugliet al. (1989) ‘Mouse/Human Chimeric Monoclonal Antibody
In Man: Kinetics And Immune RespugstBroc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86:4220-4224
(1989), Shawet al. (1987) ‘Caracterization of A Mouse/Human Chimeric Monoclona
Antibody (17-1A) To A Colon Cancer Tumor-Associadadigen” J. Immunol. 138:4534-
4538, y Brownet al. (1987) ‘Tumor-Specific Genetically Engineered Murine/Human
Chimeric Monoclonal Antibody Cancer Res. 47:3577-3583). Otras referenciasritben
CDR de roedores injertadas en una regién de m#R) e soporte humana antes de la
fusion con un dominio constante de anticuerpo hunfe@ase, por ejemplo, Riechmanngt..

al. (1988) ‘Reshaping Human Antibodies for Therdpgyature 332:323-327; Verhoeyen, M.
et al. (1988) ‘Reshaping Human Antibodies: Grafting An Antilysazyfttivity” Science
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239:1534-1536; y Jonex al. (1986) ‘Replacing The Complementarity-Determining Regions
In an Antibody Assay With Those From A Mouddature 321:522-525). Otra referencia
describe CDRs de roedores soportadas por regi@escto de roedores disefiadas en forma
recombinante. Véase, por ejemplo, Publicacién dBdtente Europea Nro. 519,596. Estas
moléculas “humanizadas” se disefiaron para minimiaarespuesta bioldgica no deseada
hacia moléculas de anticuerpo anti-humuno en resgdogue limitan la duracion y la
efectividad de las aplicaciones terapéuticas des esstos en recetores humanos. Otros
métodos de humanizar anticuerpos que también pusaise se divulgan en Daughestyal.
(1991) ‘Polimerase Chain Reaction Facilitates The ClonifgDR Graft, and Rapid
Expression of a Murine Monoclonal Antibody Direct&dainst The CD18 Component Of
Leukocyte Integrin® Nucl. Acids Res. 19:2471-2476 y en las PatertesEE UU Nro.
6,180,377; 6,054,297; 5,997,867; y 5,866,692.

[0077] La invencién abarca, ademas, fragmentos varialdel degion de cadena simple
(“scFv”) de los anticuerpos de esta invencion, statemo mu-anti-CD3. Los fragmentos
variables de la region de cadena simple se redigamdo regiones variabls de cadena liviana
y/o pesada por medio del uso de un péptido de digadorta. Birdet al. (1988) (‘Single-
Chain Antigen-Binding ProteirisScience 242:423-426) describe el ejemplo de lpggptidos
gue forman puente de aproximadamente 3,5 nm ehttérraino carboxi de una region
variable y el término amino de la otra region Jalea Las ligaduras de otras secuencias se
han disefiado y usado (Bied al. (1988) ‘Single-Chain Antigen-Binding ProteifisScience
242:423-426). Las ligaduras pueden a su vez madsic para lograr funciones adicionales
tales como union de farmacos o union a soportedosolLas variantes de cadena simple
pueden producirse ya sea por forma recombinantetétisa. Para la produccion sintética de
scFv, puede usarse un sintetizador automatico. IRaeduccion recombinante de scFv, un
plasmido apropiado que continene el polinucledtjde codifica el scFv puede introducirse
en una célula huésped apropiada, ya sea eucayitdlea como células de levadura, plant,
insecto o mamiferos, o procaridticas, tales c&mooli. Los polinucleétidos que codifican el
scFv de interés pueden hacerse por manipulacioresutina tales como ligacion de
polinucledtidos. El scFv resultante puede aislatse el uso de técnicas estandar de
purificacion de proteinas conocidas en la materia.

[0078] La invencion incluye modificaciones a los anticusranti-CD3 y sus fragmentos de
union. La modificacion de polipéptidos es préctit rutina en la materia y no necesita
describirse en detalle aqui. Algunos ejemplos ddépdutidos modificados incluyen
polipéptidos con sustituciones conservadoras delues de aminoacidos, una 0 mas
eliminaciones o adiciones de aminoacidos whichrqueambian significativamente en forma
perjudicial la actividad funcional, o el uso de lagé quimicos. Los residuos de aminoacidos
gue pueden sustituirse en forma conservadora porintiluyen aunque no se limitan a:

glicina/alanina; valina/isoleucina/leucina; asparafglutamina; acido aspartico/acido
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glutamico; serina/treonina; lisina/arginina; y fatanina/tirosina. Estos polipéptidos también
incluyen polipéptidos poliglicosilados y no glicasios, asi como también polipéptidos con
otras modificaciones post-translacionales, talesosgor ejemplo, glicosilacion con azucares
diferentes, acetilacion, y fosforilacion. Con prefecia, las sustituciones de aminoacidos
serian conservadoras, es decir, el aminoacidotsdsti poseeria propiedades quimicas
similares a la del aminiacido original. Dichas gustones conservadoras se conocen en la
materia, y los ejemplos se han proporcionado caeriandad. Las modificaciones de
aminoacidos pueden oscilar desde cambiar o modifiteo 0 m&s aminoacidos para
completar el re-disefio de una region, tales commeden variable. Los cambios en la region
variable pueden alterar la afinidad y/o especifidide union. Otros métodos de modificacion
incluyen el uso de técnicas de acoplamiento coasaith la materia, que incluyen, aunque sin
limitarse a, medios enzimaticos, sustitucion oxiday quelacién. Las modificaciones pueden
usarse, por ejemplo, para union de rétulos paramo@nsayo, tales como la union de restos
radiactivos. Los polipéptidos modificados se realizcon el uso de procedimientos
establecidos en la materia y pueden seleccionarselaiso de ensayos estandar conocidos en
la materia.

[0079] EI hecho de que una sola alteracion en la cadersanit®oacidos de un residuo de
CDR puede produir la pérdida de unién funcionaldiRoff, S. etc (1982) ‘Single Amino
Acid Substitution Altering Antigen-Binding Spiedy,” Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)
79(6):1979-1983) proporciona un medio para ides#tifisistematicamente las secuencias de
CDR funcionales. En un método preferido para obtetiehos CDRs variantes, un
polinucledtido que codifica la CDR se mutagenizar (gjemplo por medio de mutagénesis
aleatoria o por el método dirigido al sitjgof ej., amplificacién de la reaccion de la cadena de
polimerasa con cebadores que codifican el lugaadm)j para producir una CDR que tiene
un residuo de aminoéacidos sustituido. Al compaaaidéntidad del residuo relevante en su
secuencia de CDR original (funcional) con la iddati de la secuencia de CDR variante
sustituida (no funcional), el puntaje de sustitndBl. OSUMB62.iij para esa sustitucion puede
identificarse. El sistema BLOSUM proporciona unarimade sustituciones de aminoacidos
creadas por analisis de una base de datos de sexupara alineaciones de confianza (Eddy,
S.R. (2004) Where Did The BLOSUM62 Alignment Score Matrix Cdfrmam?” Nature
Biotech. 22(8):1035-1036; Henikoff, J.G. (1992) ‘Ma Amino Acido Substitution from
Protein Blocks,” Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 8991%-10919; Karlin, Set al (1990)
“Methods For Assessing The Statistical SignificabE®olecular Sequence Features Using
General Scoring Schemg®roc. Natl. Acad. Sci. (USA) 87:2264-2268; Alst, S.F. (1991)
“Matrix Amino Acid Substitution From An Informati®heoretic PerspectiyeJ. Mol. Biol.
219, 555-565. Actualmente, la base de datos BLOSU#A4 avanzada es la base de datos
BLOSUM62 (BLOSUM®62.iijj)). La Tabla 1 presenta los puntajes de sustitucion

BLOSUMG2.iij (cuanto mayor puntaje mas conservaégda sustitucion y de este modo mas
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probable que la sustitucion no afectara la funciBnun fragmento que se une al antigeno que
comprende la CDR resultante no logra unirse a a,@d®nces el puntaje de sustitucion
simple BLOSUM®G2.iij se considera insuficientemeoat@servador, y se selecciona un nuevo
candidato y se produce tal que tenga un mayor jgudt sustitucion. De este modo, por
ejemplo, si el residuo original era glutamato ()l residuo sustituto no funcional fuera
histidina (H), entonces el puntaje de sustitucion BLOSUMG62.iij sera 0, y se prefieren

cambios mas conservadoras (tales como a aspasgaragina, glutamina, o lisina).

Tabla 1

A|R|IN|D|C|Q|E|G|H|IT|L|IKIM|F|P|S|T|W]|Y|YV
Al|+4|-1|-2|-2|/0|-1|-1/0|-2|-1|-1|-1|-1|-2|-1|+41|0| -3 |-2|0
R|-1|+5|0|-2|-3|+1|0|-2|0|-3|-2|+2|-1|-3|-2|-1|-1| -3 |-2]|-3
N|-2|0|+6|+1|-3|0|0|0|+1|-3|-3|0|-2|-3|-2|+1|0]| -4 |-2|-3
D|-2|-2|+1|+6|-3|0|+2|-1|-1|(-3|4|-1|-3|-3|-1|0]|-1|] -4 |-3]-3
clo|-3{3|-3|+9(3|4|-3|3|-1|-1|-3|-1|-2|-3|-1|-1|-2]|-2|-1
Q|-1|+1| 0|0 |-3|+5|+2]|-2 3|-2|+1|0|-3|-1|0|-1]-2]|-1]-2
E|-1|0|0|+2|-4|+2|+5|-2|/0|-3|-3|+1|-2|-3|-1|0|-1|-3 |-2|-2
G|OoO|2|0|-1|-3|-2|-2|+6|-2|-4|-4|-2|-3|-3|-2|]0]|-2|-2]-3|-3
H|-2|/0(|+1|-1|-3|0|0|-2[+8|-3|-3|-1|-2|-1|-2|-1|-2| -2 |+2]|-3
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[0080] La invencion de este modo contempla el uso de réoemis aleatoria para
identificar CDRs mejorados. La tecnologia de vigaaion de fago puede usarse en forma
alternativa para aumentar (o reducir) la afinidad @DR. Esta tecnologia, denominada
maduracion por afinidad, emplea mutagénesis o fremde CDR” y la reseleccion usa el
antigeno de destino o un fragmento antigénico de doteriores para identificar los
anticuerpos que tienen CDRs que se unen con maymoefior) afinidad cuando se compara
con el anticuerpo inicial o de origen (Véase, pporGaseret al (1992) J. Immunology
149:3903). La mutagénesis entre codones en lugarudiedtidos individuales produce un
repertorio aleatorizado de mutaciones de aminoaciBoeden construirse bibliotecas que
consisten en un pool de clones variantes cada ehasccuales difiere por una sola alteracion
en la cadena de aminoacidos en un CDR individupleycontiene variantes que representan

cada posible sustitucion de aminoacidos para eslduo de CDR. Los mutantes con mayor
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(o menor) afinidad de unién por el antigeno puetiecsionarse por medio del contacto de los
mutantes inmovilizados con antigeno marcado. Ciedeguétodo de seleccion conocido en la
materia puede usarse para identificar anticuerpgamtes con mayor o menor afinidad por el
antigeno (por ej., ELISA) (Véase V1 al 1998, Proc Natl. Acad Sci. USA 95:6037; Yelton
et al, 1995, J. Immunology 155:1994). EI movimiento @BR que radomiza la cadena
liviana puede hacerse posible (Véase Sdtiat, 1996, J. Mol. Bio. 263:551).

[0081] Los métodos lograr dicha maduracion por afinidaddescriben por ejemplo en:
Krause, J.C.et al (2011) ‘An Insertion Mutation That Distorts Antibody BingirSite
Architecture Enhances Function of a Human AntibbdyBio. 2(1) pii: e00345-10. doi:
10,1128/mBi0,00345-10; Kuan, C.&t al. (2010) ‘Affinity-Matured Anti-Glycoprotein NMB
Recombinant Immunotoxins Targeting Malignant Glismand Melanomas Int. J. Cancer
10,1002/ijc,25645; Hackel, B.8t al. (2010) ‘Stability and CDR Composition Biases Enrich
Binder Functionality LandscapgsJ. Mol. Biol. 401(1):84-96; Montgomery, D.lLet al
(2009) “Affinity Maduration And Caracterization of A Humafonoclonal Antibody against
HIV-1 gp4l1” MAbs 1(5):462-474; Gustchina, Eet al (2009) “Affinity maduration By
Targeted Diversification Of The CDR-H2 Loop Of A rdolonal Fab Derived from A
Synthetic Naive Human AntibodyLibrary And Directamhtra The Internal Trimeric Coiled-
Coil Of Gp41 Yields A Set Of Fabs Con Improved HIWWeutralization Potency And
Breadth” Virology 393(1):112-119; Finlay, W.Jet al (2009) ‘Affinity maduration Of A
Humanized Rat Antibody For Anti-RAGE Therapy: Caghpnsive Mutagenesis Reveals A
High Level Of Mutational Plasticity Both Inside AnQutside The Complementarity-
Determining Region% J. Mol. Biol. 388(3):541-558; Bostrom, &t al (2009) ‘Improving
Antibody Binding Affinity And Specificity For Thpeutic DevelopmeritMétodos Mol. Biol.
525:353-376; Steidl, Set al. (2008) ‘1In Vitro Affinity Maduration Of Human GM-CSF
Antibodies By Targeted CDR-Diversificatjpol. Immunol. 46(1):135-144; y Barderas, R.
et al (2008) “Affinity maduration of antibodies assidtby in silico modeling,” Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 105(26):9029-9034. En una realimaqreferida, las placas de multiples
pocillos pueden recubrirse con un anticuerpo CD@csnado for ej, 100 ng/pocillo en
buffer de carbonato a temperatura ambiente dur@irites) y posteriormente incubated con
CD3 soluble agregado a una dilcién de 1/10 e indol@atemperatura ambiente durante 16 hrs
o diluido hasta una concentracion e 50 ng/ml en-PESA (0,05 ml agregados a cada
pocillo e incubados durante por lo menos 2 h a eatpra ambiente). La placa luego se lava
y las diluciones de anticuerpos recombinantes caref con 0,ug/ml en PBS-T-BSA se
agregan a continuacion y se incuban durante ltéma. ambiente. La unidn de anticuerpos
recombinantes al antigeno capturado se meide kmyel uso de, por ejemplo, un conjugado
lgG-HRP anti-humano y sustrato de TMB. Luego dewet el desarrollo de color con el uso
de acido sulfarico diluido, la placa se lee a 4BDynse identifican los anticuerpos con mayor

afinidad (véasepor ej, Patente de los Estados Unidos Nro. 7,351,803).
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[0082] La invencion incluye polipéptidos que comprendea s@cuencia de aminoacidos de
los anticuerpos de esta invencion. Los polipéptidesesta invencion pueden realizarse por
procedimientos conocidos en la materia. Los potidép pueden producirse por proteolitica
u otra degradadacion de los anticuerpos, por métmmmbinantes (es decir, polipéptidos de
fusion o simples) como se describié con anterioridgor sintesis quimica. Los polipéptidos
de los anticuerpos, en especial polipéptidos méssbasta alrededor de 50 aminoéacidos, se
realizan en forma conveniente por sintesis quiniices métodos de sintesis quimica se
conocen en la materia se encuentran disponibled mrercado. Por ejemplo, un polipéptido
anti-CD3 podria producirse por un sintetizador depgptidos automatizado que emplea el
método de la fase solida.

[0083] La invencion abarca, ademas, proteinas de fusi@ aumprenden uno o mas
fragmentos o regiones de los polipéptidos y lodcaetpos de esta invencion. En una
realizacion, se provee un polipéptido de fusién cpraprende por lo menos 10 aminoacidos
contiguos de region variable de cadena liviana iy lpomenos 10 aminoacidos de region
variable de cadena pesada. En otra realizacigoplgdéptido de fusién contiene una region
constante de inmunoglobulina heterdloga. En otlizacion, el polipéptido de fusion
contiene una region variable de cadena livianaa/region variable de cadena pesada de un
anticuerpo producido a partir de un hibridoma dépds en forma publica. Para los fines de
esta invencion, una proteina de fusion del antpruerontiene uno o mas dominios de
polipéptidos que se unen en forma especifica a @iBa secuencia de aminoécidos a la cual
no se une en la molécula nativa, por ejemplo, wtaiencia heteréloga o una secuencia
homologa de otra region.

[0084] Un polipéptido anti-CD3, y otros agonistas de CRBtagonistas y moduladores
pueden crearse por métodos conocidos en la mapeniagjemplo, en forma sintética o en
forma recombinante. Un método para producir dichakculas incluye sintesis quimica del
polipéptido, seguido de tratamiento en condicioogglativas apropiado para obtener la
conformacién nativa, es decir, las ligaduras ctaede enlace de disulfuro. Esto puede
lograrse con el uso de metodologias muy conocidasaquellas personas expertas en la
materia (véasqor ej, Kelley, R. F.et al. (1990) In: GNETIC ENGINEERING PRINCIPLES AND
MEeToDOS Setlow, J.K. Ed., Plenum Press, N.Y., vol. 121p10; Stewart, J.Met al. (1984)
SoLib PHASE PepPTIDE SYNTHESIS, Pierce Chemical Co., Rockford, IL; véase tamUen
Patentes de EE UU Nro. 4,105,603; 3,972,859; 30842y 3,862,925).

[0085] Los polipéptidos de la invencion pueden preparanstrma conveniente con el uso
de sintesis de péptidos de fase solida (MerrifiBld;1986) “Solid Phase Synthesis,” Science
232(4748):341-347; Houghten, R.A. (1988}¥€eneral Method For The Rapid Solid-Phase
Synthesis Of Large Numbers Of Peptides: Specif@ithntigen-Antibody Interaction At The
Level Of Individual Amino Acids Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 82(15):5131-5135
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Ganesan, A. (2006)Solid-Phase Synthesis In The Twenty-First Cerituvini Rev. Med.
Chem. 6(1):3-10).

[0086] Incluso en otra alternativa, los anticuerpos to&aitea humanos pueden obtenerse a
través del uso de ratones disponible en el mercpop se han disefiado para expresar
proteinas de inmunoglobulina humana especificas. &lmmales transgénicos que estan
disefiados para producir una respuesta inmunolagida deseable (por ej., anticuerpos
totalmente humanos) o mas robusta también puedarseusa generacién de anticuerpos
humanos o humanizados. Algunos ejemplos de diclaoliegia son XNOMOUSE™
(Abgenix, Inc., Fremont, CA) y BMAB-MoOUSE®R y TC MouseE™ (ambos de Medarex, Inc.,
Princeton, NJ).

[0087] En una alternativa, los anticuerpos pueden hacersdorma recombinante y
expresarse con el uso de cualquier método conasid@a materia. Los anticuerpos pueden
hacerse en forma recombinante primero aislandartisuerpos hechos de animales huésped,
obteniendo la secuencia génica, y con el uso deetaiencia génica para expresar el
anticuerpo en forma recombinante en células huéfpadej., células CHO). Otro método
gue puede emplearse es expresar la secuenciataelegno en plantas (por €j., tobacco) o
leche transgénica. Los métodos apropiados par@sxpanticuerpos en forma recombinante
en plantas o leche se han divulgado (véase, popépe Peeterst al. (2001) ‘Production of
Antibodies And Antibody Fragments In Plghtgaccine 19:2756; Lonberg, Nt al (1995)
“Human Antibodies From Transgenic Mitdnt. Rev. Immunol 13:65-93; y Pollockt
al.(1999) ‘“Transgenic Milk As a Method La produccion of Reom@nt Antibodies J.
Immunol Métodos 231:147-157). Los meétodos apromagara hacer derivados de los
anticuerpospor ej, humanizados, de cadena simple, etc. se conocém reateria. En otra
alternativa, los anticuerpos pueden realizarseoemd recombinante por la tecnologia de
visualizacion de fago (véase, por ejemplo, Patedée&E UU Nros. 5,565,332; 5,580,717;
5,733,743; 6,265,150; y Winter, @t al. (1994) ‘Making Antibodies By Phage Visualization
Technology Annu. Rev. Immunol. 12,433-455).

[0088] Los anticuerpos o proteina de interés pueden soseete secuenciacion por
degradacion de Edman, la cual es muy conocidaguprellas personas con experiencia en la
materia. La informacion de péptidos generada aspeectrometria de masa o la degradacion
de Edman puede usarse para disefiar sondas o cebgderse usan para clonar la proteina de
interés.

[0089] Un método alternativo de clonacion de la protei@manterés es por “abanico” con el
uso de CD3 purificado o porciones de los anteripega células que expresan el anticuerpo o
proteina de interés. El procedimiento de “abanipoiede conducirse obteniendo una
biblioteca de cDNA de tejidos o células que expre8B3, sobre-expresando los cDNAs en
un segundo tipo de célula, y seleccionando laslalitansfectadas del segundo Tipo de

Célula para una union especifica a CD3. Las desorips de los métodos usados en la
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clonacion de genes de mamifero para proteinas slgpkxficie celular por “abanico ” pueden
encontrarse en la materia (véase, por ejemplofé\raf et al (1987) ‘Molecular Cloning Of

A CD28 cDNA By A High-Efficiency COS Cell ExpressBysteni Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 84:8573-8577 y Stephangil.al. (1999) ‘Selective Cloning Of Cell Surface Proteins
Involved In Organ Development: Epithelial Glycomiot Is Involved In Normal Epithelial
Differentiation” Endocrinol. 140:5841-5854).

[0090] Los cDNAs que codifican anticuerpos anti-CD3, yostagonistas de péptidos CD3,
antagonistas y modulares pueden obtenerse poctiaeién inversa de los mRNAs de un
tipo de célula particular de acuerdo con méetodténdar en la materia. Especificamente, el
MRNA puede aislarse con el uso de varioas enziitieasl o soluciones quimicas de acuerdo
con procedimientos que se establecen en la, ponp&e MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, Third Edition (Sambroolet al. Eds., 2001) Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY) o extraerse corselde resinas que se unen a acido nucleico
disponibles en el mercado siguiendo las instru@soadjuntas de los fabricantgsor( ej,
Qiagen, Invitrogen, Promega). Los cDNAs sintetizagaeden introducirse entonces en un
vector de expresion para producir el anticuerpootefna de interés en células de un segundo
tipo. Se implica que un vector de expresion delbesssceptible de replicarse en las células
huésped ya sea en un episoma o0 como parte intlgjrADN cromosdmico. Los vectores de
expresion apropiados incluyen aunque no se lim#aplasmidos, vectores virales, que
incluyen adenovirus, virus adeno-asoaciados, retre,wy cosmidos.

[0091] Los vectores que contienen los polinucledtidosnterés pueden introducirse into la
célula huésped por cualquiera de una cantidad ddiomeapropiados, que incluyen
electroporacion, transfeccion empleando clorurocdkio, cloruro de rubidio, fosfato de
calcio, DEAE- dextran u otras sustancias; bombardeanicroproyectiles; lipofeccion; e
infeccion (por ej., donde el vector es un agentectioso tales como virus de vaccinia). La
eleccion de introducir vectores o polinucleétidosn cfrecuencia dependera de las
caracteristicas de la célula huésped.

[0092] Cualquier célula huésped capaz de sobre-expresisAigterdlogos puede usarse
para los fines de aislamiento de los genes qudicarliel anticuerpo, polipéptido o proteina
de interés. Algunos ejemplos no limitativos de le&uhuésped de mamifero apropiadas
incluyen aunque no se limitan a células COS, HgL&HO. Con preferencia, las células
huésped expresan los cDNAs en un nivel de alredddob veces mas alto, con mayor
preferencia 10 veces mas alto, incluso con mayefepncia 20 veces mas alto que el del
correspondiente anticuerpo enddgeno o proteinantéees, si esta presente, en las células
huésped. La selecciéon de las células huésped ptaminar una union especifica a CD3 se
efectda por inmunoensayo o FACS. Una célula queesaxpresa el anticuerpo o proteina de
interés pueden identificarse.
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lll.  Meétodos para Seleccion de Polipéptidos y Antigerpos monoclonales
[0093] Varios meétodos pueden usarse para seleccionar éptlips y anticuerpos
monoclonales que se unen a CD3. Se entendera gitm™se refiere a unién bioldgicamente
o inmunolégicamente relevante, especifica, y nefere a una unién no especific que puede
ocurrir, por ejemplo, cuando una inmunoglobulinaisa en una concentracion elevada contra
un blanco no especifico. En una realizacion, ldEaerpos monoclonales se seleccionan para
determinar la union a CD3 con el uso de técnicasetieccion estandar. De este modo, se
obtuvo el anticuerpo monoclonal anti-CD3. Los hdbrmas preferidos de la presente
invencion son aquellos que producen anticuerposImAmMAb2, o sus derivados quiméricos
o humanizados. Sin embargo, los anticuerpos monalds que se unen a CD3 adicionales
pueden identificarse. Para este fin, los anticuerpmnoclonales se seleccionan para
determinar su capacidad diferencial de unirse u @@mano asi como también un CD3 de
primate.
[0094] Puede utilizarse cualquiera de los varios sisted@sdeteccion diferentes para
detectar la uniébn de los anticuerpos a la secci@ tejidos. Normalmente, la
inmunohistoquimica incluye la uniéon de un anticeeppimario al mismo tejido y luego un
anticuerpo secundario reactive contra la especieardiEuerpo primario se genero y se
conjugé con un marcador detectable (por ej., pdesd de rabano (HRP), o
diaminobenzedina (DAB)). Un método alternativo quesde usarse es la imagen espejo
policlonal complementaria de anticuerpos o poliMI@A (polyclonal Mirror Image
Complementary Antibodies; The Binding Site Limit&ilrmingham, UK; Mangham, D.Cat
al. (1999) ‘A Novel Immunohistochemical Detection System Usiigror Image
Complementary Antibodies (MICA) Histopathology 35(2):129-33). La técnica de
PolyMICA™ puede usarse para evaluar la unidon ddcwrpos primarios (por e€j.,
anticuerpos anti-CD3) a tejido normal y cancerogarias clases de kits de deteccion
poliMICA™ se encuentran disponibles en el mercadi@. de Producto HK004.D es un kit
de deteccién poliMICA™ que usa el cromageno DABg.Nte Producto HKO04.A es un kit
de deteccién poliMICA™ que usa el cromageno AEC.f@ma alternativa, el anticuerpo
primario puede marcarse directamente con el maracttectable.

IV.  Métodos de caracterizacion de anticuerpos antcD3
[0095] Cualquiera de varios métodos puede usarse parete@ar anticuerpos anti-CD3.
Un método es identificar el epitope al cual se Hhenapeo de epitope esta disponible en el
mercado de varias fuentes, por ejemplo, PepscaterB8ysLelystad, The Netherlands). El
mapeo de epitope puede usarse para determinacdansta a la cual se une un anticuerpo
anti-CD3. El epitope puede ser un epitope linesaldecir, contenido en un tramo Unico de
aminoacidos, o un epitope conformacional formado lpointeraccion tridimensional de

aminoacidos que no necesariamente tienen quernselen un tramo simple.
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[0096] Los péptidos de longitudes variables (por €j., pogeferencia por lo menos 4-6
aminoéacidos de longitud) pueden aislarse o sirtest#z (por €j., en forma recombinante) y
usarse para los ensayos de union con anticuerp&@ft El epitope al cual el anticuerpo
anti-CD3 se une pueden determinarse en una sates@&matica por medio del uso de
péptidos de superposicion derivados de la secuaxtracelular y determinando la unién
producida por el anticuerpo anti-CD3.
[0097] Incluso otro método que pueden usarse para caearten anticuerpo anti-CD3 es
el uso de ensayos de competicion conocidos posaiairmismo antigeno, es decir, CD3 para
determinar si los anticuerpos anti-CD3 se unen igimm epitope que otros anticuerpos.
Algunos ejemplos de anticuerpos disponibles en elcado para CD3 pueden estar
disponibles y pueden identificarse con el uso dsagws de unidon enseflados en este
documento. Los ensayos de competicion se conocgnbien para aquellas personas con
experiencia en la materia, y dichos procedimientdes datos ilustrativos se detallan en
forma adicional en los Ejemplos. Los anticuerpos-@D3 pueden caracterizarse en forma
adicional por los tejidos, tipo de cancer o tipdwlaor al cual se unen.

V. Composiciones preferidas de la presente invencio
[0098] La presente invencidon abarca composiciones, quduyEt composiciones
farmacéuticas, que comprenden anticuerpos anti-@bigéptidos derivados de anticuerpos
anti-CD3, polinucleétidos que comprenden secueqaéacodifica el anticuerpos anti-CD3, y
otros agentes como se describié con anterioridadn\encion se refiere en forma adicional a
conjugados de cualquier agonista del péptido Ch&ganista o0 modulador, y estructuras
guimicas aidionales que justifican la funcién pmdida o las funciones del agonista,
antagonista o modulador del péptido CD3 particutsstos conjugados incluyen agonista,
antagonista o modulador del péptido CD3 unido eméocovalente a una macromolécula
tales como cualquier matriz de soporte solida, lilde usada en los procedimientos de
diagnéstico, seleccion o purificacion discutidoseste documento. Los materiales y métodos
de matriz apropiados incluyen cualquier sustanci@ sea quimicamente inerte, tenga alta
porosidad y tenga grandes cantidades de gruposohates capaces de formar ligaduras
covalentes con ligandos peptidicos. Algunos ejemp® materiales de matriz y métodos y
procedimientos para la preparacion de conjugadaszatigando se describen en Deanal.
(Eds) AFFINITY CHROMATOGRAPHY: A PRACTICAL APPROACH IRL Press (1985); Lowe An
Introduction to Affinity Chromatographyen Worket al. (eds) LABORATORY TECHNIQUES IN
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 7, Part Il, North-Holly (1979); Poratt al,
“Biospecific Affinity Chromatographyen Neurath, Het al. (eds), He PROTEINS 3rd ed.,
Vol. 1, pp. 95-178 (1975); y Schott, HFANITY CHROMATOGRAPHY, Macel Dekker, Inc. NY
(1984).
[0099] Se proveen ademas en este documento conjugadoagdeista, antagonista o

modulador del péptido CD3 y cualquier resto infonteausado en los procedimientos de
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diagnéstico discutidos en este documento. Los ageagonistas, antagonistas o0 moduladores

del péptido CD3, polipéptidos y proteinas de est@ncion, que incluyen anticuerpos anti-

CD3, se identifican en forma adicional y se caréae por cualquiera (uno o mas) de los

siguientes criterios:

(1)

(2)

3)

(4)

(5)

(6)

(7)
(8)

(9)

(10)

y/o
(11)

una capacidad de unirse en forma especifica@QB humano segun se
expresa en forma endogena sobre la superficie @eélanla T humana normal,
una capacidad de unirse en forma especifica@lB8 humano segun se
expresa en forma endoégena sobre la superficie aleélnla T de leucemia
humana;

una capacidad de unirse en forma especifica@QB8 no humanagpr €],

CD3 de mono macaco) segun se expresa en formaamalégbre la superficie
de una célula T no humana normal;

una capacidad de unirse en forma especifica@lB8 no humano segun se
expresa en forma endogena sobre la superficie @eélnla T de leucemia no
humana;

una capacidad de neutralizas @ecir bloquear o interferir con la unién) la
formacion del complejo CD3; una capacidad de nkrdrda formacion del
complejo TCR;

una capacidad de modular (either ya sea engfamtagonista o agonista) la
sefializacion del complejo TCR;

una capacidad de unirse al receptor de Fc;

una capacidad de inhibir competitivamente l@mipreferencial de un
anticuerpo anti-CD3 conocido a CD3, que incluyecdpacidad de unirse
preferencialmente al mismo epitope de CD3 al ceiaing preferencialmente el
anticuerpo original;

una capacidad de unirse a una porcién de CB3gwexpone sobre la
superficie de una célula viva vitro o in vivo, una capacidad de unirse a una
porcién de CD3 que se expone sobre la superficimdecélula viva con
cancer;

una capacidad de administrar un agente quanapéutico en una célula T

cancerosa,

una capacidad de administrar un agente tetiapgtoxina o marcador

detectable en una célula T.

[00100] Un anticuerpo preferido de la invencion exhibirdnoteado diferencial con IHC de

tejido de tumor con relaciéon a normal, tejido naae0s0, y mas aun sera capaz de analizar

en modelos de primate (y en particular mono macakeo)eficacia del anticuerpo. Los

anticuerpos preferidos de la presente invenciormbedh en forma adicional niveles deseables
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de afinidad y especificacion por el antigeno. Logicaerpos preferidos de la presente
invencion exhibiran en forma adicional niveles @édes de actividad inmunomoduladora e
internalizacion celular.

[00101] En algunas realizaciones, el anticuerpo de la icidéenes un anticuerpo que se
produce por hibridoma mAbl o hibridoma mAb2, losales respectivamente expresan
anticuerpo mAbl murino y anticuerpo mAb2 murinolaoprogenie de los anteriores. La
presente invencién abarca, ademas, varias fornomeside los anticuerpos producidos por
estos hibridomas y anticuerpos equivalentes o femgos de polipéptidos (por €j., Fab, Fab',
F(abY2 Fv, Fc, etc.), anticuerpos quiméricos, nadsimple (ScFv), mutantes de los
anteriores, proteinas de fusion que comprende wmaiop de anticuerpo, anticuerpos
humanizados, y cualquier otra configuracion moddia de cualquiera de estos o anticuerpos
equivalentes que comprenden un antigeno (CD3), détireconocimieno de la especificidad
requerida. La invencion también proporciona antijgoge humanos que muestran una o mas
caracteristicas biolégicas de un miembro de lalfamnti-CD3. Los anticuerpos equivalentes
de la familia anti-CD3 (que incluyen anticuerposmiamizados y anticuerpos humanos),
fragmentos de polipéptidos, y polipéptidos que ammgen cualquiera de estos fragmenotos
se identifican y se caracterizan por cualquierao (anmas) de los criterios descritos con
anterioridad.

