MOLECULAS DE UNION A ANTIGENO BIESPECIFICAS ACTIVAD ORAS DE
CELULAS T

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se ha remitido por via
electronica en formato ASCII y se incorpora al presente documento por referencia en
su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 9 de noviembre de 2015, se denomina
32186_SL.txt y tiene 445.570 bytes de tamafio.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a moléculas de unién a antigeno
biespecificas para activar células T, en patrticular, a anticuerpos biespecificos que se
dirigen a CD3 y al receptor 1 de folato (FolR1). Ademas, la presente invencién se
refiere a polinucleétidos que codifican dichas moléculas de union a antigeno
biespecificas, y a vectores y células hospedadoras que comprenden dichos
polinucledtidos. La invencion se refiere ademas a métodos para producir las
moléculas de unidn a antigeno biespecificas de la invencién, y a métodos para usar
estas moléculas de unidbn a antigeno biespecificas en el tratamiento de

enfermedades.
Antecedentes

La destruccion selectiva de una célula individual o de un tipo celular especifico a
menudo es deseable en una diversidad de situaciones clinicas. Por ejemplo, la
destruccion especifica de células tumorales es una meta principal de la terapia para
el cancer, a la vez que se dejan las células y tejidos sanos intactos y sin dafar.

Una forma atractiva de lograr eso es mediante la induccion de una respuesta
inmunitaria contra el tumor, para hacer que las células efectoras inmunitarias, tales
como los linfocitos citoliticos naturales (NK) o los linfocitos T citotoxicos (CTL)
ataquen y destruyan a células tumorales. Los CTL forman las células efectoras mas
potentes del sistema inmunitario, aunque no pueden activarse mediante el
mecanismo efector mediado por el dominio Fc de los anticuerpos terapéuticos
convencionales.

En este sentido, los anticuerpos biespecificos disefiados para unirse con un "brazo"
a un antigeno de superficie en células diana, y con el segundo "brazo" a un
componente activador invariante del complejo de receptor de células T (TCR), ha
captado el interés en los Ultimos afios. La union simultanea de dicho anticuerpo a

ambas de sus dianas forzara una interaccion temporal entre la célula diana y la
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célula T, causando la activacion de cualquier célula T citotdxica y la posterior lisis de
la célula diana. De este modo, se redirige la respuesta inmunitaria a las células y es
independiente de la presentacién de antigenos peptidicos por la célula diana o de la
especificidad de las células T como pudiera ser relevante para la activacion normal
restringida al CMH de los CTL. En este contexto es crucial que los CTL solo se
activen cuando una célula diana esta presentado al anticuerpo biespecifico a estos,
es decir, se imita la sinapsis inmunolégica. Son particularmente deseables
anticuerpos biespecificos que no requieran de preacondicionamiento o0
coestimulacion de linfocitos para provocar una lisis eficaz de células diana.

FOLR1 se expresa en células tumorales epiteliales de diversos origenes, por
ejemplo, cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de mama, cancer renal, cancer
colorrectal, cancer de endometrio, Se han descrito varias estrategias para dirigirse a
FOLR1 con anticuerpos terapéuticos, tales como farletuzumab, conjugados de
anticuerpo-farmaco o terapia con células T adoptivas para la obtencion de imagenes
de tumores (Kandalaft et al., J Transl Med. 3 ago 2012;10:157. doi: 10.1186/1479-
5876-10-157; van Dam et al, Nat Med. 18 sep 2011;17(10):1315-9. doi:
10.1038/nm.2472; Cliftonet al., Hum Vaccin. feb 2011;7(2):183-90. Epub 1 Feb 2011,
Kelemen et al., Int J Cancer. 15 de jul de 2006;119(2):243-50; Vaitilingam et al., J
Nucl Med. jul 2012;53(7); Teng et al, Ago 2012;9(8):901-8. doi:
10.1517/17425247.2012.694863. Epub 5 jun 2012. Se han efectuado algunos
intentos para dirigirse a tumores positivos a receptor de folato con construcciones
que se dirigen al receptor de folato y a CD3 (Kranz et al., Proc Natl Acad Sci U S A.
26 de sep, 1995; 92(20): 9057-9061; Roy et al.,, Adv Drug Deliv Rev. 29 abr
2004;56(8):1219-31; Huiting Cui et al Biol Chem. 17 ago; 2012; 287(34): 28206-
28214; Lamers et al., Int. J. Cancer. 60(4):450 (1995); Thompson et al., MAbs. 2009
Jul-Aug;1(4):348-56. Epub 19 jul 2009; Mezzanzanca et al., Int. J. Cancer, 41, 609-
615 (1988). Sin embargo, las estrategias abordadas hasta ahora tienen muchas
desventajas. Las moléculas usadas hasta ahora no podian producirse de manera
facil y fiable ya que requieren reticulacion quimica. De manera similar, no pueden
producirse moléculas hibridas a gran escala como proteinas humanas y requieren el
uso de proteinas de rata, murinas u otras que son altamente inmunogénicas cuando
se administran a seres humanos y, por lo tanto, tienen un valor terapéutico limitado.
Ademas, muchas de las moléculas existentes retienen la unién a FcgR.

Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad de nuevos anticuerpos biespecificos
mejorados para inmunoterapia dirigida mediada por células T. La presente invencion
proporciona moléculas de unidn a antigeno biespecificas disefiadas para la
activacion dirigida de células T, en particular, moléculas de union a antigeno
biespecificas adecuadas como agentes terapéuticos eficaces y seguros que pueden

producirse y dosificarse facilmente.
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Sumario de la invencion

En un aspecto, la invencidon proporciona una molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende
(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de
unirse especificamente a CD3, y que comprende al menos una
secuencia de aminoacidos de region determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el
grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39y
al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de
SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID N°: 34;y
(i) un segundo resto de union a antigeno capaz de unirse especificamente
al receptor 1 de folato (FolR1).
En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende un primer resto de union a antigeno que comprende una
cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 36 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoécidos
de SEC ID N°: 31. En una realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T comprende ademas (iii) un tercer resto de union a antigeno
capaz de unirse especificamente a FolR1. En una realizacion, el segundo y el tercer
resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a FolR1 comprenden
secuencias de region determinante de la complementariedad (CDR) de cadena
pesada y de CDR de cadena ligera idénticas. En una realizacion, el tercer resto de
unién a antigeno es idéntico al segundo resto de unién a antigeno.
En una realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de las realizaciones anteriores, al menos uno del segundo y tercer resto de
unidn a antigeno es una molécula Fab. En una realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de las realizaciones anteriores,
comprende un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad
capaces de asociarse de manera estable. En algunas realizaciones, el primer resto
de unién a antigeno y el segundo resto de unidn a antigeno estan conectados cada
uno en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de
la primera o la segunda subunidad del dominio Fc. En algunas realizaciones, el
tercer resto de unién a antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la
cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer
resto de union a antigeno, opcionalmente a través de un enlazador peptidico.
En una realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de las realizaciones anteriores, el resto de union a antigeno capaz de

unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) comprende al menos una
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secuencia de aminoacidos de region determinante de la complementariedad (CDR)
seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17y SEC ID
N°: 18 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID
N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID N° 34. En una realizacién, el resto de union a
antigeno capaz de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) comprende
una cadena pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC
ID N° 15 y una cadena ligera variable que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 31. En una realizacion, el resto de unién a antigeno
capaz de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FoIR1) comprende al menos
una secuencia de aminoacidos de region determinante de la complementariedad
(CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 8, SEC ID N° 56 y
SEC ID N°: 57 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de
SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 65. En una realizacion, el resto de union
a antigeno capaz de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1)
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 55 y una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 64.

En otra realizacion, el resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) comprende al menos una secuencia de aminoacidos de
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
que consiste en SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 9y SEC ID N°: 50 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 53, SEC ID
N°: 54. En una realizacion, el resto de union a antigeno capaz de unirse
especificamente a FolR1 comprende (a) secuencias de aminoacidos de una region
determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-H1) de SEC ID
N°: 8; (b) una secuencia de aminoacidos de CDR-H2 de SEC ID N° 9; (c) una
secuencia de aminoacidos de CDR-H3 de SEC ID N°: 50; (d) una secuencia de
aminoacidos de region determinante de la complementariedad de cadena ligera 1
(CDR-L1) de SEC ID Ne°: 52; (e) una secuencia de aminoacidos de CDR-L2 de SEC
ID N°: 53, y (f) una secuencia de aminoacidos de CDR-L3 de SEC ID N°: 54. En una
realizacion, el resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a FolR1
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 49 y una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 51.

En otra realizacion, el resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) comprende al menos una secuencia de aminoacidos de
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N° 275 y SEC ID N°: 315 y al menos una
CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33,



5

SEC ID N°: 34. En una realizacion, el resto de unién a antigeno capaz de unirse
especificamente a FolR1 comprende (a) secuencias de aminoacidos de una region
determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-H1) de SEC ID
N°: 16; (b) una secuencia de aminoacidos de CDR-H2 de SEC ID N°: 275; (c) una
secuencia de aminoacidos de CDR-H3 de SEC ID N° 315; (d) una secuencia de
aminoacidos de region determinante de la complementariedad de cadena ligera 1
(CDR-L1) de SEC ID Ne°: 32; (e) una secuencia de aminoacidos de CDR-L2 de SEC
ID Ne°: 33, y (f) una secuencia de aminoacidos de CDR-L3 de SEC ID N° 34. En una
realizacion, el resto de unidén a antigeno capaz de unirse de manera especifica a
FolR1 comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 274 y un dominio variable de cadena ligera
(VL) que comprende una secuencia de aminoécidos de SEC ID Ne°: 31.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de las realizaciones anteriores se une a FolR1 humano. En una
realizacion, la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de células T de
las realizaciones anteriores se une a FolR1 de ser humano y a FolR1 de mono
cinomolgo. En una realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T de las realizaciones anteriores se une a FolR1 humano, a
FolR1 de mono cinomolgo y a FolR1 murino. En una realizacion, molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de células T de las realizaciones anteriores se
une a FolR1 humano, a FolR1 de cinomolgo y no a FolR1 murino.

En una realizaciéon de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, el primer resto
de union a antigeno es una molécula Fab sobrecruzada en la que bien las regiones
variables o las constantes de la cadena ligera de Fab y de la cadena pesada de Fab
estan intercambiadas. En una realizacion, la molécula de uniébn a antigeno
biespecifica activadora de células T de cualquiera de las realizaciones anteriores
comprende no mas de un resto de unidbn a antigeno capaz de unirse
especificamente a CD3. En una realizacion de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T, el primer y el segundo resto de unién a
antigeno y el dominio Fc son parte de una molécula de inmunoglobulina. En una
realizaciéon, el dominio Fc es una inmunoglobulina de clase 1gG, especificamente un
dominio Fc de IgG; o IgG4. En una realizacion, el dominio Fc es un dominio Fc
humano.

En una realizaciéon de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, el dominio Fc
comprende una modificacibn que promueve la asociacion de la primera y de la
segunda subunidad del dominio Fc. En una realizacién, en el dominio CH3 de la

primera subunidad del dominio Fc se reemplaza un resto de aminoacido con un resto
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de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mayor, generando de este
modo una protuberancia en el dominio CH3 de la primera subunidad que puede
posicionarse en una cavidad en el dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el
dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza un resto de
aminoacido con un resto de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas
pequefio, generando de este modo una cavidad en el dominio CH3 de la segunda
subunidad en la que puede posicionarse la protuberancia en el dominio CH3 de la
primera subunidad. En una realizacion, el dominio Fc comprende al menos una
sustitucion de aminoacidos que reduce la unién a un receptor de Fc y/o la funcién
efectora, en comparacién con un dominio Fc de IgG; nativo. En una realizacion,
cada subunidad del dominio Fc comprende tres sustituciones de aminoacidos que
reducen la union a un receptor de Fc activador y/o la funcion efectora, siendo dichas
sustituciones de aminoacidos L234A, L235A y P329G (numeracion de Kabat). En
una realizacion, el receptor de Fc es un receptor de Fcy, En una realizacion, la
funcién efectora es citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCCQC).

En una realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de células T induce la proliferacion de
células T humanas positivas a CD3 in vitro. En una realizacion, la molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de células
tumorales humanas que expresan FolR1 mediada por células mononucleares de
sangre periférica humanas in vitro. En una realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de células
tumorales humanas que expresan FolR1 mediada por células T in vitro. En una
realizacion, la célula T es una célula T CD8 positiva. En una realizacion, la célula
tumoral humana que expresa FolR1 es una célula HelLa, Skov-3, HT-29, o HRCEpiC.
En una realizacion, la molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de
células T induce la eliminacion de células tumorales humanas que expresan FolR1
mediada por células T in vitro con una CE50 de entre aproximadamente 36 pM y
aproximadamente 39573 pM después de 24 horas. En una realizacion, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la
célula tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de
aproximadamente 36 pM tras 24 horas. En una realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la célula
tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de
aproximadamente 178,4 pM tras 24 horas. En una realizacion, la molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la célula

tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de
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aproximadamente 134,5 pM o mayor tras 48 horas.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores induce la regulacion positiva
de la expresion de la superficie celular de al menos uno de CD25 y CD69 sobre la
célula T segun se mide mediante citometria de flujo. En una realizacion, la célula T
es una célula T CD4 positiva 0 una célula T CD8 positiva. En una realizacion, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T de cualquiera de
las realizaciones anteriores se une a FolR1 humano con una Kp aparente de
aproximadamente 5,36 pM a aproximadamente 4 nM. En una realizacion, la
molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1
humano y de cinomolgo con una Kp aparente de aproximadamente 4 nM. En una
realizaciéon, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T se
une a FolR1 murino con una Kp aparente de aproximadamente 1,5 nM. En una
realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T se
une a FolR1 humano con una Kp de union monovalente de al menos
aproximadamente 1000 nM.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores es especifica para FolR1 y no
se une a FolR2 o FolR3. En una realizacion, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T de cualquiera de las realizaciones anteriores
tiene una afinidad (union monovalente) de 1 M o mayor. En una realizacion, la
afinidad es de aproximadamente 1,4 uM para FolR1 humano. En una realizacion, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T de cualquiera de
las realizaciones anteriores tiene una avidez (union bivalente) de aproximadamente
1-100 nM o menor. En una realizacién, la avidez es de aproximadamente 10 nM o
menor. En una realizacion, la avidez es de 10 nM.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores se une a FolR1 expresado en
una célula tumoral humana. En una realizacién, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T de cualquiera de las realizaciones anteriores se
une a un epitopo conformacional en FolR1 humano. En una realizacion, la molécula
de unidbn a antigeno biespecifica activadora de células de cualquiera de las
realizaciones anteriores T no se une al receptor de folato 2 humano (FolR2) o al
receptor de folato 3 humano (FolR3). En una realizacion de la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de cualquiera de cualquiera de las
realizaciones anteriores, el resto de unidon a antigeno se une a un polipéptido de
FolR1 que comprende los aminoacidos 25 a 234 de FolR1 humano (SEC ID N°:
227). En una realizacion de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora

de células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, el resto de
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unidén a antigeno de FolR1 se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 227, 230 y 231, y en el que el resto de
unién a antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la
secuencia de aminoéacidos de las SEC ID N°: 228 y 229.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende
a) un primer sitio de unién a antigeno que compite por la unién a FolR1 humano con
un anticuerpo de referencia que comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) de SEC ID N°: 49 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 51; y b)
un segundo sitio de unién a antigeno que compite por la unién a CD3 humano con
un anticuerpo de referencia que comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) de SEC ID N°: 36 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 31, en
el que la competicion por la union se mide usando un ensayo de resonancia de
plasmon superficial.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende
a) un primer sitio de unién a antigeno que compite por la unién a FolR1 humano con
un anticuerpo de referencia que comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) de SEC ID N°: 274 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 31;y
b) un segundo sitio de union a antigeno que compite por la unién a CD3 humano con
un anticuerpo de referencia que comprende un dominio variable de cadena pesada
(VH) de SEC ID N°: 36 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 31, en
el que la competicion por la union se mide usando un ensayo de resonancia de
plasmon superficial.

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende un primer resto de unién a
antigeno capaz de unirse especificamente a CD3, y un segundo resto de unién a
antigeno capaz de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1), en el que
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T se une al
mismo epitopo en FolR1 humano que un primer anticuerpo de referencia que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N° 49 y un
dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 51; y en el que la molécula de
unidon a antigeno biespecifica activadora de células T se une al mismo epitopo en
CD3 humano que un segundo anticuerpo de referencia que comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N°: 36 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N°: 31.

En otro aspecto, la invencién proporciona una molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende un primer resto de unién a
antigeno capaz de unirse especificamente a CD3, y un segundo resto de unién a
antigeno capaz de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1), en el que

la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T se une al
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mismo epitopo en FolR1 humano que un primer anticuerpo de referencia que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N° 274 y un
dominio variable de cadena ligera (VL) de SEC ID N°: 31; y en el que la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T se une al mismo epitopo en
CD3 humano que un segundo anticuerpo de referencia que comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N°: 36 y un dominio variable de cadena
ligera (VL) de SEC ID N°: 31.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo o a un fragmento de unién a
antigeno del mismo que compite por la uniébn a FolR1 con un anticuerpo que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N° 274 y un
dominio variable de cadena ligera de SEC ID N°: 31, en el que la competicién por la
union se mide usando un ensayo de resonancia de plasmoén superficial.