[00102] De acuerdo con lo anterior, la invencién proporaicoalquiera de los siguientes (0
composiciones, que incluyen composiciones farmaa&ytque comprenden cualquiera de los
siguientes): (a) un anticuerpo producido por lalleéhuésped o su progenie; (b) una forma
humanizada de dicho anticuerpo; (c) un anticuermapmprende una o mas de las regiones
variables de cadena liviana y/o cadena pesada d® dinticuerpo; (d) un anticuerpo
quimérico que comprende regiones variables homslogderivadas de regiones variables de
una cadena pesada y una cadena liviana de dichmuenpb, y las regiones constantes
homologas o derivadas de las regiones constantesadeadena pesada y una cadena liviana
de un anticuerpo humano; (e) un anticuerpo que cemde una o mas de las CDR de la
cadena liviana y/o cadena pesada (por lo menosdasatres, cuatro, cinco, o seis) de dicho
anticuerpo; (f) un anticuerpo que comprende una&magesada y/o cadena liviana de dicho
anticuerpo; (g) un Anticuerpo Humano que es eqeital a dicho anticuerpo. Una forma
humanizada del anticuerpo puede o no tener CDRstitdé al anticuerpo original, o
anticuerpo producido por la célula huésped idexatifa con anterioridad. La determinacion de
regiones CDR se encuentra dentro de la experiancigl arte. Otras realizaciones incluyen
anticuerpos que tienen por lo menos dos, tresra;uahco, o seis CDR(s) que son en forma
sustancial homologas a por lo menos dos, tresrazuginco o seis CDRs de un anticuerpo
producido a partir de un hibridoma depositado caaoidentificO en este documento, o
derivado de dicho anticuerpo. Se entendera ques [ fines de esta invencién, la

especificidad de unidon y/o actividad general eneganse mantiene, aunque el grado de
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actividad puede variar cuando se compara con uouanpo producido por un hibridoma
depositado (puede ser mayor o menor). La inventadmbién proporciona métodos para
producir cualquiera de estos anticuerpos. Los neétedira producir anticuerpos se conocen
en la materia y se describen en este documento.
[00103] La invencidén también proporciona polipéptidos qoenprenden una secuencia de
aminoéacidos de los anticuerpos de la invencion.algunas realizaciones, el polipéptido
comprende una o0 mas de las regiones variables dEnadiviana y/o cadena pesada del
anticuerpo. En algunas realizaciones, el polipéptmmprende una o mas de la cadena liviana
y/o cadena pesada CDRs del anticuerpo. En algeadigaciones, el polipéptido comprende
tres CDRs de la cadena liviana y/o cadena pesddmtieuerpo. En algunas realizaciones, el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidbanticuerpo que tiene cualquiera de
los siguientes: por lo menos 5 aminoacidos contigde una secuencia del anticuerpo
original, por lo menos 8 aminoacidos contiguos, Ipomenos alrededor de 10 aminoacidos
contiguos, por lo menos alrededor de 15 aminoaadosguos, por lo menos alrededor de 20
aminoacidos contiguos, por lo menos alrededor dar@ioacidos contiguos, por lo menos
alrededor de 30 aminoacidos contiguos, en dondéopmenos 3 de los aminoacidos son de
una region variable del anticuerpo. En una realirada region variable es de una cadena
liviana of the original anticuerpo. En otra reatidm, la region variable es de una cadena
pesada del anticuerpo. En otra realizacion, los Bhds) aminoacidos contiguos son de una
region determinante de complementariedad (CDRauatétuerpo.
[00104] En algunas realizaciones de esta invencion, laslastlde esta invencion que
expresan CD3, una porcion of CD3, anticuerpos @B3- u otros polipéptidos que se unen a
CD3 de esta invencion se administran directamenie iadividuo para modular la actividad
bioldgica deCD3in vivo.
[00105] Los anticuerpos preferidos anti-CD3 de la presamnencion son mAbl y mAb2, y
derivados humanizados o quiméricos de fragmentesquwnen al antigeno de los anteriores
gue son reactivos hacia la molécula CD3 humana ymdeaco. Las secuencias de
polinucledtidos y aminoacidos que codifican deddana variable liviana y cadena variable
pesada de anticuerpos mAbl y mAb2 murinos se naueatcontinuacion. Las secuencias de
los CDRs de los anticuerpos (mAbl y mAb2) ejenuaifvos se muestran en negrita y
subrayados.

A. Secuencias de regiones variables anticuerpo maronal murino

mADb1

[00106] Secuencia de aminoacidos de Anticuerpo monoclonahm mAbl Cadena variable
liviana (SEC ID NRO.:1):

QVVLTQSPAI MSAFPGEKVT MTEASSSVSYMIWYQQKSG TSPKRWD$
SKLASGVPAR FSGSGSGTSY SLTISSMETE DAATYYIWSRNPPTFGGG TKLQITR

36



[00107] Secuencia de polinucledsido que codifica el antmmenonoclonal murino mAbl
Cadena variable livian&EC ID NRO.:2):

caggtggtgc tgacccagtc cccecgcecate atgtcecgect tceeegg cga
gaaagtgaca atgacctgct ccgectecte cteegtgtec tacatga act
ggtatcagca gaagtccggce acctcecccca ageggtggat ctacgac tcc
tccaagctgg ccteecggegt gececgecaga ttetetgget ceggete cgg
caccagctac tccctgacca tctcctccat ggaaaccgag gacgecg cca
cctactactg ccagcagtgg tcccggaacc cccctacctt cggegga ggc

accaagctgc agatcaccag a
[00108] Secuencia de aminoacidos de Anticuerpo monoclonahm mAbl Cadena variable
pesadaREC ID NRO.:3):

QVQLQQSGAE LARPGASVKM SCKASGYTRITVHWVKQR PGQGLEWYG

| NPSSAYTNYNQKFKDKATL TADKSSSTAY MQLSSLTSED SAVYYCA®)

VHYDYNGFPY WGQGTLVTVS S

[00109] Secuencia de polinucledsido que codifica el antmmenonoclonal murino mAbl
Cadena variable pesadaHC ID NRO.:4):

caggtgcagc tgcagcagtc tggcgecgag ctggccagac ctggcgce ctc
cgtgaagatg tcctgcaagg cctccggcta caccttcacc cggtcca cca
tgcactgggt gaaacagcgg cctggacagg gcctggaatg gatcggce tac
atcaacccct ccagcgccta caccaactac aaccagaagt tcaagga caa
ggccaccctg accgecgaca agtcctccag caccgectac atgcagce tgt
cctcectgac ctccgaggac tccgecegtgt actactgegce cteeecce cag
gtgcactacg actacaacgg cttccectac tggggccagg gcaccct ggt gacagtgtcc
tcc
B. Secuencias de regiones variables anticuerpo maanal murino

mAb2

[00110] Secuencia de aminoacidos de anticuerpo monoclonahanmAb2 Cadena variable
liviana (SEC ID NRO.:5):

QAVVTQESAL TTSPGETVTL TCEBSTGAVTTSNYANWVQE KPDHLFTGLI
GGTNKRAPGYV PARFSGSLIG DKAALTITGA QTEDEAIYFC ALWYSNLWF

GGGTKLTVLG

[00111] Secuencia de polinucledsido que codifica el antmmenonoclonal murino mAb2
Cadena variable livian&EC ID NRO.:6):

caggccgtgg tgacacagga gtcagctctg accacatcce caggega aac
agtgactctg acctgcagat ccagcactgg agcagtgact acctcta act
acgctaattg ggtgcaggag aagcccgacc acctgttcac tgggctg atc
ggcggaacca acaaaagggc acccggtgtg cctgeceggt tttctgg cag
tctgatcgga gacaaggccg ctctgacaat tactggcgec cagacag agg

atgaagctat ttacttctgt gcactgtggt atagcaatct gtgggtg
gggggtggca ccaaactgac agtgctggga

ttt

[00112] Secuencia de aminoacidos de anticuerpo monoclonahanmAb2 Cadena variable
pesadaREC ID NRO.:7):
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EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFRYAMNWVRQA PGKGLEWVAR
I RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGONFANSYVSWFAYWGQGTL VTVSA
[00113] Secuencia de polinucleésido que codifica el antfmuenonoclonal murino mAb2
Cadena variable pesadaHC ID NRO.:8):

gaggtgaagc tgctggaaag cggcggagga ctggtgcage caaaggg atc
actgaaactg tcctgcgecg ccteeggcett cacctttaac acatacg cta
tgaattgggt gcgacaggca cctggcaagg gcctggagtg ggtggea agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actctgt gaa
ggatagattc acaatcagtc gcgacgattc ccagagcatt ctgtatc tgc
agatgaacaa tctgaaaact gaagacaccg ccatgtacta ttgtgtg cgg
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg aca

ggggacactg gtgactgtgt cttcc
[00114] La posicion 40 de la cadena pesada es un residl @l péptido de unidn de clase
Il de MHC de alta afinidad. Las posiciones 44, 38,94, 99 y 108 de la cadena pesada son
residuos ancla de péptido de unién clase Il, MHCafthidad moderada. La posicion 69 de la
cadena liviana es un residuo ancla del péptidonienwclase Il, MHC, de alta afinidad. La
posicion 59 de la cadena liviana es un residucaathel péptido de union clase Il, MHC, de
afinidad moderada. Estos residuos pueden sus#ifuosn el uso de técnicas estandar de
biologia molecular, a un residuo con el fin de mda eliminar el sitio de reconocimiento de
MHC clase Il.

C. Anticuerpos CD3 disefiados por Fc

[00115] En la funcién inmunoldgica tradicional, la interect de los complejos anticuerpo-
antigeno con células del sistema inmunoldgico predin amplio abanico de respuetas, que
oscila desde funciones de generador de respuéstactano citotoxicidad que depende de los
anticuerpos, desgranulacion de mastocitos, y famgisia las sefiales inmuno moduladoras
tales como regular la proliferacion de linfocitosecrecion de anticuerpos. La totalidad de
estas interacciones se inician a través de la ud@ndominio Fc de los anticuerpos o
complejos inmunologicos a los receptores de larfioecelular especializados sobre células
hematopoyéticas. La diversidad de respuestas mesutiesencadenadas por los anticuerpos y
los complejos inmunoldgicos resulta de la heteregia estructural de los tres receptores de
Fc: FgRI (CD64), FqRII (CD32), y FgRIIl (CD16). FyRI (CD64), FgRIIA (CD32A) y
FcyRIIl (CD16) son receptores de activacioes ( decir potenciadores del sistema
inmunoldégico); FgRIIB (CD32B) es un receptor de inhibicidors(decir disminucion del
sistema inmunoldgico). La secuencia de aminoaaigok region Fc de IgGl se muestra a
continuacion (com&EC ID NRO.:9, numerada de acuerdo con Kaba#l., SEQUENCE OF
PROTEINS OFIMMUNOLOGICAL INTEREST, 5" Ed. Public Health Service, NIH, MD (1991),

expresamente incorporadas en este documento a deoderencia, y denominadas de aqui
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en adelante “Kabat EU”). Los residuos 230-341 soregion CH2 de Fc. Los residuos 342-
447 son la region CH3 de Fc:
SEC ID NRO.:9
PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV TCVVVDVSHE DPEVKENYV
230 240 250 260 270
DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL HQDWLNGKEY KCKXERK
280 290 300 310 320
APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSREEMT KNQVSLTCLV KGFYPRBY
330 340 350 360 370
EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ GNWAGRES
380 390 400 410 420
EALHNHYTQK SLSLSPGK
430 440

[00116] Dado que el receptor de anticuerpos especifico€& de Fc que no se unen a
(FcR) son minimamente desprovistos se ha propugs@ueden alterar las sefiales de TCR
en un modo que podria inducir tolerancia inmuna@g{St. Clair E.W. (2009) Novel
Targeted Therapies for AutoimmunitgZurr. Opin. Immunol. 21(6):648-657). De este rapd
dicha terapia tiene potencial aplicacién en enrahiniento de enfermedades autoinmunes
and rechazo del tejido huésped vs. injerto. Logxa@tpos especificos de CD3 que o se unen
a FcR también se han postulado para inducir remesiola tolerancia a la diabetes tipo 1 (St.
Clair E.W. (2009) Novel Targeted Therapies for Autoimmuriit€urr. Opin. Immunol.
21(6):648-657; Masharani, U.Rt al. (2010) ‘Teplizumab Therapy For Typo 1 Diabetes
Expert Opin. Biol. Ther. 10(3):459-465).

[00117] La presente invencion de este modo incluye locaatpos que se unen en forma
especifica a CD3 que comprenden una region Fcntarique tiene regiones Fc que se
modifican por ej, sustituciones, eliminaciones, inserciones enain@s porciones) con el
fin de ser incapaz o menos capaz de unirse altaceg Fc (con relacién a un anticuerpo que
tiene las mismas CDRs pero una region Fc de tivajsd

[00118] En una realizacion, dichos anticuerpos seran ircespde unirse a cualquier receptor
de Fc. En forma alternativa, la regién Fc del amtipo se notificara con el fin de permit que
se una a los receptores de Fc tales com®IR que son inhibidores, pero no receptores de
Fcs tales como RRIIA, FcyRIIIA o FcyRIIIB que promueven la activacion del sistema
inmunologico.

[00119] Con preferencia, las propiedades de unién de lagcmas de la invencién se
caracterizan por ensayos funcionatesitro para determinar una o méas funciones de la célula
efectora del mediador de . Las afinidades y propiedades de unién de lagcutas,por

ej., anticuerpos, de la invencion para uryR@ueden determinarse con el uso de ensiayos
vitro (ensayos con base bioquimica o inmunoldgica) ddonscen la materia para la

determinacion de anticuerpo-antigen o interaccidieBgR, es decir la union especifica de
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un antigeno a un anticuerpo o la union especifieauda regiéon de Fc a un R
respectivamente, que incluyen aunque sin limitarsensayo ELISA, ensayo por resonancia
plasmoénica de superficie, ensayos de inmunopracipit. En las realizaciones mas
preferidas, las moléculas de la invencién tienapigpdades similares de unién en modéhos
vivo (tales como aquellas que se describen y se dividgaeste documento) como aquellos
ensayos de basae vitro. Sin embargo, la presente invencion no excluyeéoubds de la
invencion que no exhiben el fenotipo deseado eayassde basm vitro pero no exhiben el
fenotipo deseado envo.

[00120] En algunas realizaciones, las moléculas de la oiwemue comprenden una region
Fc variante comprenden por lo menos una modificed® aminoacido (por ejemplo, poseen
1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8 9, 0o mas las modificaciodesaminoacidos) en el dominio CH3 de la
region Fc, que se define como aquella que se eide los aminoacidos 342-447. En otras
realizaciones, las moléculas de la invencion quepctenden una region Fc variante
comprenden por lo menos una modificacion de amidogpor ejemplo, poseen 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 0 mas las modificaciones de aminoaidosxl dominio CH2 de la region Fc, que
se define como aquella que se extiende de los aciohus 231-341. En algunas realizaciones,
las moléculas de la invencion comprenden por lo amedos las modificaciones de
aminoacidos (por ejemplo, possessing 2, 3, 4, &, @, 9, o mas las modificaciones de
aminoacidos), en donde por lo menos una de dicluakficaciones esta en la region CH3 y
por lo menos una de dichas modificaciones estéaaemdion CH2. La invencidén abarca,
ademas, la modificacion de aminoacidos en the megié bisagra. En una realizacion
particular, la invencién abarca la modificacion alminoacidos en el dominio CH1 de la
region F¢que se define como aquella que se extiende derm®acidos 216-230.

[00121] En realizaciones particularmente preferidas, laemaion abarca moléculas que
comprenden una region Fc variante en donde dichanta confiere o tiene una reduccion en
la actividad de ADCC y/o una reducida unién gfHtA (CD32A), segun se mide con el uso
de métodos conocidos por los expertos en el age gjemplifica en este documento. Los
ensayos de ADCC realizados usados de acuerdo sondtodos de la invencion pueden ser
dependientes de NK o dependientes de macrofago.

[00122] En realizaciones particularmente preferidas, laemaion abarca moléculas que
comprenden una region Fc variante en donde dichante confiere o tiene a una reduccion
en la actividad de ADCC y/o una reducida union g=¢A (CD16A), segun se mide con el
uso de métodos conocidos por los expertos eneelyat ejemplifica en este documento. Los
ensayos de ADCC realizados usados de acuerdo sandtodos de la invencién pueden ser
dependientes de NK o dependientes de macrofago.

[00123] Las variantes de Fc de la presente invencion puexenbinarse con otras
modificaciones de Fc, tales como aquellas divulgadia las Patentes de EE UU Nros.
7,632,497, 7,521,542; 7,425,619; 7,416,727, 7,2&t,&,355,008; 7,335,742; 7,332,581,
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7,183,387; 7,122,637; y 6,737,056; en las Publices por PCT Nros. WO 2008/105886;
WO 2008/002933; WO 2007/021841; WO 2007/106707; D8ID88494; WO 05/115452;
WO 05/110474; WO 04/1032269; y in WO 04/063351; ry Rresta, L.Get al (2002)
“Engineering Therapeutic Antibodies for improved ction,” Biochem. Soc. Trans.
30(4):487-490; Shields, R.Let al (2002) ‘Lack of fucose on human IgGl N-linked
Oligosaccharide Improves the Binding to human FagamRIll and Antibody-Dependent
cellular toxicity,” J. Biol. Chem. 26;277(30):26733-26740 y ShieR4.. et al. (2001) ‘High
resolution mapping of the binding site on humanl1gGr Fc gamma RI, Fc gamma RII, Fc
gamma RIIl, y FcRn and desigle IgGL variants with improved binding go the Fc gamma
R J. Biol. Chem. 276(9):6591-6604). La invencidvaeca combinar una variante Fc de la
invencion con otras modificaciones de Fc para pmappar propiedades aditivas,
sinergisticas o novedosas al anticuerpo modificado.

[00124] En otras realizaciones, la invencion abarca el dsocualquier variante de Fc
conocidas en la materia, tales como aquellas dcadag en Jefferis, B.ket al (2002)
“Interaction Sites On Human IgG-Fc For FcgammaR: r€at Models’ Immunol. Lett.
82:57-65; Presta, L.Get al (2002) ‘Engineering Therapeutic Antibodies Forlmproved
Function” Biochem. Soc. Trans. 30:487-90; Idusogie, E€dE.al (2001) ‘Engineered
Antibodies With Increased Activity To Recruit Coenpénf’” J. Immunol. 166:2571-75;
Shields, R.Let al (2001) ‘High Resolution Mapping Of The Binding Site On HongG1
For Fc Gamma RI, Fc Gamma RIl, Fc Gamma RIll, y fréd Design De IgG1 Variants
With Improved Binding to The Fc gammAa R Biol. Chem. 276:6591-6604; ldusogie, EcE.
al. (2000) ‘Mapping Of The Binding to C1q Site On Rituxan, An&nic Antibody with A
Human IgG F¢’ J. Immunol. 164:4178-84; Reddy, M.Rt al (2000) ‘Elimination Of
receptor de Fc-Dependent Effector Functions Of Adifled IgG4 Monoclonal Antibody To
Human CD4’ J. Immunol. 164:1925-1933; Xu, @t al (2000) ‘In Vitro Caracterization de
of Five Humanized OKT3 Effector Function VariantiBodies” Cell. Immunol. 200:16-26;
Armour, K.L. et al (1999) ‘Recombinant human IgG Molecules Lacking FcgammaRec

| Binding And Monocyte Triggering Activitie€ur. J. Immunol. 29:2613-24; Jefferis, &.
al. (1996) ‘Modulation of Fc(Gamma)R And Human Activation oinfpements By 1gG3-
Core Oligosaccharide Interactiohsimmunol. Lett. 54:101-04; Lund, Jet al (1996)
“Multiple Interactions Of IgG With Its Core Oligosdmaride Can Modulate Recognition By
Complement And Humun Fc Gamma Receptor | And hdkieThe Synthesis Of Its
Oligosaccharide Chain% J. Immunol. 157:4963-4969; Hutchiret al (1995) ‘Improved
Biodistribution, Tumor Targeting, and Reduced Inogenicity In Mice With A Gamma 4
Variant Of Campath-1H Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 92:11980-84; f@efs, R. et al
(1995) ‘Recognition Sites On Human IgG For Fc Gamma Recgptdbhe Role Of
Glycosylation” Immunol. Lett. 44:111-17; Lund, &t al (1995) ‘Oligosaccharide-Protein
Interactions In IgG Can Modulate Recognition By Gamma ReceptofsFASEB J. 9:115-

41



19; Alegre, M.L. et al (1994) ‘A Non-Activating "Humanized" Monoclonal anti-CD3
Antibody Retains Immunosuppressive Properties o, ViTransplantation 57:1537-1543;
Lund et al (1992) ‘Multiple Binding Sites On The CH2 Domain Of IgG Rdouse Fc
Gamma R1@ Mol. Immunol. 29:53-59; Luncet al (1991) ‘Humun Fc Gamma Rl And Fc
Gamma RIl Interac With Distinct But Overlapping €SitOn Human IgG J. Immunol.
147:2657-2662; Duncan, A.Ret al (1988) ‘Localization Of The Binding Site For The
Human High-Affinity Fc Receptor On Ig@\ature 332:563-564; Patentes de EE UU Nros.
5,624,821; 5,885,573; 6,194,551; 7,276,586; y 7ML, y Publicaciones por PCT WO
00/42072 y PCT WO 99/58572.

[00125] En ciertas realizaciones, el anticuerpo de la iov@ncomprende una region Fc
variante (que incluyen un Fc derivado de cualginerunoglobulina humana tipgdgr ej,
IgG, IgE, IgM, IgD, IgA and IgY), o clasgér ej, IgGy, 19G,, 19Gs, 19Gs, IgA1, Y IgA2) 0
subclase), en donde dicha region Fc variante camdpreor lo menos una modificacion de
aminoéacido con relacién a una region Fc de tipeagal cuya region Fc variante exhibe union
reducida o nula a uno o mas ligandos efectoresnsegudetermina por ensayos estandar
conocidos en la materia y divulgados en este dootonme&on relacion a una molécula
comparable que comprende la region Fc tipo sal#ajeciertas realizaciones, el dominio de
Fc variante del anticuerpo de la invencion compeemada modificacion de aminoacidass (
decir, insercion, sustitucion, eliminacién) en uno o rdaslos residuos 233, 234, 235, 236,
237, 238, 265, 270, 297, 298, 299. En una reaimaespecifica, la una o0 mas modificaciones
de aminoéacidos que reducen o anulan la union aaumeas ligandos efectores es una
sustitucién con fenilalanina o prolina en la pasicR33; una sustitucion con alanina en la
posicion 234; una sustitucion con alanina o acidltagico en la posicion 235; una
sustitucion con alanina en la posicion 236, unétsggn con alanina en la posicion 237, una
sustitucién con arginina en la posicion 238; urgtigicion con alanina o acido glutamico en
la posicion 265; una sustitucion con alanina o @gpaa en la posicion 270; una sustitucion
con alanina o glutamina en la posicion 297; unditsegn con fenilalanina, asparagina o
prolina en la posicion 298; una sustitucion conlquiar aminoécido en la posicién 299
distinta de serina o treonina; o una combinaciodago mas de la sustituciones mencionadas
con anterioridad. En ciertas realizaciones, elcaetpo de la invencion comprende un
dominio Fc que tiene una sustitucion con alaninigrosicion 265 y en la posicién 297; una
sustitucién con alanina en la posicion 265 y cartaghina en la posicion 297; una sustitucion
con acido glutamico en la posicion 265 y con alam®n la posicion 297; o una sustitucion con
acido glutdmico en la posicion 265 y con glutamamala posicion 297. En realizaciones
preferidas, el anticuerpo de la invencion comprenote dominio Fc que tiene una
modificacion por ej, sustitucién, insercién, eliminacién) en la pa&icR34 and position 235
de la region Fc. In a specific ejemplo de acuerolo esta realizacion, el anticuerpo de la

invencion comprende un dominio Fc que tiene un#tso®n en la posicion 234 con alanina
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and una sustitucion en la posicién 235 con acidtagtico. Incluso en otra realizacion mas
preferida, el anticuerpo de la invencion comprendeFc que tiene una sustitucion con
alanina en la posicion 234 y una sustitucion caniah en la posicién 235.

[00126] En otras realizaciones, el anticuerpo de la ind@nciomprende a Fc region, cuya
region Fc variante exhibe union reducida o nulana a mas ligandos efectores segun se
determina por ensayos estandar conocidos en laimmgtdivulgados en este documento, con
relacion a una molécula de control comparable. iErias realizaciones, el anticuerpo de la
invencion tiene una region Fc que exhibe union cieduo nula a uno o méas ligandos
efectores, cuya regiéon Fc comprende a fenilalaaipeolina en la posicion 233; una alanina
en la posicion 234; una alanina o acido glutamigolae posicion 235; una alanina en la
posicion 236, una alanina en la posicion 237, ugaiaa en la posicion 238; una alanina o
acido glutdmico en la posicion 265; una alaninapgaeagina en la posicion 270; una alanina o
glutamina en la posicion 297; a fenilalanina, asg@&a o prolina en la posicion 298;
cualquier aminoéacido en la posicion 299 distintaselena o treonina; o una combinacion de
dos o mas de la sustituciones mencionadas coni@aitad. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo de la invencion comprende un dominigutiene una alanina en la posicion 265
y en la posicion 297; una alanina en la posiciéh &8d a glutamina en la posiciéon 297; un
acido glutamico en la posicion 265 y una alanindaguosicion 297; o un acido glutamico en
la posicion 265 y una glutamina en la posicion 297 ciertas realizaciones, el anticuerpo de
la invencion comprende un dominio Fc que tiene alaaina at 234 y unun &cido glutamico
en la posicion 235. En realizaciones preferidagnécuerpo de la invencion comprende un
Fc que tiene una alanina en la posicion 234 y lararea en la posicion 235.

[00127] Los anticuerpos de la invencion que comprenden amirdo Fc que tiene una
alanina en la posiciones correspondientes a 2385 d& acuerdo con el esquema de
numeracion de Kabat se conocen como anticuerpasatal. En ciertas realizaciones, el uso
de dominios Fc “ala-ala” y/u otras combinacionescdmbinaciones de aminoacidos que se
describen en este documento (que incluyen comlginasiqgue comprenden dominios Fc “ala-
ala”) pueden abolir la unién del término dominio &dodos los RdRs. La union de un
dominio Fc a uno o mas fRs puede determinarse por cualquier método deseniteste
documento y/o conocido en la materia.

[00128] En ciertas realizaciones, la una o mas modificasahe aminoacidos que abole la
union a todos los F®s o reduce o abrogata la union a uno o mas ligardectores
comprenden combinaciones de las modificaciones eradas en este documento o
combinaciones de las modificaciones enumeradassten documento con cualquiera que
pueda conferir unidn nula a cualquier Fgior(ej, FeyRINA, FcyRIIB, FcyRIIA) segln se
determina por los métodos divulgados en este dottameeconocidos por los expertos en el
arte. Como lo comprendera ampliamente una persoperimmentada en la materia, dichos

anticuerpos de la invencidon pueden encontrar usticpiar en el tratamiento de una
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enfermedad autoinmune en el sentido que los ampiosenti-CD3 y fragmentos que se unen
al antigeno sirven para modular la funcion inmundasrespuesta asociada a la primera dosis
comun para los anticuerpos de células auto-inmunes.
[00129] En ciertas realizaciones, los anticuerpos anti-GDBagmentos que se unen al
antigeno de la invencion, o fragmentos que se w@heantigeno de los anteriores, tienen
reducida (tales como, aunque sin limitarse a, meeds0%, menos de 40%, menos de 30%,
menos de 20%, menos de 10%, menos de 5% o merdd8s demo cuando se compara con la
union de una proteina que comprende un dominioe~coditrol) o, con mayor preferencia,
ninguna union detectable a uno o mas de cualqudr Epor €j., FgRI, FeyRIl o FeyRINN)
por medio de su dominio Fc segun se determina meay®s de rutina en la materia. Ademas
o en forma alternativa, los anticuerpos anti-CDiBagmentos que se unen al antigeno de la
invencion, o fragmentos que se unen al antigentslenteriores, pueden tener reducida
(tales como, aunque sin limitarse a, menos de 56ps de 40%, menos de 30%, menos de
20%, menos de 10%, menos de 5% o menos de 1% amnda se compara con la unién por
una proteina de control que comprende un dominide~control) o, con mayor preferencia,
ninguna unidn detectable a cualquier receptor cemehtario, tales como, Clgq, como se
determina en ensayos usados como rutina. En reialies particulares, el anticuerpo es
aglicosilado. En otras realizaciones, el anticueraece de un dominio Fpdr ej, es un
fragmento Fab, F(aly) cadena de anticuerpo simple).
[00130] Los anticuerpos de la invencién de este modo sgradiular utilidad porque tienen
reducida o ninguna toxicidad vivo causada por la produccion de linfocinas o libémade
citoquinas. Los métodos de medicion de la producdlinfocinas y liberacion de citoquinas
se conocen y son de rutina en la materia y se aban este documento. Por ejemplo, la
liberacion de citoquinas puede medirse por mediaénla secrecion de citoquinas que
incluyen aunque sin limitarse a Interleucina -2-Z)L Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6
(IL-6), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-16L{16), PDGF, TGFRa, TGF{3, TNF-q,
TNF- 3, GCSF, GM-CSF, MCSF, IFN#, IFN- 3, TFN-y, IGF-I, IGF-1l. Por ejemplo, véase,
Isaacs et al., 200Rheumatology40: 724-738; Soubrane et al., 1988p0d 81(1): 15-19;
cada una de las cuales se incorpora en este dotumerodo de referencia en su totalidad.

D. Diacuerpos CD3 DART™
[00131] Como se discutié con anterioridad, la presenteniciée en forma adicional abarca
anticuerpos biespecificos, especificos y multieifiges. Un ejemplo particularmente
preferido de dichos anticuerpos comprenden molécula diacuerpo “DART™” que
comprenden por lo menos dos cadenas de polipémigo$orman por lo menos dos sitios de
union a epitopes, por lo menos uno de los cualameeen forma especifica a CD3. Las
moléculas de diacuerpo “DART™” ejemplificativas skvulgan en US20100174053,
US20090060910,US20070004909, EP2158221, EP1868650\wW02010080538,
W02008157379, y WO2006113665.
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[00132] En realizaciones preferidas, la primera cadenaotipgptido del diacuerpo DART™
comprende:
) un dominio (A) que comprende una region de ordé un dominio variable de
cadena liviana de una primera inmunoglobulina (Végpecifica para un
epitope (1);
(i) un dominio (B) que comprende una region dedarde un dominio variable de
cadena pesada de una segunda inmunoglobulina (&8p2cifica para un
epitope (2); y
(@iif)  un dominio (C).
La segunda cadena de polipéptido de dicho diacu2AR®T™ comprende:
(1) un dominio (D) que comprende una region de nmié un dominio variable de
cadena liviana de la segunda inmunoglobulina (\ds)ecifica para el epitope
2);
(i) un dominio (E) que comprende una region deéaorde un dominio variable de
cadena pesada de la primera inmunoglobulina (VEigeifica para el epitope
1)y
(@iif)  un dominio (F).
Los dominios del diacuerpo DART™ (A) y (B) no sseian entre si para formar un sitio
gue se une al epitope. En forma similar, los dassidiel diacuerpo DART™ (D) y (E) no se
asocian entre si para formar un sitio que se uneptibpe. Mas bien, los dominios del
diacuerpo DART™ (A) y (E) se asocian para formasitio de unién que se une epitope (1);
dichos dominios del diacuerpo DART™ (B) y (D) s®@an para formar un sitio de union
gue se une dicho epitope (2). Los dominios (C))yséFasocian entre si en forma covalente.
[00133] Cada cadena de polipéptido de la molécula del di@pcuDART™ comprende un
dominio VL y un dominio VH, que estan ligados emnia covalente de manera tal que los
dominios no puedan auto-montarse. La interacciorate de las cadenas de polipéptidos
produciran dos pares de VL-VH, formando dos siti@esunion al epitopegs decir una
molécula bivalente. Ninguno de los dominios VH o 8&_restringe a ninguna posicién dentro
de la cadena de polipéptides decir,se restringe al término amino (N) o carboxi (Cnco
tampoco se restringen los dominios en sus posisioglativas entre sgs decir,el dominio
VL puede ser N-terminal al dominio VH y viceversa. Gnica restriccion es que una cadena
de polipéptido complementaria esté disponible ddmale formar functional los diacuerpos
DART™. Donde los dominios VL y VH derivan del misnamticuerpo, las dos cadenas
complementarias de polipéptidos pueden ser idéntRar ejemplo, donde los dominios de
unién derivan de un anticuerpo especifico parpibpe A (es decir, el dominio de unién se
forma a partir de a VA-VH, interaction), cada polipéptido comprendera as\WHuna Via.
La homodimerizacion de dos cadenas de polipéptiébsnticuerpo producira la formacién

de dos sitios de unon YEVH,, lo que produce un anicuerpo monoespecifico. Ddosle
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dominios VL y VH derivan de anticuerpos especifipasa diferentes antigenos, formacion de
un diacuerpo funcional biespecifico DART™ requi¢aeinteraccion de dos cadenas de
polipéptidos diferenteses decir formacién de un heterodimero. Por ejemplo, pama u
diacuerpo biespecifico DART™, una cadena de pdiigégomprendera a Ly una Vig;

la homodimerizacion de dicha cadena producira temd&gcion de dos sitios de unidn ML
VHg, ya sea sin unién o de union impredecible. En resté, donde dos cadenas de
polipéptidos diferentes estén libres para inteaac¢tpor ej., en un sistema de expresion
recombinante, uno que comprende aa\{Lun VHs y el otro que comprende un ¥ly un
VHa, dos sitios de union diferentes se formarana-WH y VLg-VHg. Para todos los pares
de la cadena del polipéptido del diacuerpo DART®, pbsibilidad de deficiencia de
alineacion o de union de las dos cadenas es uitzliglasl, es decirla interaccion de VL-VL

o VH-VH dominios; sin embargo, purificacion de diagpos funcionales se maneja
facilmente en base a la inmunoespecificidad de sié unién dimerizado apropiadamente
con el uso de cualquier método basado en el métmalacido en la técnica o ejemplificado en
este documentqor ej, cromatografia por afinidad.