En un aspecto, la invencidon proporciona una molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T, en la que la molécula de unién a antigeno
comprende una primera, segunda, tercera, cuarta y quinta cadena polipeptidica que
forman un primer, un segundo y un tercer resto de uniéon a antigeno, en el que el
primer resto de unién a antigeno es capaz de unirse a CD3 y el segundo y el tercer
resto de unidén a antigeno son cada uno capaces de unirse al receptor 1 de folato
(FolR1), en el que a) la primera y la segunda cadena polipeptidica comprenden, en
direccién de amino (N)-terminal a carboxilo (C)-terminal, VLD1 y CLD1; b) la tercera
cadena polipeptidica comprende, en direccion de N-terminal a C-terminal, VLD2 y
CH1D2; c) la cuarta cadena polipeptidica comprende, en direccion de N-terminal a
C-terminal, VHD1, CH1D1, CH2D1 y CH3D1; d) la quinta cadena polipeptidica
comprende VHD1, CH1D1, VHD2, CLD2, CH2D2 y CH3D2; en el que VLD1 es un
primer dominio variable de cadena ligera, VLD2 es un segundo dominio variable de
cadena ligera, CLD1 es un primer dominio constante de cadena ligera, CLD2 es un
segundo dominio constante de cadena ligera, VHD1 es un primer dominio variable
de cadena pesada, VHD2 es un segundo dominio variable de cadena pesada,
CH1D1 es un primer dominio constante 1 de cadena pesada, CH1D2 es un segundo
dominio constante 1 de cadena pesada, CH2D1 es un primer dominio constante 2 de
cadena pesada, CH2D2 es un segundo dominio constante 2 de cadena pesada,
CH3D1 es un primer dominio constante 3 de cadena pesada, y CH3D2 es un
segundo dominio constante 3 de cadena pesada.

En una realizaciéon de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T, (i) la tercera cadena polipeptidica y VHD2 y CLD2 de la quinta cadena
polipeptidica forman el primer resto de union a antigeno capaz de unirse a CD3; (ii)
la primera cadena polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la cuarta cadena polipeptidica
forman el segundo resto de unidn capaz de unirse a FolR1; y (iii) la segunda cadena

polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la quinta cadena polipeptidica forman el tercer
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resto de unidn capaz de unirse a FolR1. En una realizacion, CH2D1, CH3D1,
CH2D2 y CH3D2 forman un dominio Fc de una inmunoglobulina de clase IgG. En
una realizacion, el dominio Fc es un dominio Fc humano. En una realizacion, el
dominio Fc comprende una modificacién que promueve la asociacion de la primera 'y
de la segunda subunidad del dominio Fc. En una realizacion, CH3D2 comprende un
resto de aminoacido que tiene un volumen mayor de cadena lateral, que se puede
posicionar en una cavidad en CH3D1. En una realizacion, el dominio Fc comprende
al menos una sustitucién de aminoacidos que reduce la unién a un receptor de Fc
y/o la funcién efectora, en comparacion con un dominio Fc de IgG; nativo. En una
realizacion, cada subunidad del dominio Fc comprende tres sustituciones de
aminoacidos que reducen al menos una de union a un receptor de Fc activador y
funcion efectora, siendo dichas sustituciones de aminoacidos L234A, L235A y
P329G de acuerdo con la numeracion de Kabat. En una realizacion, el receptor de
Fc es un receptor de Fcy, En una de las realizaciones anteriores, la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T induce la proliferacion de
células T humanas positivas a CD3 in vitro. En una de las realizaciones anteriores,
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T induce la
eliminacion de células tumorales humanas que expresan FolR1 mediada por células
mononucleares de sangre periférica humanas in vitro. En una de las realizaciones
anteriores, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
induce la eliminacién de células tumorales humanas que expresan FolR1 mediada
por células T in vitro. En una realizacion similar, la célula tumoral humana que
expresa FolR1 es una célula HelLa, Skov-3, HT-29, o HRCEpiC. En una de las
realizaciones anteriores, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T induce la eliminacion mediada por células T de la célula tumoral que
expresa FolR1 in vitro con una CE40 de entre aproximadamente 36 pM vy
aproximadamente 39573 pM después de 24 horas. En una de las realizaciones
anteriores, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
induce la eliminacion de la célula tumoral que expresa FolR1 mediada por células T
in vitro con una CE50 de aproximadamente 36 pM después de 24 horas. En una de
las realizaciones anteriores, la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora
de células T induce la eliminacién de la célula tumoral que expresa FolR1 mediada
por células T in vitro con una CE50 de aproximadamente 178,4 pM después de 24
horas. En una de las realizaciones anteriores, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la célula tumoral que
expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de aproximadamente
134,5 pM o mayor después de 48 horas. En una de las realizaciones anteriores, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T induce la

regulacion positiva de la expresion de la superficie celular de al menos uno de CD25
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y CD69 sobre la célula T segun se mide mediante citometria de flujo. En una
realizacion similar, la célula T es una célula T CD4 positiva 0 una célula T CD8
positiva. En una de las realizaciones anteriores, en la que la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp
aparente de aproximadamente 5,36 pM a aproximadamente 4 nM. En una de las
realizaciones anteriores, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T se une a FolR1 humano y de cinomolgo con una Kp aparente de
aproximadamente 4 nM. En una de las realizaciones anteriores, la molécula de
unidon a antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 murino con
una Kp aparente de aproximadamente 1,5 nM. En una de las realizaciones
anteriores, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T se
une a FolR1 humano con una Kp de unidbn monovalente de al menos
aproximadamente 1000 nM. En una de las realizaciones anteriores, la molécula de
unidn a antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 expresado en
una célula tumoral humana. En una de las realizaciones anteriores, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de células T se une a un epitopo
conformacional en FolR1 humano. En una de las realizaciones anteriores, la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T no se une al
receptor de folato 2 humano (FolR2) o al receptor de folato 3 humano (FolR3). En
una de las realizaciones anteriores, el resto de unidon a antigeno se une a un
polipéptido de FolR1 que comprende los amino&cidos 25 a 234 de FolR1 humano
(SEC ID Ne°: 227). En una de las realizaciones anteriores, el resto de union a
antigeno de FolR1 se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia de
aminoacidos de las SEC ID N°: 227, 230 y 231, y en el que el resto de unién a
antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia
de aminoacidos de las SEC ID N°: 228 y 229. En una de las realizaciones
anteriores, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T es
una molécula humanizada o quimérica. En una de las realizaciones anteriores,
VHD2 y CH1D1 estan enlazadas a través de un enlazador peptidico.

En una de las realizaciones anteriores de la molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T, la primera y la segunda cadena polipeptidica
comprenden la secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 230. En una de las
realizaciones anteriores de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora
de células T, la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 86. En una de las realizaciones anteriores de la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T, la cuarta cadena
polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 309. En una
de las realizaciones anteriores de la molécula de unién a antigeno biespecifica

activadora de células T, la quinta cadena polipeptidica comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEC ID N° 308. En una de las realizaciones anteriores de la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T, la primera y la
segunda cadena polipeptidica comprenden la secuencia de aminoacidos de SEC ID
N°: 230; la tercera cadena polipeptidica comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 86; la cuarta cadena polipeptidica comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N° 309; y la quinta cadena polipeptidica comprenden la

secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 308.

En un aspecto, la invencidon proporciona una molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 308. En una realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T de la realizacibn anterior comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 230 y de SEC ID Ne: 86.

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 308. En un aspecto, la invencion
proporciona un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 309.

En un aspecto, la invencidon proporciona una molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N° 276. En una realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T de la realizacibn anterior comprende la secuencia de
aminoacidos de SEC ID N°: 277 y de SEC ID Ne: 35.

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 277. En un aspecto, la invencion
proporciona un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEC ID Ne: 276.

En un aspecto, la invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T de una cualquiera
de las realizaciones divulgadas en el presente documento. En una realizacion, la
invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica una molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende la secuencia
nucleotidica de SEC ID N°: 169. En una realizacién, la invencién proporciona un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID Ne:
246. En una realizacion, la invencidn proporciona un polinucleotido aislado que
codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T que
comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID N° 247. En una realizacién, la
invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica una molécula de union

a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende la secuencia
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nucleotidica de SEC ID N° 97. En una realizacion, la invencion proporciona un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID Ne:
198.

En una realizacion, la invencién proporciona un polinucleotido aislado que codifica
una molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de células T que
comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID N°: 287. En una realizacién, la
invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica una molécula de union
a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende la secuencia
nucleotidica de SEC ID N°: 288. En una realizacién, la invencién proporciona un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende la secuencia nucleotidica de SEC ID Ne:
289.

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido aislado codificado por el
polinucledtido de la realizacion anterior. En otro aspecto, la invencion proporciona
un vector, particularmente un vector de expresion, que comprende al polinucleétido
gue codifica la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de
una cualquiera de las realizaciones divulgadas en el presente documento. En otro
aspecto, la invencion proporciona una célula hospedadora que comprende un
polinucledtido o un vector de cualquiera de las realizaciones divulgadas en el
presente documento.

En un aspecto, la invencién proporciona un meétodo para producir la molécula de
unidbn a antigeno biespecifico activadora de células T capaz de unirse
especificamente a CD3 y a un antigeno de célula diana, que comprende las etapas
de a) cultivar la célula hospedadora de las realizaciones anteriores en condiciones
adecuadas para la expresion de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T y b) recuperar la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de células T.

En un aspecto, la invencidon proporciona una molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T producida mediante el método de la realizacion

anterior.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que
comprende la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de
una cualquiera de las realizaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En un aspecto, la invencion proporciona la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T de una cualquiera de las realizaciones
anteriores o la composicion farmacéutica de cualquiera de las realizaciones

anteriores para su uso como medicamento.
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En un aspecto, la invencion proporciona la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T de una cualquiera de las realizaciones
anteriores o la composicion farmacéutica de una cualquiera de las realizaciones
anteriores para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo
necesite. En algunas realizaciones, la enfermedad es cancer. En un aspecto, la
invencion proporciona el uso de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de una cualquiera de las realizaciones anteriores para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad en un
individuo que lo necesite.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para tratar una enfermedad en
un individuo, que comprende administrar a dicho individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de una cualquiera de las realizaciones
anteriores en una forma farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones,
dicha enfermedad es un cancer.

En un aspecto, la invencidén proporciona un método para inducir la lisis de una célula
diana que comprende poner en contacto una célula diana con la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de una cualquiera de las realizaciones
anteriores en presencia de una célula T.

En un aspecto, la invencién proporciona la invencion tal como se ha descrito

anteriormente en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1 ilustran configuraciones ejemplares de moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células T (TCB) de la invencion. Todas las
construcciones, a excepcion del formato kappa-lambda en (Fig. 1I) tienen
mutaciones P329G LALA y comprenden fragmentos Fc de pomo en agujero con
modificaciones de pomo en agujero. (Fig. 1A) llustracién de “FolR1 TCB 2+1
invertido (cadena ligera comun)”. La molécula de union a FolR1 se fusiona en el
extremo C-terminal de la cadena pesada Fab al extremo N-terminal de la primera
subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de pomo. Estas
construcciones no se cruzan y tienen tres veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig.
1 B) llustracién de “FolR1 TCB 1+1 de cabeza a cola (cadena ligera comun)”. Estas
construcciones no se cruzan y tienen dos veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig.
1C) llustracion de “FolR1 TCB 1+1 clasico (cadena ligera comun)”. Estas
construcciones no se cruzan y tienen dos veces la misma cadena ligera VLCL. (Fig.
1D) llustracion de “FolR1 TCB 2+1 clasico (cadena ligera comun)”. La molécula de

unién a CD3 se fusiona en el extremo C-terminal de la cadena pesada Fab al
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extremo N-terminal de la primera subunidad del dominio Fc que comprende la
modificacion de pomo. Estas construcciones no se cruzan y tienen tres veces la
misma cadena ligera VLCL. (Fig. 1E) llustracion de “FolR1 TCB 2+1 crossfab
clasico”. Estas construcciones comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de
union a CD3 en vez de la cadena CH1-VH convencional. La molécula de unién a
CD3 se fusiona en el extremo C-terminal de la cadena pesada Fab al extremo N-
terminal de la primera subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de
pomo. (Fig. 1F) llustracion de “FolR1 TCB 2+1 crossfab invertido”. Estas
construcciones comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de union a CD3 en
vez de la cadena CH1-VH convencional. La molécula de union a FolR1 se fusiona en
el extremo C-terminal de la cadena pesada Fab al extremo N-terminal de la primera
subunidad del dominio Fc que comprende la modificacion de pomo. (Fig. 1G)
llustracion de “FolR1 TCB 1+1 crossfab cabeza a cola”. Estas construcciones
comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de unién a CD3 en vez de la
cadena CH1-VH convencional. (Fig. 1H) llustracién de “FolR1 TCB 1+1 crossfab
clasico”. Estas construcciones comprenden una cadena Ck-VH para la molécula de
union a CD3 en vez de la cadena CH1-VH convencional. La figura 11 ilustra el
formato de anticuerpo CD3/FolR1 kappa-lambda. Estas construcciones comprenden
una cadena ligera comun cruzada VLCH1 y una cadena cruzada VHCL especifica

para CD3 y una cadena cruzada VHCL especifica para FolR1.

Las figuras 2A-C ilustran gréficas que resumen la union de moléculas de IgG de
union a FoLR1 a células HelLa. La union de moléculas de union a FolR1
recientemente generadas a FolR1 expresado en células HelLa se determino
mediante citometria de flujo. Los anticuerpos unidos se detectaron con un anticuerpo

secundario anti-humano marcado fluorescentemente.

Las figuras 3A-B ilustran graficas que resumen la especificidad de las moléculas de
unién a FolR1 por FolR1. Se analizd la unién de IgG de FolR1 a células HEK
transfectadas de manera transitoria con FolR1 o FolR2 mediante citometria de flujo
para identificar clones que se unen especificamente a FolR1 y no a FolR2. Los
anticuerpos se detectaron con un anticuerpo secundario anti-humano marcado

fluorescentemente.

Las figuras 4A-B ilustran gréficas que resumen la reactividad cruzada de moléculas
de union a FolR1 a cyFoLR1. Se abordo la reactividad cruzada de los anticuerpos de
FolR1 a FolR1 de cino en células HEK transfectadas de manera transitoria con
cyFolR1 mediante citometria de flujo. Los anticuerpos se detectaron con un

anticuerpo secundario anti-humano marcado fluorescentemente.
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La figura 5 representa a una grafica que ilustra la internalizacion de TCB de FolR1
después de la union. Se ensayo0 la unién de los cuatro TCB de FolR1 después de la
unién a FolR1 en células HelLa. Los demas TCB de FolR1 sobre la superficie se
detectaron con un anticuerpo secundario anti-humano marcado fluorescentemente
después de los puntos temporales de incubacion indicados a 37 . Se calculd el

porcentaje de internalizacion.

Las figuras 6A-E ilustran gréficas que resumen la union de IgG de FolR1 a células
con diferentes niveles de expresion de FolR1. La union de IgG de 9D11, 16D5 y
Mov19 a células tumorales con diferentes niveles de expresion de FolR1 se analizo
mediante citometria de flujo. Se incluyd IgG de DP47 como control de isotipo y se
incluyé MKN-45 como linea celular negativa a FolR1. Los anticuerpos se detectaron

con un anticuerpo secundario anti-humano marcado fluorescentemente.

Las figuras 7A-L ilustran graficas que resumen la eliminacion de células HT-29 y
SKOV3 mediada por células T. Se usaron TCB de FolR1 para ensayar la eliminacion
de células tumorales HT-29 y SKOV3 mediada por células T y la regulacion positiva
del marcador de activacion en células T tras la eliminacién. (Figs. 7A-D) Se midio la
eliminaciéon de células HT-29 y SKOV3 mediada por células T en presencia de TCB
de FolR1 9D11 y TCB de FolR1 16D5 por liberacion de LDH tras 24 h 'y 48 h. Se
incluyé TCB DP47 como control negativo. Después de 48 h de incubacion se evaluo
la regulacion positiva de los marcadores de activacion CD25 y CD69 en células T
CD8 y células T CD4 tras la eliminaciéon de células tumorales SKOV3 (Figs. 7E-H) o
HT-29 (Fig. 71-L) mediante citometria de flujo.

La figura 8 ilustra una grafica que muestra la ausencia de union de anti-FolR1 a
eritrocitos. Los eritrocitos se clasificaron como poblacién positiva a CD235a y la
union de 1gG 9D11, IgG 16D5, IgG Movl9 e IgG DP47 a esta poblacion se
determind mediante citometria de flujo. Los anticuerpos se detectaron con un

anticuerpo secundario anti-humano marcado fluorescentemente.

Las figuras 9A-D ilustran graficas que resumen la regulacion positiva del marcador
de activacion en sangre completa. La regulacién positiva de los marcadores de
activacion CD25 y CD69 de células T CD4 y células T CD8 24 h después de la
adicion de TCB de FolR1 9D11, TCB de FolR1 16D5, TCB de FolR1 Mov19 y TCB
DP47 se analiz6 mediante citometria de flujo.

Figura 10 Union de variantes a-gluco de TCB 9D11 a células HelLa. Se comparo la
union de variantes a-gluco de TCB 9D11 de FolR1 a células HelLa con la unién del
TCB 9D11 original a células HeLa. Los anticuerpos se detectaron con un anticuerpo

secundario anti-humano marcado fluorescentemente y se determind la unién
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mediante citometria de flujo.

Las figuras 11A-F ilustran graficas que resumen la eliminacion mediada por células
T con variantes a-gluco de TCB 9D11 de FolR1 de células tumorales. Se usaron
variantes a-gluco de TCB 9D11 de FolR1 para ensayar la eliminacion mediada por
células T de células tumorales SKOV3 (Fig. 11A-D), MKN-45 (como control negativo
de FolR1) y HT-29 (Fig. 11E-F) en comparaciéon con la eliminacion del TCB 9D11 de
FolR1 original. Se usé como lectura de salida la liberacion de LDH después de 24 h
y 48 h.

Las figuras 12A-X ilustran graficas que resumen la eliminacion mediada por células
T de células epiteliales primarias. Se usaron células epiteliales primarias con niveles
muy bajos de FolR1 para ensayar la eliminacion mediada por células T con TCB
16D4 de FolR1 y TBC 9D11 de FolR1, se incluyé TCB de DP47 como control
negativo y se incluyeron células HT29 como control positivo. (Figs. 12A-H) la
liberacion de LDH de células de pigmento retinal humano (HRP), corticales renales
humanas (HRC), bronquiales humanas (HB) y HT29 se determiné tras 24 y 48 h. La
regulacion positiva de los marcadores de activacion CD25 y CD69 en células T CD4
y células T CD8 tras la eliminacion de (Figs. 12I-L) HRP, (Figs. 12M-P) HRC, (Figs.
12Q-T) HB y (Figs. 12 U-X) HT29 se determino tras 48 h mediante citometria de

flujo.

Las figuras 13A-C muestran una comparacion de diferentes formatos de TCB con
16D5. Se comparo en cuatro formatos diferentes de TCB que contenian la molécula
de unién a FolR1 16D5 en la Fig. 13A la unién a células HelLa, en la Fig, 13B la
eliminacion mediada por células T de células SKOV3 tras 24 hy 48 h y en la Fig.
13C la regulacion positiva de los marcadores de activacion CD25 y CD69 en células
T CD4 y células T CD8 48 h después de la eliminacion.

Las figuras 14A-C ilustran una comparacion de diferentes formatos de TCB con
9D11. Se comparo en tres formatos diferentes de TCB que contenian la molécula de
union a FolR1 9D11 en la A) la unién a células HelLa, en B) la eliminacion mediada
por células T de células SKOV3 tras 24 hy 48 h y en C) la regulacion positiva de los
marcadores de activacion CD25 y CD69 en células T CD4 y células T CD8 48 h

después de la eliminacion.

La figura 15 ilustra un perfil FC de TCB de FolR1 en ratones NOG para tres dosis
diferentes.

La figura 16 ilustra un protocolo experimental para el estudio de la eficacia con TCB
de FolR1.
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Las figuras 17A-B ilustran curvas de crecimiento tumoral. (Fig. 17A) Valores medios
y EEM de voliumenes tumorales en los diferentes grupos de tratamiento. (Fig. 17B)
Crecimiento tumoral de ratones individuales en todos los grupos de tratamiento. La
ICT (inhibicion del crecimiento tumoral) proporciona el porcentaje del volumen

tumoral medio en comparacion con el grupo de vehiculo.
La figura 18 muestra los pesos tumorales a la finalizacion del estudio.

Las figuras 19A-B muestran analisis FACS de células T que se infiltran en tumores
en el dia 32. (Fig. 19A) Las suspensiones de células tumorales individuales se
tineron con anti-CD3/CD4/CD8 humano y se analizaron mediante citometria de flujo.
(Fig. 19B) Valores medios y EEM de los recuentos de células T por mg de tejido

tumoral en diferentes grupos de tratamiento.

Las figuras 20A-B muestran analisis FACS para la activacion de células
T/desgranulacion y secrecion de citocinas en el dia 32 del estudio. Se tifieron células
T CD4+ (Fig. 20A) y CD8+ (Fig. 20B) que se infiltran en tumores para citocinas,
activacion y marcadores de desgranulacion. Se muestran los valores medios y EEM
de los recuentos de células T por mg de tejido tumoral en diferentes grupos de

tratamiento.

Las figuras 21A-B muestran el porcentaje de lisis tumoral. Se incubaron células
SKOV3 con PBMC en presencia de kappa lambda TCB de FolR1 o TCB de DP47.
Tras 24 h (Fig. 21A) y 48 h (Fig. 21B) se determind la eliminacion de células
tumorales midiendo la liberacién de LDH.

Las figuras 22A-D muestran la regulacion positiva de CD25 y CD69 en células T
CD4. Se incubaron células SKOV3 con PBMC en presencia de kappa lambda TCB
de FolR1 o TCB de DP47. Después de 48 h, se midio la regulacion positiva de CD25
y CD69 en células T CD4 (Fig. 22A-B) y en células T CD8 (Fig. 22C-D) mediante

citometria de flujo.

Las figuras 23A-B muestran el porcentaje de lisis tumoral. Eliminaciéon mediada por
células T de células SKOV-3 (FolR1 medio) inducida por TBC 36F2, TCB Mov19 y
TCB 21A5 tras 24 h (Fig. 23A) y 48 h (Fig. 23B) de incubacion (E:T = 10:1, PBMC

humanas efectoras).

Las figuras 24A-C muestran la eliminaciéon por células T inducida por TCB 36F2,
TCB 16D5, TCB 16D5 clasico, TCB 16D5 1+1 y TCB 16D5 HT de células tumorales
humanas Hela (FolR1 elevado) (Fig. 24A), Skov-3 (FolR1 medio) (Fig. 24B) y HT-29
(FolR1 bajo) (Fig. 24C) (E:T = 10:1, PBMC humanas efectoras, tiempo de incubacion
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24 h). Se incluyé TCB DP47 como control sin unién.

Las figuras 25A-C muestran la regulacion positiva de CD25 y CD69 en células T
CD8+ (Fig. 25A, B) y CD4+ (Fig. 25C), después de la eliminacibn mediada por
células T de células HelLa (FolR1 alto) (Fig. 25A), células Skov-3 (FolR1 medio) (Fig.
25 B) y células HT-29 (FolR1 bajo) (Fig. 25C) (E:T = 10:1, 48 h de incubacion)
inducida por TCB 36F2, TCB 16D5 y TCB DP47 (control sin union).

Las figuras 26A-F muestran la eliminacion por células T inducida por TCB 36F2,
TCB 16D5 y TCB DP47 de células epiteliales corticales renales (Fig. 26A, B), células
epiteliales pigmentarias retinales humanas (Fig. 26C, D) y células HT-29 (Fig. 26E,
F) tras 24h (Fig. 26A, C, E) y 48 h (Fig. 26B, D, F) de incubacion (E:T = 10:1, PBMC

humanas efectoras).

La figura 27 ilustra una tabla que resume la cuantificaciéon de los sitios de union a

FolR1 en varias lineas celulares normales y de cancer.

Las figuras 28A-B muestran la unién de TCB 16D5 y sus correspondientes
variantes de desamidacion de CD3, TCB 16D5 N100A y TCB 16D5 S100aA y TCB
9D11 y sus variantes de desimidacion TCB 9D11 N100Ay TCB 9D11 S100aA a CD3

humano expresado en células Jurkat.

Las figuras 29A-B muestran la eliminacion por células T de células tumorales
humanas SKov-3 (FolR1 medio) inducida por TCB 16D5 y sus correspondientes
variantes de desamidacion de CD3, TCB 16D5 N100A y TCB 16D5 S100aA (Fig.
29A) y TCB 9D11 y sus variantes de desimidaciéon TCB 9D11 N100A y TCB 9D11
S100aA (Fig. 29B) (E:T = 10:1, PBMC humanas efectoras, tiempo de incubaciéon 24

h). Se incluyé TCB DP47 como control sin union.

Las figuras 30A-B muestran la eliminacion por células T de células tumorales
humanas HT-29 (FolR1 bajo) inducida por TCB 16D5 y sus correspondientes
variantes de desamidacion de CD3, TCB 16D5 N100A y TCB 16D5 S100aA (Fig. 30
A) y TCB 9D11 y sus variantes de desimidacion TCB 9D11 N100A y TCB 9D11
S100aA (Fig. 30 B) (E:T = 10:1, PBMC humanas efectoras, tiempo de incubacion 24
h). Se incluyé TCB DP47 como control sin union.

Las figuras 31A-C muestran la intensidad media de fluorescencia y la lisis de

células tumorales.
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Las figuras 32A-E muestran la union de TCB 36F2, TCB 16D5 y variantes HC/LC

16D5 a FolR1 humano expresado en células Hela.

La figura 33 muestra la union de TCB 36F2, TCB 16D5 y las dos variantes de
afinidad reducida de 16D5, TCB 16D5 W96Y/D52E y TCB 16D5 G49S/S93A a FolR1

en células Hela.

Las figuras 34A-E muestran la unién de TCB 36F2, TCB 16D5 y variantes HC/LC

16D5 a FolR1 humano expresado en células HT-29.

Las figuras 35A-D muestran la unién de moléculas de unién intermedia a FolR1
(TCB 6E10, TCB 14B1y TCB 9C7), TCB 16D5 y TCB 36F2 a células HEK293T que

expresan FolR1 o FolR2 de ser humano o de raton.

Las figuras 36A-F muestran la eliminacién por células T de células tumorales
humanas Hela (alta expresion de FolR1), SKov-3 (expresion media de FolR1) y HT-
29 (baja expresion de FolR1) inducida por moléculas de union intermedia a FolR1
(TCB 6E10, TCB 14B1y TCB 9C7), TCB 16D5 y TCB 36F2 tras 24 h (A-C) y 48 h
(D-F) de incubacion. Se usaron PBMC humanos como células efectoras (E:T =
10:1).

Las figuras 37A-F muestran la eliminacion por células T de células tumorales
humanas Hela (alta expresion de FolR1), SKov-3 (expresion media de FolR1) y HT-
29 (baja expresion de FolR1) inducida por variantes de 16D5 de afinidad reducida
(TCB 16D5-G49S/S93A, TCB 16D5-G49S/K53A, TCB 16D5 W96Y, TCB 16D5
W96Y/D52E), TCB 16D5 y TCB 36F2 tras 24 h (Fig 38A-C) y 48 h (Fig. 38D-F) de

incubacion. Se usaron PBMC humanos como células efectoras (E:T = 10:1).

Las figuras 38A-F muestran la eliminacién por células T de células primarias
humanas de epitelio pigmentario retinal y de epitelio cortical renal inducida por
variantes de 16D5 de afinidad reducida (TCB 16D5-G49S/S93A, TCB 16D5
WO96Y/D52E), TCB 16D5, TCB 36F2 y la molécula de unién intermedia a FolR1,
TCB 14B1 evaluada tras 24 h (Fig.39A-C) y 48 h (Fig.39D-F) de incubacion (E:T =
10:1, PBMC humanas efectoras). Se incluyeron células HT-29 (baja expresion de

FolR1) como linea celular de control y TCB DP47 sirvid como control sin union.

Las figuras 39A-B muestran la FC de una sola dosis de construcciones de TCB de
FOLRL1 en ratones NOG hembra.
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Las figuras 40A-G muestran la eficacia in vivo de construcciones de TCB de FOLRL1
(16D5, 16D5 G49S/S93A y 16D5 W96Y/D52E) tras la transferencia de PBMC
humanos en ratones NOG portadores de Hela.

La figura 41 muestra que Farletuzumab (verde oscuro, segundo desde arriba) y
Mov19 (gris, superior) son capaces de unirse a huFolR1 que se captura en 16D5,
demostrando que las moléculas de union de la serie 16D5 reconoce un epitopo
distinto del reconocido por Farletuzumab o Mov19.

Descripcién detallada de la invencién

Definiciones

Los términos se usan en el presente documento tal como se usan generalmente en
la técnica, a menos que se defina lo contrario a continuacion.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién "molécula de union a
antigeno" se refiere en su sentido mas amplio a una molécula que se une
especificamente a un determinante antigénico. Los ejemplos de moléculas de union
a antigeno son inmunoglobulinas y derivados, por ejemplo, fragmentos de los
mismos.

El término "biespecifico" significa que la molécula de union a antigeno es capaz de
unirse especificamente a al menos dos determinantes antigénicos distintos.
Tipicamente, una molécula de unién a antigeno biespecifica comprende al menos
dos sitios de unién a antigeno, cada uno de los cuales es especifico para un
determinante antigénico diferente. En determinadas realizaciones, la molécula de
union a antigeno biespecifica es capaz de unirse simultaneamente a dos
determinantes antigénicos, particularmente a dos determinantes antigénicos
expresados en dos células distintas.

El término "valente" tal como se usa en el presente documento indica la presencia de
un nuamero especifico de sitios de unién a antigeno en una molécula de union a
antigeno. Como tales, la expresién "unibn monovalente a un antigeno” indica la
presencia de un sitio de unidn a antigeno (y a nho mas de uno) especifico para el
antigeno en la molécula de union a antigeno.

Un "sitio de unién a antigeno" se refiere al sitio, es decir, uno 0 mas restos de
aminoacidos, de una molécula de unidén a antigeno que proporciona interaccion con
el antigeno. Por ejemplo, el sitio de unién a antigeno de un anticuerpo comprende
restos de aminoacidos de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR). Una molécula de inmunoglobulina nativa tiene tipicamente dos sitios de

unién a antigeno, una molécula Fab tiene tipicamente un solo sitio de union a
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antigeno.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "resto de unién a antigeno”
se refiere a una molécula polipeptidica que se une especificamente a un
determinante antigénico. En una realizacion, un resto de unién a antigeno es capaz
de dirigir a la entidad a la que se une (por ejemplo, un segundo resto de unién a
antigeno) a un sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifico de célula tumoral o
estroma tumoral que porta el determinante antigénico. En otra realizacion, un resto
de unién a antigeno es capaz de activar la sefializacién a través de su antigeno
diana, por ejemplo, un antigeno de complejo de receptor de célula T. Los restos de
unién a antigeno incluyen anticuerpos y fragmentos de los mismos tal como se
definen adicionalmente en el presente documento. Los restos de union a antigeno
particulares incluyen un dominio de uniébn a antigeno de un anticuerpo, que
comprende una region variable de cadena pesada de anticuerpo y una region
variable de cadena ligera de anticuerpo. En determinadas realizaciones, los restos
de unidn a antigeno pueden comprender regiones constantes de anticuerpo tal como
se definen adicionalmente en el presente documento y como se conocen en la
técnica. Las regiones constantes de cadena pesada utiles incluyen cualquiera de los
cinco isotipos: a, 0, €, y, 0 Y. Las regiones constantes de cadena ligera utiles
incluyen cualquiera de los dos isotipos: Ky A.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "determinante antigénico”
es sinénima con "antigeno" y "epitopo" y se refiere a un sitio (por ejemplo, un
conjunto de aminoacidos contiguos o una configuracion conformacional compuesta
de diferentes regiones de aminoacidos no contiguos) en una macromolécula
polipeptidica a la que se une un resto de union a antigeno, formando un complejo
resto de unidn a antigeno-antigeno. Los determinantes antigénicos Utiles pueden
encontrarse, por ejemplo, sobre las superficies de células tumorales, sobre las
superficies de células infectadas por virus, sobre las superficies de células enfermas,
sobre las superficies de células inmunitarias, libres en el suero sanguineo, y/o en la
matriz extracelular (ME). Las proteinas citadas como antigenos en el presente
documento, por ejemplo, FolR1 y CD3, pueden ser cualquier forma nativa de
proteinas de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos, tales como
primates (por ejemplo, seres humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a
menos que se indique lo contrario. En una realizacion particular, el antigeno es una
proteina humana. En los casos donde se hace referencia en el presente documento
a una proteina especifica, el término abarca la proteina de "longitud completa”™ no
procesada asi como cualquier forma de la proteina que sea el resultado de su
procesamiento en la célula. El término también abarca variantes de origen natural de
la proteina, por ejemplo, variantes de corte y empalme alternativo o variantes

alélicas. Las proteinas humanas ejemplares utiles como antigenos incluyen, pero sin
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limitacion: FolR1 (receptor alfa de folato (FRA); proteina de union a folato (FBP);
FolR1 humana, n.° de UniProt: P15328; FolR1 murina, n.° de UniProt: P35846;
FolR1 de cinomolgo, n.° de UniProt: G7PR14) y CD3, en patrticular la subunidad
épsilon de CD3 (véase en n.° de UniProt PO7766 (version 130), n.° RefSeq del NCBI
NP:000724.1, SEC ID N°: 150 para la secuencia humana; o el n.° de UniProt Q95LI5
(version 49), n.° GenBank del NCBI BAB71849.1, para la secuencia de cinomolgo
[Macaca fascicularis]). La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de la invencion se une a un epitopo de CD3 o a un antigeno de célula
diana que esta conservado entre las CD3 o antigenos diana de diferentes especies.
En determinadas realizaciones, la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencién se une a CD3 y a FolR1, pero no se une a
FolR2 (receptor beta de folato; FRB; FolR2 humana, n.° de UniProt: P14207) o a
FolR3 (receptor gamma de folato; FOIR3 humana, n.° de UniProt: P41439).

Por "unidn especifica” se pretende indicar que la union es selectiva para el antigeno
y puede discriminarse de interacciones no deseadas o no especificas. La capacidad
de un resto de unidn a antigeno para unirse a un determinante antigénico especifico
puede medirse bien mediante un ensayo inmunoabsorbente acoplado a enzimas
(ELISA) u otras técnicas familiares para un experto en la materia, por ejemplo, la
técnica de resonancia de plasmon superficial (SPR) (analizada en un instrumento
BlAcore) (Lilieblad et al.,, Glyco J 17, 323-329 (2000)), y los ensayos de unidn
tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). En una realizacion, el
alcance de la unién de un resto de unién a antigeno a una proteina no relacionada
es menos de aproximadamente el 10 % de la unién del resto de unién a antigeno
medida, por ejemplo, mediante SPR. En determinadas realizaciones, un resto de
unién a antigeno que se une al antigeno, o una molécula de uniéon a antigeno que
comprende ese resto de union a antigeno, tiene una constante de disociacion (Kp)
de <1 uM, <100 nM, < 10 nM, =1 nM, 0,1 nM, = 0,01 nM, o = 0,001 nM (por
ejemplo, 10® M o menor, por ejemplo, de 10® M a 10 M, por ejemplo, de 10° M a
102 Mm).