[00134] Una o0 mas de las cadenas de polipéptidos del daxU@ART™ may en forma
opcional comprenden un dominio dominio Fc o por@énios anterioreg6r ej. un dominio
CH2, o dominio CH3). El dominio Fc o porcién de kogeriores puede derivar de cualquier
isotipo o alotipo de inmunoglobulina que incluyaanque sin limitarse a, IgA, IgD, IgG, IgE
e IgM. En realizaciones preferidas, el dominio &@@rcion de los anteriores) deriva de IgG.
En realizaciones especificas, el isotipo de Ig®€4, 19G2, IgG3 0 1IgG4 o un alotipo de los
anteriores. En una realizacion, la molécula deudiggo comprende un dominio Fc, cuyo
dominio Fc comprende un dominio CH2 y dominio CH8lescionado en forma
independiente de cualquier isotipo de inmunoglaiaul(es decir un dominio Fc que
comprende el dominio CH2 derivado de IgG y el dosm®H3 derivado de IgE, o el dominio
CH2 derivado de 1gG1 y el dominio CH3 derivado d&2, etc.). El dominio Fc puede
disefiarse en una cadena de polipéptido que congprendnolécula de diacuerpo de la
invencion en cualquier posicion con relacion a®ttominios o porciones de dicha cadena de
polipéptido por ej, el dominio de Fc, o porcion de los anterioresgdauser del extremo
terminal C para ambos dominios VL y VH del polipdptde la cadena; puede ser n-terminal
para ambos dominios VL y VH; o puede ser n-termjpala un dominio y de extremo
terminal C para otroeg decir entre dos dominios de la cadena de polipéptidos))

[00135] Los dominios Fc en las cadenas de polipéptidosLdsl moléculas de diacuerpo
DART™ dimerizaran con preferencia, o que prodacttmacion de una molécula DART™
gue exhibe propiedades similares a la inmunoglobytior ej, Fc-FgR, interacciones. Los
diacuerpos que contienen Fc pueden ser dim@asgj, formados por dos cadenas de
polipéptidos, donde cada una comprende un domiklpwh dominio VL y un dominio Fc.

La dimerizacion de dichas cadenas de polipéptidodyce a bivalent diacuerpo DART™ que
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comprende un dominio Fc, aunque con una estrudistiata de la de un anticuerpo bivalente
no modificado. Such Las moléculas de diacuerpo DARExhibiran fenotipos alterados con
relacion a una inmunoglobulina de tipo salvapmr ej, vida media sérica alterada,
propiedades de unién, etc. En otras realizacidreess moléculas de diacuerpo DART™ que
comprenden dominios Fc pueden ser tetrameros. t8tremers comprenden dos cadenas de
polipéptidos “mas pesada®s decir una cadena de polipéptido que comprende a VIH gV
un dominio Fc, y dos cadenas de polipéptidos “rnvéanias”, es decir cadena de polipéptido
gue comprende un VL y un VH. The mas liviana and mpésada chains interactlan para
formar un mondémero, y dichos monomeros interacfimmmedio de sus dominios Fc sin
pares para formar una molécula con aspecto deulth 8n con estructura de Ig diacuerpo
DART™ es tetravalente y puede ser monoespecifiespbcifico o tetraespecifico.
VI.  Métodos terapéuticos con el uso de los anticueos anti-CD3 de la

presente invencion
[00136] Los anticuerpos anti-CD3 de la presente invenciéus/fragmentos que se unen al
antigeno tienen utilidad particular en el tratartoede los canceres asociados con CD3
expresion y en el tratamiento de enfermedad autoieny otros trastornos inflamatorios.
[00137] Estos usos pueden incluir la formacién de a comefgre CD3 y un anticuerpo que
se une especificamente a CD3. Algunos ejemplosatesd anticuerpos incluyen aunque no
se limitan a anticuerpos anti-CD3 monoclonales mjlndAb2 o, con mayor preferencia, sus
derivados humanizados. La formacion de dicho cojmgeede sein vitro o in vivo. Sin
intentar limitarse a la teoria, el anticuerpo &M3 puede unirse a CD3 a través del dominio
extracelular de CD3 y puede internalizarse dergrarth célula viva normal o con cancer.

A. Tratamiento del cancer
[00138] Los anticuerpos y fragmentos que se unen al amtigenla presente invencion se
unen a CD3 presente sobre la superficie de lasasélu El fragmento que se une al antigeno
de la presente invencion puede usarse en el contdxtuna molécula biéspecifica (0
triespecifica o multiespecifica), tales como undéeua DART o BIiTE, para redirigir las
células T a una célula tumoral. La célula T puedegd matar la célula tumoral. Las
moléculas biespecificas (o triespecificas 0 myiBefficas) de la presente invencion son
capaces de unirse a ambos CD3 humano y el CD3 denrifero no humano (por ej., mono
macaco), y también a un segundo (o adicional) grelifte(s) antigeno(s) o epitope(s). El
segundo antigeno o epitope es con preferenciatigeaa del tumor expresado en una célula
tumoral. Dichas células tumorales pueden ser deecés, por ejemplo, cancer de mama,
cancer de prostata, cancer gastrico, cancer dedpulodncer de estdbmago, cancer de colon,
cancer rectal, cancer de pancreas, cancer de higadcer de ovario, cancer de la cavidad
oral, cancer de faringe, cancer de eso6fago, catectaringe, cancer de hueso, cancer de piel,
melanoma, cancer de utero, cancer de testiculogcéle vesicula, cancer de rifion, cancer de

cerebro, gleoblastoma, cancer de tiroides, linfomialoma y leucemia. Dichos antigenos o
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epitopes adicionales son con preferencia antigeumosrales o epitopes de la superficie
celular (tales como: 17-1A, A33, antigeno de endodd primario de eritrocitos adultos, alfa
fetoproteina, un antigeno de envoltura de un delsumor de ARN, antigeno oncofetal de
tumor de vesicula, B7-H1, B7-H2, B7-H3, B7-H4, B3;HB7-H6, antigeno de linfoma de
Burkitt-38,13, CA125, CD18, CD19, antigeno de lmfo B humano-CD20, CD22, CD33,
CD44, CD52, CEA, CO17-1A, CTA-1, CTLA-4, receptoeldfactor de crecimiento
epidérimico, Ep-CAM, EphA2, antigeno de eritrocitdetal, antigeno de fibrosarcoma,
gangliosida GD2, gangliosida GD3, gangliosida GMangliosida GM3, GICA 19-9, gp
llib/llla, gp72, HER1, HER-2/neu, HER3, HER4, amiigp de melanoma de alto peso
molecular, Antigeno HLA-DR, antigeno de célulaselleucemia humana-Gp37, antigeno de
carcinoma de pulmoén humano L20, antigeno de car@nde pulmoéon humano L6, antigeno
de globulo de grasa de leche humana, IgE, Antigiglocarcinoma pan KS 1/4, LEA,
adenocarcinoma de pulmon F3 antigen, antigenondeciios humanos malignos-APO-1,
antigeno de melanoma gp75, antigeno asociado ahorab p97, neoglicoproteina, nuC242,
antigeno de mucina epitelial polimérfico, antigezspecifico de la préstata, antigeno de
membrana especifica de la préstata, fosfato deo gmidstatico, antigeno SK-1, TAG-72,
antigeno T, antigeno tumoral CA125, antigeno tumbMdC1, antigeno de superficie de
transplante de tipo de célula especifico del turfamtor de crecimiento endotalial vascular,
receptor del factor de crecimiento endotalial vascl avp3). En forma alternativa, dichos
antigenos o epitopes adicionales pueden estamdsscbn un patégeno (tales como: hepatitis
tipo A, hepatitis tipo B, hepatitis tipo C, gripearicela, adenovirus, herpes simple tipo |
(HSV-I), herpes simple tipo Il (HSV-II), peste bawi rinovirus, ecovirus, rotavirus, virus
sincitial respiratorio, virus de papiloma, virus dapiloma, citomegalovirus, equinovirus,
arbovirus, huntavirus, coxsackie virus, virus d@gras, virus del sarampion, virus de la
rubeola, virus de la polio, viruela, virus de EpstBarr, virus de inmunodeficiencia humana
tipo | (HIV-1), virus de inmunodeficiencia humangd Il (HIV-II), meningitis viral, viral
encefalitis, dengue, viruela; micobacteria rickattsnicoplasmaNeisseria S. pneumonia
Borrelia burgdorferi, Bacillus anthracis Estreptococp Estafilococo Micobacterig tétano,
pertusis, coélera, plaga, difteria, clamidia, y taglla; leishmania, kokzidioa, tripanosoma o
malaria; clamidia y rickettsia.

[00139] Los anticuerpos y fragmentos que se unen al amtigenla presente invencion se
unen a CD3 presente sobre la superficie de lasasélu con el uso de conventional métodos,
dichos anticuerpos pueden marcarse con fluoresce@mao se describié con anterioridad.
Cuando dichas moléculas marcadas se incuban eedarngia de una molécula biespecifica
(tales como por ejemplo, un diacuerpo UDART™ qeediun dominio de unién al epitope
gue se une al receptor de células T y un dominieniten al epitope que se une a fluoresceina
(“TCR-UDART™")), pueden unirse a la marca de flismeina y de este modo localizarse en

la superficie de células que expresan CD3 y canedanza redirigida de dichas células.
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[00140] En una realizacion alternativa, CD19 puede usapseocel “segundo” epitope, de
manera tal que un anticuerpo biespecifico, o coyomareferencia, un diacuerpo DART ™,
gue reconoce CD3 y CD19 se emplea para erradidanf@ina de células B a través del co-
encastre del antigeno especifico de células B (Cp&dcomplejo receptor de células T/CD3
sobre células T efectoras. Como se divulgé en Mdawe. et al. (2011) ‘Application Of Dual
Affinity Retargeting Molecules To Achieve OptimadiRected T Cell Killing Of B-Cell
Lymphomd Blood 2011 blood-2010-09-306449, un diacuerpoRJAM CD3/CD19 se us6
para erradicar el linfoma de células B a travésodeéncastre del antigeno especifico de
células B CD19 y el complejo receptor de célula€D3 sobre células T efectoras. La
comparacion lado a lado con un anticuerpo biegspecifie cadena simple que lleva
secuencias Fv del anticuerpo idénticas CD19 y G8lé que el DART es mas potente al
diribir la lisis de células B. La mayor actividadBBART CD19xCD3 se observo en todas las
células B de destino que expresan CD19 evaluadasicaso de PBMC en reposo y pre-
estimulada humana o poblacones de células T eéacpurificadas. La caracterizacion de un
DART CD19xTCR biespecifico reveld potencia equinédeal DART CD19xCD3 lo que
demuestra la flexibilidad de la arquitectura del®JApara soportar aplicaciones de células
T/B para aplicaciones de matanza de células T. nisortante observar que el nivel
potenciado de matanza mediada por moléculas DAR3enacompafié de un aumento en la
activacion de las células T no especificas o tisicélulas CD19 negativas. Los estudios de
asociacion celular indican que la arquitectura ddRD es apta para mantener el contacto
célula:célla que aparentemente contibuye al alteelnde matanza de células blanco.
Finalmente, la capacidad del DART CD19xTCR de imheblinfoma de células B en ratones
NOD/SCID cuando se co-administra con PBMC humanougstra en forma adicional el
valor de las moléculas DART para el tratamienteieermedades producidas por células B.
Los anticuerpos anti-CD3 de reaccion cruzadadedsepte invencion podrian emplearse del
mismo modo que los anticuerpos CD3 de Moore, RtAal De este modo, la invencion
proporciona un tratamiento para canceres (en edpl@tiomas y Leucemias) que implica
células con cancer que expresan CD3.

[00141] Las moléculas biespecifica (o triespecificas o iegpiecificas) de la presente
invencion se administran con preferencia a un péeien una o mas dosis de normalmente
0,0001 mg/kg hasta 100 mg/kg del peso corporal mhatiente. Con preferencia, la
dosificacion administrada a un paciente es en80Q, mg/kg y 20 mg/kg, 0,0001 mg/kg y
10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg@®001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y
0,75 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,5 mg/kg, 0,0001 mghagta 0,25 mg/kg, 0,0001 a 0,15
mg/kg, 0,0001 a 0,10 mg/kg, 0,001 a 0,5 mg/kg, @ @25 mg/kg o 0,01 a 0,10 mg/kg del
peso corporal del paciente.
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B. Tratamiento de enfermedad autoinmune e Inflamadn
[00142] La invencion también proporciona métodos de tragatoi prevencion, reduccion de
la progresién de y/o alivio de los sintomas de reméelades o trastornos mediados por la
célula T, que incluyen rechazo a los injertos, enéslad de huésped vs injerto, reacciones de
hipersensibilidad del tipo tardio no deseadas qtalemo reaccioes alérgicas del tipo
demorado), enfermedades pulmonares mediadas porcdagdas T, y enfermedades
autoinmunes. Las enfermedades pulmonares mediaddaspcélulas T incluyen sarcoidosis,
neumonitis por hipersensibilidad, neumonitis irteial aguda, alveolitis, fibrosis pulmonar,
fibrosis pulmonar idiopatica y otras enfermedadesacterizadas por dafio inflamatorio
pulmonar. Las enfermedades autoinmunes de lasasélllincluyen esclerosis multiple,
neuritis, polimiositis, psoriasis, vitiligo, Sindne de Sjogren, artritis reumatoide, diabetes
Tipo 1, autoimmune pancreatitis, enfermedad inftamma intestinalespor ej, enfermedad de
Crohn y colitis ulcerativa), enfermedad celiacangtrulonefritis, scleroderma, sarcoidosis,
enfermedades autoinmunes de tiroidper (ej, tiroiditis de Hashimoto y enfermedad de
Graves), miastenia grave, enfermedad de Addisoepretinitis autoinmune, pénfigo vulgar,
cirrosis biliar primaria, anemia perniciosa, y lsmritematoso sistémico, lupus (en particular,
cutaneo), efectos del transplante de 6rganos,meatiad de huésped vs. injerto (GVHBiG
En particular, los métodos de la invencion son ajesbs en sujetos con enfermedad en la
etapa inicial para aliviar o reducir el dafio dealaoinmunidad y mantener un alto nivel de
funcion y/o reducir la necesidad de otros tratamigoor ej, en el tratamiento o profilaxis de
Diabetes Tipo I, los métodos de la invencion puegelucir la necesidad de administracion
de insulina exégena en el sujeto). Ademas, los doétae la invencion pueden reducir en
forma ventajosa la incidencia de, o no produciideccia del sindrome de liberacién de
citoquinas asociados con la administracion de amtpos terapéuticos, y, en particular,
fragmentos que se unen al antigeno anti-célulg®iTeg]., anticuerpo anti-CD3).
[00143] En ciertas realizaciones, the course de tratamieatoun anticuerpo anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno de acuerdoosométodos de la invencion se repite a
intervalos de 2 meses, 4 meses, 6 meses, 8 maseses, 10 meses, 12 meses, 15 meses, 18
meses, 24 meses, 30 meses, 0 36 meses. En rememoespecificas la eficacia del
tratamiento con un anticuerpo anti-CD3 o fragmenios se unen al antigeno de la invencion
se determina como se describe en este documemmo se conoce en la materia a los 2
meses, 4 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses, 5 h¥eseses, 24 meses, 30 meses, 0 36
meses posterior al tratamiento previo.
[00144] En otra realizacion, se administra a un sujeto onanas dosis unitarias de
aproximadamente 0,5-50 pg/kg, aproximadamente @,pgfkg , aproximadamente 0,5-30
pno/kg, aproximadamente 0,5-20 pg/kg, aproximadaen€rb-15 pg/kg, aproximadamente
0,5-10 pg/kg, aproximadamente 0,5-5 pug/kg, aprodaneente 1-5 pug/kg, aproximadamente
1-10 pg/kg, aproximadamente 20-40 ug/kg, aproximmastde 20-30 pug/kg, aproximadamente
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22-28 pg/kg o aproximadamente 25-26 pg/kg de unmé&s anticuerpos anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno para preveatiay o aliviar uno o0 mas sintomas de un
trastorno autoinmune o enfermedad de las céluld&nTotra realizacion, se administra a un
sujeto una o mas dosis unitarias de 200 pug/kg,ub/8g, 180 pg/kg, 128 ug/kg, 100 pg/kg,
95 pg/kg, 90 pg/kg, 85 pal/kg, 80 pg/kg, 75 ng/kyudg/kg, 65 pal/kg, 60 pug/kg, 55 pg/kg,
50 pg/kg, 45 pg/kg, 40 pg/kg, 35 pg/kg, 30 ng/kgyud/kg, 25 pa/kg, 20 pg/kg, 15 pglkg,
13 pg/kg, 10 pg/kg, 6,5 pg/ke nalkg, 3,2 pglkg, 3 uglkg,2,5 pg/kg, 2 pg/kgub/g, 1,5
pna/kg, 1 po/kg, 0,5 pg/kg, 0,25 ng/kg, 0,1 pg/kg,@b pg/kg de uno o mas anticuerpos anti-
CD3 o fragmentos que se unen al antigeno paramiret@tar o aliviar uno 0 mas sintomas
de un trastorno autoinmune o enfermedad de latasélu

[00145] En una realizacion, se administra a un sujeto uma® dosis de 200 pg/kg o menos,
175 pg/kg o menos, 150 pug/kg o menos, 128 pg/kgmos) 100 ug/kg o menos, 95 pg/kg o
menos, 90 pug/kg o menos, 85 pug/kg o menos, 80 oggnos, 75 ug/kg o menos, 70 pg/kg
0 menos, 65 pg/kg o menos, 60 pg/kg o menos, S&gumMmenos, 50 pg/kg o menos, 45
Hg/kg 0 menos, 40 pug/kg o menos, 35 pg/kg o maé&tbg,g/kg o menos, 25 png/kg o menos,
20 pg/kg o menos, 15 pg/kg o menos, 10 pug/kg o mehqug/kg o menos, 2,5 pg/kg o
menos, 2 pg/kg o menos, 1,5 pg/kg o menos, 1 pg/kgenos, 0,5 ng/kg o menos, 0,25
png/kg o menos, 0,1 pg/kg o menos, o 0,05 pug/kgmosde uno o mas anticuerpos anti-CD3
o fragmentos que se unen al antigeno de la inverpEiéa prevenir, tratar o aliviar uno o mas
sintomas de un trastorno autoinmune o enfermed&bsdelulas T.

[00146] En realizaciones particulares, se administra aujgtesuna o mas dosis de alrededor
de 5 - 120Qug/n?, con preferencia, 51 - 826&)/n?. En otra realizacién, se administra a un
sujeto una o0 mas dosis unitarias de 1260, 1150 ug/m?,1100 pg/m?,1050 pg/n,1000
ng/m?, 950 pg/m?,900 pg/m?, 850 pg/m?,800 pg/m2, 750ug/m?, 700 ug/m?,650 pg/m?, 600
ng/m?,550 ug/m?,500 pg/m?,450 pg/m?, 400 pg/m?,350 pg/m?, 300 pg/m?,250 pg/m2, 200
ng/m?, 150 pug/m?,100 pg/m?,50 pug/m?, 40 pg/m?,30 pg/m2, 20ug/n?, 15 pg/n?,10 pg/mé,or

5 pg/n? de uno o mas anticuerpos anti-CD3 o fragmentos sguenen al antigeno para
prevenir, tratar, reducir la progresion de, demtaaparicion de o aliviar uno o0 mas sintomas
de un trastorno autoinmune o enfermedad de latasélu

[00147] En otra realizacion, se administra al sujeto uimrég de tratamiento que comprende
una o mas dosis de una cantidad profilactica opéaticamente efectiva de uno o mas
anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que se unentgjearo, en donde el curso del tratamiento
se administra durante 2 dias, 3 dias, 4 dias,$ €@idias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11
dias, 12 dias, 13 dias o 14 dias. En una realizaelorégimen de tratameinto comprende
administrar dosis de la cantidad terapéutica oilaobicamente efectiva de uno o mas
anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que se unentaearo cada dia, cada 2 dias, cada 3 dias
o cada 4 dias. En ciertas realizaciones, el régaednatameinto comprende administrar dosis

de la cantidad terapéutica o profilacticamentetaf@ade uno o mas anticuerpos anti-CD3 o
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fragmentos que se unen al antigeno el lunes, maniéscoles, jueves de una semana dada y
no se administran dosis de la cantidad terapéatjefilacticamente efectiva de uno o mas
anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que se unent@ero el viernes, sabado y domingo la
misma semana hasta que las 14 dosis, 13, dogi®sis 12 dosis, 11 dosis, 10 dosis, 9 dosis,
0 8 dosis se han administrado. En ciertas reatimasi la dosis administrada es la misma cada
dia del régimen. En ciertas realizaciones, se adtram un sujeto un régimen de tratamiento
gue comprende una 0 mas dosis de una cantidadaptofa o terapéuticamente efectiva de
uno o mas anticuerpos anti-CD3 o fragmentos gqumea al antigeno, en donde la cantidad
terapéutica o profilacticamente efectiva es 20kgidia, 175 pg/kg/dia, 150 pg/kg/dia, 125
po/kg/dia, 100 pg/kg/dia, 95 pg/kg/dia, 90 po/kg/dB5 pg/kg/dia, 80 pg/kg/dia, 75
png/kg/dia, 70 pg/kg/dia, 65 pg/kg/dia, 60 pg/kg/Btaug/kg/dia, 50 pg/kg/dia, 45 pg/kg/dia,
40 ug/kg/dia, 35 pg/kg/dia, 30 upg/kg/dia, 26 uglieg/ 25 pg/kg/dia, 20 pg/kg/dia, 15
pno/kg/dia, 13 pg/kg/dia, 10 pg/kg/dia, 6,5 pg/ka/8iug/kg/dia, 3,2 pg/kg/dia, 3 pg/kg/dia,
2,5 ng/kg/dia, 2 pg/kg/dia, 1,6 pg/kg/dia, 1,5 phlia, 1 pg/kg/dia, 0,5 pg/kg/dia, 0,25
ung/kg/dia, 0,1 pg/kg/dia, o 0,05 ug/kg/dia; y/o @éonde la cantidad terapéutica o
profilacticamente efectiva es 120Qg/m’/dia, 1150 pg/mf/dia,1100 pg/m’/dia,1050
ng/mf/dia,1000pg/mé/dia, 950ug/mé/dia,900ug/mé/dia, 850ug/mé/dia,800ug/mP/dia, 750
ng/mf/dia, 700pg/m’/dia, 650ug/m’/dia, 600ug/m?/dia, 550ug/m?/dia,500ug/mé/dia,450
ng/n/dia, 400pg/mé/dia, 350ug/m?/dia, 300ug/m’/dia, 250ug/mé/dia, 200ug/mé/dia, 150
ng/nf/dia, 100 pg/m?/dia,50 pg/mi/dia, 40 pg/nf/dia,30 pg/m’/dia, 20 pg/nf/dia, 15
ng/mf/dia, 10 pg/m’/dia, o 5Spg/mP/dia. En otra realizacién, la dosis intravenosaldeo
ng/m’ o menos, 115Qg/nm’ o menos,110Qg/m? o menos,105Qg/n? o menos,100Qg/m’ o
menos, 95Qig/m’ 0 menos,90Qg/m* 0 menos, 85Qg/m? 0 menos,80Qg/m2 o menos, 750
ng/m? o menos, 70Qug/m? 0 menos,65Qg/nm’ 0 menos, 60Qug/m? 0 menos,55Qg/m’ o
menos,50Qug/n” 0 menos,45@g/m? 0 menos, 40Qg/m? o menos,35Qg/m* o menos, 300
ng/m” 0 menos,25Qg/m2 o menos, 20Qg/n” o menos, 15Qg/m* o menos,10Qug/m’ o
menos,5Qug/n’ 0 menos, 4@ug/n? 0 menos,3Qg/m’ 0 menos, 2@ug/n? 0 menos, 1pg/m?

0 menos,10ug/m* 0 menos, o Sug/m* 0 menos de uno 0 mas anticuerpos anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno se administeantgualrededor de 24 horas, alrededor de
22 horas, alrededor de 20 horas, alrededor de 158 halrededor de 16 horas, alrededor de 14
horas, alrededor de 12 horas, alrededor de 10 ,hal@sledor de 8 horas, alrededor de 6
horas, alrededor de 4 horas, alrededor de 2 halrasledor de 1,5 horas, alrededor de 1 hora,
alrededor de 50 minutos, alrededor de 40 minuiosdedor de 30 minutos, alrededor de 20
minutos, alrededor de 10 minutos, alrededor dertutos, alrededor de 2 minutos, alrededor
de 1 minuto, alrededor de 30 segundos o alredeeldrOdsegundos para prevenir, tratar o
aliviar uno o més sintomas de una enfermedad amtwoia o enfermedad de las células T. La
dosificacion total durante el transcurso del régime con preferencia un total de menos de
9000 pg/n, 8000 ug/m?, 7000 pg/m?, 6000 ug/n?, y puede ser de menos de 5Qafn?,

52



4000 pg/m?, 3000 pg/m?, 2000 pg/m?, o 1000 ug/n?. En realizaciones especificas, la
dosificacién total administrada en el régimen es@@ug/m? 200 ug/m?, 100 ug/m? 2500
ng/m?, 100pg/m? 21000pg/n, 0 500ug/m? 21000 g/

[00148] En realizaciones preferidas, la dosis aumenta teierprimer cuarto, primera mitad
o primeros 2/3 de las dosisaf ej, durante los primeros 2, 3, 4, 5, 0 6 dias deegimren de
10, 12, 14, 16, 18 o 20 dias de una dosis pordiibyégimen de tratameinto hasta que la
cantidad terapéuticamente o profilacticamente efctiaria de uno o mas anticuerpos anti-
CD3 o fragmentos que se unen al antigeno se |&greiertas realizaciones, se administra a
un sujeto un régimen de tratamiento que comprende al mas dosis de una cantidad
profilactica o terapéuticamente efectiva de unoas enticuerpos anti-CD3 o fragmentos que
se unen al antigeno, en donde la cantidad terapéutprofilacticamente efectiva aumenta en,
por ej, 0,01 pg/kg, 0,02 pg/kg, 0,04 pg/kg, 0,05 ng/k§6Qug/kg, 0,08 pg/kg, 0,1 pg/kg,
0,2 pg/kg, 0,25 pg/kg, 0,5 pg/kg, 0,75 pg/kg, kpgl,5 pg/kg2 pug/kg, 4 ng/kg, 5 ng/kg,
10 ug/kg, 15ug/kg, 20ug/kg, 25ug/kg, 30 pg/kg, 35 pg/kg, 40 pg/kg, 45 png/kg, 5kpgss
pno/kg, 60 pug/kg, 65 pg/kg, 70 pao/kg, 75 pg/kg, 8tkg, 85 pag/kg, 90 ng/kg, 95 ug/kg, 100
ng/kg, o 125 pg/kg each day; o aumentapem,ej, 1 pg/m?, 5 pg/m?,10 pug/m?,15 pg/m?,20
ng/m?, 30 pug/n,40 pg/m?, 50 pg/n?,60 pg/m?, 70 pg/m?, 80 pg/m?,90 pg/m?, 100ug/m?,150
ng/m?,200 pg/nm?,250 ug/m?, 300 ug/m?,350 pg/m?, 400 ug/m?,450 pg/m?, 500 pg/m?, 550
ng/m?,600 pg/m?,or650 pg/n?, cada dia a medida que el tratamiento progresaciéitas
realizaciones, se administra a un sujeto un régideetnatamiento que comprende una 0 mas
dosis de una cantidad profilactica o terapéuticaeefectiva de uno o mas anticuerpos anti-
CD3 o fragmentos que se unen al antigeno, en ddadeantidad terapéutica o
profilacticamente efectiva aumenta en un factod @, un factor de 1,5, un factor de 2, un
factor de 2,25, un factor de 2,5, o un factor deaSta que la cantidad terapéuticamente o
profilacticamente efectiva diaria de uno o mascaretipos anti-CD3 o fragmentos que se unen
al antigeno se logre.

[00149] En una realizacion especifica, se administra aujgtas por via intramuscular una o
mas dosis de a 200 ug/kg o menos, con prefereidigi@/kg o menos, 150 pg/kg 0 menos,
125 pg/kg o menos, 100 pg/kg o menos, 95 pg/kg moseQ0 pg/kg o menos, 85 ug/kg o
menos, 80 pg/kg o menos, 75 ug/kg o menos, 70 pogfkgnos, 65 png/kg o menos, 60 pg/kg
0 menos, 55 pug/kg o menos, 50 pg/kg o menos, 4&gummenos, 40 pg/kg o menos, 35
ng/kg o menos, 30 ug/kg o menos, 25 pg/kg o meéttbg,g/kg o menos, 15 pug/kg o menos,
10 pg/kg o menos, 5 pg/kg o menos, 2,5 pug/kg o syeaqug/kg o menos, 1,5 pg/kg o
menos, 1 pg/kg o menos, 0,5 pg/kg o menos, o QKgogmenos de uno 0 mas anticuerpos
anti-CD3 o fragmentos que se unen al antigeno pareenir, tratar o aliviar uno o mas
sintomas de un trastorno autoinmune o enfermed&bdelulas T.

[00150] En otra realizacion, se administra a un sujetovfsubcutanea una o mas dosis de a

200 pg/kg o menos, con preferencia 175 pug/kg o s)et®w0 pg/kg o menos, 125 pg/kg o
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menos, 100 pg/kg o menos, 95 pg/kg o menos, 90gum/finenos, 85 pug/kg o menos, 80
pna/kg o menos, 75 pug/kg o menos, 70 pg/kg o méopg/kg o menos, 60 pg/kg o menos,
55 pg/kg o menos, 50 pug/kg o menos, 45 pg/kg o metd ug/kg o menos, 35 pg/kg o
menos, 30 pug/kg o menos, 25 pg/kg o menos, 20 ogfgnos, 15 pg/kg o menos, 10 pug/kg
0 menos, 5 pg/kg o menos, 2,5 pg/kg o menos, Jumfkenos, 1,5 pg/kg o menos, 1 ug/kg
0 menos, 0,5 pug/kg o menos, o 0,5 pg/kg o menasndeo mas anticuerpos anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno para preveatia 0 aliviar uno o0 mas sintomas de un
trastorno autoinmune.

[00151] En otra realizacion, se administra a un sujetoveintravenosa una o mas dosis de
a 100 pg/kg o menos, con preferencia 95 pg/kg oomed0 pg/kg o menos, 85 ug/kg o
menos, 80 pg/kg o menos, 75 pg/kg o menos, 70 ogfgnos, 65 ng/kg o menos, 60 pug/kg
0 menos, 55 pug/kg o menos, 50 pg/kg o menos, 4&gummenos, 40 pg/kg o menos, 35
pna/kg o menos, 30 ug/kg o menos, 25 pg/kg o métbgg/kg o menos, 15 pg/kg o menos,
10 pg/kg o menos, 5 pg/kg o menos, 2,5 pug/kg o syeaqug/kg o menos, 1,5 pg/kg o
menos, 1 pg/kg o menos, 0,5 pg/kg o menos, o QKgogmenos de uno 0 mas anticuerpos
anti-CD3 o fragmentos que se unen al antigeno pareenir, tratar o aliviar uno o mas
sintomas de un trastorno autoinmune o enfermedddsdeglulas T. En otra realizacion, la
dosis intravenosa de 100 pug/kg o menos, 95 pgfkgmos, 90 ug/kg o menos, 85 pg/kg o
menos, 80 pg/kg o menos, 75 pg/kg o menos, 70 ogMgnos, 65 ng/kg o menos, 60 pug/kg
0 menos, 55 pug/kg o menos, 50 pg/kg o menos, 4&gummmenos, 40 pg/kg o menos, 35
pna/kg o menos, 30 ug/kg o menos, 25 pg/kg o métbgg/kg o menos, 15 pg/kg o menos,
10 pg/kg o menos, 5 pg/kg o menos, 2,5 pug/kg o s)yeaqug/kg o menos, 1,5 pg/kg o
menos, 1 pg/kg o menos, 0,5 pg/kg o menos, o QKgogmenos de uno 0 mas anticuerpos
anti-CD3 o fragmentos que se unen al antigeno sen&dra durante alrededor de 6 horas,
alrededor de 4 horas, alrededor de 2 horas, aloeddel 1,5 horas, alrededor de 1 hora,
alrededor de 50 minutos, alrededor de 40 minuiosdedor de 30 minutos, alrededor de 20
minutos, alrededor de 10 minutos, alrededor dertutos, alrededor de 2 minutos, alrededor
de 1 minuto, alrededor de 30 segundos o alredeeldrOdsegundos para prevenir, tratar o
aliviar uno o mas sintomas de un trastorno automenwuenfermedad de las células T.

[00152] En realizaciones especificas en las cuales se aframdosis crecientes durante los
primeros dias del régimen de dosificacion, la dekia 1 del régimen es 5 - 10§/m?/dia, y
aumenta hasta la dosis diaria como se menciond gérmafo anterior el 3, 4, 5, 6 o 7. Por
ejemplo, el dia 1, se administra al sujeto unasddsiaproximadamente Gg/m?/dia, el dia 2
aproximadamente 103g/m?/dia, el dia 3 aproximadamente 2@g/n¥/dia, el dia 4
aproximadamente 418y/m?/dia y en los dias posteriores del régimen (pod&s 5-14) 826
ng/nf/dia.

[00153] En otras realizaciones, la dosis inicial es 1/4/23 hasta igualar la dosis diaria al

final del réegimen pero se administra en porcionesneervalos de 6, 8, 10 o 12 horas. Por
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ejemplo, una dosis de 1@/kg/dia se administra en cuatro dosis de 3-4 pepkigtervalos de

6 horas para reducir el nivel de liberacion deauitpas causado por la administracion del
anticuerpo.

[00154] En realizaciones especificas, para reducir la pimid de liberacién de citoquinas y
otros efectos adversos, las primeras 1, 2, 3, osis todas las dosis en el régimen se
administran mas lentamente por administracion vetrasa. Por ejemplo, una dosis de 51
ng/nf/dia puede administrarse durante alrededor de Hitaosin alrededor de 15 minutos,
alrededor de 30 minutos, alrededor de 45 minutosgedor de 1 hora, alrededor de 2 horas,
alrededor de 4 horas, alrededor de 6 horas, aloeddsl 8 horas, alrededor de 10 horas,
alrededor de 12 horas, alrededor de 14 horas,ealoedle 16 horas, alrededor de 18 horas,
alrededor de 20 horas, y alrededor de 22 horasidftas realizaciones, la dosis se administra
por leve infusiébn durante un periodo d®r ej, 20 hasta 24 horas. En realizaciones
especificas, la dosis se administra por infusionrembomba, con preferencia aumentando la
concentracion de anticuerpo administrdo a medi@al@infusion progresa.

[00155] En otras realizaciones, la fraccion del conjuntbrédgimen puede administrarse en
dosis crecientes. Por ejemplo, para el régimenldpdinf/dia hasta 82¢g/mé/dia descrito
con anteroridad, la fraccion puede ser 1/10, 13, 1/2, 2/3 o 3/4 de las dosis diarias. De
acuerdo con lo anterior, cuando la fraccién es,180dosisi diarias seran 5,1 pg/ehdia 1,
10,3 pg/Mel dia 2, 20,7 ug/frel dia 3, 41,3 pg/frel dia 4 y 82,6 pg/frios dias 5 a 14.
Cuando la fraccién es 1/4, la dosis sera de 12g5del dia 1, 25,5 ug/frel dia 2, 51 pg/fm

el dia 3, 103 pg/fel dia 4, y 207 pg/flos dias 5 a 14. Cuando la fraccién es 1/3, lasdosi
sera de 17 pg/hel dia 1, 34,3 pg/frel dia 2, 69 pg/fel dia 3, 137,6 pg/fel dia 4, y 275,3
ng/nflos dias 5 a 14. Cuando la fraccion es 1/2, lasdeesia de 25,5 pgfral dia 1, 51 pg/m

el dia 2, 103 pg/fmel dia 3, 207 pg/frel dia 4, y 413 pg/fos dias 5 a 14. Cuando la
fraccion es 2/3, la dosis sera de 34 [fgghdia 1, 69 pg/fel dia 2, 137,6 pg/frel dia 3,
275,3 pg/mel dia 4, y 550,1 pg/fos dias 5 tol4. Cuando la fraccién es 3/4, ladesia de
38,3 pg/Mel dia 1, 77,3pug/frel dia 2, 155,3 pg/frel dia 3, 309,8 pg/frel dia 4, y 620
ng/nflos dias 5 a 14.

[00156] En realizaciones especificas, el anticuerpo ant-@Dfragmentos que se unen al
antigeno no se administra por dosis diarias durang cantidad de dias, sino que se
administra en su lugar por infusion en un modomeriumpido durante 4 horas, 6 horas, 8
horas, 10 horas, 12 horas, 15 horas, 18 horasp¥,h24 horas, 30 horas o 36 horas. La
infusion puede ser constante o puede comenzaratmardosis mas baja, por ejemplo, las
primeras 1, 2, 3, 5, 6, o 8 horas de la infusidmego aumentan hasta ua dosis mayor a partir
de entonces. Durante el transcurso de la infusbmaciente recibe una dosis igual a la
cantidad administrada en los regimenes ejempi¥izatestablecidos con anterioridad. Por
ejemplo, una dosis de aproximadamente 1§®r?, 200 ug/m?, 250 ug/m?, 500 ug/m?, 750
ng/m?, 1000 pg/m?, 1500 pg/m?, 2000 pg/n?, 3000 ug/m?, 4000 pg/m?, 5000 pg/m?, 6000
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ng/m?, 7000pg/nm?, 8000ug/m?, o 9000ug/n?. En particular, la velocidad y la duracién de la
infusion esta disefiada para minimizar el nivelasgicuerpo anti-CD3 libre o fragmentos que
se unen al antigeno en el sujeto después de laasthacion. En ciertas realizaciones, el nivel
de anticuerpo libre anti-CD3 o fragmentos que sl antigeno no debe exceder 200 ng/ml
de anticuerpo libre. Ademas, la infusion se digedi@ lograr un recubrimiento del receptor
de células T combinadas y modulacion de por lo mé&tdo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o
del 100%.

[00157] En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-CD3ragmentos que se unen al
antigeno se administra con el fin de lograr un rdateado nivel de recubrimiento y
modulacién combinados de complejos del receptoic@alas T en células T, segun se
determina por métodos muy conocidos en la mategase, por ej.Ejemplo 11 de la
publicacién de solicitud de patente de EE UU US320008548, que se incorpora en este
acto a modo de referencia en su totalidad. Enzaabnes especificas, el régimen de
dosificacion logra un recubrimiento del receptorcédulas T combinadas y modulacion de
por lo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o de¥d 66n, en realizaciones especificas,
poco 0 ningun anticuerpo libre anti-CD3 o fragmergoe se unen al antigeno detected (por
ejemplo, menos de 200 ng/ml del farmaco se deggcta sangre del paciente).

[00158] En realizaciones preferidas, el anticuerpo anti-GD8agmentos que se unen al
antigeno se administran por via parenteral, pon@g via intravenosa, por via intramuscular
0 via subcuténea, o, en forma alternativa, se astan por via oral. El anticuerpo anti-CD3
o fragmentos que se unen al antigeno también puadiemistrarse como formulacion de
liberacion prolongada.

[00159] En una realizacion especifica, la administraciémike o mas dosis o un régimen de
dosificacion de una cantidad profilactica o terdig@mente efectiva de uno o mas
anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que se unentaearo no induce o reduce con relacion a
otros agentes inmunosupresores uno o mas de logrdigs efectos adversos o indeseados:
anormalidades en los signos vitales (fiebre, tadia, bradicardia, hipertension,
hipotensién), eventos hematoldgicos (anemia, liefoa, leucopenia, trombocitopenia),
cefalea, escalofrios, mareos, nausea, astenia, d®lespalda, dolor de pecho (presion en el
pecho), diarrea, mialgia, dolor, pruritus, soriasisitis, sudoracion, reaccion en el sitio de
inyeccion, vasodilatacién, un aumento del riesginflecion oportunista, activacion de virus
de Epstein Barr, apoptosis de células T y un aumne@eitriesgo de desarrollar ciertos tipos de
cancer. En otra realizacion especifica, la admaggin de una o mas dosis de una cantidad
profilactica o terapéuticamente efectiva de unoas anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que
se unen al antigeno no induce o reduce con rela@tnos agentes inmunosupresores uno o
mas de los siguientes efectos adversos o indeseadosmalidades en los signos vitales
(fiebre, taquicardia, bradicardia, hipertensiomobénsién), eventos hematolégicos (anemia,

linfonemia, leucopenia, trombocitopenia), cefalescalofrios, mareos, nausea, astenia, dolor
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de espalda, dolor de pecho (presion en el pecharyed, mialgia, dolor, pruritus, soriasis,
rinitis, sudoracion, reaccién en el sitio de inyén¢ vasodilatacion, un aumento del riesgo de
infeccién oportunista, activacion de virus de EipstBarr, apoptosis de células T, y un
aumento del riesgo de desarrollar ciertos tiposaheer.

[00160] De acuerdo con la invencion, la dosis o regimedatgficacion que comprende una
cantidad profilactica o terapéuticamente efectiga who 0 mas anticuerpos anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno para el tratéonte un trastorno autoinmune may be
repeated at 1 meses, 2 meses, 4 meses, 6 meseses$, 12 meses, 15 meses, 18 meses o0 24
meses 0 mas después de la dosis o régimen decdosifi inicial o anterior que comprende
una cantidad profilactica o terapéuticamente efaatie uno o0 mas anticuerpos anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno. La dosis enefgide dosificacion reiterado puede
administrarse como una cuestion de transcurso,doudos sintomas asociados con el
trastorno autoinmune recurren después de la mejosterior a la dosis o0 régimen de
dosificacion inicial o anterior, o cuando los sm#s asociados con el trastorno autoinmune
no mejoran después de la dosis inicial o régimedatgficacion de anticuerpo anti-CD3 o
fragmentos que se unen al antigeno de acuerdo étwdas de la invencion. Por ejemplo, con
respecto a diabetes, a repeat dose o régimen d&amwén que comprende una cantidad
profilactica o terapéuticamente efectiva de unoas enticuerpos anti-CD3 o fragmentos que
se unen al antigeno puede administrarse a un sufetn, por ejemplo, el uso promedio del
sujeto de insulina por dia a 1 mes, 2 meses, 4anéseeses, 8 meses, 12 meses, 15 meses,
18 meses 0 24 meses 0 mas después del tratammeiab @ anterior con anticuerpo anti-CD3

o fragmentos que se unen al antigeno no disminoymelo menos 5%, por lo menos 10%,
por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo mends$,48br lo menos 50%, por lo menos
60%, por lo menos 70%, por lo menos 80% o por loaavrd0% cuando se compara con los
niveles anteriores al tratamiento. En forma altévaacon respecto a diabetes, una dosis o un
régimen de dosificacion reiterados que comprenden wantidad profilactica o
terapéuticamente efectiva de uno o mas anticueapthsCD3 o fragmentos que se unen al
antigeno puede administrarse a un sujeto cuandaj@mplo, los niveles de HA1oHA 1 C
del sujeto a 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6 mesesel®,M@ meses, 15 meses, 18 meses 0 24
meses 0 mas después del tratamiento inicial oiantam anticuerpo anti-CD3 o fragmentos
gue se unen al antigeno no disminuye en por lo mB#@ por lo menos 10%, por lo menos
20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por loaaeés0%, por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90%dwuae compara con los niveles
anteriores al tratamiento. En otra realizacion, rie@pecto a diabetes, a repeat dose o régimen
de dosificacion que comprende una cantidad préiiié© terapéuticamente efectiva de uno o
mas anticuerpos anti-CD3 o fragmentos que se uhantigeno puede administrarse a un
sujeto cuando, por ejemplo,la respuesta al C-peéplid sujeto a 1 mes, 2 meses, 4 meses, 6

meses, 8 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses @s@¢l onmas después del tratamiento
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inicial o anterior con anticuerpo anti-CD3 o fragrues que se unen al antigeno reduce en
mas de 5%, mas de 10%, mas de 20%, mas de 30%len#®®o, mas de 50%, mas de 60%,
mas de 70%, mas de 80% o0 mas de 90% cuando se reoogralos niveles anteriores al
tratamiento.

[00161] Las enfermedades autoinmunes son enfermedades oiggioas no infecciosas
causadas por respuestas inmunolégics que se oriartg componentes normales de células
humanas, tejidos y 6rganos. Las enfermedades autais son con frecuencia enfermedades
cronicas que erosionan gradualmente tejidos y ésgame destino. Las enfermedades
comunes ahora clasificadas como enfermedades autogs debido a la presencia de
respuestas autoinmunes inapropiadas incluyen eésldtpendiente de la insulina tipo I,
artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sist@miSLE), esclerosis multiple (MS),
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD); miastegiave, enfermedad celiaca, Sindrome de
Sjogren, enfermedad de Grave, enfermedad de Chefpatitis autoinmune, psoriasis, artritis
soriatica, asma, rinitis alérgica, efectos deldpdante de 6rganos, o enfermedad de huésped
vs. injerto (GVHD) y numerosas otras enfermedadeg dncluyen una respuesta
inmunoldégica inflamatoria.

[00162] Dado que las enfermedades autoinmunes son norniglneednicas, en general
requieren tratamiento y monitoreo de por vida. lemapias convencionales para enfermedad
autoinmune se orientan principalmente por lo tamimarily al manejo de las consecuencias
causadas por la enfermedad, y sélo algunas enfadasdautoinmunes pueden curarse o
hacerse desaparecer con dicho tratamiento. Patmaalgenfermedades autoinmunes, la
administracion de una de una limitada cantidad e@elicaciones inmunosupresoras puede
generar periodos de remision o desaparicion de nferreedad activa. Los agentes
inmunosupresores usados para la terapia auxilieluyien sustancias que suprimen la
produccion de citoquinas, desregular o suprimexXpresion del auto-antigeno y enmascarar
los antigenos de histocompatibilidad mayor (MHCasLmedicaciones inmunosupresoras
incluyen farmacos antiinflamatoriopdr ej, un farmaco antiinflamatorio no esteroide
(“AINE”), ciclofosfamida, bromocriptina ciclospor@A, metotrexato, esteroides tales como
glucocorticoides y citoquinas o antagonistas deleptor de citoquina. Los pacientes
raramente son capaces de interrumpir estas mealeEciinmunosupresoras ya que su
enfermedad autoinmune usualmente reaparece cuandiissontinla la medicaciéon. La
enfermedad autoinmune puede convertirse en refeactl tratamiento cuando las
medicaciones inmunosupresoras se continlan dullangie tiempo y puede requerir incluso
aumentar la dosis de agentes inmunosupresores.

[00163] Los anticuerpos terapéuticos orientados a CD3 meiaderan que producen menos
efectos colaterales a largo plazo que muchas qgtémaias inmunosupresoras que se
encuentran actualmente disponibles para las enflagles autoinmunes (WO 2007/117600).

Sin embargo, las terapias anteriores basadas étuepbs se han encontrado que son
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problematicas, en particular donde se empleé adtragion reiterada. Las terapias anti-
linfociticas, tales como antilinfocito globulinal(&), y anticuerpos monoclonales orientados
a células B, tales como rituximab (Rituxin®) y atemumab (CAMPATH®) reducen las
poblaciones de células B en tejidos y en la cigalaen pacientes tratados. Sin embargo,
estas terapias también producen inmunosupresioerese\que es indeseable para el
tratamiento prolongado de una enfermedad autoinrargreéca.La principal complicacion de
la terapia inmunosupresora severa es la infecdi@ninmunosupresion sistémica también
puede lograrse por efectos indeseables toxicosayremuccion en los niveles de mastocitos
hematopoyéticos. Ademas, los pacientes que redieapias con frecuencia desarrollan
niveles significativos de anticuerpos anti-ratbmhano (HAMA), anticuerpos anti-quimericos
humanos (HACA) y respuestas anti-idiotipicos, loe gopuede limitar los tratamientos
reiterados cuando termina la remision.

[00164] Como se discutid con anterioridad, los anticuerpoentados a antigenos de la
célula T, tales como el complejo receptor de célUldTCR), se han sugerido como posibles
agentes terapéuticos para la inmunosupresion elgféamedad autoinmune. Se considera que
los anticuerpos anti-CD3 inducen dicha inmunosu@neal reducir lascélulas T patogénicas e
inducir células T regulatorias (WO 2007/117600; Chkair E.W. (2009) Novel Targeted
Therapies for Autoimmunify Curr. Opin. Immunol. 21(6):648-657; Ludvigssah, (2009)
“The Role of Immunomodulation Therapy in Autoimnidiabetes’ J. Diabetes Sci. Technol.
3(2):320-330). Los anticuerpos anti células T, quduyen anti-CD3, se han usado por lo
tanto para influir en el estado inmunologico ensufeto al suprimir, potenciar o redirigir
respuestas de las células T a un antigeno. Ercydarti Teplizumab, se conoce también como
hOKT3y1l(Ala-Ala) (que contiene una alanina en las poses234 and 235) (MacroGenics,
Inc.) es un anticuerpo anti-CD3 que se ha disefada alterar la funcién de los linfocitos T
gue median la destruccion de las células beta ptodis de insulina de los islotes del
ancreas. Teplizumab se une a un epitope de la #a@B® expresada en la células T
maduras.

[00165] Debido en parte a su reactividad cruzada con namhuCD3 (lo que permite una
dosificacion mas exacta y sensible), los anticueruui-CD3 de la presente invencion are
considered to tienen utilidad particular en elamsento de enfermedad autoinmune no
obstante las falals aparentes del arte previo.

[00166] Dichos anticuerpos and sus fragmentos de uniontajemno pueden usarse solos o en
conjuncion con otros agentes farmacoldgicos. Eticodar, la presente invencién contempla
terapias que implican la administracion de dichatscaerpos o fragmentos que se unen al
antigeno en conjuncion con anticuerpos anti-céBlé&s fragmentos que se unen al antigeno).
Los anticuerpos anti-celulas B se conocen en laenmaa(véase, WO 2007/117600; WO
2005/000901; WO 2004/035607; las Patentes de EE Nyl 5,500,362 y 5,736,137,
Publicaciones de Patentes de EE UU Nros. 2003/(&192005/0271658; 2005/0271658;
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2005/0281817; 2006/024295; 2006/024300 y 2006/03488rk, E.A.et al. (1985) ‘Role Of
The Bp35 Cell Surface Polipeptide In Human B-Cadtivation” Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 82(6):1766-1770; Press, O.\t al (1987) ‘Monoclonal Antibody 1F5 (Anti-CD20)
Serotherapy of Human B Cell LymphomiaBlood 69:584-591). Dicha administraciéon
conjunta puede lograrse con el uso de administracanjunta de distintos anticuerpos o
fragmentos que se unen al antigeno de los anterioral formar anticuerpos biespecificos, o
con mayor preferencia, al formar diacuerpos DARTC®mMo se describié con anterioridad,
que tiene la capacidad de unirse a ambos CD3 geanttide las células B.

[00167] Con preferencia el anticuerpo anti célula B empleadiragmento que se une al
antigeno se orientaran a un marcador de supedeieélulas B, tales como un marcador
seleccionado de CD19, CD20, CD22, CD23, CD32B, GCIBI1 (CD80), B7-2 (CD86),
CD79a, CD79b, CD38, CD27, un antigeno asociaddunizon de los linfocitos (LFA), tales
como LFA-I o LFA-3, CFA-I, otra molécula accesonaolucrada en la asociacion de células
T y células B que conduce una célula T y activaailen células B en una respuesta
inmunolégica adaptativa. En una realizacion adaliqmreferida, el anticuerpo anti célula B
puede ser un anticuerpo que desprovee la célulalds como un anticuerpo orientado a un
marcador seleccionado de CD19, CD20, CD22, CD2332B) CD40, B7-1 (CD80), B7-2
(CD86), un antigeno asociado con la funcion delitdscitos (LFA), tales como LFA-I o
LFA-3, CFA-I, o una molécula accesoria involucradaa asociacion de las células T, células
B.

[00168] En forma alternativa, dicho tratamiento combinadoeden comprender la
administracon de un anticuerpo anti-CD3 o fragmegt@ se une al antigeno de los
anteriores, en combinaciéon con un anticuerpo (gnfiento que se une al antigeno de los
anteriores) que reconoce un antigeno presente sobreélula que presenta el antigemor (
ej., B7-H3). Incluso en una realizacion preferida mxtal, el tratamiento combinado
comprende la administracdén de un anticuerpo an®-@bfragmento que se une al antigeno
de los anteriores) en combinacion con un anticuéspfbagmento que se une al antigeno de
los anteriores) que reconoce un polipéptido inwaldo en la activacion de células B (ya sea
directa o indirectamente) o un inmunomodulatorstalemo un miembro de la familia de
citoquinas del TNF, o un interferopdr €j, interferona, f 0y). Como lo entienden aquellas
personas con experiencia en la materia, dichogfénbmes estan involucrados en la
regulacion de las proteinas que funcionan juntaslgrocesamiento y la presentacién del
antigeno. Estas citoquinas estimulan las célulaa pamentar su expresion de cadenas
pesadas HLC de clase I. En una realizacion prefegttratamiento combinado comprende
administrar a un sujeto que tiene enfermedad auioie activa un anticuerpo para un
antigeno de una célula T en combinacion con urc@erpo g-interferon. En una realizacion
adicional preferida, el tratamiento combinado cande administrar a un sujeto un

anticuerpo orientado a un antigeno de la célulanTcembinaciébn con un anticuerpo
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seleccionado de anticuerpos dkinterferon AVONEX®, BETASERON® y REBIF®. En
una realizacion adicional, el tratamiento combinadmprende administrar a un sujeto un
anticuerpo orientado a un antigeno de una céluken Tcombinacién con un anticuerpo
orientado g-interferon para el tratamiento de un sujeto qeleetiesclerosis multiple.
[00169] En una realizacion adicional, el anticuerpo anti3CRuede ser un anticuerpo no
mitogénico o un anticuerpo mitogénico reducido dqu@be o previene la activacion de
células T cuando una célula T entra en contactosooantigeno especifico sobre una célula
gue presenta el antigeno, en particular un antigeegpresenta la célula B. Como se usa en
este documento, el término “anticuerpo de célulaTmitogénico” significa un anticuerpo
gue esta disefiado por alteracion del receptor ddeF@anticuerpo de manera tal que no
desencadena los eventos de activacién inicial guaiaela liberacion de citoquinas que se
observan cuando se activa una célula T. Un “antirude células T reducido mitogénico” es
un anticuerpo especifico para un antigeno en ldac&l que reduce los eventos de activacion
inicial y liberacion de citoquinas que ocurren dmrcélula T se activa. El anticuerpo no
mitogénico o mitogénico reducido puede ser Utiaparevenir los “efectos colaterales a la
primera dosis” observados cuando el anticuerpo-liafdicitico se administra a un. El
anticuerpo no mitogénico o reducido puede ser tinwerpo disefiado que tiene un fragmento
de Fc modificado que previene o inhibe la unidénlesl efectoras.

C. Métodos de administracion
[00170] En un aspecto, las realizaciones de la presenem@ndn proveen sujetos humanos
tratados con el fin de lograr y mantener remisiorigscas durante periodos mas extensos
gue las remisiones logradas por sujetos tratados ucp tratamiento convencional. Por
ejemplo, donde una terapia convencional logra wmaision de los sintomas de una
enfermedad autoinmune durante tres meses, las sitigres de la presente invencion
pueden brindar una remision completa de los sirdaieahasta seis meses, hasta 12 meses y
en algunos casos hasta uno o dos afios 0 mas. enptan que para ciertas enfermedades
autoinmunes puede ser posible para proporcionaremeion completa que no recaiga, en
particular donde el tratamiento comienza apenagpudssde diagnosticar la enfermedad
autoinmune.
[00171] La remision clinica lograda con el tratamiento corabo puede ser una remision
completa o puede ser una remision parcial en l& lesasignificativas reducciones en los
sintomas de la enfermedad se mantienen duranteeniodp prolongado. Por ejemplo, un
sujeto que recibe el tratamiento de la presentenicion puede tener reducidas respuestas
autoinmunes segun se determina por niveles redsicidautoanticuerpos detectables en los
fluidos y tejidos corporales, por ejemplo en elidp céfalorraquideo (CSF), suero, orina y en
tejidos corporales. Un sujeto que recibe el tragamoi combinado también puede tener
respuestas reducidas de las células T a los aigeant segun se detecta por ensayos in vitro

de la proliferacion o produccion de citoquinas ebnso de células mononucleares de sangre
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periférica (PBMCs) o células T purificadas cuandocempara con sujetos tratados con el
tratamiento convencional.

[00172] Las composiciones de la presente invencién puedemngstrarse por cualquier
medio apropiado, que incluyen administracion pamaht topica, subcuténea,
intraperitoneana, intrapulmonar, intranasal, y/traiesional. Las infusiones parenterales
incluyen administraciéon intramuscular, intravenosajraarterial, intraperitoneana, o
subcutdnea. Ademas, el anticuerpo puede admisistear forma apropiada por infusion con
pulso, por ej., con dosis crecientes del anticue@un preferencia, la administracion se da
por via intravenosa o via subcutanea, y con masgieg@ncia por infusion(es) subcutaneas.
Cada exposicion puede proporcionarse con el usondeimo o diferente medio de
administracion. En una realizacién, cada exposicésn por via intravenosa. En otra
realizacion, cada exposicion se da por adminigirasubcutanea. Incluso en otra realizacion,
las exposiciones se dan por ambas, administragitavenosa y subcutanea.

[00173] En una realizacidn, los anticuerpos terapéuticoadseinistran como una infusion
intravenosa lenta que puede comenzar a una vetbga hora para administrar las
moléculas de la invencion en aproximadamente 15utména 4 horas. Sin embargo, si el
sujeto experimenta una reaccion relacionada confugion, la velocidad de la infusion se
reduce con preferencippr ej, hasta la mitad de la tasa actual. Los sujetéadoa pueden
recibir un tratamiento profilactico de acetaminafgraracetamolpor €j, alrededor de 1g) y
difenilhidramina HCI por ej, alrededor de 50 mg o dosis equivalentes de untegmilar)

por boca alrededor de 30 hasta 60 minutos desliésmlienzo de una infusion.

[00174] La terapia provista por la combinacion de composies de la presente invencion
(que incluyen diacuerpos DART™) puede administrarsm sujeto con el uso de una dosis
inicial de primer anticuerpo que es menor que gidad de such anticuerpo necesaria para
lograr una respuesta clinica en tratamiento pam emfermedad autoinmune cuando se
administra como un tratamiento con anticuerpo unibma dosis de anticuerpo anti célula T
terapéutico que es menor que menos de la dosisare@ara lograr la deplecion de células
T que son capaces de reconocer y responder a Hg®w®s en un tratamiento que
proporciona un unico anticuerpo puede ser sufiei@ara proporcionar una respuesta clinica
deseada. Los métodos para determinar la dosificat@0un anticuerpo terapéutico necesario
para lograr una respuesta clinica se conocen parallas personas con experiencia en la
materia. Por ejemplo, una respuesta clinica enjelsspuede medirse como el tiempo hasta la
progresion de la enfermedad, reduccion de los micclinicos, reduccion en los niveles de
marcadores de laboratorio, reduccion en la necgésigatratamiento, o por cualquier otro
medio clinico reconocido como indicador Util pasanhejora en el estado de la enfermedad
autoinmune.

[00175] El segundo anticuerpo de un tratamiento combinadién puede administrarse a

un sujeto que necesita de tratamiento como una dloisial que es menos que una dosis
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efectiva para lograr una respuesta clinica cuaridangcuerpo se administra solo. Por
ejemplo, la dosis de un anticuerpo de deplecioncihtla B que logra menos de 100% de
deplecién de células B, menos de 50% de deple@d@éllilas B, menos de 30% de deplecién
o0 incluso ninguna deplecion de células B puede midtrarse junto con un primer anticuerpo
anti-células T para lograr una respuesta clinica gpoporciona supresion de una respuesta
inmunoldgica a un autoantigeno igual a, 0 mejor gueespuesta clinica lograda por la
administracion de una cantidad de un anticuerpdegdecion de calulas B que proporciona
100% de deplecion de células B en el sujeto cuaadmministra sola.
[00176] En algunos casos, la respuesta clinica puede seregpuesta de que ninguno ni el
primero ni el el segundo anticuerpo logra cuandaadministra solo. En otros casos, la
respuesta clinica puede ser equivalente a la lagsad administracion de un tratamiento con
anticuerpo, donde el tratamiento combinado propoecimenos inmunosupresién de un
sistema inmunolégico del sujeto tratado que unaptar con anticuerpo solo. En una
realizacion preferida, la respuesta sinérgica gtavpor el tratamiento combinado reduce o
elimina una respuesta del sujeto a un autoantigeeotras que suministra niveles inferiores
de inmunosupresion. La inmunosupresion general reprablema significativo para las
terapias con anticuerpos disponibles con anteadrid

D. Formulaciones farmacéuticas
[00177] Las formulaciones terapéuticas de los anticuergaslas en las realizaciones de la
presente invencidn se preparan para almacenamamtiy y administracién, mezclando una
composicion de la presente invencion que tienepumeza deseada con vehiculos, excipients
0 estabilizantes opcionales aceptables desde & plenvista farmaceéutico reconocidos en el
arte farmacéutico en forma de formulaciones linditlas o soluciones acuosas.
[00178] EIl término “aceptables desde el punto de vista dagutico” signific aprobado por
por una agencia regulatoria del gobierno federastatal 0 enumerado en la farmacopea de
los EE UU u otra farmacopea generalmente reconopata usar en animales, y mas
particularmente en humanos. El término “vehicule’rsfiere a un diluyente, adjuvamto¢
ej., adyuvante de Freund (completo o incompleto), menie o vehiculo con el cual se
administra el agente terapéutico. Dichos vehicuimsnacéuticos pueden ser liquidos
estériles, tales como agua y aceites, que inclagprellos de origen de petrdleo, animal,
vegetal o sintético, tales como aceite de maniteade soja, aceite mineral, aceite de sésamo
y similares. El agua es el vehiculo preferido cwama composicion farmacéutica se
administra por via intravenosa. También pueden eange soluciones salinas y soluciones
acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos dgji en particular para soluciones
inyectables. Los excipientes farmacéuticos aprasiadcluyen almidén, glucosa, lactosa,
sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tizadgdlilice, estearato de sodio, monoestearato de
glicerol, talco, cloruro de sodio, leche descremaigolvo, glicerol, propileno, glicol, agua,

etanol y similares. La composicidn, si se desaabi@n puede contener cantidades menores
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de agentes humectantes o emulsionantes, o agegidadores de pH. Estas composiciones
pueden tomar la forma de soluciones, suspensiosm@sysion, comprimidos, pildoras,
capsulas, polvos, formulacines de liberacién prgéaia y similares.
[00179] Las composiciones de la invencion incluyen composés de medicamentos a
granel utiles en la fabricacion de composicioneméaeéuticas fdor ej, composiciones no
estériles o impuras) y composiciones farmacéutiess decir composiciones que son
apropiadas para administraciéon a un sujeto o patipre pueden usarseen la preparacion de
formas de dosificacion unitarias. Dichas composiesocomprenden una cantidad profilactica
0 terapéuticamente efectiva de un agente profidcif/o terapéutico divulgados en este
documento o una combinacidn de esos agentes yhiicule aceptable desde el punto de vista
farmacéutico. Con preferencia, composiciones divancion comprenden una cantidad
profilactica o terapéuticamente efectiva of antippe humanizados de la invencion y un
vehiculo aceptable desde el punto de vista farnti@oeu
[00180] En general, los ingedientes de las composicionda devencion se suministran ya
sea separados o mezclados juntos en forma decdasdin unitaria, por ejemplo, como polvo
liofilizado seco o concentrado libre de agua enregipiente sellado herméticamente tales
como una ampolla o sachét que indica la cantidagrideipio activo. Donde la compaosicion
pretende administrarse por infusion, puede dispsesaon un frasco para infusion que
contiene agua estéril grado farmacéutico o solu@alina. Donde la composicién se
administra por inyeccon, una ampolla de agua éspénia inyeccidén o solucion salina puede
proporcionarse de modo tal que los ingredientedgruenezclarse antes de la administracion.
Las composiciones farmacéuticas apropiadas pamcéign incluyen soluciones acuosas
estériles donde los agentes activos son solublagun o dispersiones o polvos estériles para
preparacion extemporanea de soluciones inyectabtésles. Las composiciones para usar en
el tratamiento combinado pueden prepararse porpocacion del antagonista o anticuerpo
activo en la cantidad requerida con vehiculos apdms, por ejemplo agua, etanol, poliol
(por e€j., glicerol, propilenglicol, polietilenglitoliquido) y mezclas apropiadas de los
anteriores. Los agentes isotonicos tales como ezsicpolialcoholes tales como manitol,
sorbitol o cloruro de sodio pueden incluirse eadmposicion.
[00181] Las composiciones de la invencion pueden formulam®ao formas de sales o
neutras. Las sales aceptables desde el punto @efaimacéutico incluyen, aunque no se
limitan a, aquellas formadas con aniones tales cagquellos derivados de &cidos clorhidrico,
fosforico, acético, oxalico, tartarico, etc., y ali@s formadas con cationes tales como
aguellos derivados de sodio, potasio, amonio, ealtuidroxidos de hierro, isopropilamina,
trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina, pracajetc.