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de interacciones no covalentes entre
un solo sitio de union de una molécula (por ejemplo, un receptor) y su compariero de
union (por ejemplo, un ligando). A menos que se indique lo contrario, tal como se
usa en el presente documento, la "afinidad de union" se refiere a la afinidad de union
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de una pareja de union
(por ejemplo, un resto de unién a antigeno y un antigeno, o un receptor y su
ligando). La afinidad de una molécula X por su compafiero Y puede representarse
generalmente por la constante de disociacion (Kp), que es la relacién de las
constantes de velocidad de disociacion y asociacion (Ko Y Kon, respectivamente). Por

lo tanto, las afinidades equivalentes pueden comprender diferentes constantes de
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velocidad, siempre que la relacion de las constantes de velocidad siga siendo la
misma. La afinidad puede medirse mediante métodos bien establecidos conocidos
en la técnica, incluyendo aquellos descritos en el presente documento. Un método
particular para medir la afinidad es resonancia de plasmon superficial (SPR).

La "unién reducida", por ejemplo, la unién reducida a un receptor de Fc, se refiere a
una disminucion en la afinidad para la interaccion respectiva, medida, por ejemplo,
mediante SPR. Por claridad, el término incluye también la reduccion de la afinidad a
cero (o por debajo del limite de deteccidbn del método analitico), es decir, la
eliminaciéon completa de la interaccion. Por el contrario, la "union aumentada" se
refiere a un aumento en la afinidad de unidn para la interaccion respectiva.

La "activacion de células T", tal como se usa en el presente documento, se refiere a
una o mas respuestas celulares de un linfocito T, en particular de un linfocito T
citotoxico, seleccionada entre: proliferacion, diferenciacion, secrecion de citocinas,
liberacion de moléculas efectoras citotoxicas, actividad citotOxica, y expresion de
marcadores de activacién. Las moléculas de unidon a antigeno biespecificas
activadoras de células T de la invencién son capaces de inducir la activacion de
células T. Los ensayos adecuados para medir la activacion de células T se conocen
en la técnica descrita en el presente documento.

Un "antigeno de célula diana”, tal como se usa en el presente documento, se refiere
a un determinante antigénico presentado sobre la superficie de una célula diana, por
ejemplo, una célula en un tumor, tal como una célula cancerosa o una célula del
estroma tumoral. En particular, "antigeno de célula diana" se refiere al receptor 1 de
folato.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "primero” y "segundo” con
respecto a restos de unién a antigeno etc., se usan por conveniencia para distinguir
cuando hay mas de uno de cada tipo de resto. El uso de estos términos no pretende
conferir un orden u orientacion especifica de la molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T a menos que esto se afirme expresamente.

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

La expresion "moléculas de Fab que tienen cadenas ligeras VLCL idénticas", tal
como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de union que
comparten una cadena ligera pero que siguen teniendo especificidades separadas,
por ejemplo, pueden unirse a CD3 o a FolR1l. En algunas realizaciones, las
moléculas biespecificas activadoras de células T comprenden al menos dos
moléculas de Fab gue tienen cadenas ligeras VLCL idénticas. Las cadenas pesadas
correspondientes se remodelan y confieren union especifica al antigeno biespecifico

CD3 activador de células T y al antigeno de célula diana FolR1, respectivamente.
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Por "fusionado” se entiende que los componentes (por ejemplo, una molécula Fab y
una subunidad de dominio Fc) estan unidos mediante enlaces peptidicos, ya sea
directamente o a través de uno o méas enlazadores peptidicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "monocatenario” se refiere a
una molécula que comprende monomeros de aminoacidos unidos linealmente por
enlaces peptidicos. En determinadas realizaciones, uno de los restos de union a
antigeno puede ser una molécula de Fab monocatenaria, es decir, una molécula de
Fab en la que la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab estan conectadas
mediante un enlazador peptidico para formar una sola cadena polipeptidica. En una
realizacion particular similar, se conecta el extremo C-terminal de la cadena ligera de
Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab en la molécula de Fab
monocatenaria.

Se entiende que una molécula Fab "sobrecruzada" (también denominada
"Crossfab”) es una molécula Fab en la que bien las regiones variables o las regiones
constantes de la cadena ligera y pesada de Fab estan intercambiadas, es decir, la
molécula de Fab sobrecruzada comprende una cadena peptidica compuesta de la
region variable de cadena ligera y de la regién constante de cadena pesada, y una
cadena peptidica compuesta de la region variable de cadena pesada y de la region
constante de cadena ligera. Por claridad, en una molécula Fab sobrecruzada en la
gue las regiones variables de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab
estan intercambiadas, la cadena peptidica que comprende la region constante de
cadena pesada se cita en el presente documento como la "cadena pesada” de la
molécula Fab sobrecruzada. Por el contrario, en una molécula Fab sobrecruzada en
la que las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de
Fab estan intercambiadas, la cadena peptidica que comprende la region variable de
cadena pesada se cita en el presente documento como la "cadena pesada” de la
molécula Fab sobrecruzada. Un anticuerpo que comprende una o mas CrossFab se
cita en el presente documento como "CrossMab".

En contraste con esto, se entiende que una molécula Fab "convencional" es una
molécula Fab en su formato natural, es decir, que comprende una cadena pesada
compuesta de las regiones variables y constantes de cadena pesada (VH-CH1), y
una cadena ligera compuesta de las regiones variables y constantes de la cadena
ligera (VL-CL).

La expresion "molécula de inmunoglobulina™ se refiere a una proteina que tiene la
estructura de un anticuerpo de origen natural. Por ejemplo, las inmunoglobulinas de
la clase de IgG son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000
dalton, compuestas de dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que estan
unidas por enlaces disulfuro. De N- a C-terminal, cada cadena pesada tiene una

region variable (VH), también llamado dominio pesado variable o dominio variable de
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cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2, y CH3), también
llamado region constante de cadena pesada. De manera similar, de N- a C-terminal,
cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también denominado dominio
variable ligero o dominio variable de cadena ligera, seguido de un dominio constante
de cadena ligera (CL), también llamado region constante de cadena ligera. La
cadena pesada de una inmunoglobulina puede asignarse a uno de cinco tipos,
denominados a (IgA), ® (IgD), € (IgE), y (IgG), o u (IgM), algunos de los cuales
pueden dividirse adicionalmente en subtipos, por ejemplo, y1 (IgGy), v2 (19G>2), V3
(19G3), va (1g9Gs), a1 (IgA1) ¥y a2 (IgA2). La cadena ligera de una inmunoglobulina
puede asignarse a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), basandose en
la secuencia de aminoacidos de su dominio constante. Una inmunoglobulina
consiste esencialmente en dos moléculas Fab y un dominio Fc, unidos a través de la
region bisagra de la inmunoglobulina.

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

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo
intacto que comprende una porcion de un anticuerpo intacto que se une al antigeno
al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen, pero sin limitacibn a Fv, fragmentos Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab'),,
diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo monocatenarias (por
ejemplo, scFv), y anticuerpos de un solo dominio. Para una revision de determinados
fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al., Nat Med 9, 129-134 (2003). Para
una revision de los fragmentos scFv, véase, por ejemplo, Plickthun, en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds.,
Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315 (1994); véase también el documento
WO 93/16185; y las Patentes de los Estados Unidos N° 5.571.894 y 5.587.458. Para
la discusion de fragmentos Fab y F(ab'), que comprenden restos de epitopo de
unidn a receptor salvajes y que tienen semivida in vivo aumentada, véase la Patente
de Estados Unidos n.° 5.869.046. Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con
dos sitios de union a antigeno que pueden ser bivalentes o biespecificos. Véanse,
por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat Med
9, 129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc Natl Acad Sci USA 90, 6444-6448 (1993).
Los triacuerpos y tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat Med 9,
129-134 (2003). Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpos
gue comprenden todo o una porcion del dominio variable de cadena pesada o todo o
una porcion del dominio variable de cadena pesada de un anticuerpo. En

determinadas realizaciones, un anticuerpo de un solo dominio es un anticuerpo de
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un solo dominio humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos N° 6.248.516 B1). Los fragmentos de anticuerpo
pueden prepararse mediante varias técnicas, incluyendo, pero sin limitacion,
digestién proteolitica de un anticuerpo intacto asi como la produccién mediante
células hospedadoras recombinantes (por ejemplo, E. coli o fago), tal como se
describe en el presente documento.

La expresion "dominio de unién a antigeno" se refiere a la parte de un anticuerpo
gue comprende el area que se une especificamente a y es complementaria a una
parte o a la totalidad de un antigeno. Un dominio de union a antigeno puede
proporcionarse, por ejemplo, mediante uno o0 mas dominios variables de anticuerpo
(también denominados regiones variables de anticuerpo). En particular, un dominio
de unién a antigeno comprende una region variable de cadena ligera de anticuerpo
(VL) y una region variable de cadena pesada de anticuerpo (VH).

La expresion "region variable” o "dominio variable" se refiere al dominio de una
cadena ligera o pesada de anticuerpo que esta implicada en la unién del anticuerpo
a su antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena ligera (VH y
VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo tienen generalmente estructuras
similares, comprendiendo cada dominio cuatro regiones marco conservadas (FR) y
tres regiones hipervariables (HVR). Véase, por ejemplo, Kindt et al., Kuby
Immunology, 62 Ed, W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Un solo dominio VH o
VL puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno.

La expresion "region hipervariable” o "HVR", tal como se usa en el presente
documento, se refiere a cada una de las regiones de un dominio variable de
anticuerpo gue son hipervariables en secuencia y/o forman bucles estructuralmente
definidos ("bucles hipervariables”). En general, los anticuerpos de cuatro cadenas
nativos comprenden seis HVR; tres en la VH (H1, H2, H3), y tres en la VL (L1, L2,
L3). Las HVR comprenden generalmente restos de aminoacidos de los bucles
hipervariables y/o forman las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR), siendo estas ultimas las de mayor variabilidad de secuencia y/o estan
implicadas en el reconocimiento de antigenos. Con la excepcion de CDR1 en VH, las
CDR generalmente comprenden los restos de aminoacidos que forman los bucles
hipervariables. Las regiones hipervariables (HVR) también se citan como "regiones
determinantes de la complementariedad" (CDR), y estos términos se usan de
manera intercambiable en el presente documento en referencia a porciones de la
region variable que forman las regiones de unidon a antigeno. Esta region particular
se ha descrito por Kabat et al.,, U.S. Dept. of Health and Human Services,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (1983) y por Chothia et al., J Mol
Biol 196:901-917 (1987), donde las definiciones incluyen solapamiento o

subconjuntos de restos de aminoacidos cuando se comparan entre si. Sin embargo,
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la aplicacion de cualquier definicion para referirse a una CDR de un anticuerpo o
variantes del mismo pretende encontrarse dentro del alcance del término tal como se
define y usa en el presente documento. Los restos de aminoacidos adecuados que
abarcan las CDR tal como se definen en cada una de las referencias citadas
anteriormente se exponen en la Tabla 1 a modo de comparacion. El nUmero exacto
de restos que abarca una CDR particular variara dependiendo de la secuencia y
tamafio de la CDR. Los expertos en la materia pueden determinar de manera
rutinaria qué restos comprenden una CDR particular dada la secuencia de

aminoacidos de la region variable del anticuerpo.

TABLA A. Definiciones de CDR*

CDR Kabat Chothia AbM ?
CDR1 de Vy 31-35 26-32 26-35
CDR2 de Vy 50-65 52-58 50-58
CDR3 de Vy 95-102 95-102 95-102
CDR1 de V. 24-34 26-32 24-34
CDR2 de V, 50-56 50-52 50-56
CDR3 de V, 89-97 91-96 89-97

! La numeracion de todas las definiciones de CDR en la Tabla A es de acuerdo
con las convenciones de numeracion expuestas por Kabat et al. (véase mas
adelante).

2"AbM" con una “b” minGscula, tal como se usa en la Tabla A se

refiere a las CDR tal como se definen por el programa de

modelado de anticuerpos de Oxford Molecular's, "AbM".

Kabat et al. también definieron un sistema de numeracion para las secuencias de la
region variable que es aplicable a cualquier anticuerpo. Un experto habitual en la
materia puede asignar de manera univoca este sistema de "numeracion de Kabat" a
cualquier secuencia de region variable, sin basarse en cualquier dato experimental
mas all4 de la secuencia en si misma. Tal como se usa en el presente documento, la
"numeracion de Kabat" se refiere al sistema de numeracién expuesto por Kabat et
al.,, U.S. Dept. of Health and Human Services, "Sequence of Proteins of
Immunological Interest” (1983). A menos que se especifique lo contrario, las
referencias a la numeracién de posiciones de restos de aminoacidos especificas en
una region variable de anticuerpo son de acuerdo con el sistema de numeracion de
Kabat.

Las secuencias polipeptidicas del ligado de secuencia no se numeran segun el

sistema de numeraciéon de Kabat. Sin embargo, se encuentra dentro de las
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capacidades del experto en la materia la conversion de la numeracion de las
secuencias del listado de secuencias a la numeracion de Kabat.

"Marco conservada” o "FR" se refiere a restos de dominio variable distintos de restos
de la region hipervariable (HVR). La region FR de un dominio variable consiste de
cuatro dominios FR: FR1, FR2, FR3, y FR4. Por consiguiente, las secuencias de
HVR y FR aparecen generalmente en la siguiente secuencia en VH (o VL): FR1-
H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina se refiere al tipo de dominio constante
0 region constante poseida por su cadena pesada. Hay cuatro clases principales de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de estas pueden dividirse
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG;, 19G,, 1gGs, 1gG4, IgA;, €
IgA,. Los dominios constantes de cadena pesada que se corresponden con las
diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman q, 9, €, v, y U, respectivamente.

La expresion "dominio Fc" o "regidn Fc" se usa en el presente documento para
definir una regién C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina que
contiene al menos una porcién de la regidon constante. La expresion incluye regiones
Fc de secuencia nativa y regiones Fc variantes. Aunque los limites de la regién Fc
de una cadena pesada de IgG pueden variar, normalmente se define que la region
Fc de cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230,
hasta el extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C-terminal
(Lys447) de la region Fc puede estar o no presente. A menos que se especifique lo
contrario en el presente documento, la numeracion de los restos de aminoacidos en
la regidn Fc o en la region constante es de acuerdo con el sistema de numeracion
EU, también llamado indice EU, tal como se describe en Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, 1991. Una "subunidad" de un dominio Fc, tal como se usa en
el presente documento, se refiere a uno de los dos polipéptidos que forman el
domino Fc dimérico, es decir, un polipéptido que comprende regiones constantes C-
terminales de una cadena pesada de inmunoglobulina, capaz de auto asociarse
establemente. Por ejemplo, una subunidad de un domino Fc de IgG comprende un
dominio CH2 de IgG y un dominio constante CH3 de IgG.

Una "modificacion que promueve la asociacion de la primera y la segunda subunidad
del dominio Fc" es una manipulacion de la estructura peptidica o las modificaciones
postraduccionales de una subunidad de dominio Fc que reduce o evita la asociacion
de un polipéptido que comprende la subunidad de dominio Fc con un polipéptido
idéntico para formar un homodimero. Una modificacion que promueve la asociacion,
tal como se usa en el presente documento, incluye particularmente modificaciones
separadas efectuadas a cada una de las dos subunidades del dominio Fc que se

desea que se asocien (es decir, la primera y la segunda subunidad del dominio Fc),
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siendo las modificaciones complementarias entre si para promover la asociacion de
las dos subunidades de dominio Fc. Por ejemplo, una modificacién que promueve la
asociacion puede alterar la estructura o carga de una o ambas de las subunidades
de dominio Fc para hacer que su asociacidon se estérica o0 electrostaticamente
favorable, respectivamente. Por lo tanto, la (hetero)dimerizacion sucede entre un
polipéptido que comprende la primera subunidad de dominio Fc y un polipéptido que
comprende la segunda subunidad de dominio Fc, que pueden no ser idénticas en el
sentido que los componentes fusionados a cada una de las subunidades (por
ejemplo, restos de unién a antigeno) no son iguales. En algunas realizaciones, la
modificacion que promueve la asociacion comprende una mutacion de aminoacidos
en el dominio Fc, especificamente una sustitucion de aminoacidos. En una
realizacién particular, la modificaciébn que promueve la asociacibn comprende una
mutacion de aminoacidos separada, especificamente una sustitucion de
aminoacidos, en cada una de las dos subunidades del dominio Fc.

La expresién "funciones efectoras" se refiere a aquellas actividades biol6gicas
atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, que varian con el isotipo de anticuerpo.
Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a Clq y
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), unidn a receptor Fc, citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis celular
dependiente de anticuerpo (ADCP), secrecién de citocinas, captacion de antigeno
mediada por complejo inmune por células presentadoras de antigenos, regulacion
negativa de receptores de la superficie celular (por ejemplo, receptor de linfocitos B),
y activacion de células B.

Tal como se usa en el presente documento, se considera que los términos "disefar,
disefiado, disefio", incluyen cualquier manipulacién de la estructura peptidica o las
modificaciones postraduccionales de un polipéptido de origen natural o
recombinante o un fragmento del mismo. El disefio incluye modificaciones de la
secuencia de aminodcidos, del patrén de glucosilaciéon, o del grupo de cadena lateral
de aminoacidos individuales, asi como combinaciones de estas estrategias.