E. Kits
[00182] La invencion proporciona un pack o kit farmacéutipee comprende uno o mas

recipientes llenados con anticuerpos humanizadda meencion. En forma adicional, uno o

64



mas otros agentes terapéuticos o profilacticosulpefra el tratamiento de una enfermedad
también pueden incluirse en el pack o kit farmdcéuta invencion también proporciona un
pack o kit farmacéutico que comprende uno o mapiestes llenados con uno o mas de los
ingedientes de las composiciones farmacéuticaa oéncion. En forma opcional asociados
con dicho(s) recipiente(s) puede(n) ser una notdaeforma indicada por una agencia
gubernamental que regula la fabricacidon, el usa wdnta de productos farmacéuticos o
productos biolégicos, cuya nota refleja la aprobaae parte de la agencia regulatoria de la
fabricacion, el uso o la venta para administragidms humanos.

[00183] La presente invencion proporciona kits que puedamnsg en los métodos anteriores.
En una realizacién, un kit comprende one o masaenpos humanizados de la invencion. En
otra realizacion, un kit comprende, en forma adigipuno o0 mas otros agentes terapéuticos o
profilacticos utiles para el tratamiento del cancen uno o mas recipientes. En otra
realizacion, un kit comprende, en forma adicionalp 0 mas anticuerpos citotoxicos que se
unen a uno o mas antigenos del cancer asociadasanoar. En ciertas realizaciones, el otro
agente profilactico o terapéutico es un agente iptémapéutico. En otras realizaciones, el
agente terapéutico o profilactico es un agenteéartéco bioldgico u hormonal.

[00184] En una realizacién, la presente invencion propogcion articulo de fabricacion que
contiene anticuerpos que se usaran para el tratonieombinado de la enfermedad
autoinmune. El articulo de fabricacibn comprendeemvase que comprende un primer
anticuerpo que se une un antigeno presente enéluda @ y un vehiculo aceptable desde el
punto de vista farmacéutico, excipiente o diluyedémtro del recipiente. El articulo de
fabricacion comprende, en forma adicional, un sdguecipiente que comprende un segundo
anticuerpo orientado a un marcador de superficitasieeélulas B y un vehiculo aceptable
desde el punto de vista farmacéutico, excipiend@uyente e instrucciones para administrar
la composicion a un sujeto que necesita de tratdmigara enfermedad autoinmune. Donde
el primero primero y segundo anticuerpos se detemrmique son complementarios y no
afectan en forma adversa entre si, el primerosgglindo anticuerpo pueden proveerse en un
envase simple que contiene el primero y segundougnpo en concentraciones apropiadas
para administracion junto con un prospecto parasme instrucciones para administracion.
[00185] Los envases del articulo de fabricacion puederdserualquier material apropiado
gue no reaccionara con o afectara de otro moddllaarticulo de fabricacion pueden
comprender en forma adicional un segundo o un rteempiente que comprende un buffer
diluyente aceptable desde el punto de vista farateee tales como agua bacteriostatica para
inyeccion, solucion salina tamponada con fosfaitycson de Ringer y solucion de dextrosa.
El articulo de fabricacion también incluye otro eratl que pude desearse desde el punto de

vista comercial y del usuario que incluyen otrofdorg, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.
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VIl. Métodos de diagndstico con el uso de los antierpos anti-CD3 de la
presente invencion

[00186] Los anticuerpos para CD3 hechos por los métodasigdidos en este documento
también pueden usarse para identificar la presem@asencia de células cancerosas, o el
nivel de los anteriores, que circulan en la samgpgoués de su liberacion de la superficie
celular por ej, CD3soluble). Dicho antigeno en circulacion pusde un antigeno CD3
intacto, o un fragmento de los anteriores que raaatla capacidad de detectarse de acuerdo
con los métodos que se ensefian en este documeola @eteccion puede, por ejemplo,
efectuarse por andlisis FACS con el uso de métedtdndar comunmente usados en la
materia.
[00187] En una realizaciéon preferida de los métodos dendistico de esta invencion, el
anticuerpo lleva un rotulo detectable. Algunos gm de rétulos que pueden usarse
incluyen un agente radiactivepdr ej, Escandio-47, Tecnetio-99m, Indio-111, Yodo-131,
Renio-186, Renio-188, Samario-153, Holmio-166, tiaté77, Cobre-64, Escandio-47,
Yttrio-900), una enzima o un fluoroforo, tales cofiwoeritrinao isotiocianato de fluoresceina
(se conoce también como fluoroisotiocianato o FITC)
[00188] Un método de uso de los anticuerpos para diagondstita toma de imagenes in vivo
del tumor relacionando el anticuerpo con un radiaal agente radio-opaco, administrar el
anticuerpo al individuo y con el uso de una maquiearayos X u otra maquina para
diagnostico por imagenes para visualizar la loaalé;m del anticuerpo marcado en la
superficie de las células con cancer que expresantigeno. El anticuerpo se administra a
una concentracion que promueve la union en conwsidisioldicas.
[00189] Las técnicas in vitro para detecciéon de CD3 somutiea en la materia e incluyen
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimass (ELISABInunoprecipitaciones,
inmunofluorescencia, inmunoensayo enzimatico (EftAdjoinmunoensayo (RIA), y Analisis
por transferencia Western.
[00190] La invencion también proporciona métodos para ayadlaliagndstico de cancer
caracterizados por células cancerosas que exp@bB&nen un individuo con el uso de
cualquier anticuerpo que se une a CD3 y cualquier método que pueden usarse para
determinar el nivel de expresiéon CD3. Como se us@&ste documento, los métodos para
“diagnéstico auxiliar” significa que estos métodagudan en la realizacion de una
determinacion clinica relacionada con la clasifi@aco naturaleza, del cancer, y pueden o no
ser concluyentes con respecto al diagnostico diefni De acuerdo con lo anterior, un
meétodo para ayudar al diagnéstico del cancer poedgrender the step of detectar el nivel
de CD3 en una muestra bioldgica del individuo yébedminar los niveles de expresion de
CD3 en la muestra. Los anticuerpos recognizingattitegen o una porcion thereof también
pueden usarse para crear inmunoensayos de diagnpatia detectar el antigeno liberado o

secretado de células vivas y muertas cancerosdesefiuidos corporales, que incluyen
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aunque sin limitarse a, sangre, saliva, orinagdlypulmonar o fluido ascitico. Los anticuerpos
anti-CD3 hechos por los métodos divulgados en dsieumento pueden usarse para
determinar si un individuo que recibié el diagndstide cancer puede considerarse un
candidato para inmunoterapia con el uso de anposedirigidos contra CD3. En una
realizacion, una muestra de biopsia puede anatizaasa determinar la expresion de CD3,
con el uso de anticuerpos dirigidos contra CD3. iboviduos con células cancerosas que
expresan CD3 son candidatos apropiados para inenapid con el uso de anticuerpos
dirigidos contra CD3. El tinte con anticuerpo &@B3 también pueden usarse para distinguir
tejidos cancerosos de tejidos normales.

[00191] Los métodos de uso de anticuerpos anti-CD3 paes fite diagndstico son Uutiles
tanto antes como después de cualquier forma dantiento contra el cancer, por e€j.,
guimioterapia o terapia por rayos, para determipgr tumores son probables de responder a
un tratamiento dado, prondstico para un individon cancer, subtipo de tumor u origen de
enfermedad metastatica, y progresion de la enfeathedespuesta al tratamiento.

[00192] Las composiciones de esta invencidn son particelaten aproiadas para el
diagnéstico de los estados patolégicos distintdscéecer, con el uso de los métodos en
general descritos con anteroridad en aplicacionatoas células enfermas (no cancerosas).
Los estados patolégicos apropiados para usar eméisdos de esta invencion incluyen,
aunque no se limitan a, enfermedades o trastorsmsa@os con respuestas autoinmunes o
inflamatorias en individuos. Los métodos descritosm anterioridad pueden usarse para
modular las respuestas inflamatorias o autoinmweresndividuos. Las enfermedades y
afecciones que producen de inflamacion and trassoantoinmunes que pueden estar sujetos
a diagnéstico y/o tratamiento con el uso de laspumiciones y métodos de la invencién
incluyen, por medio de illustration y no como liauiton, esclerosis multiple, meningitis,
encefalitis, ACV, otros traumas cerebrales, enfeiadeinflamatoria intestinal que incluyen
colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn, miastegrave, lupus, artritis reumatoide, asma,
diabetes aguda de inicio en la juventud, dememmieéSfDA, aterosclerosis, nefritis, retinitis,
dermatitis atOpica, psoriasis, ischemia de miocardi lesion pulmonar mediada por
leucocitos, aguda.

[00193] Incluso otras indicaciones para diagnostico y/o tesapéutico de los anticuerpos y
otros agentes terapéuticos de la invencién inclagkministracion a individuos que presentan
riesgo de rechazo a los 6rganos o a los injertnslo& ultimos afios se ha presentado una
mejora considerable en la eficiencia de las téenguarirgicas para tejidos y organos de
transplante tales como piel, rifidn, higado, corapaimdn, pancreas y médula 6sea. Quizas
el principal problema pendiente es la falta de tegensatisfactorios para inducir
inmunotolerancia en el receptor para el 6rgancpiamtado o aloinjerto. Cuando los érganos
y las células alogénicos se transplantan en urpbdé®s decir, el donante y el receptor son

diferentes individuos de la misma especie), eksist inmunoldgico probablemente monte
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una respuesta inmunologica a antigenos extrafii@d gansplante (enfermedad de huésped
versus injerto) conduciendo a la destruccion delddransplantado.

[00194] Los anticuerpos monoclonales para CD3 hechos gamktodos divulgados en este
documento puede usarse para identificar la presem@usencia de mastocitos de cancer
humano en una variedad de tejidos. Ha surgidopétésis de que los mastocitos con cancer
(CSCs) cumplen una funcion en el crecimiento y stasds tumoral (Ghotra, V.Ret al
(2009) “Cancer Stem Cell Microenvironment And Anti-Candeerépy” Int. J. Radiat. Biol.
85(11):955-962; Gupta, P.Bt al (2009) ‘Cancer Stem Cells: Mirage o ReafityNat. Med.
15(9):1010-1012; Lawson, J.@t al (2009) ‘Cancer Stem Cells In Breast Cancer And
Metastasis' Breast Cancer Res. Treat. 118(2):241-254; Hemman.C. et al (2009)
“Pacreatic Cancer Stem Cells--Insights And Perspesti Expert Opin. Biol. Ther.
9(10):1271-1278; Schatton, &t al (2009) ‘1dentification And Targeting Of Cancer Stem
Cells” Bioessays 31(10):1038-1049; Mittal, & al (2009) ‘Cancer Stem Cells: The Other
Face Of Janus Amer. J. Med. Sci. 338(2):107-112; Alison, M.&. al. (2009) ‘Stem Cells
And Lung Cancer: Future Therapeutic Targét&xpert Opin. Biol. Ther. 9(9):1127-1141,
Charafe-Jauffret, Eet al. (2009) ‘Breast Cancer Stem Cells: Tools And Models To Rely
BMC Cancer 9:202; Scopelliti, Aet al (2009) Therapeutic Implications Of Cancer
Initiating Cells” Expert Opin. Biol. Ther. 9(8):1005-1016; Pubbkodn por PCTWO
2008/091908). Bajo esta hipotesis, los CSCs prouessubgrupo pequeiio distinto de células
dentro de cada tumor que son capaces de auto-rsedamdefinidamente y de desarrollarse en
células tumorales mas adultas que se limitan valaignte en su capacidad de replicacion. Se
ha llegado a la hipétesis de que estos mastoaitos@&ncer podrian ser mas resistentes a los
agentes quimioterapéuticos, radiacion o u otrascafees toxicas, y de este modo, persisten
después de las terapias clinicas y el crecimiarttid en tumores secondarios, metastasis o
en ser responsables de recaida. Se ha sugeridog@&Cs pueden surgir de mastocitos de
tejido ‘normal’ o de células progenitoras de tefidoas diferenciadas.

[00195] Los usos descritos en esta Solicitud que muestrars@ para anticuerpos anti-CD3
también abarcan el uso de otros agonistas de Cm&ganistas y moduladores como se
describe en este documento para el uso de idaciific y tratamiento del mastocitos con
cancer. En dichas realizaciones, los anticuerpdsC&8 y otros agonistas de CD3,
antagonistas y moduladores se usan para ideniffitadiagndstico o el tratamiento
terapéutico de mastocitos con cancer con el usoné®dos similares descritos, y las
alteraciones dentro del alcance del especialigiarerentado se hacen para definir el método
para la identificacion /diagnostico o tratamiengolas mastocitos.

[00196] Luego de haber descrito en general la invenciomiema se comprendera mas
ampliamente a través de referencia a los siguiejéesplos, que se a modo ilustrativo y no
pretenden limitar la presente invencion salvo quidique de otro modo.
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Ejemplo 1
mADb1 unido a CD3 tanto de humano como de mono maaac
[00197] Con el fin de evaluar la capacidad de mAbl de arar€D3 humano, se realizé un
ELISA de captura. Las placas se recubrieron copg/nl de CD3 soluble de macaco
(“sCD3") y se incubd en la presencia de varias eatraciones de una variante quimérica de
anticuerpo mAbl (ch-mAbl) (que contenia las sedasnariables de mAb1l y las regiones
constantes de un anticuerpo humano), una variantemizada (h-mAbl) y un anticuerpo
compuesto por la cadena liviana del anticuerpo m4biiméricoy la cadena pesada de la
variante humanizada de mAb1l. Los resultados deegierimento se muestran Eigura
1A. El experimento muestra la capacidad de mAbl deseural CD3 de una especie de
mamiero no humano. En forma adicional, la uniénatdéicuerpo mAb quimérico se comparé
con el de un anticuerpo compuesto por la variant@amizada mAbl LC-2 y la cadena
pesada de mAbl. Los resultados de este experingntmuestran en l&igura 1B. El
experimento muestra la capacidad de mAbl de uai3®3 humano. LakiguraslAy 1B de
este modo revelan que el mAbl humanizado fue cdpamirse a ambos CD3 humano y a
CD3 de un mamifero no humano. El mAb humanizadatmdasmion a CD3 y hCD3 que fue
similar al mAb1 quimeérico.
Ejemplo 2
Humanizacién de mAbl

[00198] Los derivados humanizados de mAbl se preparar@anséeuencias de aminoacidos
y secuencias de polinucleotidos codificadoras desederivados humanizados se muestran a
continuacion. Los CDRs se muestran en negrita yagados.
[00199] Secuencia de aminoacidos de Variante de mAbl huadmide cadena variable
liviana 1 SEC ID NRO.:10):

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITGASSSVSYM\WYQQKPG KAPKRLDS

SKLASGVPSR FSGSGSGTEF TLTISSLQPE DFATYYQ@MERNPPTFGGG

TKVEIK
[00200] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiaté mAbl humanizado de
cadena variable liviana SEC ID NRO.:11):

gacatccaga tgacccagtc cccctcecagce ctgtccgect ctgtggg cga
cagagtgaca atcacctgtt ccgccagctc cteegtgtee tacatga act

ggtatcagca gaagcccgge aaggcecccca ageggcetgat ctacgac tcc

tccaagctgg cctecggegt geectecaga ttetceggct ctggete cgg

caccgagttc accctgacca tctccagect gcageccgag gacttcg cca

cctactactg ccagcagtgg tcccggaacc cccctacctt cggegga ggc accaaggtgg
aaatcaag

[00201] Secuencia de aminoéacidos de variante de mAbl huadmide cadena variable
liviana 2 (mAbl LC-2) §EC ID NRO.:12):
DVVMTQSPAI MSAFPGEKVT ITGASSSVSYM\WYQQKPG KAPKRWDS

SKLASGVPSR FSGSGSGTEF TLTISSLQPE DFATYYQ@MSERNPPTFGGG
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TKVEIK
[00202] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiaté mAbl humanizado de
cadena variable liviana SEC ID NRO.:13):

gacgtggtga tgacccagtc tcctgccatc atgagtgctt tcccagg cga

gaaagtgacc attacatgct ctgcttccag ctctgtgtcc tacatga act

ggtatcagca gaagccaggg aaagcaccca agaggtggat ctacgac tcc

tccaagctgg cctceggegt gecaagecegg ttetetggta gtggete agg

aaccgagttt actctgacca tttccagcct gcagcctgaa gatttcg caa

catactattg tcagcagtgg tccagaaatc cccctacatt tggcgga ggg actaaagtgg

aaatcaag
[00203] Secuencia de aminoéacidos de la cadena variablegpedsamAbl humanizad8EC
ID NRO.:14):

QVQLVQSGAE VKKPGASVKV SCKASGYTRETMHWVRQA PGQGLEWG
| NPSSAYTNYNQKFKDRVTI TADKSTSTAY MELSSLRSED TAVYYCABQ
VHYDYNGFPY WGQGTLVTVS S

[00204] Secuencia de polinucledsido que codifica la cadesdable pesada de mAbl
humanizadaEC ID NRO.:15):

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgaa gtgaagaaac ctggegce ctc
cgtgaaggtg tcctgcaagg cctccggceta caccttcace cggtcca cca
tgcactgggt gcgacaggcec ccaggcecagg gactggaatg gatcgge tac
atcaacccct ccagcgccta caccaactac aaccagaaat tcaagga ccg

cgtgaccatcaccgccgacaagtccaccagcaccgcctacatggaactgt
ctagcctgcggagecgaggacaccgecgtgtactactgcgectceeeccag
gtgcactacgactacaacggcttcccctactggggccagggeaccctggt
gacagtgtcctcc

Ejemplo 3
Humanizacién de mAb2
[00205] Los derivados humanizados de mAb2 se preparar@anséeuencias de aminoacidos
y las secuencias de polinucleotidos codificadoeassdos derivados humanizados se muestran
a continuacion. Los CDRs se muestran en negritdosagados.
[00206] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2

humanizado 1 (h-mAb2 VL-15EC ID NRO.:16):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCESTGAVTTSNYANWFQQ KPGQAPRTLI
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLW SNLW/F
GGGTKLTVLG

[00207] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 1 (h-mAb2 VL-15EC ID NRO.:17):

caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg gttccagcag aagccaggac aggcaccaag gaccctg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgecacggt tttetgg aag
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tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggcea caggcecg agg

acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00208] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 2 (h-mAb2 VL-25EC ID NRO.:18):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTITSNYANWVQQ KPGQAPRTLI

GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLWYSNLW/F

GGGTKLTVLG
[00209] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable liviana de

mAb2 humanizado 2 (h-mAb2 VL-25EC ID NRO.:19):

caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg ggtgcagcag aagccaggac aggcaccaag gaccctg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggecg ctetgactat taccggggca caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00210] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 3 (h-mAb2 VL-3SEC ID NRO.:20):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTITSNYANWFQE KPGQAPRTLI
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLW SNLW/F
GGGTKLTVLG

[00211] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 3 (h-mAb2 VL-35EC ID NRO.:21):

caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg gttccaggag aagccaggac aggcaccaag gaccctg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggea caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00212] Secuencia de aminodcidos de la variante de cadariable liviana de mAb2
humanizado 4 (h-mAb2 VL-45EC ID NRO.:22):
QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTER GAVTTSNYANWFQQKPGQAPRGLI
GGITNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADANE SNLVWF
GGGTKLTVLG

[00213] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 4 (h-mAb2 VL-45EC ID NRO.:23):

caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg gttccagcag aagccaggac aggcaccaag gggcctg atc
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gggggtacaa acaaaagggc tccectggacc cctgcacggt tttetgg aag

tctgectggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggcea caggcecg agg

acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00214] Secuencia de amino4cidos de la variante de cadarable liviana de mAb2
humanizado 5 (h-mAb2 VL-55EC ID NRO.:24):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTTSNYANWVQE KPGQAPRTLI

GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLW SNLW/F

GGGTKLTVLG
[00215] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de

mAb2 humanizado 5 (h-mAb2 VL-55EC ID NRO.:25):

caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg ggtgcaggag aagccaggac aggcaccaag gaccctg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccectggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggea caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00216] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 6 (h-mAb2 VL-6 SEC ID NRO.:26):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCESTGAVTTSNYANWVQQ KPGQAPRGLI

GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLWYSNLW/F

GGGTKLTVLG
[00217] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de

mAb2 humanizado 6 (h-mAb2 VL-65EC ID NRO.:27):

caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg ggtgcagcag aagccaggac aggcaccaag gggcctg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggccg ctetgactat taccggggca caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00218] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 7 (h-mAb2 VL-75EC ID NRO.:28):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTITSNYANWFQE KPGQAPRGLI

GAENKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYELWYSNLW/F

GGGTKLTVLG
[00219] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 7 (h-mAb2 VL-75EC ID NRO.:29):

caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg aac

tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
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acgccaattg gttccaggag aagccaggac aggcaccaag gggcctg atc

gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggea caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00220] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 8 (h-mAb2 VL-8S5EC ID NRO.:30):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTTSNYANWVQE KPGQAPRGLI

GG NKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLW SNLW/F

GGGTKLTVLG
[00221] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de

mAb2 humanizado 8 (h-mAb2 VL-8FEC ID NRO.:31):

caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg ggtgcaggag aagccaggac aggcaccaag gggcectg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccectggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggea caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00222] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 9 (h-mAb2 VL-95EC ID NRO.:32):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTITSNYANWVQE KPGQAFRGLI

GGNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYBLWSNLW/F

GGGTKLTVLG
[00223] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 9 (h-mAb2 VL-95EC ID NRO.:33):

caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggegg aac
tgtgaccctg acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatcta act
acgccaattg ggtgcaggag aagccaggac aggcattcag gggectg atc
gggggtacaa acaaaagggc tccctggacc cctgcacggt tttctgg aag
tctgctggge ggaaaggccg ctetgactat taccggggca caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00224] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadanable liviana de mAb2
humanizado 10 (h-mAb2 VL-105EC ID NRO.:34):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCETGAVTTSNYANWFQQ KPDHLFTGLI
GAENKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYEBLWYSNLW/F
GGGTKLTVLG

[00225] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable liviana de
mAb2 humanizado 10 (h-mAb2 VL-10$EC ID NRO.:35):
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtccc caggegg aac
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tgtgaccctg acatgcagat ccagcactgg agcagtgact acctcta act

acgctaattg gttccagcag aagcccgacc acctgttcac tgggetg atc
ggcggaacca acaaaagggc tccctggace cctgcacggt tttetgg aag
tctgctggge ggaaaggcecg ctetgactat taccggggea caggecg agg
acgaagccga ttactattgt gctctgtggt atagcaatct gtgggtg ttc

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga
[00226] Secuencia de aminoacidos de Humanized mAb2 Cadesala Variant 1 (h-mAb2
VH-1) (SEC ID NRO.:36):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTRSAMNWVRQA PGKGLEWRG
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCAR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00227] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 1 (h-mAb2 VH-1$EC ID NRO.:37):

gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcagce caggtgg cag
cctgegactg tettgegecg ctagtggcett caccttttct acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagty ggtggge agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgca aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00228] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 2
(h-mAb2 VH-2) SEC ID NRO.:38):
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRYANNWVRQAPGKGLEWVGR
I RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCAR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS

[00229] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 2 (h-mAb2 VH-23EC ID NRO.:39):

gaggtgcagce tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgcgactg tettgcgecg ctagtggctt cacctttaac acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggge agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgca aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00230] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 3
(h-mAb2 VH-3) SEC ID NRO.:40):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTHSAMNWVRQA PGKGLEWVAR
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCAR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS
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[00231] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 3 (h-mAb2 VH-33EC ID NRO.:41):

gaggtgcagce tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgegactg tettgcgecg ctagtggctt caccttttct acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggec agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgca aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00232] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 4
(h-mAb2 VH-4) SEC ID NRO.:42):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTHSAMNWVRQA PGKGLEWVGR
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCVR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00233] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 4 (h-mAb2 VH-4$EC ID NRO.:43):

gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgegactg tettgegeceg ctagtggctt caccttttct acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggge agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgtg aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00234] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 5
(h-mAb2 VH-5) SEC ID NRO.:44):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTHNAMNWVRQA PGKGLEWVAR
I RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCAR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00235] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 5 (h-mAb2 VH-53EC ID NRO.:45):

gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgegactg tettgcgecg ctagtggctt cacctttaac acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggec agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgca aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
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[00236] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 6

(h-mADb2 VH-6) GEC ID NRO.:46):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTRNAMNWYRQA PGKGLEWVGR
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCVR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00237] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 6 (h-mAb2 VH-6$EC ID NRO.:47):

gaggtgcagce tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgcgactg tettgegecg ctagtggcett cacctttaac acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggge agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgtg aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00238] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 7
(h-mAb2 VH-7) SEC ID NRO.:48):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTHSAMNWVRQA PGKGLEWVAR
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCVR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00239] Secuencia de polinucleésido que codifica la vaeiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 7 (h-mAb2 VH-73EC ID NRO.:49):

gaggtgcagce tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg cag
cctgegactg tettgegeceg ctagtggctt caccttttct acatacg cca
tgaactgggt gaggcaggct cctggaaagg ggctggagtg ggtggec agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actcagt gaa
ggatagattc acaatttccc gcgacgattc taaaaacagt ctgtatc tgc

agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgtacta ttgtgtg aga
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg tca

gggcacactg gtgaccgtgt ccagc
[00240] Secuencia de aminoacidos de la variante de cagesada de mAb2 humanizada 8
(h-mAb2 VH-8) SEC ID NRO.:50):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTHNAMNWVRQA PGKGLEWVAR
| RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCVR
HGNFGNSYVSWFAYWGQGTL VTVSS

[00241] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable pesada de
mAb2 humanizada 8 (h-mAb2 VH-8EC ID NRO.:51):

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagce ctggagg gtc
cctgagactc tcctgtgcag cctctggatt caccttcaac acatacg cta
tgaattgggt ccgccaggct ccagggaagg ggctggagtg ggttgeca agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc tactatgccg actctgt gaa
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ggatagattc accatctcaa gagatgattc aaagaactca ctgtatc tgc
aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtatta ctgtgtg aga
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg aca
ggggacactggtgactgtgtcttcc
[00242] Secuencia de aminoacidos de la variante de cadesmaable pesada de mAb2

humanizada QV (h-mAb2 VL-QV)SEC ID NRO.:52):
EVOLVESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTHYAMNWVRQA PGKGLEWVAR
I RSKYNNYATYYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGONFANSYVSWFAYWGQGTL VTVSA

[00243] Secuencia de polinucleésido que codifica la vagiald cadena variable pesada de

mAb2 humanizada QV (h-mAb2 VL-QVEEC ID NRO.:53):
gaggtgcagctggtggaaagcggcggaggactggtgcagccaaagggatc
actgaaactgtcctgcgcecgcctccggcttcacctttaacacatacgcta

tgaattgggtgcgacaggcacctggcaagggcectggagtgggtggcaagg
atcaggtccaagtacaacaattatgcaacctactatgccgactctgtgaa

ggatagattcacaatcagtcgcgacgattcccagagcattctgtatctge
agatgaacaatctgaaaactgaagacaccgccatgtactattgtgtgcgg
cacggtaacttcggcaattcttacgtgtcttggtttgcttattggggaca
ggggacactggtgactgtgtcttcc

Ejemplo 4
MADb2 se une a CD3 tanto de humano como de mono maoa

[00244] Como se discutiéo con anterioridad, el anticuerpob@iAe aislé originalmente en
base a la capacidad de unirse a CD3 humano. Cfond# evaluar la capacidad de mAb2 de
unirse a CD3 no humano, se realizé un ELISA deuraptLas placas se recubrieron con 1
ug/ml de CD3 (ya sea humano o de mono macaco) gcsdaron en la presencia de varias
concentraciones de una variante quimérica de ampoumAb2 (ch-mAb2) (que contenia las
secuencias variables de mAb2 y las regiones caestate un anticuerpo humano). Como
control, también se incubaron las placas con ucwaeTpo compuesto por de la cadena liviana
de un anticuerpo mAb2 humanizado y la cadena pedatlanticuerpo quimérico. Los
resultados de este experimento se muestran énglasas 2Ay 2B, y revelan que la variante
guimérica mAb2 exhibié union equivalente a CD3 hnog a CD3 de mono macaco.

Ejemplo5

Analisis de las caracteristicas de union de las vantes de h-mAb2
de cadenas livianas y cadenas pesadas

[00245] Se condujo un analisis para determinar el efectoadi@ciones en los residuos de

marco de la cadena liviana de mAb2.Tlabla 2 indica las sustituciones estudiadas.
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Tabla 2
Cadena liviana

Residuo de Kabat Nro. 36 38 41 42 43 (44 45 |4ECID NRO.

SEC ID NRO.: 5 Residuo 38 | 40| 43 | 44| 45 46 471 48

Nro.:

Variante| mAb2-VL vV |E | D H|L|F|T]|G 5
h-mAb2 VL-1 F Q|G | Q] Al P| R| T 16
h-mAb2 VL-2 \% 18
h-mAb2 VL-3 E 20
h-mAb2 VL-4 G 22
h-mAb2 VL-5 V | E 24
h-mAb2 VL-6 \% G 26
h-mAb2 VL-7 G 28
h-mAb2 VL-8 \Y G 30
h-mAb2 VL-9 \Y G 32
h-mAb2 VL-10 D H|L|F|T]| G 34

Cadena pesada

Residuo de Kabat Nro. 30 49 52a b8 |93 SEC ID NRO.:

SEC ID NRO.:7 Residuo 30 | 49| 53| 61| 99

Nro.:

Variant | mVH N | A Y |V 7
hVH-1 S | G A 36
hVH-2 N 38
hVH-3 A 40
hVH-4 V 42
hVH-5 N | A 44
hVH-6 N Vv 46
hVH-6L N Vv 54
hVH-6M N N \% 72
hVH-7 A \% 48
hVH-8 N | A \% 50
hVH-8L N | A E |V 55
hVH-8M N |A [N E |V 74

[00246] Los anticuerpos que tienen cadenas livianas de nd&R2EC ID NRO.:11, pero
gue contienen una sustitucion (numerada por Katwa)41G, H42Q, L43A, F44P, T45R, o
G46T y cadenas pesadas de mAb2 quimérico (CDRsA® mon hFR1-mFR2-hFR3-4) se
formaron y su union se evaluo con el uso de un ELd8 captura. Las placas se recubrieron
con 1 pg/ml del dominio extracelular de CD3 humano (hCBukle o “shCD3”) y se
incubaron en la presencia de varias concentracid@esticuerpo. Los resultaddsgura 3)
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indican indican que una sustitucion de T en lag@side Kabat 46 elimind la habilidad del
anticuerpo de unirse a shCD3.

[00247] Se condujeron estudios adicionales para evaluanpecto de las variaciones en las
posiciones de cadena liviana de Kabat 36, 38, 48.ySe formaron anticuerpos que tienen
una cadena liviana de h-mAb2 VL-8, h-mAb2 VL-9 ontAb2 VL-10 y la cadena pesada del
anticuerpo quimeérico mAb2 y se evaluaron con el dsbELISA de captura descrito con
anterioridad. Los resultados de este experimentousstran en |&igura 4, y revelan que la
unién a shCD3 de un anticuerpo que tiene el hVle&adena liviana fue similar a la de un
anticuerpo que tiene el mAb2 quimérico de cadesana.

[00248] Ademas, se formaron anticuerpos que tienen un h2WAb6, h-mAb2 VL-7 o h-
mAb2 VL-8 de cadena liviana y la cadena pesadaadétuerpo quimérico mAb2 y se
evaluaron con el uso del ELISA de captura descotoanterioridad (excepto que la placas se
recubrieron con 0,hg/ml de shCD3 en solucion salina con buffer dedimgfpara determinar
el impacto de las sustituciones adicionales erosicpns 36, 38 y 46. Los resultados de este
experimento se muestran Eigura 5, y revelan que las sustituciones de Kabat F36M§3
fueron suficientes para producir un anticuerpo cugen a shCD3 fue similar a la de un
anticuerpo que tiene el mAb2 quimérico de cadesana.

[00249] El impacto de las sustituciones en la secuencitadmdena pesada de mAb2 se
evalu6 por la formaicén de anticuerpos que tiermegddena liviana del anticuerpo mAb2
guimérico y cadena pesada h-mAb2 VH-5, h-mAb2 Vbelt6mAb2 VH-7 y evaluar la union
con el uso del ELISA de captura descrito con amtielad (usando un recubrimiento ag/ml

de shCD3). Los resultados de estas investigaciseanuestran en lgigura 6. En forma
adicional se formaron anticuerpos que tienen laemadliviana del anticuerpo mAb2
quimeérico y una variante humanizada de cadena adsawlAb2 VH-4, h-mAb2 VH-7 o h-
mAb2 VH-9. Dichos anticuerpos were evaluated fodibig con el uso del ELISA de captura
descrito con anterioridad. Los resultados de est@&stigaciones se muestran effrigura 7.
[00250] Las cadenas pesadas hVH-6L (y su variante, hVH-§M)YH-8L (y su variante
VH-8M) son particularmente preferidas para prodariticuerpos que tienen una afinidad
inferiorpor CD3 que los anticuerpos compuestoshf-1, hVH-2, hVH-3, hVH-4, hVH-5,
hVH-6, hVH-7 o hVH-8 de laTabla 2. Dichos anticuerpos de afinidad reducida con
preferencia estaran compuestos por cualquiera denaapesada hVH-6L o cadena pesada
VH-8L en combinacion con cualquiera de las caddivénas de h-mAb2 VL-1, h-mAb2
VL-2, h-mAb2 VL-3, h-mAb2 VL-4, h-mAb2 VL-5, h-mAb¥L-6, h-mAb2 VL-7, h-mAb2
VL-8, h-mAb2 VL-9, o h-mAb2 VL-10. Un anticuerpo slamunizado particularmente
preferido estard compuesto por cadena pesada hV{-&u variante, hVH-6M) y cadena
liviana de h-mAb2 VL-6, o cadena pesada de hVH-8Ls| variante, hVH-8M) y cadena
liviana de h-mAb2 VL-6. Las secuencias de dichdgppptidos se presentan a continuacion:
[00251] Secuencia de aminoacidos de hVH-GEC ID NRO.:54):
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EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGRE&EW
IRNKYNNYAT EYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLOMNSLKT EDTAVEYR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS
[00252] Secuencia de aminoacidos de hVH-SIEC ID NRO.:55):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGRAEW
IRNKYNNYAT EYADSVKDRF TISRDDSKNS LYLOMNSLKT EDTAVEYR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS
[00253] Las cadenas pesadas de hVH-6L y hVH-8L se modifitan forma adicional para
producir variantes que poseen una modificacion gparagina en la posicion 52a (S52aN).
Las secuencias de aminoacidos y las correspondiesg¢euencias de codificacionde
polinucledtidos de estas cadenas pesadas modsicatiacomo sigue:
[00254] Secuencia de aminoacidos de hVH-6BEC ID NRO.:72):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGRE&REW
IRSKYNNYAT EYAASVKDRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVEZVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS
[00255] Secuencia de polinucledsido que codifica hVH-6Mcddena variable pesadaHC

ID NRO.:73):
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggagg gtc
cctgagactc tectgtgcag cctctggatt caccttcaac acatacg cta
tgaattgggt ccgccaggct ccagggaagg ggctggagtg ggttgga agg
atcaggtcca agtacaacaa ttatgcaacc gagtatgccg actctgt gaa
ggatagattc accatctcaa gagatgattc aaagaactca ctgtatc tgc
aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtatta ctgtgtg aga
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg aca

ggggacactg gtgactgtgt cttcc

[00256] Secuencia de aminoacidos de hVH-8BEC ID NRO.:74):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGRGAIEW
IRNKYNNYAT EYAASVKDRF TISRDDSKNS LYLOMNSLKT EDTAVEYR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS

[00257] Secuencia de polinucledsido que codifica hVH-8Mcddena variable pesadaHC

ID NRO.:75):
gaggtgcagce tggtggagte tgggggaggce ttggtecage ctggagg gtc
cctgagactc tectgtgcag cctctggatt caccttcaac acatacg cta
tgaattgggt ccgccaggct ccagggaagg ggctggagtg ggttgca agg
atcaggaaca agtacaacaa ttatgcaacc gagtatgccg actctgt gaa
ggatagattc accatctcaa gagatgattc aaagaactca ctgtatc tgc
aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgtatta ctgtgtg aga
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg aca

ggggacactg gtgactgtgt cttcc
[00258] Las cadenas pesadas de hVH -8 di-1 y hVH-8 di-2moticularmente preferidas
para para producir anticuerpos que son menos iogamcos que los anticuerpos
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compuestos por hVH-1, hVH-2, hVH-3, hVH-4, hVH-53/K-6, hVH7 0 hVH-8 de larabla
2. Dichos anticuerpos desinmunizados estaran cortgauesn preferencia por cualquiera de
cadena pesada hVH-8 di-1 o cadena pesada de h\f{2-8rdcombinacion con cualquiera de
las cadenas livianas de h-mAb2 VL-1, h-mAb2 VL-2nAb2 VL-3, h-mAb2 VL-4, h-mAb2
VL-5, h-mAb2 VL-6, h-mAb2 VL-7, h-mAb2 VL-8, h-mAb%/L-9, o h-mAb2 VL-10. Un
anticuerpo desinmunizado particularmente prefeedtara compuesto por cadena pesada
hVH-8 di-1 y cadena liviana h-mAb2 VL-6, o caderss@ada de hVH-8 di-2 y cadena liviana
h-mAb2 VL-6.
[00259] Secuencia de aminoacidos de hXR32VH-8 dbEC ID NRO.:56):

EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTEFN TYAMNWVRQA PGRAEW

TRSKANSYTT YYAASVKGRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVGAR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS

[00260] Secuencia de aminoacidos de hXR32VH-8 dbEC ID NRO.:57):
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGR@&EW
TRSKANSYTT YYAASVKGRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVOAR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS

[00261] Dichos anticuerpos desinmunizados estardn compuestm preferencia por
cualquiera de cadena pesada hVH-8L di-1 o cadesadpede VH-8L di-2 en combinacién
con cualquiera de las cadenas livianas de h-mAb2 Mh-mAb2 VL-2, h-mAb2 VL-3, h-
mAb2 VL-4, h-mAb2 VL-5, h-mAb2 VL-6, h-mAb2 VL-7,-mAb2 VL-8, h-mAb2 VL-9, o
h-mAb2 VL-10. Un anticuerpo desinmunizado partiomente preferido estara compuesto
por cadena pesada hVH-9M di-1 y cadena liviana lbEn¥L-6, 0 cadena pesada de hVH-8L
di-2 y cadena liviana h-mAb2 VL-6.
[00262] Las variantes humanizadas adicionales del antiousgnoclonal murino mAb2 de
cadena variable pesad&HC ID NRO.:7) también se produjeron. Las secuencias de
aminoéacidos de dichas variantes se presentarontam@acion, con cambios a partir 8&C
ID NRO.:7 indicados en negrita y subrayados:
[00263] La secuencia de aminoacidos de la variaate(I51T Y52cA) de la cadena pesada
variable del anticuerpo monoclonal humanizado m@2C ID NRO.:76):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGK@ZARW
TASKANNYAT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLOQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA
[00264] La secuencia de aminoacidos de la variabte(151T N54S) de la cadena pesada
variable del anticuerpo monoclonal humanizado m@2C ID NRO.:77):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGKB@ARW
TRSKYMNSYAT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLOQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA
[00265] La secuencia de aminoacidos de la variaote(I51T A56T) de la cadena pesada

variable del anticuerpo monoclonal humanizado m@2C ID NRO.:79):
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EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKYNNYT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00266] La secuencia de aminoacidos de la variadte(I51T Y52cA N54S) de la cadena

pesada variable del anticuerpo monoclonal humaairaéb2 SEC ID NRO.:79):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKANSYAT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00267] La secuencia de aminoacidos de la variaefe(I51T N54S A56T) de la cadena

pesada variable del anticuerpo monoclonal humaaira&h2 SEC ID NRO.:80):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKYMNSYTT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00268] La secuencia de aminoacidos de la variafite(I51T Y52cA N54S A56T) de la

cadena pesada variable del anticuerpo monocloma&hizado mAb2%EC ID NRO.:81):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKANSYTT YYADSVKDRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00269] La secuencia de aminoacidos de la variagte(I51T D61A) de la cadena pesada

variable del anticuerpo monoclonal humanizado m@2C ID NRO.:82):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKYNNYAT YYASVKDRF TISRDDSQSI LYLOQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00270] La secuencia de aminoacidos de la variahte(I51T D65G) de la cadena pesada

variable del anticuerpo monoclonal humanizado m@2C ID NRO.:83):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKYNNYAT YYADSMERF TISRDDSQSI LYLOQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00271] La secuencia de aminoé&cidos de la variaftgI51T Y52cA N54S D61A) de la

cadena pesada variable del anticuerpo monocloma&hizado mAb2$EC ID NRO.:84):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKANSYAT YYAASVKDRF TISRDDSQSI LYLOMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00272] La secuencia de aminoacidos de la variafitI51T Y52cA N54S D65G) de la

cadena pesada variable del anticuerpo monocloma&hizado mAb2$EC ID NRO.:85):
EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTFN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKANSYAT YYADSVKGRF TISRDDSQSI LYLOQOMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA

[00273] La secuencia de aminoacidos de la variaktgI51T Y52cA N54S D61A D65G) de

la cadena pesada variable del anticuerpo monodhmmainizado mAb2SEC ID NRO.:86):
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EVKLLESGGG LVQPKGSLKL SCAASGFTEN TYAMNWVRQA PGK@ARW
TRSKANSYAT YYAASVKGRF TISRDDSQSI LYLQMNNLKT EDTAMYYCVR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSA
[00274] La secuencia de aminoacidos de la variag@t€’ {(I51T Y52cA N54S D61A D65G
(VH8-A49G V93A)) de la cadena pesada variable dwicaerpo monoclonal humanizado
mAb2 (SEC ID NRO.:87):
EVOLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGRTFYAMNWVRQA PGKGLEWVGR
TRSKANSYTT YYAASVKGRF TISRDDSKNS LYLOMNSLKT EDTAVYYCAR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS
[00275] La secuencia de aminoacidos de la variabt€’ {(I51T Y52cA N54S D61A D65G
(VH8-V93A)) de la cadena pesada variable del astjpo monoclonal humanizado mAb2

(SEC ID NRO.:89);
EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGRIFYAMNWVRQA PGKGLERR/
TRSKANSYTT YYAASVKGRF TISRDDSKNS LYLQMNSLKT EDTAVYYCAR
HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSS

[00276] Tods dichas variantes humanizadas adicionales rd&luarpo monoclonal murino
mAb2 de cadena variable pesada puede emplearse fpamsar los anticuerpos
desinmunizados de la presente invencion. Dichaswetpos humanizados y desinmunizados
adicionales estaran compuesos cualquiera de lepasgesadas; b, c,d, e, f, g, h,1,]j, Kk,

2k 05k, en combinacién con cualquiera de las cadenamnkg: h-mAb2 VL-1, h-mAb2 VL-

2, h-mAb2 VL-3, h-mAb2 VL-4, h-mAb2 VL-5, h-mAb2 Vb, h-mAb2 VL-7, h-mAb2 VL-

8, h-mAb2 VL-9, o h-mAb2 VL-10. Un anticuerpo desinnizado particularmente preferido
estara compuesto por cadena pestid@ 5k y cadena liviana de h-mAb2 VL-6, o cadena
pesada de hVH-8MS8L di-2 y cadena liviana h-mAb2 &/Ll-as variante2k y 5k se unen a la
proteina A en la region variable, facilitando déeeewodo la purificacidon de moléculas (tales
como diacuerpos) que pueden carecer de regionEs deotros dominios que pueden usarse
para secuestrar dichas moléculas de otras molédidassariantes hVH-8M, hVH-8L. hVH-
6M y hVH-6L exhibieron reducida inmunogenicidad coelacibn a sus respectivos
polipéptidos progenitores.

[00277] La invencion en particular se refiere a anticuerposianizados y desinmunizados
compuestos por cadena pesada de hVH-8 y cadenaadide VL-6. La invencion en forma
adicional en patrticular se refiere a anticuerposidmizados y desinmunizados compuestos
por cadena pesada de hVH-4 y cadena liviana de.MlaGnvencion en forma adicional en
particular se refiere a anticuerpos humanizado®sinchunizados compuestos por cadena

pesada de hVR2K y cadena liviana de VL-6
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Ejemplo 6
Andlisis de las caracteristicas de union de las viantes de MAb2 quimérico y
humanizado, cadenas pesadas y livianas
[00278] Con el fin de evaluar la capacidad de mAb2 quinoéyichumanizado de unirse a
CD3 no humano, se realiz6 un ELISA de captura.fdlasas se recubrieron corud/ml del
dominio extracelular de CD3 (CD3soluble) (eithemiamm 0 mono macaco)y se incubaron en
la presencia de varias concentraciones of antioudmps resultados de este experimento se
muestran erfriguras 8A 'y 8B, y revelan que mAb2 y su variante inmunizada eghifmion
equivalente a CD3 soluble humano y a CD3 solubledeo macaco.
Ejemplo 7
Cuantificacién de la uniéon de mAb2 a CD3 Humano y @ Mono macaco
[00279] Con el fin de cuantificar el grado de union entidb@ y CD3 de humano o mono
macaco, se condujeron analisis BIACORE™. El arsaBSACORE™ mide la desviacion de
disociacion, k. La afinidad de unién (K entre un anticuerpo y su blanco es una funcion de
constantes cinéticas para asociacion (indice 9ry #isociacion (indice off, k) de acuerdo
con Kp= kg/ka. El andlisis BIACORE™ usa resonancia plasmonicaugeerficie para medir
directamente estos parametros cinéticos. El ampouanti-CD3 mAb2 (6,3-100 nM) se
inmovilizé a un soporte con el uso de anticuerpasEK y se incubo en la presencia de CD3
humano soluble (shCD3) o CD3 soluble de mono ma¢se©D3). El transcurso del tiempo
de disociacionse midié y una curva bivalente deda®s se condujo. Los resultados del
analisis BIACORE™ se muestran en Raguras 9A-9D. Los datos de cinética se resumen en
la Tabla 3.

Tabla 3

shCD3
Anticuerpo Ka Kqg Kb
ch-mAb2 1,7 x 10M ™" sec’ 2,5x 10° se¢’ 14,7 nM
h-mAb2 1,9 x 10M™ se¢’ 3,8 x 10° sec’ 20,0 nM

scCD3
Anticuerpo Ka Kg Kp
ch-mAb2 1,6 x 10M ™" sec’ 2,3 x10° se¢’ 14,4 nM
h-mAb2 1,7 x 10M ™ sec’ 4,1 x 10° se¢" 24,1 nM

Ejemplo 8

Datos de union biespecifica para diacuerpos DART ™ug contienen CDRs de h-mAb2
[00280] Los CDRs de mAb2 humanizados (h-mAb2) se usaroa pesducir una serie de
diacuerpos DART™ que tienen un primer sitio de onab epitope y un segundo sitio de
unién al epitope capaz de unirse a Her2/neu (dipou2ART™ “Her2-h-mAb2”), o a CD19
(diacuerpo DART™ *“CD19-h-mAb2”) o al receptor delctor de crecimiento epidérimico
(EGFR) (diacuerpo DART™ “ERBITUX™-h-mAb2").
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diacuerpo DART™ Her2/neu-h-mAb2
[00281] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-Her-2VH deibded diacuerpo DART™
Her2-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia HRAR3y la secuencia Her2VH y entre la

secuencia Her2VH y la secuencia E coi estan subasy&SEC ID NRO.:58):
QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCRSSTGAVTTSNYANWVQQKPGQAPRGLI
GGTNKRAPWTPARFSGSLLGGKAALTITGAQAEDEADYYCALWYSNLWVF
GGGTKLTVLGGGGSGRYQLQQSGPELVKPGASLKLSCTASGENIKDT
YIHWVKQRPEQGLEWIGRIYPTNGYTRYDPKFQDKATITADTSSNTAYLQ
VSRLTSEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGASVTVSIGBBGEGG
EKVAALKEKVAALKEKVAALKE

[00282] Secuencia de aminoacidos de Her2VL-hXR32VH-Kcoil ddiacuerpo DART™

Her2-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia Herg la secuencia hXR32VH y entre la

secuencia hXR32VH y la secuecia de K coil sequestén subrayadas3EC ID NRO.:59):
DIVMTQSHKF MSTSVGDRVS ITCKASQDVN TAVAWYQQKP GHSPKRL
ASFRYTGVPD RFTGNRSGTD FTFTISSVQA ADLAVYYCQQ HYTTPBG
GTKLEIKRAGGGSGGE®) LVESGGGLVQ PGGSLRLSCA ASGFTFNTYA
MNWVRQAPGK GLEWVARIRS KYNNYATYYA DSVKDRFTIS RDDEKNS
QMNSLKTEDT AVYYCVRHGN FGNSYVSWFA YWGQGTLVTV SS@BCGG
AALEKEVAAL EKEVAALEKE VAALEK

diacuerpo DART™ CD19-h-mAb2

[00283] Secuencia de aminoacidos de theCD19VL-hXR32VH-E d=lidiacuerpo CD19-h-

mAb2 DART™ (las ligaduras entre la secuencia CD13Mha secuencia hXR32VH y entre

entre la secuencia hXR32VH y la secuencia E ctdinesubrayadaspEC ID NRO.:60):
DIQLTQSPAS LAVSLGQRAT ISCKASQSVD YDGDSYLNWY QQIPGE®E
LIYDASNLVS GIPPRFSGSG SGTDFTLNIH PVEKVDAATY HCQQSDPW
TFGGGTKLEI KGGGSGGEHQLVESGGGL VQPGGSLRLS CAASGFTENT
YAMNWVRQAP GKGLEWVARI RSKYNNYATY YADSVKDRFT ISRIDI3%EK
YLOMNSLKTE DTAVYYCVRH GNFGNSYVSW FAYWGQGTLV TVSS&GC
EVAALEKEVA ALEKEVAALE KEVAALEK

[00284] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-CD19VH-K coikl ddiacuerpo

DART™CD19-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuemX&32VL y la secuencia CD19VH

y entre la secuencia CD19VH y la secuencia K cidme subrayadas$EC ID NRO.:61):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALW YSNXE
GGGTKLTVLG GGGSGARGQLQQSGAELY RPGSSVKISC KASGYAFSSY
WMNWVKQRPG QGLEWIGQIW PGDGDTNYNG KFKGKATLTA DESESTA
LSSLASEDSA VYFCARRETT TVGRYYYAMD YWGQGTTVTV SSGGRGG
AALKEKVAAL KEKVAALKEK VAALKE

ERBITUX™-h-mAb2 diacuerpo DART™
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[00285] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-EGFRVH-E cell dlacuerpo DART™

ERBITUX™-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencid&rB2VL y la secuencia EGFRVH y

entre la secuencia EGRFVH y la secuencia de Eestdin subrayadas3EC ID NRO.:62):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALWYSNXE
GGGTKLTVLG GGGSGABGQLKQSGPGLY QPSQSLSITC TVSGFSLTNY
GVHWVRQSPG KGLEWLGVIW SGGNTDYNTP FTSRLSINKD NSKBERMF
NSLQSNDTAI YYCARALTYY DYEFAYWGQG TLVTVSSGGOERABLEK
EVAALEKEVA ALEKEVAALE K

[00286] Secuencia de aminoacidos de EGFRVL-hXR32VH-Kcoil diacuerpo DART™

ERBITUX™-h-mADb2 (las ligaduras entre la secuenc@RVL y la secuencia hXR32VH y

entre la secuencia hXR32VH y la secuencia K cadresubrayadaspEC ID NRO.:63):
DILLTQSPVI LSVSPGERVS FSCRASQSIG TNIHWYQQRT NGSPRIKY
ASESISGIPS RFSGSGSGTD FTLSINSVES EDIADYYCQQ NNNWPHGA
GTKLELKGGGSGGB®LY ESGGGLVQPG GSLRLSCAAS GFTFNTYAMN
WVRQAPGKGL EWVARIRSKY NNYATYYADS VKDRFTISRD DSKNSKM
NSLKTEDTAV YYCVRHGNFG NSYVSWFAYW GQGTLVTVSS GGCRBBG
LKEKVAALKE KVAALKEKVA ALKE

[00287] Dichos diacuerpos DART™ se encontraron que soncespede unirse a CD3 un
mono macacoRiguras 10A-10Q.
[00288] Los CDRs de mAb2 humanizados (h-mAb2) se usaroa papducir una serie
adicional de diacuerpos DART™ que tienen un prigiéo de unidn al epitope y un segundo
sitio de union al epitope capaz de unirse a B7dic(erpo DART™ “B7-H3-1-h-mAb2” y
B7-H3-2-h-mAb2”).
diacuerpo DART™ B7-H3-1-h-mAb2
[00289] Secuencia de aminoacidos del hBRCA69DVL-hXR32VH-&l ael diacuerpo
DART™ B7-H3-1-h-mAb2 (las ligaduras entre la sewia hBRCAG9DVL y la secuencia
hXR32VH y entre la secuencia hXR32VH y la secuenlgéE coil estan subrayadaSHEC
ID NRO.:64):
DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKLY.
TSRLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDIATYYCQQ GNTLPRPGG
GTKLEIKGGGGSGGE®EL VESGGGLVQP GGSLRLSCAA SGFTENTYAM
NWVRQAPGKG LEWVARIRSK YNNYATYYAD SVKDRFTISR DDSKNL&L

MNSLKTEDTA VYYCVRHGNF GNSYVSWFAY WGQGTLVTVS SGEVAGG
ALEKEVAALE KEVAALEKEV AALEK

[00290] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-hBRCAG69DVH-KI atel diacuerpo
DART™ B7-H3-1-h-mAb2 (las ligaduras entre la sewmia hXR32VL and la secuencia
hBRCAG69DVH entre la secuencia hBRCAG69DVH vy la semi@ K coil estan subrayadas)
(SEC ID NRO.:65):

QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
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GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALW YSNXE
GGGTKLTVLG GGGSGCRGQLVQSGAEVK KPGASVKVSC KASGYTFTSY
WMQWVRQAPG QGLEWMGTIY PGDGDTRYTQ KFKGRVTITA DKSMEA
LSSLRSEDTA VYYCARRGIP RLWYFDVWGQ GTTVTVSSGGR®&A K
EKVAALKEKYV AALKEKVAAL KE
diacuerpo DART™ B7-H3-2-h-mAb2
[00291] Secuencia de aminoacidos de hBRCA84DVL-hXR32VH-Hl ckel diacuerpo
DART™ B7-H3-2-h-mAb2 (las ligaduras entre la sautia hBRCA84DVL vy la secuencia
hXR32VH hXR32VH sequence y la secuencia de E csthre subrayadas)SEC ID
NRO.:66):
DIQLTQSPSF LSASVGDRVT ITCKASQNVD TNVAWYQQKP GKAPRAL
ASYRYSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YNNYPEQ
GTKLEIKGGGGSGGE®L VESGGGLVQP GGSLRLSCAA SGFTENTYAM
NWVRQAPGKG LEWVARIRSK YNNYATYYAD SVKDRFTISR DDSKMN&L
MNSLKTEDTA VYYCVRHGNF GNSYVSWFAY WGQGTLVTVS SGERVAGG
ALEKEVAALE KEVAALEKEV AALEK
[00292] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-hBRCA84DVH-KI atel diacuerpo
DART™ B7-H3-2-h-mAb2 (las ligaduras entre la sautia hXR32VL y la secuencia
hBRCA84DVH y la secuencia hBRCA84DVH vy la secueri€iaoil estan subrayadas3EC
ID NRO.:67):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALW YSNXIE
GGGTKLTVLG GGGSGEBLGQLVESGGGLY QPGGSLRLSC AASGFTFSSF
GMHWVRQAPG KGLEWVAYIS SDSSAIYYAD TVKGRFTISR DNAKKISR
MNSLRDEDTA VYYCGRGREN IYYGSRLDYW GQGTTVTVSS GERGREG
LKEKVAALKE KVAALKEKVA ALKE
[00293] Dichos diacuerpos DART™ se encontraron que soncegpade unirse a CD3 soluble
de mono macacd-(gura 10D).
Ejemplo 9
Reactivos de reorientacion de afinidad dual (DART ™s
Los Diacuerpos Especificos para HER2/neu y CD3 Medianopente matanza de células T
dirigida
[00294] Los diacuerpos de reactivo de redireccionamiento afinidad dual (DART™)
especificos para HER2/neu y CD3 se prepararon.oBichacuerpos DART™ tienen la
capacidad de localizar una célula T (al unir dicélla T a la porcién que se une al antigeno
de un diacuerpo DART™ que se une a CD3) en la aidinade una célula tumoral (al unir
dicha célula con cancer a la porcion que se un&R2teu del diacuerpo DART™ ). La
célula T localizada puede mediar entonces la mataezla célula tumoral en un proceso

denominado en este documento matanza “redirigida”.
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[00295] El diacuerpo reactivo de redireccionamiento pamidéid dual (DART™) especifico
para HER2/neu y CD3 se construye que tiene los momianti-HER2/neu variables de
trastuzumab y los dominios variables anti-CD3 dedb2 VH-8 y h-mab2 VL-6SEC ID
NRO.s: 58-59.

[00296] Con el fin de demostrar la capacidad de los dipgnseDART™ de mediar dicha
matanza redirigida de células cancerosas, el amgasionado diacuerpo DART™ HER2/neu
x CD3 se incuba en varias concentraciones conasetié tumor de destino (Células de tumor
SKOV-3, células de tumor SKBR-3, células de tumbd®, y células de tumor MCF-7) y se
determina PBMC efectoras en reposo (proporcion=3D:1) y citotoxicidad (LDH Assay).
Los resultados de estas investigaciones demuektraapacidad del diacuerpo DART™
HER2/neu x CD3 para mediar la matanza redirigideéliglas tumorales.

Ejemplo 10

Terapia con anticuerpo monoclonal anti-TCR para paentes con diabetes autoinmune
[00297] PacientesCuarenta pacientes con diabetes Tipo 1 se recp#em participacion de
acuerdo con los siguientes criterios: entre 7 yalfs de edad, dentro de 6 semanas de
diagnostico de acuerdo con los criterios de la AeaarDiabetes Association, y confirmacion
de la presencia de anticuerpos anti-GADG65, antidCA y/o anti-insulina. Los pacientes
permanecen bajo el cuidado de sus médicos persahaiante el transcurso del estudio.
[00298] Los pacientes elegibles se asignan en forma alg@adoun grupo de control y un
anticuerpo anti-CD3 humanizado (N297Q) como grup@gratamiento (que comprende h-
mab2 VH-8 y h-mab2 VL-6). Luego de la aleatorizaciée extrajeron muestras de sangre
para establecer los niveles de HA1c basales, wpaesta al C-péptido de pretratamiento a un
MMTT se establece y se realiza un FPIR de prertriaiaio a IGTT. Los pacientes en ambos
grupos se hospitalizan para recibir o bien un tn&ato de 6 dias de anticuerpo monclonal
anti-CD3 humanizado (N297Q) o placebo. El anticaesp administra por via intravenosa en
la siguiente dosificacion: 17 pgfrel dia 1, 34,3 pg/frel dia 2, 69 pg/fel dia 3, 137,6
ng/nt el dia 4, y 275,3 pg/fmos dias 5 y 6. En forma alternativa, el anticueppede
administrarse via intravenosa en la siguiente @asibn: 1,6 pg/kg/dia el dia 1; 3,2
png/kg/dia el dia 2; 6,5 pg/kg/dia el dia 3; 13 phlla el dia 4; y 26 pg/kg/dia los dias 5
through 14. En los estudios de aumento de la dekigsatamiento puede seyor ej, 1,42
pno/kg/dia el dia I; 5,7 pg/kg/dia el dia 2; 11 gdidika el dia 3; 26 pg/kg/dia el dia 4; y 45,4
png/kg/dia los dias 5 through 14. En estudios piosés, la terapia se altera para aumentar la
dosificacion y/o reducir el transcurso del tiempo tcatamiento. Por ejemplo, en estudios
posteriores puede administrarse a los pacienttéstamiento de 4 dias: 6,4 pug/kg/dia el dia I;
13 pg/kg/dia el dia 2, y 26 pg/kg/dia los dias 8.;ydurante los estudios adicionales de
aumento de la dosis, el tratamiento puede ser I8(dja el dia 1; 16 pg/kg/diael dia 2; y 32
png/kg/dia los dias 3 y 4.
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[00299] Durante los estudios iniciales la dosificacion algicuerpo en los primeros tres dias
de tratamiento se administra por medio de la idfu$V durante 20 horas para monitorear las
reacciones adversas. Estudios posteriores dismirelyieempo de administracion y/o separan
la dosificacion en 2 a 4 partes iguales que se radiraran como inyeccion en bolos
distribuida en forma pareja con el transcurso dbdras. Los pacientes en el grupo de control
sufren analisis metabdlicos e inmunoldgicos peraawmiben anticuerpos monoclonales. Se
monitorean los pacientes durante todo el estudioa pdeterminar los efectos
inmunosupresores del anticuerpo monoclonal anti3 (N297Q).

[00300] Se monitorea a los pacientes durantel8 meses dedpliatamiento. la funcion de
las célulash se determina cada 6 meses en el caso de intdkerarla glucosa y cada 12
meses en el caso de tolerancia normal a la gluSesaermitié que los pacientes tengan una
dieta normal, y permanezcan bajo el cuidado de édiao personal mientras duraba el
estudio. Se repiten los ensayos inmunologicos éervimlos de 6 meses. Se aplicara
tratamiento de insulina a pacientes como lo indicenédico personal.

[00301] La funcion de las célulgsse analizara de acuerdo con los cambios de leteside
péptidos C segun se mide por radioinmunoensayopugssde extraer muestras para C-
péptido basal y glucosa, se da a los pacientesamala mixta. Los niveles de C péptido se
miden en muestras extraidas después de 15, 3806020, 150, 180, 210, y 240 min. La
respuesta el C-péptido a la prueba de toleranctmhéda mixta (MMTT) se expresa como el
area total bajo la curva de respuesta (AUC). Saidera que ha ocurrido un cambio en la
respuesta si la respuesta difiere por mas de 7,6i@ato de respuesta al ingresar al estudio.
Las respuestas del C-paptido de los pacientes a Md¢Tmonitorean continuamente 6 meses,
9 meses, 12 meses, 15 meses y 18 meses despugsatriento. En forma alternativa, la
funcion de las células se evalta por FPIR a IGTT. Los niveles séricogdelina se miden
por una modificacion de un método de radioinmunagmsle doble anticuerpo con el uso de
tirosina Al4—insulina marcada monoyodada (AmersRaarmacia). FPIR se calcula como la
suma de los niveles de insulina a los 1 y 3 mindespués de la carga de glucosa (0,5 g/kg).
Los niveles de hemoglobina glicosiladas se midereptest de inhibicién por aglutinacién de
latex.

[00302] Monitoreo inmunoldgicoEl nivel de autoanticuerpos contra GADG65, IA2/1IAR5 e

insulina se miden con ensayos de radio union cammoseoce en la materipdr ej, Woo et
al., 2000, J. Immunol Métodos 244:91-103). La deieacion de genotipos HLA-DQA y
HLA-DQB se realiza por secuenciacion directa deoknmrfismos exodnicos después de la
amplificacion por PCR. El nivel de citoquinas enseero después de la administracion del
anticuerpo monoclonal se mide por ensayo inmunohbste ligado a enzimas (ELISA). La
produccion de anticuerpos anti-idiotipicos se nuwved por ensayo ELISA con el uso de un
anti-CD3 adherido a las placas (N297Q) o por citoia&le flujo para medir el bloqueo union
de anti-CD3-FITC a la cadena CD3 de TCR.
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[00303] Analisis estadisticosSe conducira el analisis de los datos sobre leidarresidual

de las células beta, nivel de anticuerpos, nivelctlequinas y nivel de hemoglobina
glicosinada. Se realizara un analigispara evaluar el efecto del tratamiento farmacoldgi
antes y después de la administracién del medicaméat comparacion entre el grupo de
control y el grupo de tratamiento se realizaraeldest de Mann-Whitney U.
Ejemplo 11
Reactivos de reorientacion de afinidad dual (DART ™gsDiacuerpos Especificos para B7TH3 y
CD3 Matanza potente promedio de células T dirigida

[00304] Los reactivos de reorientacién de afinidad dual RDAY), Diacuerpos Especificos
para el antigeno B7H3 y CD3 se prepararon. B7H3 hae detectado en forma
inmunohistoquimica en lineas celulares de tumorapGtal, A.et al. (2001) ‘B7-H3: A
Costimulatory Molecule For T Cell Activation andNF Production” Nature Immunol.
2:269-274; Saatian, Bt al. (2004) ‘Expression Of Genes For B7-H3 y Other T Cell Ligand
By Nasal Epithelial Cells During Differentiation AnActivation” Amer. J. Physiol. Lung
Cell. Mol. Physiol. 287:L.217-L225; Castricosi al. (2004) ‘1dentification Of 41g-B7-H3 As
A Neuroblastoma-Associated Molecule That Exertsrédteetive Role From An NK Cell-
Mediated Lysis Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 101(34):12640633); Sun, Met al. (2002)
“Caracterization of Mouse and Human B7-H3 GehésImmunol. 168:6294-6297). Varios
estudios independientes han demostrado que ldaséke tumor maligno humano exhiben un
marcado aumento en la expresion de proteina B7-¢g\esta expresion aumentadase asocio
aumento de la severidad de la enfermedad (Zangf, &.(2007) “The B7 Family And Cancer
Therapy: Costimulation And CoinhibitignClin. Cancer Res. 13:5271-5279), lo que sugiere
gue B7-H3 esta explotado por tumores como via @siéw inmune (Hofmeyer, Ket al.
(2008) “The Contrasting Role Of B7-kf3Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 105(30):10277-
10278).
[00305] La porcidon que se une a CD3 de dichos diacuerpoRTDA se compard con las
antes mencionadas regiones variables de caderamdiwy pesada del mAb2 anti-CD3
humanizado (h-mAb2 VH-8 y h-mAb2 VL-6). La porciale B7H3 de dichos diacuerpos
DART™ se compar6 con hBRCA84D-2 de Cadena livianABRCA84D-2 de Cadena
pesada$EC ID NRO.s. 64-65.
[00306] Dichos diacuerpos DART™ tienen la capacidad deltacauna célula T (al unir
dicha célula T a la porcién que se une al antigémain diacuerpo DART™ que se une a
CD3) en la ubicacion de una célula tumoral (al uh@ha célula con cancerto the B7H3
binding portion del diacuerpo DART™ ). La célulalacalizada puede mediar entonces la
matanza de la célula tumoral por medio de the ggoematanza “redirigida”.
[00307] Con el fin de demostrar la capacidad de dichosudipgos DART™ de mediar dicha
matanza redirigida decélulas cancerosas, el dipou&ART™ se incub6é en varias
concentraciones con células de tumor de destinlulg@éde tumor A498, Células de tumor
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RECA905021E) y PBMC efectoras en reposo (proporé&odh = 30:1) y se determind la
citotoxicidad (LDH Assay). Un diacuerpo DART™ (84R-mAb2) que tiene especificidad
dual por CD3 (h-mAb2) y fluoresceina (anticuerp@@se empleé como control.