La expresion "mutaciéon de aminoacido”, tal como se usa en el presente documento
pretende abarcar sustituciones, eliminaciones, inserciones, y modificaciones de
aminoacidos. Cualquier combinacion de sustitucion, eliminacion insercion, y
modificacion se efectla para llegar a la construccion final, siempre que la
construccion final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién reducida a
un receptor de Fc, o una asociacion aumentada con otro péptido. Las eliminaciones
e inserciones de secuencia de aminoacidos incluyen eliminaciones e inserciones en
amino y/o carboxilo terminal de aminoacidos. Las sustituciones de aminoacidos son
mutaciones particulares de aminoacidos. Con el fin de alterar, por ejemplo, las

caracteristicas de union de una region Fc, se prefieren particularmente las
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sustituciones de aminoacidos no conservativas, es decir, reemplazar un aminoacido
con otro aminoacido que tiene propiedades estructurales y/o quimicas diferentes.
Las sustituciones de aminoacidos incluyen el reemplazo con aminoacidos de origen
no natural o con derivados de aminoacidos de origen natural de los veinte
aminoacidos convencionales (por ejemplo, 4-hidroxiprolina, 3-metilhistidina, ornitina,
homoserina, 5-hidroxilisina). Las mutaciones de aminoacidos pueden generarse
usando métodos genéticos o quimicos bien conocidos en la técnica. Los métodos
genéticos pueden incluir mutagénesis de sitio dirigido, PCR, sintesis génica y
similares. Se contempla que los métodos para alterar el grupo de cadena lateral de
un aminoacido mediante meétodos distintos a ingenieria genética, tales como
modificacion quimica, también puedan ser utiles. Pueden usarse varias
designaciones en el presente documento para indicar la misma mutacion de
aminoacidos. Por ejemplo, una sustitucion de prolina en la posiciéon 329 del dominio
Fc a glicina puede indicarse como 329G, G329, Gayg, P329G, 0 Pro329Gly.

Tal como se usa en el presente documento, el término "polipéptido” se refiere a una
molécula compuesta de monémeros (aminoacidos) enlazados linealmente mediante
enlaces de amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término
"polipéptido” se refiere a cualquier cadena de dos 0 mas aminoéacidos, y no se refiere
a una longitud especifica del producto. Por lo tanto, péptidos, dipéptidos, tripéptidos,
oligopéptidos, "proteina”, "cadena de aminoéacidos" o cualquier otro término usado
para referirse a una cadena de dos o mas aminoacidos, se incluyen dentro de la
definicion de "polipéptido” y el término "polipéptido puede usarse en lugar de, o de
manera intercambiable con cualquiera de estos términos. También se entiende que
el término "polipéptido” se refiere a los productos de las modificaciones posteriores a
la expresién del polipéptido, incluyendo, sin limitacion, glucosilacién, acetilacion,
fosforilacion, amidacion, derivatizacion mediante grupos protectores/blogueantes
conocidos, escision proteolitica, 0 modificacion mediante aminoacidos de origen no
natural. Un polipéptido puede proceder de una fuente biolégica natural o producirse
mediante tecnologia recombinante, pero no se traduce necesariamente a partir de
una secuencia de acido nucleico designada. Puede generarse de cualquier modo,
incluyendo mediante sintesis quimica. Un polipéptido de la invencion puede ser de
un tamafio de aproximadamente 3 0 mas, 5 o0 mas, 10 o mas, 20 o mas, 25 o mas,
50 o mas, 75 0 mas, 100 o mas, 200 o mas, 500 o mas, 1.000 o mas, 0 2.000 o més
aminoacidos. Los polipéptidos pueden tener una estructura tridimensional definida,
aunque no tienen necesariamente dicha estructura. Los polipéptidos con una
estructura tridimensional definida se citan como plegados, y los polipéptidos que no
poseen una estructura tridimensional definida, sino que pueden adoptar un gran
numero de conformaciones diferentes, se citan como no plegados.

Por un polipéptido "aislado™ o una variante o derivado del mismo se entiende un
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polipéptido que no esta en su medio natural. No se necesita un nivel particular de
purificacion. Por ejemplo, puede retirarse un polipéptido aislado de su ambiente
nativo o natural. Los polipéptidos y proteinas producidos de manera recombinante
expresados en células hospedadoras se consideran aislados para los fines de la
invencion, como lo son polipéptidos nativos o recombinantes que se han separado,
fraccionado o purificado parcial o sustancialmente mediante cualquier técnica
adecuada.

El “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" respecto de un
polipéptido de referencia se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en
una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos en la
secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir los espacios en blanco, en caso necesario, para lograr el maximo
porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en cuenta las posibles
sustituciones conservativas como parte de la identidad de secuencia. El alineamiento
con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos
puede lograrse de varias maneras que se encuentran dentro de las capacidades de
la técnica, por ejemplo, usando programas informéticos disponibles de manera
publica, tales como los programas BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los parametros
necesarios para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para
lograr un alineamiento maximo a lo largo de la longitud completa de las secuencias
gue se estén comparando. Para los fines del presente documento, sin embargo, los
valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el
programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue programado por Genentech,
Inc., y el cédigo fuente, junto con las instrucciones para su uso, se han depositado
en la Oficina de Derechos de Autor de los Estados Unidos (U.S. Copyright Office),
Washington D.C., 20559, donde esta registrada con el N° de Registro de Derechos
de Autor de los Estados Unidos TXU510087. El programa ALIGN-2 estéa disponible al
publico a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o puede
compilarse a partir de su cadigo fuente. El programa ALIGN-2 debe compilarse para
Su uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V 4.0 D digital. Todos los
parametros de comparacion de secuencias se ajustan por el programa ALIGN-2 y no
varian. En las situaciones en las que se usa ALIGN-2 para comparaciones de
secuencias de aminoécidos, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una
secuencia de aminoacidos dada A para, con, 0 contra una secuencia de
aminoacidos dada B (que puede, como alternativa, citarse como una secuencia de
aminoacidos A que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia

para, con, 0 contra una secuencia de aminoacidos B) se calcula del modo siguiente:
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100 veces la fraccion X/Y

donde X es el numero de restos de aminoacidos marcados como coincidencias
idénticas por el programa de alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el
alineamiento del programa de A y B, y donde Y es el numero total de restos de
aminoacidos en B. Se apreciara que en los casos donde la longitud de la secuencia
de aminoéacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el %
de identidad de secuencia de A para B no sera igual al % de identidad de secuencia
de aminoacidos de B para A. A menos que se afirme especificamente lo contrario,
todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente
precedente usando el programa informatico ALIGN-2.

El término "polinucledtido” se refiere a una molécula o construccion de &cido
nucleico aislada, por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARN de procedencia viral, 0
ADN de plasmido (ADNp). Un polinucleétido puede comprender un enlace
fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace de
amida, tal como se encuentra en los 4cidos peptidonucleicos (APN). La expresion
"molécula de acido nucleico" se refiere a uno cualquiera 0 mas segmentos de acido
nucleico, por ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un polinucleétido.
Por molécula de acido nucleico o polinucledtido "aislado” se entiende una molécula
de acido nucleico, ADN o ARN, que se ha extraido de su ambiente natural. Por
ejemplo, un polinucleétido recombinante contenido en un vector que codifica un
polipéptido se considera aislado para los fines de la presente invencion. Los
ejemplos adicionales de un polinucleétido aislado incluyen polinucleétidos
recombinantes mantenidos en células hospedadoras heterdlogas o polinucleé6tidos
(parcial o sustancialmente) purificados en solucion. Un polinucledtido aislado incluye
una molécula de polinucledétido contenida en células que normalmente contienen a la
molécula de polinucleétido, pero la molécula de polinucledtido estd presente
extracromosomalmente o en una localizacidbn cromosdmica que es diferente de su
localizacion cromosomica natural. Las moléculas de ARN aisladas incluyen
transcritos de ARN in vivo o in vitro de la presente invencion, asi como formas de
hebra positiva y negativa, y formas bicatenarias. Los polinucleétidos o &cidos
nucleicos aislados de acuerdo con la presente invencion comprenden ademas
dichas moléculas producidas de manera sintética. Ademas, un polinucle6tido o acido
nucleico puede ser o puede incluir un elemento regulador, tal como un promotor, un
sitio de unién a ribosomas, o un terminador de la transcripcion.

Por un &cido nucleico o polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos al
menos, por ejemplo, “idéntica” en un 95 % a una secuencia de nucleétidos de

referencia de la presente invencion, se entiende que la secuencia de nucleotidos del
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polinucleodtido es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia
de polinucleotidos puede incluir hasta cinco mutaciones puntuales por cada 100
nucledtidos de la secuencia del nucleétido de referencia. En otras palabras, para
obtener un polinucleétido que tenga una secuencia de nucleétidos al menos un 95 %
idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia, hasta un 5 % de los
nucleotidos en la secuencia de referencia pueden eliminarse o sustituirse por otro
nucleétido, o un niumero de nucleétidos de hasta el 5 % de los nucledtidos totales en
la secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia pueden suceder en las posiciones
terminales 5' y 3' de la secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier sitio
entre estas posiciones terminales, intercaladas bien individualmente entre los restos
en la secuencia de referencia 0 en uno 0 mas grupos contiguos dentro de la
secuencia de referencia. Como asunto practico, si una secuencia de polinucleétidos
particular es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntica con una secuencia de nucledtidos de la presente invencién puede
determinarse de manera convencional usando programas informaticos conocidos,
tales como los discutidos anteriormente para polipéptidos (por ejemplo, ALIGN-2).

La expresion "casete de expresion" se refiere a un polinucledtido generado
recombinante o sintéticamente, con una serie de elementos de acidos nucleicos
especificados que permiten la transcripcion de un acido nucleico particular en una
célula diana. El casete de expresion recombinante puede incorporarse en un
plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN de plastido, virus, o fragmento de
acido nucleico. Tipicamente, la porcion de casete de expresion recombinante de un
vector de expresion incluye, entre otras secuencias, una secuencia de &cido nucleico
gue se va a transcribir y un promotor. En determinadas realizaciones, el casete de
expresion de la invencidon comprende secuencias polinucleotidicas que codifican
moléculas de unidn a antigeno biespecificas de la invencién o fragmentos de las
mismas.

El término "vector" o la expresion "vector de expresion" son sinénimos de la
expresion "construccion de expresion” y se refieren a una molécula de ADN que se
usa para introducir y dirigir la expresion de un gen especifico al que se asocia de
manera operativa en una célula diana. El término incluye el vector como una
estructura de acido nucleico autorreplicante asi como el vector incorporado en el
genoma de una célula hospedadora en la que se ha introducido. El vector de
expresion de la presente invencion comprende un casete de expresion. El vector de
expresion permite la transcripcién de grandes cantidades de ARNm estable. Una vez
que el vector de expresion esta dentro de la célula diana, la molécula de acido
ribonucleico o proteina que se codifica por el gen se produce por la maquinaria de

transcripcion y/o traduccion celular. En una realizacion, el vector de la expresion
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comprende un casete de expresion que comprende secuencias polinucleotidicas que
codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas de la invencion o fragmentos
de las mismas.

Las expresiones "célula hospedadora”, "linea celular hospedadora" y "cultivo de
células hospedadoras" se usan de manera intercambiable y se refiere a células en
las cuales se han introducido acidos nucleicos exdgenos, incluyendo la progenie de
dichas células. Las células hospedadoras incluyen "transformantes" y "células
transformadas"”, que incluyen a la célula primaria transformada y a la progenie
derivada de esta independientemente del nUmero de pases. La progenie puede no
ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula parental,
pero puede contener mutaciones. Se incluye en el presente documento la progenie
mutante que tiene la misma funcién o actividad bioldgica explorada o seleccionada
en la célula transformada originalmente. Una célula hospedadora es cualquier tipo
de sistema celular que pueda usarse para generar las moléculas de unién a
antigeno biespecificas de la presente invencién. Las células hospedadoras incluyen
células cultivadas, por ejemplo, células de mamifero cultivadas, tales como células
CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células YO de mieloma, células
P3X63 de mieloma de raton, células PER, células PER.C6 o células de hibridoma,
células de levadura, células de insecto, y células vegetales, por nombrar solo
algunas, pero también células comprendidas dentro de un animal transgénico, planta
transgénica o planta cultivada o tejido animal.

Un "receptor Fc activador” es un receptor Fc que después de la ocupacion por un
dominio Fc de un anticuerpo provoca eventos de sefalizacion que estimulan a
células portadoras de receptores para llevar a cabo las funciones efectoras. Los
receptores de Fc activadores humanos incluyen FcyRllla (CD16a), FcyRI (CD64),
FcyRlla (CD32), y FcaRl (CD89).

La citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) es un
mecanismo inmunitario que da lugar a la lisis por células efectoras inmunitarias de
las células diana recubiertas de anticuerpo. Las células diana son células a las que
los anticuerpos o los derivados de las mismas que comprenden una region Fc se
unen especificamente, generalmente a través de la parte de la proteina que esta en
N-terminal con la regién Fc. Tal como se usa en el presente documento, la expresiéon
"ADCC reducida" se define como una reduccion en el niumero de células diana que
se lisan en un tiempo dado, a una concentracion dada de anticuerpo en el medio que
rodea a las células diana, mediante el mecanismo de ADCC definido anteriormente,
y/o un aumento en la concentracion de anticuerpo en el medio que rodea a las
células diana, necesaria para lograr la lisis de un numero dado de células diana en
un tiempo dado, mediante el mecanismo de ADCC. La reduccion en la ADCC es

relativa a la ADCC mediada por el mismo anticuerpo producido por el mismo tipo de
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células hospedadoras, usando los mismos meétodos convencionales de produccion,
purificacion, formulacién y almacenamiento (que son conocidos para los expertos en
la materia), pero que no se ha modificado por ingenieria genética. Por ejemplo, la
reduccion en la ADCC mediada por un anticuerpo que comprende en su dominio Fc
una sustituciéon de aminoacidos que reduce la ADCC, es relativa a la ADCC mediada
por el mismo anticuerpo sin esta sustitucion de aminoacido en el dominio Fc. Se
conocen bien en la materia ensayos para medir la ADCC (véase, por ejemplo, la
Publicacién PCT n.° WO 2006/082515 o la Publicacién PCT n.° WO 2012/130831).
Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a la cantidad que es necesaria para
dar como resultado un cambio fisioldgico en la célula o tejido al cual se administra.
Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, por ejemplo, una composicion
farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, a dosis y durante periodos de tiempo
necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemplo elimina, disminuye, retrasa,
minimiza o previene los efectos adversos de una enfermedad.

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

La expresion "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en
forma tal que permite que la actividad biolégica de un principio activo contenido en
esta sea efectivo, y que no contiene componentes adicionales que sean
inaceptablemente toxicos para un sujeto al que se le administre la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente en una
composicién farmacéutica, distinto del principio activo, que no es toxico para un
sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero sin limitacién, un
tampodn, excipiente, estabilizante o conservante.

Tal como se usa en el presente documento, “"tratamiento” (y variaciones
gramaticales del mismo, tales como "tratar” o "tratando”) se refiere a la intervencion
clinica en un intento de alterar el curso natural una enfermedad en el individuo que
se esté tratando, y se puede realizar tanto como profilaxis o durante la evolucién de
una patologia clinica. Los efectos deseables del tratamiento incluyen, pero sin
limitacion, prevenir la aparicion o recidiva de la enfermedad, el alivio de sintomas, la
disminucién de cualesquiera consecuencias patologicas directas o indirectas de la
enfermedad, prevenir la metastasis, disminuir la velocidad de evolucion de la
enfermedad, la mejora o alivio de la patologia, y la remisibn o un prondstico
mejorado. En algunas realizaciones, las moléculas de union a antigeno biespecificas

activadoras de células T de la invencion se usan para retrasar el desarrollo de una
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enfermedad o para ralentizar la progresion de una enfermedad.

El término "antagonista" se usa en su sentido mas amplio, e incluye a cualquier
molécula que bloquee, inhiba, o neutralice parcial o completamente una actividad
biolégica de un polipéptido nativo divulgada en el presente documento. De manera
similar, el término "agonista” se usa en el sentido mas amplio e incluye cualquier
molécula que induzca una actividad biolégica de un polipéptido nativo divulgado en
el presente documento. Las moléculas agonistas 0 antagonistas adecuadas incluyen
especificamente anticuerpos agonistas o antagonistas o fragmentos de anticuerpo,
incluyendo fragmentos de anticuerpo modificados por ingenieria genética,
fragmentos o variantes de secuencia de aminoacidos de polipéptidos nativos,
péptidos, oligonucledtidos antisentido, moléculas organicas pequefias, etc. Los
métodos para identificar agonistas o antagonistas de un polipéptido pueden
comprender poner en contacto el polipéptido con una molécula agonista o
antagonista candidata y medir un cambio detectable en una o mas actividades
biolégicas normalmente asociadas con el polipéptido.

El término “prospecto” se utiliza para referirse a las instrucciones habitualmente
incluidas en los envases comerciales de productos terapéuticos, que contienen
informacion sobre las indicaciones, uso, dosis, administracion, terapia combinada,
contraindicaciones y/o advertencias relativas al uso de dichos productos

terapéuticos.

Todas las referencias, publicaciones, patentes y solicitudes de patente divulgadas en
el presente documento se incorporan al presente documento por referencia en su
totalidad.

Descripcion detallada de las realizaciones

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencién
es biespecifica, es decir, comprende al menos dos restos de uniéon a antigeno
capaces de unirse especificamente a dos determinantes antigénicos distintos, es
decir, a CD3 y a FolR1. De acuerdo con la invencion, los restos de union a antigeno
son moléculas Fab (es decir, dominios de unién a antigeno compuestos de una
cadena pesada y una ligera, cada una comprendiendo una regién variable y una
constante). En una realizacion, dichas moléculas Fab son humanas. En otra
realizacion, dichas moléculas Fab estdn humanizadas. En otra realizacion mas,
dichas moléculas Fab comprenden regiones constantes de cadena pesada y ligera
humana.

La molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion

es capaz de unirse simultdneamente al antigeno de FolR1 y a CD3 de la célula
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diana. En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de células T es capaz de reticular a una célula T y a una célula diana que expresa
FolR1 mediante la union simultdnea al antigeno de FolR1 y a CD3 de la célula diana.
En una realizacion adin mas particular, dicha unién simultdnea da como resultado la
lisis de la célula diana que expresa FolR1, en particular, una célula tumoral que
expresa FolR1. En una realizacion, dicha unién simultanea da como resultado la
activacion de las células T. En otras realizaciones, dicha union simultdnea da como
resultado una respuesta celular de un linfocito T, en particular de un linfocito T
citotoxico, seleccionada entre el grupo de: proliferacion, diferenciacion, secrecion de
citocinas, liberacion de moléculas efectoras citotoxicas, actividad citotdxica, y
expresion de marcadores de activacion. En una realizacion, la unién de la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T a CD3 sin unién simultanea
al antigeno de FolR1 de la célula diana no da como resultado la activacion de las
células T.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T es capaz de redirigir la actividad citotéxica de una célula T a una célula
diana que expresa FolR1. En una realizacién particular, dicha redireccion es
independiente de la presentacion de péptidos antigénicos mediada por el CMH por la
célula diana y/o de la especificidad de la célula T.