Diacuerpo DART™ 4420-h-mAb2

[00308] Secuencia de aminoacidos de 4420VL-hXR32VH-E ceil diacuerpo DART™
4420-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia 4429Va secuencia hXR32VH y entre la

secuencia hXR32VH y la secuencia de E coil esthragadas)$EC ID NRO.:68):
DVVMTQTPFS LPVSLGDQAS ISCRSSQSLV HSNGNTYLRW YLQKFBQ
VLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGV YFCSQ3VYP
WTFGGGTKLE IKGGGSGGEBUQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFN
TYAMNWVRQA PGKGLEWVAR IRSKYNNYAT YYADSVKDRF TISROINE
LYLOMNSLKT EDTAVYYCVR HGNFGNSYVS WFAYWGQGTL VTVSSGG
CGEVAALEKEV AALEKEVAAL EKEVAALEK

[00309] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-4420VH-K ceil diacuerpo DART™
4420-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia hXR3g la secuencia 4420VH y entre la

secuencia 4420VH y la secuencia K coil estan salolas) SEC ID NRO.:69):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALWYSNXE
GGGTKLTVLG GGGSGGEBGKLDETGGGLY QPGRPMKLSC VASGFTFSDY
WMNWVRQSPE KGLEWVAQIR NKPYNYETYY SDSVKGRFTI SRDS®$KS
LOMNNLRVED MGIYYCTGSY YGMDYWGQGT SVTVSSGERBYBEIKEK
VAALKEKVAA LKEKVAALKE

[00310] Los resultados de estas investigaciomfégufas 11A-11B demuestran la capacidad
de los the Diacuerpos CD3 DART™ B7H3 x para mel#ianatanza redirigida a células de
tumor que expresan B7H3.
Ejemplo 12

Reactivos de reorientaciéon de afinidad dual (DART ™gsDiacuerpos Especificos para A33 y CD3

Median la potente matanza de células T dirigida
[00311] Los reactivos de reorientacion de afinidad dual ROAY), Diacuerpos Especificos
para el antigeno A33 y CD3 (diacuerpo DART™ “A3BalAb2") se prepararon. A33 es un
antigeno de la membrana que se expresa en emtddinico humano normal y de intestino
delgado y >95% de los canceres de colon humanaati{Hé.K.et al (1997) “The Human
A33 Antigen Is A Transmembrane Glycoprotein andaeNMember Of The Immunoglobulin
Superfamily’ Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 94:469-474).
[00312] Dichos diacuerpos DART™ tienen la capacidad delikarauna célula T (al unir
dicha célula T a la porcién que se une al antigémain diacuerpo DART™ que se une a
CD3) en la ubicacion de una célula tumoral (al aitha célula con cancer a la porcién que
se une a A33 del diacuerpo DART™ ). La célula Talzada puede mediar entonces la

matanza de la célula tumoral por medio de the ggooématanza “redirigida”.
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[00313] La porcidon que se une a CD3 de dichos diacuerpoRTDA se compard con las

antes mencionadas regiones variables de cadenadiyi pesada de mAb2 humanizados (h-

mAb2 VH-8 y h-mAb2 VL-6). La porcion A33 de dichasacuerpos DART™ se comparé

con el anticuerpo RECA47.

Diacuerpo DART™A33-h-mAb2

[00314] Secuencia de aminoacidos de RECA47VL-hXR32VH-K deildiacuerpo DART™

A33-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia REGA4Y la secuencia hXR32VH vy entre

la secuencia hXR32VH y la secuencia K coil estdastadas)SEC ID NRO.:70):
QIVLTQSPAI MSASPGERVT MTCSARSSIS FMYWYQQKPG SSPRYDOT
SNLASGVPVR FSGSGSGTSY SLTISRMEAE DAATYYCQQW SSYRRIG
TKLELKRGGGSGGB®LV ESGGGLVQPG GSLRLSCAAS GFTFNTYAMN
WVRQAPGKGL EWVARIRSKY NNYATYYADS VKDRFTISRD DSKNSKM

NSLKTEDTAV YYCVRHGNFG NSYVSWFAYW GQGTLVTVSS GAGCRZABG
LKEKVAALKE KVAALKEKVA ALKE

[00315] Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-RECA47VH-E deildiacuerpo DART™
A33-h-mAb2 (las ligaduras entre la secuencia hXR33\la secuencia RECA47VH y entre

la secuencia RECA47VH y la secuencia de E coihestrayadasSEC ID NRO.:71):
QAVVTQEPSL TVSPGGTVTL TCRSSTGAVT TSNYANWVQQ KPGGAPR
GGTNKRAPWT PARFSGSLLG GKAALTITGA QAEDEADYYC ALW YSNXE
GGGTKLTVLG GGGSGAPGOLQQSGPELV KPGASVKISC KASGYTFSGS
WMNWVKQRPG QGLEWIGRIY PGDGETNYNG KFKDKATLTA DKSSWTEA
LSSLTSVDSA VYFCARIYGN NVYFDVWGAG TTVTVSSGGUBGALEK
EVAALEKEVA ALEKEVAALE K

[00316] Con el fin de demostrar la capacidad de dichosudipgos DART™ de mediar dicha
matanza redirigida decélulas cancerosas, el dipguB"ART™ se incubd aent varias
concentraciones con células de tumor de destifoldséde tumor Colo205, células de tumor
RECA905021E) y PBMC efectoras en reposo (proporé&oh = 30:1) y se determind la
citotoxicidad (Ensyo LDH). Los resultados de esiagestigaciones Kiguras 12A-12B
demuestran la capacidad de A33 x Diacuerpos DARTDSB @ara mediar la matanza
redirigida a células de tumor que expresan A33.

Ejemplo 13

Reactivos de reorientacién de afinidad dual (DART ™gDiacuerpos Especificos para CD3
hacen que la matanza mediada por células T redirigas sea equivalente a la de otros diacuerpos
de CD3 especificos de los humanos

[00317] Con el fin de evaluar en forma adicional los diapase reactivos especificos de CD3
de reorientacion de afinidad dual (DART™) de lasprde invencion, la capacidad del antes
mencionado diacuerpo DART™ CD19-h-mAb2 para pradicimatanza mediada por las
células T redirigidas wcomo cuando se compara tatelediacuerpo CD19 x CD3 DART
deof Moore, P.Aet al (2011) (‘Application Of Dual Affinity Retargeting Moleculd®

Achieve Optimal Redirected T Cell Killing Of B-Cé&ymphomgd Blood 117(17):4542-
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4551). El diacuerpo CD19-h-mAb2 DART™ exhibe esfediad por CD3 humano asi como
también no humano; el diacuerpo CD19 x CD3 DARMabre, P.A.et al. (2011)) exhibe
especificidad sélo por CD3 humano.
[00318] De acuerdo con lo anterior, Células de célulasrdenha de células B humanas Raiji
(véase, Drexler, H.Get al (1998) ‘History And Classification Of Human Leukemia-
Lymphoma Cell LingsLeuk. Lymphoma 31(3-4):305-316; Arndt, R. (1988emostracion
de C3-Binding Circulating Immune Complexes Using, Ronglutinin And Anti-C3 Assays--
A Critical Review' Immun. Infekt. 12(1):3-11) o céulas de linfoma délulas de manto
humano JeKo-1 (Salaverria, dt al. (2006) ‘Mantle Cell Lymphoma: From Pathology And
Molecular Pathogenesis To New Therapeutic PerspegtiHaematologica 91:11-16; Jeon,
H.J. et al (1998) ‘Establishment And Caracterizacion de A Mantle Qgiimnphoma Cell
Line,” Br. J. Haematol. 102(5):1323-1326) se incubaemnla presencia de un diacuerpo
DART™ vy células mononucleares de sangre perif@icaeposo (PBMC) (E:T = 30:1). Los
resultados de este experimerfgg(ras 13AandL3B) revel6 que el diacuerpo CD19-h-mAb2
DART™ de la presente invencion causan matanza mi@diar células T redirigidas que fue
equivalente a la observada con el uso de un dipoURART CD19 x CD3 especifico para
CD3 humano. De este modo la extension de espeeificpor homélogos de CD3 no
humanos no dafo habilidad del diacuerpo DART™ pagdiar la matanza redirigida.
Ejemplo 14
Citolisis redirigida en Reactivos de reaccion cruxda de mono macaco de reorientacion de
afinidad dual (DART™s) - Diacuerpos Especificos para CD3
[00319] La capacidad del antes mencionado diacuerpo DARTCD19-h-mAb2 para
producir la matanza mediada por las células T igdas en la presencia de humano o0 mono
macaco se investigo.
[00320] Células de cancer de folon humano HT-29 (Marchisido, G. et al. (1988) “HT
29, A Model Cell Line: Stimulation By The Vasoadivntestinal Peptide (VIP); VIP
Receptor Structure And Metabolism,” Biochimie708683-671); Fogh, J. et al. (1975) In: J.
Fogh (ed.), HMAN TumOR CELLS IN VITRO, New York: Plenum Press. 1975) se incubaron en
la presencia de células T de humanos o monos ma@a@porcién E:T = 30:1) y cualquiera
del antes mencionado diacuerpo DART™ CD19-h-mAb2nodiacuerpo DART CD19 x
CD3 cuyas secuencias de CD3 derivaron del antiouelp18. El anticuerpo FN-18 exhibe
especificidad sélo por CD3 de mono macaco (Nooi. &t al (1986) Differentiation
Antigens On Rhesus Monkey Lymphocytes. |. Idattdic Of T Cells Bearing CD3 and CDS8,
and Of A Subset Of CD8-Bearing Cgllgur. J. Immunol. 16(8):975-979; Meng, €t al
(1998) ‘The Effect of Anti-CD3-Immunotoxin On T Lymphodygection in vitrQ"Transpl.
Immunol. 6(1):53-59). Se midi6 el porcentaje remuté de citotoxicidad como funcion de
concentracion del diacuerpo. Los resultadégyras 14Ay 14B) muestran que el diacuerpo
DART™ CD19-h-mAb2 fue capaz de mediar la citdlisisla presencia de células efectoras
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de células T tanto humanas como no humanas. Erastmtel diacuerpo FN-18 era capaz de
mediar la citélisis en la presencia de células Thdeo macaco.

Ejemplo 15
Reactivos de reorientacion de afinidad dual (DART ™ Diacuerpos que requieren compromiso

de células de destino

[00321] Con el fin de demostrar que el material dirigidosetvado mediado por los
Diacuerpos DART™ CD3 de la presente invencion fgeeifico, se determind el grado de
matanza en presencia y ausencia células de destino.
[00322] Se incubaron PMBCs humanas en la presencia det amémcionado diacuerpo
DART™ ERBITUX™-h-mAb2, un diacuerpo DART™ ERBITUXTMceptor de células T
(capaz de unirse a EGFR (Receptor del factor dansrento epidérimico) y el receptor de
células T), o un diacuerpo DART™ ERBITUX™-FN18 Cixapaz de unirse a EGFR y a
CD3 de mono macaco). Las incubaciones se condugarda presencia o ausencia de células
de destino A498 de cancer de riiion (Giard, Btal (1973) ‘in vitro Cultivation Of Human
Tumors: Establishment Of Cell Lines Derived fronBeries Of Solid TumorgsJ. Natl.
Céncer Inst. 51:1417-1423; Fogh, J. (1978ltivation, Caracterization, and Identification
Of Human Tumor Cells Con Emphasis On Kidney, Te&tid Bladder Tumoregs Natl.
Céancer Inst. Monogr. 49:5-9).
[00323] La glicoproteina CD69 es un antigeno de activarimmal de linfocitos T y B que se
expresa en células de la mayoria de los linajestbppyéticos, que incluyen neutrofilos
después de la estimulacion (Atzeniagfal (2002) ‘Induction Of CD69 Activation Molecule
On Human Neutrofilos by GM-CSF, IFENy IFN-,” Cellular Immunol. 220(1): 20-29). The
CD69 Mean Fluorescent Intensity (MFI) por lo tarde midié (como funcién de la
concentracion de) como medio para avaluaras a meanfssessing immune system
activation (véasepor ej, Ampel, N.M. et al (2002) ‘In Vitro Whole-Blood Analysis of
Cellular Immunity In Patients With Active Coccidlomycosis Using de the Antigen
Preparation T27K’ Clinical Diagnostic Laboratory Immunology 9(50:39-1043).
[00324] Los resultados Higuras 15A y 15B muestran que la activacion del sistema
inmunolégico (medida por MFI de CD69) aument6 s@ata cuando se incubaron células T
CD4+ o CD8+ con el diacuerpo DART™ ERBITUX™-h-mAL2 la presente invencion o
un diacuerpo DART™ ERBITUX™-receptor de célulagcpaz de unirse a EGFR y el
receptor de células T). El diacuerpo DART™ ERBITYXN18 CD3 (capaz de unirse a
EGFR y a CD3 de mono macaco) no indujo un aumean{o69 MFI.

Ejemplo 16
Matanza re dirigida por diacuerpos DART™ de Mono maaco humanos / con reaccién cruzada
[00325] Para demostrar en forma adicional habilidad detwtigpos DART ™de la presente
invencién para mediar la matanza redirigida, céldla destino 498e cancer de rifidn o células de
carcinoma epidermoide A431 (Lee, C.Et al (2010) The Distribution Of Monoclonal
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Therapeutic Antibodies Cetuximab And TrastuzumalthiVi Solid Tumor$ BMC
Cancerl10:255; pages 1-11; Bryant, J&. al (2004) ‘EGFActivates Intracellular And
Intercellular Calcium Signaling By Distinct Pathwsayn Tumor Cell$ Cancer Biol. Ther.
3(12):1243-1249) y el grado de matanza dirigidaiadalpor varios diacuerpos DART™ en
la presencia de células efectoras PMBC (E:T = 3eldetermino.

[00326] Se incubaron células en la presencia de cualquikradiacuerpo DART™
ERBITUX™-h-mAb2, diacuerpo DART™ ERBITUX™-m-mAb2 diacuerpo DART™
4420-h-mAb2 (control negativo) o un anticuerpo detml secundario. La unién a células
blanco se determind por medicion de MFI. La matatiggida se evalué midiendo el % de
citotoxicidad.

[00327] Los resultados de esta investigacion se muestrafaefiguras 16A-160D Se
encontré que los diacuerpos que tienen por CD3 fFHEGoNn capaces de unirse a células
A498 o0 A431 (Figura 16A y 16C, respectivamente), y mediar la matanza redirigel@stas
células(Figura 16By 16D, respectivamente).

[00328] Todas las publicaciones y patentes mencionadastanmeemoria descritiva estan
incorporadas en este documento con referencia sinmipunto que si cada publicacion
individual o solicitud de patente se indicara effiizce individualmente como incorporada a
modo de referencia en su totalidad. Mientras quevencion se ha descrito en conexién con
sus realizaciones especificas, se comprendera gu@ueden realizar modificaciones
adicionales y esta Solicitud intenta cubrir muckasiaciones, usos, adaptaciones de la
invencion que sigue, en general, los principiosadevencion y que incluyen dichas partidas
de la presente divulgacion como dentro de la maatisual y conocida del arte al cual la
invencion pertenece y como puede aplicarse a tasteaisticas esenciales en este documento

mencionado con anterioridad.

95



Reivindicacion 1.

REIVINDICACIONES

Una molécula que se une a CD3amumeprende un fragmento que se

une al antigeno de un anticuerpo, en donde dicgnfento que se une al

antigeno comprende un dominio VL especifico de @BBanticuerpo y un

dominio VH especifico de CD3 del anticuerpo, endi#odicho dominio VL

especifico de CD3 y dicho dominio VH especificoGl23 forman un dominio

de unién al antigeno capaces de lograr la uniéfoena inmunoespecifica a

ambos un epitope de CD3 humano y a un epitopeDigldé un mamifero no

humano, en donde:

(1

(In

dicho dominio VL especifico de CD3 se selecaiotel grupo que
consiste en h-mab2 VL-BEC ID NRO.:16), h-mab2 VL-2 §EC ID
NRO.:18), h-mab2 VL-3 SEC ID NRO.:20), h-mab2 VL-4 SEC ID
NRO.:22), h-mab2 VL-5 SEC ID NRO.:24), h-mab2 VL-6 S§EC ID
NRO.:26), h-mab2 VL-7 SEC ID NRO.:28), h-mab2 VL-8 §EC ID
NRO.:30), h-mab2 VL-9 S8EC ID NRO.:32), y h-mab2 VL-10 $EC
ID NRO.:34), y dicho dominio VH especifico de CD3 se selecaio
del grupo que consiste en h-mab2 VHSEC ID NRO.:36), h-mab2
VH-2 (SEC ID NRO.:38), h-mab2 VH-3 $EC ID NRO.:40), h-mab2
VH-4 (SEC ID NRO.:42), h-mab2 VH-5 $EC ID NRO.:44), h-mab2
VH-6 (SEC ID NRO.:46), h-mab2 VH-6L SEC ID NRO.:54), h-
mab2 VH-7 SEC ID NRO.:48), h-mab2 VH-8 $EC ID NRO.:50), h-
mab2 VH-8L GEC ID NRO.:55, h-mab2VH-8 di-1 $EC ID
NRO.:56), h-mab2 VH-8 di-2 $EC ID NRO.:57), h-mab2 VH-6M
(SEC ID NRO.:72), h-mab2 VH-8M(SEC ID NRO.:74), h-mab2
VH-2k (SEC ID NRO.:87), y h-mab2 VH-5KSEC ID NRO.:88); 0
dicho dominio VL especifico de CD3 se seleo@odel grupo que
consiste en h-mabl VL-BEC ID NRO.:10) and h-mabl VL-23EC
ID NRO.:12), y dicho dominio VH especifico de CD3 es h-malHl V
(SEC ID NRO.:14).
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Reivindicacion 2. La molécula que se une a CD3adeeivindicacion 1, en donde dicho
dominio VL especifico de CD3 es h-mab2 VLSHC ID NRO.:26).

Reivindicacion 3. La molécula que se une a CD3uddquiera de las reivindicaciones 1-
2, en donde dicho dominio VH especifico de CD3 -esah2 VH-8 GEC ID
NRO.:50), h-mab2 VH-4 $EC ID NRO.:42), o h-mab2 VH-2k $EC ID
NRO.:87).

Reivindicacion 4. La molécula que se une a CD3uddquiera de las reivindicaciones 1-
3, en donde dicha molécula es un anticuerpo.

Reivindicacion 5 El anticuerpo que se une a CD®&deivindicacion 4, en donde dicho
anticuerpo carece de una region de Fc o compremaleagion de Fc que:

(A) carece de funcion efectora o tiene funcién tefiecreducida; o

(B) dafia la capacidad de la region Fc of dichocaetpo de unirse a un
receptor de Fc;

en donde dicha reduccion en la funcion efector&clyoddario de la capacidad

de union es con relacion a la de un receptor dgpbcalvaje.

Reivindicacion 6. La molécula que se une a CD3uddquiera de las reivindicaciones 1-
3, en donde dicha molécula es un diacuerpo quesa D3 que comprende
una primera cadena de polipéptido y una segundaneade polipéptido,
dichas cadenas estan unidas en forma covalengeestnén donde:

l. dicha primera cadena de polipéptido comprend&mino amino y un
término carboxi y de término N a término C:
0] un dominio (A) que comprende dicho dominio \dpecifico de
CD3;

(i) un dominio (B) que comprende una region dedande un

dominio variable de cadena pesada de una segunda

inmunoglobulina (VH2); y
(i)  un dominio (C);
en donde dichos dominios (A) y (B) no se asociareesi para formar

un sitio que se une al epitope;

(I dicha segunda cadena de polipéptido compremd&rmino amino y un

término carboxi y de término N a término C:

0] un dominio (D) que comprende una region de mnig un
dominio variable de cadena liviana de dicha segunda
inmunoglobulina (VL2);

(i) un dominio (E) que comprende dicho segundo idaonVH
especifico de CD3;
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(@iif)  un dominio (F);
en donde dichos dominios (D) y (E) no se asocidreesi para formar
un sitio que se une al epitope; y

en donde:

(1) dichos dominios (A) y (E) se asocian para fardieho dominio que se
une al antigeno que es capaz de lograr la unionfoema
inmunoespecifica a ambos CD3 humano y al CD3 deamifero no
humano;

(2) dichos dominios (B) y (D) se asocian para faromasitio de unidn que
se une en forma inmunoespecifica a un segundopepidacho segundo
epitope es diferente del epitope CD3 unido powaiidio de unién al
antigeno formado a partir de dicha asociacion dieodi dominios (A) y
(E)y

3) dichos dominios (C) y (F) se asocian entraxdbema covalente.

Reivindicacion 7. El diacuerpo que se une a CD&deivindicacion 6, en donde dicho
segundo epitope no es un epitope de CD3.

Reivindicacion 8. El diacuerpo que se une a CD&deivindicacion 6, en donde dicho
segundo epitope es un epitope de CD3 que es ddedeh epitope de CD3
unido por el dominio de unién al antigeno formagm#ir de dicha asociacion
de dichos dominios (A) y (E).

Reivindicacion 9. La molécula que se une a CD3uddquiera de las reivindicaciones 1-
3, el anticuerpo de cualquiera de las reivindiaae$o4-5, o el diacuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 6-8 que estaimnado.

Reivindicacion 10.  La molécula que se une a CD8uddquiera de las reivindicaciones 1-
3 0 9 o0 el diacuerpo de cualquiera de las reivadanes 6-9 que es capaz de
lograr la union en forma inmunoespecifica a CD3lyaresceina.

Reivindicacion 11.  La molécula que se une a CD8uddquiera de las reivindicaciones 1-
3 0 9 o el diacuerpo de cualquiera de las reivamanes 6-9, que es capaz de
lograr la unién en forma inmunoespecifica a amipsCD3 vy (ii) (a) un
antigeno del tumor, o (i) (b) un antigeno de lpesticie de una célula,
receptor o ligando del receptor.

Reivindicacion 12. La molécula que se une a CD&ourpo de la reivindicacion 11, en
donde dicha molécula o diacuerpo es capaz de ldgramion en forma
inmunoespecifica a CD3 y a un antigeno del tumpresado en una célula
tumoral, en donde dicha célula de tumor es undacélmoral de un céancer
seleccionado del grupo que consiste en: canceraeamcancer de prostata,
cancer gastrico, cancer de pulmén, cancer de egtnwancer de colon,

cancer rectal, cancer de pancreas, cancer de higadgcer de ovario, cancer
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de la cavidad oral, cancer de faringe, cancer déags, cancer de laringe,
cancer de hueso, cancer de piel, melanoma, careeiteto, cancer de
testiculo, cancer de vesicula, cancer de rifidrgezaate cerebro, glioblastoma,
cancer de tiroides, linfoma, mieloma y leucemia.

Reivindicacion 13. La molécula que se une a CD&ougrpo de la reivindicacion 11, en
donde dicha molécula o diacuerpo es capaz de ldgramion en forma
inmunoespecifica a CD3 y un antigeno de superfieiena célula, receptor o
ligando del receptor, en donde dicho antigeno deipeerficie celular, receptor
o ligando del receptor es HER2/neu, B7-H3, CD20MRSIGF-1R., Ep-
CAM, o es una molécula involucrada en la asociadércélula T - célula B
que conduce una célula T o activacion de célulagnBuna respuesta
inmunoldgica adaptativa.

Reivindicacion 14. La molécula que se une a CD&ougrpo de la reivindicacion 13, en
donde dicha molécula o diacuerpo es capaz de ldgramion en forma
inmunoespecifica a CD3 y a una molécula involucradadicha asociacion
célula T — célula B y dicha molécula involucradadécha asociacion célula T
— célula B se selecciona del grupo que consisteld, CD20, CD22, CD23,
CD27, CD32B, CD38, CD40, CD79a, CD79b, CD80, CDgeA-I, LFA-3 y
CFA-I.

Reivindicacion 15.  Una composicién farmacéutica qomprende la molécula que se une
a CD3 de cualquiera de las reivindicaciones 1-3-134,9el anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 4-5 , o el dggpa de cualquiera de las
reivindicaciones 6-14 , y un vehiculo, excipientdilayente aceptable desde el
punto de vista farmacéutico.

Reivindicacion 16. La composicion farmacéutica aedivindicacion 15, para usar en el
tratamiento del cancer o una enfermedad autoinrounigamatoria.
Reivindicacion 17.  La composicion farmacéutica aedivindicacion 16, para usar en el
tratamiento de una enfermedad autoinmune o inflan@aseleccionado del

grupo que consiste en: diabetes dependiente desldina tipo |, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosidtiple, enfermedad
inflamatoria intestinal, miastenia grave, enferntedzeliaca, Sindrome de
Sjogren, enfermedad de Grave, enfermedad de Chapgtitis autoinmune,
psoriasis, artritis soriatica, asma, rinitis aléagi efectos del transplante de
organos, o enfermedad de huésped vs. injerto (GVHD)

Reivindicacion 18. La composicion farmacéutica aedivindicacion 16, para usar en el
tratamiento de diabetes dependiente de la instipod.

99



ABSTRACT OF THE DISCLOSURE:

La presente invencion se refiere a moléculas gusen a CD3 capaces de unirse un

CD3 humano y no humano, y en particular a dichakecatas que que muestran reaccion
cruzada con CD3 de un mamifero no humasar €j, un mono macaco). La invencion se
refiere ademas a usos de dichos anticuerpos y &aigs que se unen al antigeno en el

tratamiento del cancer, enfermedades inflamatgf@autoinmunes y otras alteraciones.
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<210> 1
<211> 107
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 1
GIn Val Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala lle Met Ser Ala
1 5 10
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
20 25
Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Ser Gly Thr Ser Pro Lys Arg
35 40 45
Asp Ser Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lle Ser Ser Met
65 70 75
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Ser Arg Asn
85 90
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu GlIn lle Thr Arg
100 105
<210> 2
<211> 321
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
caggtggtgc tgacccagtc ccccgecatce atgtcegect tcceegg

atgacctgct ccgectecte cteegtgtee tacatgaact ggtatca
acctcceeca ageggtggat ctacgactce tccaagcetgg cctcegg
ttctctgget cecggceteegg caccagctac tcectgacca tetecte
gacgccgcca cctactactg ccagcagtgg tcccggaacc cecectac
accaagctgc agatcaccag a

<210> 3

e a CD3 humano y no

Phe Pro Gly
15

Ser Tyr Met
30

Trp lle Tyr
Ser Gly Ser
Glu Thr Glu

80

Pro Pro Thr
95

cga gaaagtgaca
gca gaagtccggc
cgt gceegecaga
cat ggaaaccgag

ctt cggcggaggc
321

60

120

180

240

300
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<211> 121

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 3

GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg
1 5 10

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

20 25
Thr Met His Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly GIn Gly Leu
35 40 45
Gly Tyr lle Asn Pro Ser Ser Ala Tyr Thr Asn Tyr Asn
50 55 60
Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser
65 70 75
Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
Ala Ser Pro GIn Val His Tyr Asp Tyr Asn Gly Phe Pro
100 105
GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 4
<211> 363
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 4

caggtgcagc tgcagcagtc tggcgccgag ctggecagac ctggege

tcctgcaagg cctccggeta caccttcace cggtccacca tgcactg

cctggacagg gcctggaatg gatcggetac atcaacccct ccagege

aaccagaagt tcaaggacaa ggccaccctg accgccgaca agtccte

atgcagctgt cctcectgac ctccgaggac tccgeegtgt actactg
gtgcactacg actacaacgg cttccectac tggggccagg gcaccct
tcc

<210> 5

<211> 110

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn Glu Lys Pro Asp His Leu
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Gly Val Pro
50 55 60

Pro Gly Ala
15

Thr Arg Ser
30

Glu Trp lle

GIn Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly
110

Pro Gly Glu
15

Thr Thr Ser
30

Phe Thr Gly

Ala Arg Phe

ctc cgtgaagatg
ggt gaaacagcgg
cta caccaactac
cag caccgcctac
cgc cteeceeccag

got gacagtgtcc

363
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Ser Gly Ser Leu lle Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr lle

65 70 75
GIn Thr Glu Asp Glu Ala lle Tyr Phe Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 6

<211> 330

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 6
caggccgtgg tgacacagga gtcagctctg accacatcce caggega

acctgcagat ccagcactgg agcagtgact acctctaact acgctaa
aagcccgacc acctgttcac tgggctgatc ggcggaacca acaaaag
cctgeecggt tttetggeag tetgatcgga gacaaggecg ctctgac
cagacagagg atgaagctat ttacttctgt gcactgtggt atagcaa

gggggtggca ccaaactgac agtgctggga

<210> 7

<211> 125

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125

<210> 8

<211> 375

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 8

gaggtgaagc tgctggaaag cggcggagga ctggtgcage caaaggg

tcctgegecg ccteeggctt cacctttaac acatacgeta tgaattg

cctggcaagg gectggagtg ggtggcaagg atcaggtcca agtacaa

Thr Gly Ala
80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

aac agtgactctg
ttg ggtgcaggag
ggc acccggtgtg

aat tactggcgcc

60

120

180

240

tct gtggotgttt 300

330

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

atc actgaaactg

got gcgacaggca

caa ttatgcaacc

60

120

180
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tactatgccg actctgtgaa ggatagattc acaatcagtc gcgacga
ctgtatctgc agatgaacaa tctgaaaact gaagacaccg ccatgta
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg
gtgactgtgt cttcc

<210> 9

<211> 218

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
1 5 10

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met lle Ser Arg Thr Pro Glu
20 25

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys
35 40 45

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
50 55 60

Glu GIn Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
65 70 75

His GIn Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
85 90

Lys Ala Leu Pro Ala Pro lle Glu Lys Thr lle Ser Lys
100 105

GIn Pro Arg Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
115 120 125

Met Thr Lys Asn GIn Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
130 135 140

Pro Ser Asp lle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn
145 150 155

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
165 170

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn
180 185

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
195 200 205

GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
210 215

<210> 10

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb1 variable hu

liviana
Variante 1

<400> 10

ttc ccagagcatt
cta ttgtgtgcgg
aca ggggacactg

375

Phe Pro Pro
15

Val Thr Cys
30

Phe Asn Trp
Pro Arg Glu
Thr Val Leu

80

Val Ser Asn
95

Ala Lys Gly
110

Arg Glu Glu
Gly Phe Tyr
Pro Glu Asn

160

Ser Phe Phe
175

GIn Gly Asn
190

His Tyr Thr

240

300

360

manizado de cadena



Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
1 5 10

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val

20 25
Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg
35 40 45
Asp Ser Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu
65 70 75
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Ser Arg Asn
85 90
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105
<210> 11
<211> 318
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana
Variante 1

<400> 11
gacatccaga tgacccagtc cccctccagce ctgtcegect ctgtggg

atcacctgtt ccgccagctc ctcegtgtee tacatgaact ggtatca
aaggccccca agcggctgat ctacgactce tccaagetgg ceteegg
ttctccggct ctggctcegg caccgagtte accctgacca tetecag
gacttcgcca cctactactg ccagcagtgg tcccggaacc ceectac
accaaggtgg aaatcaag

<210> 12

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb1 variable hu

liviana
Variante 2 (mAbl LC-2)

<400> 12

Asp Val Val Met Thr GIn Ser Pro Ala lle Met Ser Ala
1 5 10

Glu Lys Val Thr lle Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val
20 25

Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Arg
35 40 45

Asp Ser Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 55 60

Ser Val Gly
15

Ser Tyr Met
30

Leu lle Tyr

Ser Gly Ser

GIn Pro Glu
80

Pro Pro Thr
95

2 humanizado de cadena

cga cagagtgaca 60
gca gaagcccgge 120
cgt gccctccaga 180
cct gcagcccgag 240
ctt cggcggagge 300