En particular, una célula T de acuerdo con algunas de las realizaciones de la
invencién es una célula T citotéxica. En algunas realizaciones, la célula T es una
célula T CD4" o CD8", en particular una célula T CD8".

La molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion
comprende al menos un resto de union a antigeno capaz de unirse a CD3 (también
citado en el presente documento como un "resto de unién a antigeno de CD3" o
"primer resto de unién a antigeno"). En una realizacion particular, la molécula de
unidn a antigeno biespecifica activadora de células T comprende no mas de un resto
de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a CD3. En una realizacion, la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T proporciona union
monovalente a CD3. En una realizacion particular, CD3 es CD3 humano o CD3 de
cinomolgo, mas particularmente CD3 humano. En una realizacion particular, el resto
de unidbn a antigeno de CD3 tiene reactividad cruzada (es decir, se une
especificamente a) para CD3 humano y de cinomolgo. En algunas realizaciones, el
primer resto de unidén a antigeno es capaz de unirse especificamente a la subunidad
épsilon de CD3 (véase en n.° de UniProt PO7766 (version 130), n.° RefSeq del NCBI
NP:000724.1, SEC ID N°: 150 para la secuencia humana; n.° de UniProt Q95LI5
(version 49), n.° GenBank del NCBI BAB71849.1, para la secuencia de cinomolgo
[Macaca fascicularis]).

En algunas realizaciones, el resto de unién a antigeno de CD3 comprende al menos
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una region determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada
seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID
N°: 39 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID
N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID N°: 34.

En una realizacion, el resto de unidén a antigeno de CD3 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34.

En una realizacion, el resto de union a antigeno de CD3 comprende una cadena
pesada variable que comprende una secuencia de aminoacidos de: SEC ID N°: 36y
una cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de: SEC
ID N°: 31.

EN una realizacion, el resto de union a antigeno de CD3 comprende una secuencia
de region variable de cadena pesada que es al menos aproximadamente un 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEC ID N°: 36 y una secuencia de
region variable de cadena ligera que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEC ID N°: 31.

La molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion
comprende al menos un resto de unién a antigeno capaz de unirse al antigeno de
FolR1 de la célula diana (también citado en el presente documento como "resto de
unidn a FolR1" o "segundo” o "tercer"” resto de unidn a antigeno). En una realizacion,
el resto de unién a antigeno capaz de unirse al antigeno de FolR1 de la célula diana
no se une a FolR2 o FolR3. En una realizacion particular, el resto de union a
antigeno de FolR1 tiene reactividad cruzada (es decir, se une especificamente a)
para FolR1 humano y de cinomolgo. En determinadas realizaciones, la molécula de
unién a antigeno biespecifica activadora de células T comprende dos restos de
union a antigeno capaces de unirse al antigeno de FolR1 de la célula diana. En una
realizacion particular similar, cada uno de estos restos de unién a antigeno se une
especificamente al mismo determinante antigénico. En una realizacion ain mas
particular, todos estos restos de unidn a antigeno son idénticos. En una realizacion,
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T comprende no
mas de dos restos de unidn a antigeno capaces de unirse a FolR1.

El resto de unibn a FolR1 es generalmente una molécula Fab que se une
especificamente a FolR1 y es capaz de dirigir a la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T a la que se conecta a un sitio diana, por
ejemplo, a un tipo de célula tumoral especifico que expresa FolR1.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una molécula de unidn a antigeno

biespecifica activadora de células T que comprende
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(1) un primer resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de
unirse especificamente a CD3, y que comprende al menos una region
determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada
seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID Ne:
38 y SEC ID N° 39 y al menos una CDR de cadena ligera
seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID
N°: 34;y

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz
de unirse especificamente al receptor 1 de folato (FolR1).

En una realizacion, el primer resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab
capaz de unirse especificamente a CD3 comprende una cadena pesada variable
gue comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 36 y una cadena

ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 31.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende adicionalmente

(i)  un tercer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de

unirse especificamente a FolR1.

En una realizacion similar, el segundo y el tercer resto de union a antigeno capaz de
unirse especificamente a FolR1 comprenden secuencias de regién determinante de
la complementariedad (CDR) de cadena pesada y de CDR de cadena ligera
idénticas. En una realizacion similar, el tercer resto de unioén a antigeno es idéntico al

segundo resto de union a antigeno.

En una realizaciébn la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores comprende ademas un
dominio Fc compuesto de al menos una primera y una segunda subunidad capaz de
asociarse de manera estable.

En una realizacion, el primer resto de unién a antigeno y el segundo resto de union a
antigeno se fusionan cada uno al extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc.

En una realizacion, el tercer resto de unién a antigeno se fusiona en el extremo C-
terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de
Fab del primer resto de union a antigeno, opcionalmente a través de un enlazador
peptidico.

En una realizacién particular adicional, hay presente no mas de un resto de union a
antigeno capaz de unirse especificamente a CD3 en la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T (es decir, la molécula de union a antigeno

biespecifica activadora de células T proporciona union monovalente a CD3).
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Molécula de union a antigeno biespecifica activador  a de células T con una

cadena ligera comun

Los inventores de la presente invencion generaron un anticuerpo biespecifico en el
que los restos de uniébn comparten una cadena ligera comdn que mantiene la
especificidad y eficacia del anticuerpo monoespecifico progenitor para CD3 y que
puede unirse a un segundo antigeno (por ejemplo, FolR1) usando la misma cadena
ligera. La generacion de una molécula biespecifica con una cadena ligera comun
que retiene las propiedades de unidn del anticuerpo progenitor no es directa ya que
las CDR comunes de la cadena ligera hibrida tienen que efectuar la especificidad de
unién para ambas dianas. En un aspecto, la presente invencion proporciona una
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende
un primer y un segundo resto de union a antigeno, uno de los cuales es una
molécula Fab capaz de unirse especificamente a CD3 y el otro es una molécula Fab
capaz de unirse especificamente a FolR1, en la que la primera y la segunda
molécula Fab tienen cadenas ligeras VLCL idénticas. En una realizacion, dicha
cadena ligera idéntica (VLCL) comprende las CDR de cadena ligera de SEC ID N°:
32, SEC ID N°: 33 y SEC ID N°: 34. En una realizacion, dicha cadena ligera idéntica
(VLCL) comprende a la SEC ID Ne: 35.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

() un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3, y que comprende al menos una regidén determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el grupo que
consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID
NO°: 34,

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) y que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17 y SEC ID N°: 18 y al menos una CDR
de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC
ID N°: 34.

En una realizacion similar, el resto de unién a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
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SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 16, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 17, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 18, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 36 y una cadena ligera variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 31.

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 15 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
31.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

() un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3, y que comprende al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el grupo que
consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID
NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) y que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
qgue consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N° 275 y SEC ID N°: 315 y al menos una
CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33,
SEC ID Ne°: 34.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

() un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3, y que comprende las secuencias de aminoacidos de las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la cadena pesada de
SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39, y las secuencias de aminoacidos de
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las CDR de cadena ligera de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33y SEC ID N°: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) y que comprende las secuencias de
aminoacidos de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la
cadena pesada de SEC ID N° 16, SEC ID N° 275 y SEC ID N°: 315, y las
secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena ligera de SEC ID N°: 32, SEC ID
N°: 33, y SEC ID Ne°: 34.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

() un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 36 y una cadena ligera variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 31,

(il) un segundo resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 274 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
31.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 36 y una cadena ligera variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne°: 31.

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 15 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
31.

En una realizacién adicional, el resto de union a antigeno que es especifico para
FolR1 comprende una region variable de cadena pesada que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
15 y una secuencia de region variable de cadena ligera que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
31 o variantes de las mismas que mantengan funcionalidad.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
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células T comprende una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEC ID N°: 15, y una secuencia polipeptidica
que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a SEC ID Ne°: 31.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende adicionalmente
(i) un tercer resto de unién a antigeno (que es una molécula Fab) capaz

de unirse especificamente a FolR1.

En una realizacion similar, el segundo y el tercer resto de union a antigeno capaz de
unirse especificamente a FolR1 comprenden secuencias de region determinante de
la complementariedad (CDR) de cadena pesada y de CDR de cadena ligera
idénticas. En una realizacién similar, el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al

segundo resto de uniodn a antigeno.

Por lo tanto, en una realizacién, la presente invencion proporciona una molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

() un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3, y que comprende al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el grupo que
consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC ID
NO: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) y que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17 y SEC ID N°: 18 y al menos una CDR
de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N°: 33, SEC
ID N°: 34.

(iii) un tercer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) y que comprende al menos una
region determinante de la complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo
que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17 y SEC ID N°: 18 y al menos una CDR
de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N¢°: 33, SEC
ID N°: 34.
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En una realizacion similar, el resto de union a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 16, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 17, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 18, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada variable que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 36 y una cadena ligera variable que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 31.

(il) un segundo resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 15 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
31.

(i) un tercer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 15 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
31.

Por lo tanto, en una realizacion, la invencion se refiere a moléculas biespecificas en
las que la menos dos restos de unién a antigeno tienen cadenas ligeras idénticas y
cadenas pesadas remodeladas correspondientes que confieren la unién especifica
al antigeno CD3 activador de células T y al antigeno FolR1 de la célula diana,
respectivamente. El uso de este principio denominado "cadena ligera comun”, es
decir, combinar dos restos de unidon que comparten una cadena ligera pero que aun
tienen especificidades separadas, previene el mal emparejamiento de la cadena
ligera. Por lo tanto, hay menos productos secundarios durante la produccion, lo que
facilita la preparacion homogénea de moléculas de unidon a antigeno biespecificas

activadoras de células T.

Los componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de

células T pueden fusionarse entre si en una diversidad de configuraciones. Las
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configuraciones ejemplares se ilustran en las figuras 1A-1 y se describen

adicionalmente a continuacion.

En algunas realizaciones, dicha molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T comprende ademas un dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad capaz de asociacion estable. Mas adelante se
describen realizaciones ejemplares de la molécula de unidén a antigeno biespecifica

activadora de células T que comprende un dominio Fc.

Molécula de union a antigeno biespecifica activador  a de células T con con un

fragmento Fab sobrecruzado

Los inventores de la presente invencion generaron un segundo formato de
anticuerpo biespecifico en el que uno de los restos de unidén a antigeno es un
fragmento Fab sobrecruzado. En un aspecto de la invencion, se proporciona un
anticuerpo biespecifico monovalente, en el que uno de los fragmentos Fab de una
molécula de 1gG se reemplaza por un fragmento Fab sobrecruzado. Los fragmentos
Fab sobrecruzados son fragmentos Fab en los que bien las regiones variables o las
regiones constantes de la cadena ligera y pesada estan intercambiadas. Los
formatos de anticuerpo biespecifico que comprenden fragmentos Fab sobrecruzados
se han descrito, por ejemplo, en los documentos W02009080252, W02009080253,
WO02009080251, WO02009080254, WO02010/136172, WO02010/145792 vy
W02013/026831. En una realizacion particular, el primer resto de unidon a antigeno
es una molécula Fab sobrecruzada en la que bien las regiones variables o las
constantes de la cadena ligera de Fab y de la cadena pesada de Fab estan
intercambiadas. Dicha modificacion previene el mal emparejamiento de las cadenas
pesadas y ligeras de diferentes moléculas Fab, mejorando de este modo el
rendimiento y pureza de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de la invencion en produccién recombinante. En una molécula Fab
sobrecruzada particular atil para la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencion, las regiones variables de la cadena ligera de
Fab y de la cadena pesada de Fab estan intercambiadas. En otra molécula Fab
sobrecruzada util para la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de la invencion, las regiones constantes de la cadena ligera de Fab y de la

cadena pesada de Fab estan intercambiadas.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de

células T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada

capaz de unirse especificamente a CD3, que comprende al menos una region
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determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre
el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos
una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID
N°: 33, SEC ID N°: 34,

(i) un segundo resto de unidn a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) que comprende al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Ne:
8, SEC ID N° 56 y SEC ID N° 57 y al menos una CDR de cadena ligera
seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 65.

En una realizacion similar, el resto de union a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 56, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 57, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 59, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 60, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 65.

En una realizaciéon, el segundo resto de union a antigeno es una molécula Fab

convencional.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
31.

(i) un segundo resto de unién a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 55 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
64.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno es una molécula Fab

convencional.
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En una realizacion adicional, el resto de union a antigeno que es especifico para
FolR1 comprende una region variable de cadena pesada que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
55 y una secuencia de region variable de cadena ligera que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
64 o variantes de las mismas que mantengan funcionalidad.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEC ID N° 31, una secuencia polipeptidica
gue es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a SEC ID N° 55, y una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
64.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende adicionalmente
(i) un tercer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a
FolR1.

En una realizacion, el tercer resto de unién a antigeno es una molécula Fab
convencional. En una realizacion, el tercer resto de union a antigeno es una

molécula Fab sobrecruzada.

En una realizacién similar, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno capaz de
unirse especificamente a FolR1 comprenden secuencias de region determinante de
la complementariedad (CDR) de cadena pesada y de CDR de cadena ligera
idénticas. En una realizacién similar, el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al

segundo resto de uniodn a antigeno.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de

células T comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3, que comprende al menos una region
determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre
el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos
una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID
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N°: 33, SEC ID Ne°: 34;

(i) un segundo resto de unidn a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) que comprende al menos una regién determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Ne:
8, SEC ID N° 56 y SEC ID N° 57 y al menos una CDR de cadena ligera
seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 65.

(iii) un tercer resto de unidn a antigeno capaz de unirse especificamente al receptor
1 de folato (FolR1) que comprende al menos una regidon determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°:
8, SEC ID N° 56 y SEC ID N° 57 y al menos una CDR de cadena ligera
seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 59, SEC ID N°: 60, SEC ID N°: 65.

En una realizacion similar, el resto de unién a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 56, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 57, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 59, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 60, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 65.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno y el tercer resto de union a

antigeno son ambos una molécula Fab convencional.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
31.

(i) un segundo resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 55 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
64.

(iii) un tercer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
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especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 55 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
64.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno y el tercer resto de union a
antigeno son ambos una molécula Fab convencional.
En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de

células T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3, que comprende al menos una region
determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre
el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos
una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID
N°: 33, SEC ID Ne°: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) que comprende al menos una regién determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Ne:
8, SEC ID N°: 9 y SEC ID N°: 50 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada
entre el grupo de SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 53, SEC ID N°: 54,

En una realizacion similar, el resto de unién a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 9, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 54,

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno es una molécula Fab
convencional. En una realizacion, el segundo resto de unidon a antigeno es una

molécula Fab sobrecruzada.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende
(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada

capaz de unirse especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada
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variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
31.

(il) un segundo resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 49 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
51.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno es una molécula Fab
convencional. En una realizacion, el segundo resto de unidon a antigeno es una

molécula Fab sobrecruzada.

En una realizacién adicional, el resto de union a antigeno que es especifico para
FolR1 comprende una regidn variable de cadena pesada que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la secuencia
de SEC ID N°: 49 y una secuencia de region variable de cadena ligera que es al
menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEC
ID N°: 51 o variantes de las mismas que mantengan funcionalidad.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
36, una secuencia polipeptidica que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEC ID N° 31, una secuencia polipeptidica
que es al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %
idéntica a SEC ID N° 49, y una secuencia polipeptidica que es al menos
aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a SEC ID N°:
51.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende adicionalmente
(i) un tercer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a
FolR1.

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

molécula Fab sobrecruzada.
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En una realizacion similar, el segundo y el tercer resto de union a antigeno capaz de
unirse especificamente a FolR1 comprenden secuencias de region determinante de
la complementariedad (CDR) de cadena pesada y de CDR de cadena ligera
idénticas. En una realizacién similar, el tercer resto de unién a antigeno es idéntico al

segundo resto de union a antigeno.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de

células T comprende

(i) un primer resto de union a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3, que comprende al menos una region
determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre
el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos
una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID
N°: 33, SEC ID Ne°: 34;

(i) un segundo resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente al
receptor 1 de folato (FolR1) que comprende al menos una regién determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID Ne:
8, SEC ID N°: 9 y SEC ID N°: 49 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada
entre el grupo de SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 53, SEC ID N°: 54,

(iii) un tercer resto de unidn a antigeno capaz de unirse especificamente al receptor
1 de folato (FolR1) que comprende al menos una regidon determinante de la
complementariedad (CDR) seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°:
8, SEC ID N°: 9 y SEC ID N°: 50 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada
entre el grupo de SEC ID N°: 52, SEC ID N°: 53, SEC ID N°: 54,

En una realizacion similar, el resto de unién a antigeno de CD3 comprende la CDR1
de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38,
la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y el resto de unién a antigeno de FolR1 comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 9, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID No°: 54,

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno y el tercer resto de union a

antigeno son ambos una molécula Fab convencional.
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En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende

(i) un primer resto de unién a antigeno que es una molécula Fab sobrecruzada
capaz de unirse especificamente a CD3 que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 36 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
31.

(i) un segundo resto de unidn a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 49 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:
51.

(i) un tercer resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse
especificamente al receptor 1 de folato (FolR1) que comprende una cadena pesada
variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 49 y una
cadena ligera variable que comprende una secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne°:
51.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno y el tercer resto de union a
antigeno son ambos una molécula Fab convencional.