318

manizado de cadena

Phe Pro Gly
15

Ser Tyr Met
30
Trp lle Tyr

Ser Gly Ser

105



Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu

65 70 75
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Ser Arg Asn
85 90
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu lle Lys
100 105
<210> 13
<211> 318
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana
Variante 1

<400> 13
gacgtggtga tgacccagtc tcctgecate atgagtgcett tcccagg

attacatgct ctgcttccag ctctgtgtce tacatgaact ggtatca
aaagcaccca agaggtggat ctacgactcc tccaagctgg cctcegg
ttctctggta gtggctcagg aaccgagttt actctgacca tttccag
gatttcgcaa catactattg tcagcagtgg tccagaaatc cccctac
actaaagtgg aaatcaag

<210> 14

<211> 121

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Amino Acid Sequence of Humanized mAb1 Variab

<400> 14

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
20 25

Thr Met His Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu
35 40 45

Gly Tyr lle Asn Pro Ser Ser Ala Tyr Thr Asn Tyr Asn
50 55 60

Lys Asp Arg Val Thr lle Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser
65 70 75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Ala Ser Pro GIn Val His Tyr Asp Tyr Asn Gly Phe Pro
100 105

GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 15
<211> 363
<212> ADN

GIn Pro Glu
80

Pro Pro Thr
95

2 humanizado de cadena

cga gaaagtgacc 60
gca gaagccaggg 120
cgt gccaagccgg 180
cct gcagcctgaa 240

att tggcggaggg 300
318

le Heavy Chain

Pro Gly Ala
15

Thr Arg Ser
30

Glu Trp lle

GIn Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly
110

106



<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb 2 humanizado de cadena
variable liviana

Cadena cadena

<400> 15

caggtgcagc tggtgcagtc tggcgccgaa gtgaagaaac ctggcgce ctc cgtgaaggtg 60
tcctgcaagg cctceggcta caccttcacc cggtccacca tgcactg ggt gcgacaggcc 120
ccaggccagg gactggaatg gatcggctac atcaacccct ccagcgce cta caccaactac 180
aaccagaaat tcaaggaccg cgtgaccatc accgccgaca agtccac cag caccgcctac 240
atggaactgt ctagcctgcg gagcgaggac accgecgtgt actactg cgc ctccceccag 300
gtgcactacg actacaacgg cttcccctac tggggccagg gcaccct ggt gacagtgtcc 360
tcc 363
<210> 16

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado variable Variante 1

(h-mAb2 VL-1)

<400> 16
GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Thr
35 40 45
Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro Ala Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr lle Thr Gly Ala
65 70 75 80
GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp 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 Gly
100 105 110
<210> 17
<211> 330
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb 2 humanizado de cadena

variable liviana
Variante 1 (h-mAb2 VL-1)

<400> 17
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggegg aac tgtgaccctg 60
acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa ttg gttccagcag 120
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aagccaggac aggcaccaag gaccctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgetggge ggaaaggcecg ctctgac

caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 18

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-2)

<400> 18

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 19

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 2 (h-mAb2 VL-2)

<400> 19
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggcgg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gaccctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggecg ctctgac
caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 20

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ggc tcectggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 2

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Thr
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg ggtgcagcag 120
ggc tcectggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

108



<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-3)

<400> 20

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Phe GIn Glu Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 21

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledétido que codifica mAb
variable liviana

Variante 3 (h-mAb2 VL-3)

<400> 21
caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gaccctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggcecy ctctgac
caggccgagg acgaagccga ttactattgt getetgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 22

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-4)

<400> 22

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

variable Variante 3

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Thr
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg gttccaggag 120
ggc tcectggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 4

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
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Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro

50 55 60

Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr lle

65 70 75

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp

85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 23

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb

variable liviana
Variante 4 (h-mAb2 VL-4)

<400> 23
caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gggcctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggecg ctctgac
caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 24

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-5)

<400> 24

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn Glu Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 25
<211> 330

Ala Arg Phe
Thr Gly Ala
80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg gttccagcag 120
ggc tccctggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 5

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Thr
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

110



<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 5 (h-mAb2 VL-2)

<400> 25
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggcgg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gaccctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgetggge ggaaaggecg ctctgac

caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 26

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-6)

<400> 26

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 27

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 6 (h-mAb2 VL-6)

<400> 27
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtcce caggcgg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa

aagccaggac aggcaccaag gggcctgatc gggggtacaa acaaaag

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg
ttg ggtgcaggag
ggc tccetggacc

tat taccggggca

tct gtgggtgttc

330

60

120

180

240

300

variable Variante 6

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg

ttg ggtgcagcag

ggc tcectggacc

60

120

180

111



cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggecg ctctgac

caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 28

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-7)

<400> 28

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Phe GIn Glu Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 29

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 7 (h-mAb2 VL-7)

<400> 29
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtccc caggcgg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gggcctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggecg ctctgac
caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 30

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 7

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg gttccaggag 120
ggc tcectggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 8
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(h-mAb2 VL-8)
<400> 30

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn Glu Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 31

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 8 (h-mAb2 VL-8)

<400> 31
caggctgtgg tgactcagga gecttcactg accgtgtccc caggcgg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa
aagccaggac aggcaccaag gggcctgatc gggggtacaa acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgctggge ggaaaggecg ctctgac
caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 32

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VL-9)

<400> 32

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn Glu Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg ggtgcaggag 120
ggc tcectggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

variable Variante 9

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Phe Arg Gly

Ala Arg Phe
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50 55 60

Ser Gly Ser Leu Leu Gly Gly Lys Ala Ala Leu Thr lle

65 70 75
GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 33

<211> 330

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 9 (h-mAb2 VL-9)

<400> 33
caggctgtgg tgactcagga gccttcactg accgtgtcce caggegg

acatgcagat ccagcacagg cgcagtgacc acatctaact acgccaa

aagccaggac aggcattcag gggcctgatc gggggtacaa acaaaag

cctgcacggt tttctggaag tctgetggge ggaaaggecg ctetgac

caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 34

<211> 110

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

(h-mAb2 VL-10)
<400> 34

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Phe GIn GIn Lys Pro Asp His Leu
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

<210> 35
<211> 330
<212> ADN

Thr Gly Ala
80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg
ttg ggtgcaggag
ggc tccetggacc
tat taccggggca

tct gtgggtgttc
330

variable Variante 10

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Phe Thr Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly
110
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
variable liviana

Variante 10 (h-mAb2 VL-10)

<400> 35
caggctgtgg tgactcagga gcecttcactg accgtgtcce caggegg

acatgcagat ccagcactgg agcagtgact acctctaact acgctaa
aagcccgacc acctgttcac tgggetgatc ggcggaacca acaaaag
cctgcacggt tttctggaag tctgetggge ggaaaggecg ctctgac

caggccgagg acgaagccga ttactattgt getctgtggt atagcaa

gggggtggca caaaactgac tgtgctggga

<210> 36

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VH-1)

<400> 36

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn

1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 37

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb

pesado

Variante 1 (h-mAb2 VH-1)

<400> 37
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg

tcttgcgeceg ctagtggctt caccttttct acatacgcca tgaactg

2 humanizado de cadena

aac tgtgaccctg 60
ttg gttccagcag 120
ggc tccctggacc 180
tat taccggggca 240
tct gtgggtgttc 300

330

de cadena pesadal

Pro Gly Gly
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcaggcet 120

115



cctggaaagg ggctggagtg ggtgggcagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga
ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg
gtgaccgtgt ccagc

<210> 38

<211> 125

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VH-2)

<400> 38

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn

1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 39

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb

pesado

Variante 2 (h-mAb2 VH-2)

<400> 39
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcagce caggtgg

tcttgcgecg ctagtggctt cacctttaac acatacgeca tgaactg
cctggaaagg ggctggagtyg ggtgggcagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga
ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta

cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg

caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
ctattgtgcaaga 300
tca gggcacactg 360

375

de cadena pesada?

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcaggcet 120
caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
cta ttgtgcaaga 300

tca gggcacactg 360
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gtgaccgtgt ccagc

<210> 40

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

(h-mAb2 VH-3)

<400> 40

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn

1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 41

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucledétido que codifica mAb

pesado

Variante 3 (h-mAb2 VH-3)

<400> 41
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg

tcttgcgecg ctagtggcett caccttttct acatacgceca tgaactg
cctggaaagg ggctggagtg ggtggccagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga
ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg
gtgaccgtgt ccagc

<210> 42

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

375

de cadena pesada3

Pro Gly Gly
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcaggct 120
caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
cta ttgtgcaaga 300
tca gggcacactg 360

375

de cadena pesada4
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(h-mAb2 VH-4)

<400> 42

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn

1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 43

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb

pesado

Variante 4 (h-mAb2 VH-4)

<400> 43
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg

tcttgcgeceg ctagtggctt caccttttct acatacgeca tgaactg

cctggaaagg ggctggagtg ggtgggcagg atcaggtcca agtacaa

tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga

ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta

cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg

gtgaccgtgt ccagc

<210> 44

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VH-5)

<400> 44

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Pro Gly Gly
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcaggcet 120
caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
cta ttgtgtgaga 300
tca gggcacactg 360

375

de cadena pesadab

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

118



Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 45

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
pesado

Variante 5 (h-mAb2 VH-5)

<400> 45
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg

tcttgcgeceg ctagtggctt cacctttaac acatacgcca tgaactg

cctggaaagg ggctggagtg ggtggccagg atcaggtcca agtacaa

tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga

ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta

cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg

gtgaccgtgt ccagc

<210> 46

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
(h-mAb2 VH-6)

<400> 46

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg
ggt gaggcaggct
caa ttatgcaacc
ttc taaaaacagt
cta ttgtgcaaga
tca gggcacactg

375

60

120

180

240

300

360

de cadena pesada6

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ser
80
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Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 47
<211> 375
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
pesado

Variante 6 (h-mAb2 VH-6)

<400> 47
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caggtgg

tcttgcgecg ctagtggett cacctttaac acatacgeca tgaactg
cctggaaagg ggctggagtg ggtgggcagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga
ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg
gtgaccgtgt ccagc

<210> 48

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

(h-mAb2 VH-7)
<400> 48

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcaggcet 120
caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
cta ttgtgtgaga 300
tca gggcacactg 360

375

de cadena pesada7

Pro Gly Gly
15

Ser Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110
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<210> 49

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
pesado

Variante 7 (h-mAb2 VH-7)

<400> 49
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcagce caggtgg

tcttgcgecg ctagtggcett caccttttct acatacgeca tgaactg
cctggaaagg ggctggagtg ggtggccagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actcagtgaa ggatagattc acaatttccc gcgacga
ctgtatctgc agatgaactc cctgaagact gaagacaccg ccgtgta
cacggaaact tcggcaactc ctacgtgtcc tggtttgcat attgggg
gtgaccgtgt ccagc

<210> 50

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado

(h-mAb2 VH-8)
<400> 50

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 51

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica mAb
pesado

2 humanizado variable

cag cctgcgactg 60
ggt gaggcagget 120
caa ttatgcaacc 180
ttc taaaaacagt 240
cta ttgtgtgaga 300
tca gggcacactg 360

375

de cadena pesada8

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable
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Variante 8 (h-mAb2 VH-8)

<400> 51
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc tiggtccage ctggagg

tcctgtgcag cctetggatt caccttcaac acatacgcta tgaattg
ccagggaagg ggctggagtg ggttgcaagg atcaggtcca agtacaa
tactatgccg actctgtgaa ggatagattc accatctcaa gagatga
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgta
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg
gtgactgtgt cttcc

<210> 52

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de mAb2 humanizado
Variante QV (h-mAb2 VL-QV)

<400> 52

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn

1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu

35 40 45
Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

115 120 125

<210> 53

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucledétido que codifica mAb

pesado

Variante QV (h-mAb2 VL-QV)

<400> 53
gaggtgcagc tggtggaaag cggcggagga ctggtgcage caaaggg

tcctgegecg ccteeggctt cacctttaac acatacgcta tgaattg

cctggcaagg gectggagtg ggtggcaagg atcaggtcca agtacaa

gtc cctgagactc 60
ggt ccgecagget 120
caa ttatgcaacc 180
ttc aaagaactca 240
tta ctgtgtgaga 300
aca ggggacactg 360

375

variable Heavy Chain

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

2 humanizado variable

atc actgaaactg 60
ggt gcgacaggca 120

caa ttatgcaacc 180
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tactatgccg actctgtgaa ggatagattc acaatcagtc gcgacga
ctgtatctgc agatgaacaa tctgaaaact gaagacaccg ccatgta
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg
gtgactgtgt cttcc

<210> 54

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amino acid sequence of hVH-6L

<400> 54

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Arg lle Arg Asn Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Glu
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 55

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Amino acid sequence of hVH-8L

<400> 55

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Asn Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Glu
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

ttc ccagagcatt

cta ttgtgtgcgg

aca ggggacactg

375

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95

240

300

360
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Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val

100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 56
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Amino acid sequence of hXR32VH-8 di-1
<400> 56
Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 57
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VH-8 di-2

<400> 57

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Ser Trp Phe
110

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Ala
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Ala

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95
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Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 58

<211> 272

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-Her-2VH

<400> 58

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser
115 120 125

Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Leu Lys Leu Ser Cys Thr
130 135 140

Phe Asn lle Lys Asp Thr Tyr lle His Trp Val Lys GIn
145 150 155

GIn Gly Leu Glu Trp lle Gly Arg lle Tyr Pro Thr Asn
165 170

Arg Tyr Asp Pro Lys Phe GIn Asp Lys Ala Thr lle Thr
180 185

Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Leu GIn Val Ser Arg Leu Thr
195 200 205

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly
210 215 220

Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Ala Ser Val Thr Val Ser
225 230 235

Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
245 250

Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala
260 265

<210> 59
<211> 276

Ser Trp Phe
110

E coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Pro Glu
Ala Ser Gly
Arg Pro Glu

160

Gly Tyr Thr
175

Ala Asp Thr
190

Ser Glu Asp
Phe Tyr Ala
Ser Gly Gly

240

Ala Ala Leu
255

Leu Lys Glu
270
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Her2VL-hXR32VH-

<400> 59

Asp lle Val Met Thr GIn Ser His Lys Phe Met Ser Thr
1 5 10

Asp Arg Val Ser lle Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asp Val
20 25

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly His Ser Pro Lys
35 40 45

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

Asn Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr lle Ser Ser
65 70 75

Ala Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys GIn GIn His Tyr Thr
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg Ala
100 105

Ser Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly
115 120 125

Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
130 135 140

Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala
145 150 155

Gly Leu Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn
165 170

Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle
180 185

Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu
195 200 205

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe
210 215 220

Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
225 230 235

Ser Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu
245 250

Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys
260 265

Ala Leu Glu Lys
275

<210> 60

<211> 278

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CD19VL-hXR32VH-

K coill

Ser Val Gly
15

Asn Thr Ala
30

Leu Leu lle
Phe Thr Gly
Val GIn Ala

80

Thr Pro Pro
95

Gly Gly Gly
110

Gly Gly Leu
Ser Gly Phe
Pro Gly Lys

160

Asn Tyr Ala
175

Ser Arg Asp
190

Lys Thr Glu
Gly Asn Ser
Val Thr Val

240

Glu Lys Glu
255

Glu Vval Ala
270

E coil
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<400> 60

Asp lle GIn Leu Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ala Val
1 5 10

GIn Arg Ala Thr lle Ser Cys Lys Ala Ser GIn Ser Val
20 25

Gly Asp Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr GIn GIn lle Pro Gly
35 40 45

Lys Leu Leu lle Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Val Ser Gly
50 55 60

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75

Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr His Cys GIn
85 90

Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 105

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu
115 120 125

Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys
130 135 140

Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg
145 150 155

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys
165 170

Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe
180 185

Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn
195 200 205

Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly
210 215 220

Asn Ser Tyr Val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly
225 230 235

Thr Val Ser Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Glu Val Ala
245 250

Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu
260 265

Val Ala Ala Leu Glu Lys
275

<210> 61

<211> 276

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-CD19VH-

<400> 61

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

Ser Leu Gly
15

Asp Tyr Asp
30

GIn Pro Pro
lle Pro Pro
Asn lle His

80

GIn Ser Thr
95

lle Lys Gly
110

Ser Gly Gly
Ala Ala Ser
GIn Ala Pro

160

Tyr Asn Asn
175

Thr lle Ser
190

Ser Leu Lys
Asn Phe Gly
Thr Leu Val

240

Ala Leu Glu
255

Glu Lys Glu
270

K coil

Pro Gly Gly
15
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Thr Val Thr Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val
20 25

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser
115 120 125

Leu Val Arg Pro Gly Ser Ser Val Lys lle Ser Cys Lys
130 135 140

Tyr Ala Phe Ser Ser Tyr Trp Met Asn Trp Val Lys GIn
145 150 155

GIn Gly Leu Glu Trp lle Gly GIn lle Trp Pro Gly Asp
165 170

Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr
180 185

Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Ser Leu Ala
195 200 205

Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Glu Thr Thr Thr
210 215 220

Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr
225 230 235

Ser Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu
245 250

Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
260 265

Ala Leu Lys Glu
275

<210> 62

<211> 271

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-EGFRVH-

<400> 62

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Ala Glu
Ala Ser Gly
Arg Pro Gly

160

Gly Asp Thr
175

Ala Asp Glu
190

Ser Glu Asp
Val Gly Arg
Val Thr Val

240

Lys Glu Lys
255

Lys Val Ala
270

E coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly

128



35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu Lys GIn Ser
115 120 125

Leu Val GIn Pro Ser GIn Ser Leu Ser lle Thr Cys Thr
130 135 140

Phe Ser Leu Thr Asn Tyr Gly Val His Trp Val Arg GIn
145 150 155

Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val lle Trp Ser Gly Gly
165 170

Tyr Asn Thr Pro Phe Thr Ser Arg Leu Ser lle Asn Lys
180 185

Lys Ser GIn Val Phe Phe Lys Met Asn Ser Leu GIn Ser
195 200 205

Ala lle Tyr Tyr Cys Ala Arg Ala Leu Thr Tyr Tyr Asp
210 215 220

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
225 230 235

Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala
245 250

Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu
260 265

<210> 63

<211> 274

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de EGFRVL-hXR32VH-

<400> 63

Asp lle Leu Leu Thr GIn Ser Pro Val lle Leu Ser Val
1 5 10

Glu Arg Val Ser Phe Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser lle
20 25

lle His Trp Tyr GIn GIn Arg Thr Asn Gly Ser Pro Arg
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Glu Ser lle Ser Gly lle Pro Ser Arg
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser lle Asn Ser
65 70 75

Ala Arg Phe
Thr Gly Ala
80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Pro Gly
Val Ser Gly
Ser Pro Gly

160

Asn Thr Asp
175

Asp Asn Ser
190

Asn Asp Thr
Tyr Glu Phe
Gly Gly Cys

240

Ala Leu Glu
255

Glu Lys
270

K coil

Ser Pro Gly
15

Gly Thr Asn
30

Leu Leu lle

Phe Ser Gly

Val Glu Ser
80
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Glu Asp lle Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Asn Asn
85 90

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Gly Gly
100 105

Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
130 135 140

Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly
145 150 155

Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr
165 170

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg
180 185

Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr
195 200 205

Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn
210 215 220

Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
225 230 235

Gly Gly Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
245 250

Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
260 265

Lys Glu
<210> 64
<211> 275
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de hBRCAG69DVL-hXR3

<400> 64

Asp lle GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
1 5 10

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Arg Ala Ser GIn Asp lle
20 25

Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

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

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser
65 70 75

Glu Asp lle Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Gly Asn Thr
85 90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Gly Gly
100 105

Trp Pro Thr
95

Gly Ser Gly
110

Leu Val GIn
Phe Thr Phe
Lys Gly Leu

160

Ala Thr Tyr
175

Asp Asp Ser
190

Glu Asp Thr
Ser Tyr Val
Val Ser Ser

240

Lys Val Ala
255

Ala Ala Leu
270

2VH-E coil

Ser Val Gly
15

Ser Asn Tyr
30

Leu Leu lle
Phe Ser Gly
Leu GIn Pro

80

Leu Pro Pro
95

Gly Gly Ser
110
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Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly
115 120 125

GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
130 135 140

Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro
145 150 155

Leu Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn
165 170

Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser
180 185

Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys
195 200 205

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly
210 215 220

Val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val
225 230 235

Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu Glu
245 250

Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu
260 265

Leu Glu Lys
275

<210> 65

<211> 272

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-hBRCA69

<400> 65

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu Val GIn Ser
115 120 125

Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys

Gly Leu Val
Gly Phe Thr
Gly Lys Gly

160

Tyr Ala Thr
175

Arg Asp Asp
190

Thr Glu Asp
Asn Ser Tyr
Thr Val Ser

240

Lys Glu Val
255

Val Ala Ala
270

DVH-K coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly

Ala Arg Phe

Thr Gly Ala
80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Ala Glu

Ala Ser Gly
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130 135 140

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met GIn Trp Val Arg Glin
145 150 155

GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly Thr lle Tyr Pro Gly Asp
165 170

Arg Tyr Thr GIn Lys Phe Lys Gly Arg Val Thr lle Thr
180 185

Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg
195 200 205

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Gly lle Pro Arg
210 215 220

Phe Asp Val Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
225 230 235

Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
245 250

Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala
260 265

<210> 66

<211> 275

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de hBRCA84DVL-hXR3

<400> 66

Asp lle GIn Leu Thr GIn Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala
1 5 10

Asp Arg Val Thr lle Thr Cys Lys Ala Ser GIn Asn Val
20 25

Val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Asn Asn
85 90

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Gly Gly
100 105

Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly
115 120 125

GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
130 135 140

Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro
145 150 155

Leu Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn
165 170

Ala Pro Gly
160

Gly Asp Thr
175

Ala Asp Lys
190

Ser Glu Asp
Leu Trp Tyr
Ser Gly Gly

240

Ala Ala Leu
255

Leu Lys Glu
270

2VH-E caoill

Ser Val Gly
15

Asp Thr Asn
30

Ala Leu lle
Phe Ser Gly
Leu GIn Pro

80

Tyr Pro Phe
95

Gly Gly Ser
110

Gly Leu Val

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly
160

Tyr Ala Thr
175
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Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser

180 185
Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys
195 200 205
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly
210 215 220
Val Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val
225 230 235
Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu Glu
245 250
Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu
260 265
Leu Glu Lys
275
<210> 67
<211> 274
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-hBRCA84

<400> 67

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser
115 120 125

Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
130 135 140

Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met His Trp Val Arg GIn
145 150 155

Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Tyr lle Ser Ser Asp Ser
165 170

Tyr Tyr Ala Asp Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser
180 185

Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg
195 200 205

Arg Asp Asp
190

Thr Glu Asp
Asn Ser Tyr
Thr Val Ser

240

Lys Glu Val
255

Val Ala Ala
270

DVH-K coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Gly Gly
Ala Ser Gly
Ala Pro Gly

160

Ser Ala lle
175

Arg Asp Asn
190

Asp Glu Asp
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Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Gly Arg Gly Arg Glu Asn lle

210 215 220
Ser Arg Leu Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr
225 230 235
Gly Gly Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
245 250
Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
260 265
Lys Glu
<210> 68
<211> 279
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de 4420VL-hXR32VH-

<400> 68

Asp Val Val Met Thr GIn Thr Pro Phe Ser Leu Pro Val
1 5 10

Asp GIn Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser Leu
20 25

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Arg Trp Tyr Leu GIn Lys Pro
35 40 45

Pro Lys Val Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70 75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys
85 90

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
100 105

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val
115 120 125

Gly Gly Leu Val GIn Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser
130 135 140

Ser Gly Phe Thr Phe Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val
145 150 155

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser
165 170

Asn Tyr Ala Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg
180 185

Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met
195 200 205

Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His
210 215 220

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

Tyr Tyr Gly
Val Ser Ser
240

Lys Val Ala
255

Ala Ala Leu
270

E coil

Ser Leu Gly
15

Val His Ser
30

Gly GIn Ser
Gly Val Pro
Leu Lys lle

80

Ser GIn Ser
95

Glu lle Lys
110

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg GIn Ala
160

Lys Tyr Asn
175

Phe Thr lle
190
Asn Ser Leu

Gly Asn Phe

Gly Thr Leu
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225 230 235

Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Cys Gly Gly Gly Glu Val

245 250
Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala
260 265
Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys
275
<210> 69
<211> 270
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-4420VH-

<400> 69

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Glu Val Lys Leu Asp Glu Thr
115 120 125

Leu Val GIn Pro Gly Arg Pro Met Lys Leu Ser Cys Val
130 135 140

Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Trp Met Asn Trp Val Arg GIn
145 150 155

Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala GlIn lle Arg Asn Lys Pro
165 170

Glu Thr Tyr Tyr Ser Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr
180 185

Asp Asp Ser Lys Ser Ser Val Tyr Leu GIn Met Asn Asn
195 200 205

Glu Asp Met Gly lle Tyr Tyr Cys Thr Gly Ser Tyr Tyr
210 215 220

Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Gly
225 230 235

Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala
245 250

240

Ala Ala Leu
255

Leu Glu Lys
270

K coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Gly Gly
Ala Ser Gly
Ser Pro Glu

160

Tyr Asn Tyr
175

lle Ser Arg
190

Leu Arg Val

Gly Met Asp

Gly Cys Gly
240

Leu Lys Glu
255
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Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys
260 265

<210> 70

<211> 274

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de RECA47VL-hXR32V

<400> 70

GlIn lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala lle Met Ser Ala
1 5 10

Glu Arg Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Arg Ser Ser lle
20 25

Tyr Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Ser Ser Pro Arg Leu
35 40 45

Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr lle Ser Arg Met
65 70 75

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Trp Ser Ser Tyr
85 90

Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Gly Gly
100 105

Gly Gly Gly Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
130 135 140

Asn Thr Tyr Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly
145 150 155

Glu Trp Val Ala Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr
165 170

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg
180 185

Lys Asn Ser Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr
195 200 205

Ala Val Tyr Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn
210 215 220

Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr
225 230 235

Gly Gly Cys Gly Gly Gly Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu
245 250

Ala Leu Lys Glu Lys Val Ala Ala Leu Lys Glu Lys Val
260 265

Lys Glu

<210> 71
<211> 271

Glu
270

H-K coil

Ser Pro Gly
15

Ser Phe Met
30

Leu lle Tyr
Ser Gly Ser
Glu Ala Glu

80

Pro Leu Thr
95

Gly Ser Gly
110

Leu Val GIn
Phe Thr Phe
Lys Gly Leu

160

Ala Thr Tyr
175

Asp Asp Ser
190

Glu Asp Thr
Ser Tyr Val
Val Ser Ser

240

Lys Val Ala
255

Ala Ala Leu
270
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de hXR32VL-RECA47V

<400> 71

GIn Ala Val Val Thr GIn Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser
1 5 10

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

Asn Tyr Ala Asn Trp Val GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala
35 40 45

Leu lle Gly Gly Thr Asn Lys Arg Ala Pro Trp Thr Pro
50 55 60

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

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Leu Trp
85 90

Leu Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105

Gly Ser Gly Gly Gly Gly GIn Val GIn Leu GIn GIn Ser
115 120 125

Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys lle Ser Cys Lys
130 135 140

Tyr Thr Phe Ser Gly Ser Trp Met Asn Trp Val Lys GIn
145 150 155

GIn Gly Leu Glu Trp lle Gly Arg lle Tyr Pro Gly Asp
165 170

Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr
180 185

Ser Ser Thr Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr
195 200 205

Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg lle Tyr Gly Asn Asn
210 215 220

Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
225 230 235

Gly Gly Gly Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala
245 250

Lys Glu Val Ala Ala Leu Glu Lys Glu Val Ala Ala Leu
260 265

<210> 72

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hVH-6M

<400> 72

H-E coil

Pro Gly Gly
15

Thr Thr Ser
30

Pro Arg Gly
Ala Arg Phe
Thr Gly Ala

80

Tyr Ser Asn
95

Gly Gly Gly
110

Gly Pro Glu
Ala Ser Gly
Arg Pro Gly

160

Gly Glu Thr
175

Ala Asp Lys
190

Ser Val Asp
Val Tyr Phe
Gly Gly Cys

240

Ala Leu Glu
255

Glu Lys
270
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Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Arg lle Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Glu
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 73

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polynucleotide Sequence Encoding hVH-6M Vari

<400> 73
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc tiggtccage ctggagg

tcctgtgcag cetctggatt caccttcaac acatacgcta tgaattg
ccagggaagg ggctggagtg ggttggaagg atcaggtcca agtacaa
gagtatgccg actctgtgaa ggatagattc accatctcaa gagatga
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgta
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg
gtgactgtgt cttcc

<210> 74

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de hVH-8M

<400> 74

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg lle Arg Asn Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Glu
50 55 60

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Ala
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

able Heavy Chain

gtc cctgagactc
ggt ccgecaggct
caa ttatgcaacc

ttc aaagaactca

tta ctgtgtgaga

aca ggggacactg

375

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Ala

60

120

180

240

300

360
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Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120 125

<210> 75

<211> 375

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polynucleotide Sequence Encoding hVH-8M Vari

<400> 75
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccage ctggagg

tcctgtgcag cctctggatt caccttcaac acatacgcta tgaattg
ccagggaagg ggctggagtg ggttgcaagg atcaggaaca agtacaa
gagtatgccg actctgtgaa ggatagattc accatctcaa gagatga
ctgtatctgc aaatgaacag cctgaaaacc gaggacacgg ccgtgta
cacggtaact tcggcaattc ttacgtgtct tggtttgctt attgggg
gtgactgtgt cttcc
<210> 76
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "a" (I
mADb2

murine monoclonal antibody variable heavy ch

<400> 76

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Ala Ser Lys Ala Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

Lys Asn Ser
80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

able Heavy Chain

gtc cctgagactc 60
ggt ccgccagget 120
caa ttatgcaacc 180
ttc aaagaactca 240
tta ctgtgtgaga 300
aca ggggacactg 360

375

51T Y52cA) of humanized

ain

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110
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115 120 125

<210> 77

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "b" (I

humanizado
cadena pesada variable de anticuerpo monoclo

<400> 77

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 78
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "c" (I
humanizado

cadena pesada variable de anticuerpo monoclo
<400> 78

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val

51T N54S) de mAb2

nal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T A56T) de mAb2

nal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

GIn Ser lle
80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
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100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125

<210> 79

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "d" (I
mADb2 cadena pesada variable de anticuerpo monoclona

<400> 79

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 80
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "e" (I
mADb2 cadena pesada variable de anticuerpo monoclona

<400> 80

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Tyr Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

110

51T Y52cA N54S)de
| de murino humanizado

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T N54S A56T)
| de murino humanizado

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Asp

GIn Ser lle
80

Ala Met Tyr
95
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Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val

100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 81
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "f" (I
de mADb2 de cadena pesada variable de anticue

humanizado

<400> 81

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 82
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "g" (I
humanizado

cadena pesada variable de anticuerpo monoclo

<400> 82

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Ser Trp Phe
110

51T Y52cA N54S A56T)
rpo monoclonal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T D61A) de mAb2

nal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Ala

GIn Ser lle
80
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Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr

85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 83
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "h" (I
humanizado

cadena pesada variable de anticuerpo monoclo

<400> 83

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Tyr Asn Asn Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 84
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "i" (I
mADb2 cadena pesada variable de anticuerpo monoclona

<400> 84

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T D65G) de mAb2

nal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T Y52cA N54S D61A) de
| de murino humanizado

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30
Glu Trp Val

Tyr Ala Ala
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Ser Val Lys Asp Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

115 120 125

<210> 85

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "j" (I
mADb2 cadena pesada variable de anticuerpo monoclona
<400> 85

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe

20 25
Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45
Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr
50 55 60
Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90
Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105
Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala
115 120 125
<210> 86
<211> 125
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "k" (I
D65G) de mAb2 cadena pesada variable de anticuerpo
humanizado

<400> 86

Glu Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
20 25

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Ala Thr Tyr

GIn Ser lle
80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T Y52cA N54S D65G) de
| de murino humanizado

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Asp
GIn Ser lle

80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T Y52cA N54S D61A
monoclonal de murino

Pro Lys Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val

Tyr Ala Ala
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50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser

65 70 75
Leu Tyr Leu GIn Met Asn Asn Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Val Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala

115 120 125

<210> 87

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "2k" (
D65G

(VH8-A49G V93A)) de anticuerpo mAb2 humaniza
variable de cadena pesada

<400> 87

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Gly Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 88

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de Variante "5k" (

D65G (VH8-V93A)) de mAb2 humanizado de murin

de cadena pesada variable

<400> 88

Glu Val GIn Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val GIn
1 5 10

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

GIn Ser lle
80

Ala Met Tyr
95

Ser Trp Phe
110

51T Y52cA N54S D61A

do murino monoclonal

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30

Glu Trp Val
Tyr Ala Ala
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110

I51T Y52cA N54S D61A
0, anticuerpo moclonal

Pro Gly Gly
15

Asn Thr Tyr
30
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Ala Met Asn Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Thr Arg Ser Lys Ala Asn Ser Tyr Thr Thr Tyr
50 55 60

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser
65 70 75

Leu Tyr Leu GIn Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr
85 90

Tyr Cys Ala Arg His Gly Asn Phe Gly Asn Ser Tyr Val
100 105

Ala Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

Glu Trp Val
Tyr Ala Ala
Lys Asn Ser

80

Ala Val Tyr
95

Ser Trp Phe
110
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Elisa de union biespecifica capturada con cynoCD3
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