Por lo tanto, en una realizacién, la invencién se refiere a moléculas biespecificas en
las que dos restos de unidén a antigeno confieren union especifica a FoIR1 y un resto
de union a antigeno confiere especificidad para el antigeno CD3 activador de células
T. Una de las cadenas pesadas se modifica para asegurar un emparejamiento
adecuado de las cadenas ligera y pesada, eliminando de este modo la necesidad de
una estrategia de cadena ligera comun. La presencia de dos sitios de unién a FolR1
permite un acoplamiento adecuado con el antigeno de FolR1 diana y la activacion de
células T.

Los componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T pueden fusionarse entre si en una diversidad de configuraciones. Las
configuraciones ejemplares se ilustran en las figuras 1A-1 y se describen

adicionalmente a continuacion.

En algunas realizaciones, dicha molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T comprende ademas un dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad capaz de asociacion estable. Mas adelante se
describen realizaciones ejemplares de la molécula de unidén a antigeno biespecifica

activadora de células T que comprende un dominio Fc.
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Formatos de moléculas de union a antigeno biespecif  icas activadoras de

células T

Tal como se ilustra anteriormente en las figuras 1A-I, en una realizacion, las
moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T comprenden al
menos dos fragmentos Fab que tienen cadenas ligeras idénticas (VLCL) y que
tienen cadenas pesadas diferentes (VHCL) que confieren las especificidades para
dos antigenos diferentes, es decir, un fragmento Fab es capaz de unirse
especificamente a un antigeno de CD3 activador de células T y el otro fragmento
Fab es capaz de unirse especificamente al antigeno de FolR1 de la célula diana.

En otra realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende al menos dos restos de union a antigeno (moléculas Fab), uno
de los cuales es una molécula Fab sobrecruzada y uno de los cuales es una
molécula Fab convencional. En una realizacion similar, el primer resto de unién a
antigeno capaz de unirse especificamente a CD3 es una molécula Fab
sobrecruzada y el segundo resto de union a antigeno capaz de unirse

especificamente a FolR1 es una molécula Fab convencional.

Estos componentes de la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de
células T pueden fusionarse entre si en una diversidad de configuraciones. Las

configuraciones ejemplares se ilustran en las figuras 1A-I.

En algunas realizaciones, el primero y segundo resto de union a antigeno se
fusionan cada uno al extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
terminal de la primera o de la segunda subunidad del dominio Fc. En una realizaciéon
especifica similar, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células
T consiste esencialmente en un primer y un segundo resto de unidn a antigeno, un
dominio Fc compuesto de una primera y una segunda subunidad, y opcionalmente
uno o0 mas enlazadores peptidicos, en la que el primero y segundo resto de unién a
antigeno se fusionan cada uno al extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la primera o de la segunda subunidad del dominio Fc. En una
realizacion similar, el primer y el segundo resto de unidn a antigeno son ambos
fragmentos Fab y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otra realizacion
similar, el primer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a CD3
es una molécula Fab sobrecruzada y el segundo resto de unién a antigeno capaz de

unirse especificamente a FolR1 es una molécula Fab convencional.

En una realizacion, el segundo resto de union a antigeno se fusiona en el extremo
C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la primera o la
segunda subunidad del dominio Fc y el primer resto de unidn a antigeno esta

fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
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terminal de la cadena pesada de Fab del segundo resto de union a antigeno. En una
realizacion especifica similar, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T consiste esencialmente en un primer y un segundo resto de
unién a antigeno, un dominio Fc compuesto de una primera y una segunda
subunidad, y opcionalmente uno o mas enlazadores peptidicos, en la que el primer
resto de union a antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena
pesada de Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del segundo resto
de unioén a antigeno, y el segundo resto de unién a antigeno esta fusionado en el
extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la primera
o de la segunda subunidad del dominio Fc. En una realizacion similar, el primer y el
segundo resto de unién a antigeno son ambos fragmentos Fab y tienen cadenas
ligeras (VLCL) idénticas. En otra realizacion similar, el primer resto de union a
antigeno capaz de unirse especificamente a CD3 es una molécula Fab
sobrecruzada y el segundo resto de union a antigeno capaz de unirse
especificamente a FolR1 es una molécula Fab convencional. Opcionalmente, la
cadena ligera de Fab del primer resto de unién a antigeno y la cadena ligera de Fab
del segundo resto de unién a antigeno pueden estar adicionalmente fusionadas

entre si.

En otras realizaciones, el primer resto de unidon a antigeno esta fusionado en el
extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la primera
o de la segunda subunidad del dominio Fc. En una realizacion particular similar, el
segundo resto de union a antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la
cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer
resto de uniébn a antigeno. En una realizacién especifica similar, la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T consiste esencialmente en un
primer y un segundo resto de unién a antigeno, un dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas enlazadores
peptidicos, en la que el segundo resto de unidn a antigeno esta fusionado en el
extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal de la cadena
pesada de Fab del primer resto de unidon a antigeno, y el primer resto de unién a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la primera o de la segunda subunidad del dominio Fc. En una
realizacion similar, el primer y el segundo resto de unidon a antigeno son ambos
fragmentos Fab y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otra realizacion
similar, el primer resto de union a antigeno capaz de unirse especificamente a CD3
es una molécula Fab sobrecruzada y el segundo resto de unién a antigeno capaz de
unirse especificamente a FolR1 es una molécula Fab convencional. Opcionalmente,

la cadena ligera de Fab del primer resto de unidn a antigeno y la cadena ligera de
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Fab del segundo resto de unién a antigeno pueden estar adicionalmente fusionadas

entre si.

Los restos de unidn a antigeno pueden estar fusionados al dominio Fc o entre si
directamente o a través de un enlazador peptidico, que comprende uno o mas
aminoacidos, tipicamente aproximadamente 2-20 aminoacidos. Los enlazadores
peptidicos se conocen en la técnica y se describen en el presente documento. Los
enlazadores peptidicos no inmunogénicos adecuados incluyen, por ejemplo, los
enlazadores peptidicos (G4S), (SEC ID N° 300), (SG4)n (SEC ID N°: 301), (G4S),
(SEC ID N°: 300) 0 G4(SGy)n (SEC ID N°: 302). “n” es generalmente un nimero entre
1y 10, tipicamente entre 2 y 4. Un enlazador peptidico particularmente adecuado
para fusionar las cadenas ligeras de Fab del primer y el segundo resto de unién a
antigeno entre si es (G4S), (SEC ID N°: 303). Un enlazador peptidico adecuado para
conectar las cadenas pesadas de Fab del primer y el segundo resto de union a
antigeno es EPKSC(D)-(G4S),.(SEC ID N° 304 y 305). Adicionalmente, los
enlazantes pueden comprender (una porcion de) una regidon bisagra de
inmunoglobulina. Particularmente en los casos donde un resto de unidn a antigeno
se fusiona en el extremo N-terminal de una subunidad de dominio Fc, puede
fusionarse a través de una region bisagra de inmunoglobulina o una porcion del

mismo, con o sin un enlazador peptidico adicional.

Los inventores de la presente invencion han descubierto que la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende dos restos de unién a
antigeno especificos para el antigeno de FolR1 de la célula diana tiene
caracteristicas superiores en comparacion con la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende solo el resto de union para el

antigeno de FolR1 de la célula diana.

Por consiguiente, en determinadas realizaciones, la molécula de union a antigeno
biespecifico activadora de células T de la invencion comprende ademas un tercer
resto de union a antigeno que es una molécula Fab capaz de unirse especificamente
a FolR1. En una realizacion similar, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno
capaz de unirse especificamente a FolR1 comprenden secuencias de region
determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada y de CDR de
cadena ligera idénticas. En una realizacion similar, el tercer resto de unién a
antigeno es idéntico al segundo resto de unién a antigeno (es decir, comprenden las

mismas secuencias de aminoacidos).

En una realizacion, el primer y el segundo resto de union a antigeno se fusionan
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cada uno en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
terminal de la primera o la segunda subunidad del dominio Fc y el tercer resto de
union a antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de
Fab al extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a
antigeno. En una realizacion especifica similar, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T consiste esencialmente en un primer, un
segundo y un tercer resto de union a antigeno, un dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o mas enlazadores
peptidicos, en la que el primer y el segundo resto de unidn a antigeno se fusionan
cada uno en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
terminal de la primera subunidad del dominio Fc y el tercer resto de unién a antigeno
esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de union a antigeno. En una
realizacion similar, el primero, el segundo y el tercer resto de union a antigeno son
fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas. En otra
realizacion similar, el primer resto de unibn a antigeno capaz de unirse
especificamente a CD3 es una molécula Fab sobrecruzada y el segundo y tercer
resto de unidn a antigeno capaz de unirse especificamente a FolR1 es una molécula
Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto de union
a antigeno y la cadena ligera de Fab del tercer resto de unién a antigeno pueden
estar adicionalmente fusionadas entre si.

Por consiguiente, en determinadas realizaciones, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de célula T de la invencion comprende cinco cadenas
polipeptidicas que forman un primer, un segundo y un tercer resto de union a
antigeno en el que el primer resto de union a antigeno es capaz de unirse a CD3 y el
segundo y el tercer resto de unién a antigeno son cada uno capaces de unirse al
receptor 1 de folato (FolR1l). La primera y la segunda cadena polipeptidica
comprenden, en direccion de amino (N)-terminal a carboxilo (C)-terminal, un primer
dominio variable de cadena ligera (VLD1) y un primer dominio constante de cadena
ligera (CLD1). La tercera cadena polipeptidica comprende, en direccion de N-
terminal a C-terminal, un segundo dominio variable de cadena ligera (VLD2) y un
segundo dominio constante 1 de cadena pesada (CH1D2). La cuarta cadena
polipeptidica comprende, en direccién de N-terminal a C-terminal, un primer dominio
variable de cadena pesada (VHD1), un primer dominio constante 1 de cadena
pesada (CH1D1), un primer dominio constante 2 de cadena pesada (CH2D1) y un
primer dominio constante 3 de cadena pesada (CH3D1). La quinta cadena
polipeptidica comprende VHD1, CH1D1, un segundo dominio variable de cadena
pesada (VHD2), un segundo dominio constante de cadena ligera (CLD2), un

segundo dominio constante 2 de cadena pesada (CH2D2) y un segundo dominio
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constante 3 de cadena pesada (CH3D2). La tercera cadena polipeptidicay VHD2 y
CLD2 de la quinta cadena polipeptidica forman el primer resto de union a antigeno
capaz de unirse a CD3. La segunda cadena polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la
quinta cadena polipeptidica forman el tercer resto de unién capaz de unirse a FolR1.
La primera cadena polipeptidica y VHD1 y CH1D1 de la cuarta cadena polipeptidica
forman el segundo resto de union capaz de unirse a FolR1.

En otra realizacion, el segundo y el tercer resto de union a antigeno se fusionan
cada uno al extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-terminal
de la primera o segunda subunidad del dominio Fc, y el primer resto de unién a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del segundo resto de unién a
antigeno. En una realizacion especifica similar, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T consiste esencialmente en un primer, un
segundo y un tercer resto de union a antigeno, un dominio Fc compuesto de una
primera y una segunda subunidad, y opcionalmente uno o méas enlazadores
peptidicos, en la que el segundo y el tercer resto de unién a antigeno se fusionan
cada uno en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al extremo N-
terminal de la primera subunidad del dominio Fc y el primer resto de unién a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del tercer resto de unién a
antigeno. En una realizacion similar, el primero, el segundo y el tercer resto de union
a antigeno son fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL)
idénticas. En otra realizacion similar, el primer resto de unidn a antigeno capaz de
unirse especificamente a CD3 es una molécula Fab sobrecruzada y el segundo y
tercer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a FolR1 es una
molécula Fab convencional. Opcionalmente, la cadena ligera de Fab del primer resto
de union a antigeno y la cadena ligera de Fab del segundo resto de unién a antigeno

pueden estar adicionalmente fusionadas entre si.

Los restos de union a antigeno pueden estar fusionados al dominio Fc a través de
un enlazador peptidico. En una realizacion particular, los restos de unién a antigeno
se fusionan cada uno al dominio Fc a través de una regidon bisagra de
inmunoglobulina. En una realizacion especifica, la region bisagra de inmunoglobulina

es una region bisagra de 1lgG; humana.

En una realizacion, el primer y el segundo resto de union a antigeno y el dominio Fc
son parte de una molécula de inmunoglobulina. En una realizacion particular, la
molécula de inmunoglobulina es una inmunoglobulina de clase IgG. En una

realizacion aun mas particular, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de
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subclase 1gG;. En otra realizacion, la inmunoglobulina es una inmunoglobulina de
subclase IgG4. En una realizacion particular adicional, la inmunoglobulina es una
inmunoglobulina humana. En otras realizaciones, la inmunoglobulina es una

inmunoglobulina quimérica o una inmunoglobulina humanizada.

En una realizacion particular, en dicha molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T el primer y el segundo resto de unién a antigeno y el dominio
Fc son parte de una molécula de inmunoglobulina, y el tercer resto de uniéon a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a
antigeno, en la que el primero, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno son
fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas, en la que
el primer resto de union a antigeno capaz de unirse especificamente a CD3
comprende al menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de
cadena pesada seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID
N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el
grupo de SEC ID N° 32, SEC ID N°: 33 y SEC ID N° 34; y el segundo vy el tercer
resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a FolR1 comprenden al
menos una region determinante de la complementariedad (CDR) de cadena pesada
seleccionada entre el grupo que consiste en SEC ID N°: 16, SEC ID N°: 17y SEC ID
N°: 18 y al menos una CDR de cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID
N°: 32, SEC ID N°: 33y SEC ID Ne°: 34.

En una realizacion particular, en dicha molécula de uniéon a antigeno biespecifica
activadora de células T el primer y el segundo resto de unién a antigeno y el dominio
Fc son parte de una molécula de inmunoglobulina, y el tercer resto de union a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a
antigeno, en la que el primero, el segundo y el tercer resto de unién a antigeno son
fragmentos Fab convencionales y tienen cadenas ligeras (VLCL) idénticas, en la que
el primer resto de union a antigeno capaz de unirse especificamente a CD3
comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de SEC ID
N°: 36, una cadena ligera variable que comprende una secuencia de SEC ID N°: 31;
y el segundo y el tercer resto de union a antigeno capaz de unirse especificamente a
FolR1 comprende una cadena pesada variable que comprende una secuencia de
SEC ID N°: 15, una cadena ligera variable que comprende una secuencia de SEC ID
Ne°: 31.

En una realizacion particular, en dicha molécula de union a antigeno biespecifica
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activadora de células T el primer y el segundo resto de union a antigeno y el dominio
Fc son parte de una molécula de inmunoglobulina, y el tercer resto de union a
antigeno esté fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a
antigeno y el primer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a
CD3 es una molécula Fab sobrecruzada en la que las regiones variables o
constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab estan
intercambiadas, que comprende al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el grupo que
consiste en SEC ID N°: 37, SEC ID N°: 38 y SEC ID N°: 39 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 32, SEC ID N° 33 y SEC
ID N°: 34; y el segundo y el tercer resto de unién a antigeno capaz de unirse
especificamente a FolR1 comprenden al menos una region determinante de la
complementariedad (CDR) de cadena pesada seleccionada entre el grupo que
consiste en SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 56 y SEC ID N°: 57 y al menos una CDR de
cadena ligera seleccionada entre el grupo de SEC ID N°: 59, SEC ID N° 60 y SEC
ID N°: 65.

En una realizacion particular, en dicha molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T el primer y el segundo resto de unién a antigeno y el dominio
Fc son parte de una molécula de inmunoglobulina, y el tercer resto de unién a
antigeno esta fusionado en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab al
extremo N-terminal de la cadena pesada de Fab del primer resto de unién a
antigeno y el primer resto de unién a antigeno capaz de unirse especificamente a
CD3 es una molécula Fab sobrecruzada en la que las regiones variables o
constantes de la cadena ligera de Fab y la cadena pesada de Fab estan
intercambiadas, en la que el primer resto de union a antigeno capaz de unirse
especificamente a CD3 comprende una cadena pesada variable que comprende una
secuencia de SEC ID N° 36, una cadena ligera variable que comprende una
secuencia de SEC ID N°: 31; y el segundo y el tercer resto de union a antigeno
capaz de unirse especificamente a FolR1 comprende una cadena pesada variable
gue comprende una secuencia de SEC ID N°: 55, una cadena ligera variable que
comprende una secuencia de SEC ID N°: 65.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T es monovalente para cada antigeno. En una realizacion particular, la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T puede unirse a
CD3 humana y al receptor alfa de folato (FolR1) humano y se elaboré sin emplear
una estrategia de heterodimerizacion, tal como, por ejemplo, la tecnologia de pomos

en agujeros. Por ejemplo, la molécula puede producirse empleando una biblioteca
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de cadena ligera comun y tecnologia CrossMab. En una realizacion particular, la
region variable de las moléculas de union a CD3 se fusiona al dominio CH1 de un
anticuerpo IgG1l humano convencional para formar la molécula cruzada VLVH
(fusionada a Fc) que es comun para ambas especificidades. Para generar los
homologos cruzados (VHCL), se fusiona un dominio variable de cadena pesada
especifico de CD3 a una cadena ligera [ humana constante mientras que un
dominio variable de cadena pesada especifico para FolR1 (por ejemplo, aislado de
una biblioteca de cadena ligera comun) se fusiona a una cadena ligera (1 humana
constante. La molécula resultante deseada con cadenas correctamente emparejadas
comprende cadenas ligeras tanto kappa como lambda o fragmentos de las mismas.
En consecuencia, esta especie de moléculas biespecificas puede purificarse a partir
de especies mal emparejadas u homodiméricas con etapas de purificacion
secuencial que seleccionan respecto de cadena ligera kappa y lambda, en ambas
secuencias. En una realizacion particular, la purificacion del anticuerpo biespecifico
deseado emplea etapas posteriores de purificacion con columnas KappaSelect y
LambdaFabSelect (GE Healthcare) para eliminar los anticuerpos homodiméricos no
deseados.

Dominio Fc

El dominio Fc de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células
T consiste en un par de cadenas polipeptidicas que comprenden dominios de
cadena pesada de una molécula de inmunoglobulina. Por ejemplo, el dominio Fc de
una molécula de inmunoglobulina G (IgG) es un dimero, comprendiendo cada
subunidad de este los dominios constantes CH2 y CH3 de la cadena pesada de la
IgG. Las dos subunidades del dominio Fc son capaces de asociarse de manera
estable entre si. En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencidon comprende no mas de un dominio Fc.

En una realizaciéon de acuerdo con la invencion, el dominio Fc de la molécula de
unidon a antigeno biespecifica activadora de células T es un dominio Fc de IgG. En
una realizacion particular, el dominio Fc es un dominio Fc de 1gG;. En otra
realizacién, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4. En una realizacion mas
especifica, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG4 que comprende una sustitucion
de aminoacidos en la posicion S228 (numeracion de Kabat), en particular, la
sustitucion de aminodcidos S228P. Esta sustitucion de aminoécidos reduce el
intercambio de brazo de Fab in vivo de los anticuerpos de IgG, (véase Stubenrauch
et al., Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)). En una realizacion
particular adicional el dominio Fc es humano. Una secuencia ejemplar de una region

Fc de IgG; humana se proporciona en la SEC ID N°: 245.
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Modificaciones de dominio Fc que promueven la heterodimerizacién

Las moléculas de unidon a antigeno biespecificas activadoras de células T de
acuerdo con la invencion comprenden diferentes restos de unidn a antigeno,
fusionados a una o a la otra de las dos subunidades del dominio Fc, por lo tanto, las
dos subunidades del dominio Fc comprenden tipicamente dos cadenas
polipeptidicas no idénticas. La coexpresiéon recombinante de estos polipéptidos y la
posterior dimerizacion da lugar a varias combinaciones posibles de los dos
polipéptidos. Para mejorar el rendimiento y la pureza de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células T en produccién recombinante, sera
por lo tanto ventajoso introducir en el dominio Fc de la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T una modificacidbn que promueva la asociacion de
los polipéptidos deseados.

Por consiguiente, en realizaciones particulares del dominio Fc de la molécula de
unién a antigeno biespecifico activadora de células T de acuerdo con la invencion
comprende una modificacidon que promueve la asociacion de la primera y la segunda
subunidad del dominio Fc. El sitio de interaccion proteina-proteina mas extensiva
entre las dos subunidades de un dominio Fc de IgG humana se encuentra en el
dominio CH3 del dominio Fc. Por lo tanto, en una realizacion, dicha modificacion es
en el dominio CH3 del dominio Fc.

En una realizacion especifica, dicha modificacion es una modificacion denominada
de "pomo en agujero”, que comprende una modificacion de "pomo" en una de las
dos subunidades del dominio Fc y una modificaciéon de "agujero” en la otra de las
dos subunidades del dominio Fc.

La tecnologia de pomo en agujero se describe, por ejemplo, en los documentos US
5.731.168; US 7.695.936; Ridgway et al., Prot Eng 9, 617-621 (1996) y en Carter, J
Immunol Meth 248, 7-15 (2001). En general, el método implica introducir una
protuberancia ("pomo") en la interfaz de un primer polipéptido y una correspondiente
cavidad ("agujero") en la interfaz de un segundo polipéptido, de tal forma que la
protuberancia puede posicionarse en la cavidad para promover la formacion de
heterodimero e impedir la formacibn de homodimero. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de amino&cidos pequefias de la interfaz
del primer polipéptido con cadenas mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano).
Se crean cavidades compensadoras de tamafio idéntico o similar a las
protuberancias en la interfaz del segundo polipéptido sustituyendo cadenas laterales
de aminoacidos grandes con otras mas pequefas (por ejemplo, alanina o treonina).
Por consiguiente, en una realizacion particular, en el dominio CH3 de la primera
subunidad del dominio Fc de los la molécula de union a antigeno biespecifica

activadora de células T de la invencion se reemplaza un resto de aminoacido por un
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resto de aminoacido que tenga un volumen de cadena lateral mayor, generando de
este modo una protuberancia en el dominio CH3 de la primera subunidad que puede
posicionarse en una cavidad en el dominio CH3 de la segunda subunidad, y en el
dominio CH3 de la segunda subunidad del dominio Fc se reemplaza un resto de
aminoacido con un resto de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas
pequefio, generando de este modo una cavidad en el dominio CH3 de la segunda
subunidad en la que puede posicionarse la protuberancia en el dominio CH3 de la
primera subunidad.

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

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

En una realizacion adicional mas, en la primera subunidad del dominio Fc el resto de
serina en la posicion 354 se reemplaza adicionalmente por un resto de cisteina
(S354C), y en la segunda subunidad del dominio Fc el resto de tirosina en la
posicion 349 se reemplaza adicionalmente por un resto de cisteina (Y349C). La
introduccion de estos dos restos de cisteina da como resultado la formacion de un
puente disulfuro entre las dos subunidades del dominio Fc, de este modo
estabilizando adicionalmente al dimero (Carter, J Immunol Methods 248, 7-15
(2001)).

En una realizacion particular, el resto de union a antigeno capaz de unirse a CD3 se
fusiona (opcionalmente a través del resto de unidén a antigeno capaz de unirse a
FolR1 en un antigeno de célula diana) a la primera subunidad del dominio Fc (que
comprende la modificacion de "pomo"). Sin desear quedar ligados a teoria alguna, la
fusion del resto de union a antigeno capaz de unirse a CD3 a la subunidad que
contiene el pomo del dominio Fc minimizara (adicionalmente) la generacion de
moléculas de union a antigeno que comprenden dos restos de unidon a antigeno
capaces de unirse a CD3 (choque estérico de dos polipéptidos que contienen
pomos).

En una realizacion alternativa, una modificacion que promueve la asociacién de la
primera y la segunda subunidad del dominio Fc comprende una modificacion que
media efectos de direccionamiento electrostatico, por ejemplo, tal como se describe

en la publicacion PCT WO 2009/089004. En general, este meétodo implica el
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reemplazo de uno o mas restos de aminoacidos en la interfaz de las dos
subunidades del dominio Fc por medio de restos de aminoacidos cargados de tal
forma que la formacién de homodimeros es electrostaticamente desfavorable pero la

heterodimerizacion es electrostaticamente favorable.

Modificaciones de dominio Fc gue suprimen la unién a receptor Fc y/o la funcién

efectora

El dominio Fc confiere a la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T propiedades farmacocinéticas favorables, incluyendo una larga semivida
en suero que contribuye a una buena acumulacion en el tejido diana y una relacion
de distribucion tejido-sangre favorable. A la vez puede, sin embargo, dan lugar a un
direccionamiento no deseado de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T a células que expresan receptores Fc en vez de a las células
portadoras de antigeno preferidas. Ademas, la activacion conjunta de las rutas de
sefalizacion de receptor Fc pueden dar lugar a liberacion de citocinas que, en
combinacion con las propiedades de activacion de células T y la larga semivida de la
molécula de uniéon a antigeno, da como resultado la activacién excesiva de los
receptores de citocinas y graves efectos secundarios tras su administracion
sistémica. La activacion de células inmunes (portadoras de receptor Fc) distintas de
células T puede incluso reducir la eficacia de la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T debido a la destruccion potencial de células T,
por ejemplo, por células NK.

Por consiguiente, en realizaciones particulares, el dominio Fc de las moléculas de
unidn a antigeno biespecificas activadoras de células T de acuerdo con la invencion
muestra afinidad de unién reducida a un receptor de Fc y/o funcién efectora
reducida, en comparacién con un dominio Fc de IgG; nativo. En una realizacion
similar, el dominio Fc (o la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T que comprende dicho dominio Fc) muestra menos de un 50 %,
preferentemente menos de un 20%, mas preferentemente menos de un 10% vy lo
mas preferentemente menos de un 5% de la afinidad de unién a un receptor de Fc,
en comparacion con un dominio Fc de IgG; nativo (0 una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende un dominio Fc de IgG;
nativo), y/o menos de un 50%, preferentemente menos de un 20%, mas
preferentemente menos de un 10% y lo mas preferentemente menos de un 5% de la
funcién efectora, en comparacion con un dominio Fc de IgG; nativo (0o una molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende un dominio
Fc de IgG; nativo). En una realizacion, el dominio Fc (o la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende dicho dominio Fc) no

se une sustancialmente a un receptor de Fc y/o induce funcién efectora. En una
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realizacion particular, el receptor Fc es un receptor Fcy. En una realizacion, el
receptor Fc es un receptor Fc humano. En una realizacion, el receptor Fc es un
receptor Fc activante. En una realizacion especifica, el receptor Fc es un receptor
Fcy humano activante, mas especificamente FcyRllla, FcyRlI o FcyRlla humano,
mas especificamente FcyRIlla humano. En una realizacion, la funcién efectora es
una o mas seleccionada entre el grupo de CDC, ADCC, ADCP, y secrecion de
citocinas. En una realizacion particular, la funcion efectora es ADCC. En una
realizacion, el dominio Fc muestra una afinidad de union sustancialmente similar al
receptor de Fc neonatal (FCRn), en comparacion con un dominio de Fc de IgG;
nativo. La union sustancialmente similar a FCRn se logra cuando el dominio Fc (o la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende
dicho dominio Fc) muestra mas de aproximadamente un 70%, particularmente mas
de aproximadamente un 80%, mas particularmente mas de aproximadamente un
90% de la afinidad de union de un dominio Fc de una IgG; nativa (o la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende un dominio Fc
de 1gG; nativo) a FcRn.

En determinadas realizaciones, el dominio Fc esta disefiado para tener afinidad de
union reducida a un receptor de Fc y/o funcidn efectora reducida, en comparacion
con un dominio Fc no modificado por ingenieria genética. En realizaciones
particulares, el dominio Fc de la molécula de uniébn a antigeno biespecifica
activadora de células T comprende una o mas mutaciones de aminoacidos que
reduce la afinidad de union del dominio Fc a un receptor de Fc y/o la funcion
efectora. Tipicamente, estan presentes las mismas una 0 mas mutaciones de
aminoécidos en cada una de las dos subunidades del dominio Fc. En una
realizacion, la mutacion de aminoéacidos reduce la afinidad de union del dominio Fc a
un receptor de Fc. En una realizacion, la mutacion de aminoacidos reduce la afinidad
del dominio Fc para un receptor Fc en al menos 2 veces, al menos 5 veces, o al
menos 10 veces. En realizaciones en las que hay mas de una mutacion de
aminoacidos que reducen la afinidad de union del dominio Fc por el receptor Fc, la
combinacion de estas mutaciones de aminoacidos puede reducir la afinidad de union
del dominio Fc por un receptor Fc en al menos 10 veces, al menos 20 veces, 0 al
menos 50 veces. En una realizacién, la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende un dominio Fc disefiado muestra menos de
un 20 %, particularmente menos de un 10 %, mas particularmente menos de un 5 %
de la afinidad de unidon a un receptor de Fc en comparacion con una molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende un dominio Fc
no disefiado. En una realizacion particular, el receptor Fc es un receptor Fcy. En
algunas realizaciones, el receptor Fc es un receptor Fc humano. En algunas

realizaciones, el receptor de Fc es un receptor de Fc activador. En una realizacion
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especifica, el receptor Fc es un receptor Fcy humano activante, mas
especificamente FcyRllla, FcyRIl o FcyRlla humano, mas especificamente FcyRllla
humano. Preferentemente, se reduce la union a cada uno de estos receptores. En
algunas realizaciones, la afinidad de union a un componente de complemento,
especificamente, la afinidad de union a C1q, también se reduce. En una realizacion,
la afinidad de unidn al receptor Fc neonatal (FCRn) no se reduce. La union
sustancialmente similar a FcRn, es decir, la conservacion de la afinidad de unién del
dominio Fc a dicho receptor, se consigue cuando el dominio Fc (o la molécula de
unidn a antigeno biespecifica activadora de células T que comprende dicho dominio
Fc) muestra mas de aproximadamente un 70 % de la afinidad de unidn de una forma
no disefiada del dominio Fc (o de la molécula de uniéon a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende dicha forma no disefiada del dominio Fc) a
FcRn. ElI dominio Fc, o las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de células T que comprenden dicho dominio Fc, pueden mostrar mas de
aproximadamente un 80 % e incluso mas de aproximadamente un 90 % de dicha
afinidad. En determinadas realizaciones, el dominio Fc de la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T esta disefiada para que tenga funcién
efectora reducida, en comparacion con un dominio Fc no modificado por ingenieria
genética. La funcién efectora reducida puede incluir, pero sin limitacion, uno o mas
de los siguientes: citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) reducida,
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC) reducida,
fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (ADCP) reducida, secrecion de
citocinas reducida, captacion de antigeno mediada por complejo inmune por células
presentadoras de antigenos reducida, union a células NK reducida, union a
macréfagos reducida, unibn a monocitos reducida, union a células
polimorfonucleares reducida, sefializacion directa que induce apoptosis reducida,
reticulacion reducida de anticuerpos unidos a diana, maduracion de células
dendriticas reducida o cebado de linfocitos T reducido. En una realizacién, la funcion
efectora reducida es una o mas seleccionada entre el grupo de CDC reducida,
ADCC reducida, ADCP reducida, y secrecion de citocinas reducida. En una
realizacion particular, la funcion efectora reducida es ADCC reducida. En una
realizacién, la ADCC reducida es menor del 20 % de la ADCC inducida por un
dominio Fc no disefiado (0 por una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T que comprende un dominio Fc no disefiado).

En una realizacidn, la mutacion de aminoacidos que reduce la afinidad de union del
dominio Fc a un receptor de Fc y/o la funcién efectora es una sustitucion de
aminoacidos. En una realizacién, el dominio Fc comprende una sustituciéon de
aminoacidos en una posicion seleccionada entre el grupo de E233, L234, L235,

N297, P331 y P329. En una realizacibn mas especifica, el dominio Fc comprende
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una sustitucion de aminoacidos en una posicion seleccionada entre el grupo de
L234, L235 y P329. En algunas realizaciones, el dominio Fc comprende las
sustituciones de aminoacidos L234A y L235A. En una realizacién similar, el dominio
Fc es un dominio Fc de IgG,, particularmente, un dominio Fc de IgG; humana. En
una realizacién, el dominio Fc comprende una sustitucion de aminoéacidos en la
posicion P329. En una realizacion mas especifica, la sustitucion de aminoacidos es
P329A o0 P329G, particularmente P329G. En una realizacién, el dominio Fc
comprende una sustitucion de aminoacidos en la posicion P329 y una sustitucion
adicional de aminoacidos en una posicion seleccionada entre E233, L234, L235,
N297 y P331. En una realizacion mas especifica, la sustitucion adicional de
aminoacidos es E233P, L234A, L235A, L235E, N297A, N297D o P331S. En
realizaciones particulares, el dominio Fc comprende sustituciones de aminoacidos en
las posiciones P329, L234 y L235. En realizaciones mas particulares, el dominio Fc
comprende las mutaciones de aminoacidos L234A, L235A y P329G (“P329G LALA").
En una realizacion similar, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG;, particularmente,
un dominio Fc de IgG; humana. La combinacion de sustituciones de aminoacidos
"P329G LALA" suprime practicamente por completo la union a receptor de Fcy de un
dominio Fc de IgG humana, tal como se describe en la publicacion PCT n.° WO
2012/130831, incorporado al presente documento por referencia en su totalidad. El
documento WO 2012/130831 también describe métodos para preparar dichos
dominios Fc mutantes y métodos para determinar sus propiedades, tales como unién
a receptor Fc o funciones efectoras.

Los anticuerpos de IgG4 muestran afinidad de union reducida a receptores Fc y
funciones efectoras reducidas en comparacion con anticuerpos de 1gG;. De este
modo, en algunas realizaciones, el dominio Fc de las moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de linfocitos T de la invencion es un dominio Fc de IgGy,
particularmente, un dominio Fc de IgGs humana. En algunas realizaciones, el
dominio Fc de IgG, comprende sustituciones de aminoacidos en las posiciones
S228, especificamente, la sustitucion de aminoacidos S228P. Para reducir
adicionalmente su afinidad de union a un receptor Fc y/o su funcién efectora, en una
realizacion, el dominio Fc de IgG, comprende una sustitucion de aminoacidos en la
posicion L235, especificamente, la sustitucion de aminoacidos L235E. En otra
realizacion, el dominio Fc de IgG, comprende una sustitucién de aminoacidos en la
posicion P329, especificamente, la sustitucion de aminoacidos P329G. En una
realizacion particular, el dominio Fc de 1gGs comprende sustituciones de
aminoacidos en las posiciones S228, L235 y P329, especificamente, las
sustituciones de aminoacidos S228P, L235E y P329G. Dichos mutantes de dominio
Fc de 1gG,4 y sus propiedades de union a receptor de Fcy se describen en la

publicacion PCT n.° WO 2012/130831, incorporado al presente documento por
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referencia en su totalidad.

En una realizacion particular, el dominio Fc que muestra afinidad de unién reducida
a un receptor de Fc y/o funcion efectora reducida, en comparacion con un dominio
Fc de 1gG; nativo, es un dominio Fc de IgG; humana que comprende las
sustituciones de aminoacidos L234A, L235A y opcionalmente P329G, o un dominio
Fc de IgG4 humana que comprende las sustituciones de aminoacidos S228P, L235E
y opcionalmente P329G.

En determinadas realizaciones, se ha eliminado la N-glucosilacion del dominio Fc.
En una realizacion similar, el dominio Fc comprende una mutacion de aminoacidos
en la posicibn N297, particularmente una sustitucion de aminoacidos que reemplaza
asparagina por alanina (N297A) o 4cido aspértico (N297D).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormente en el presente documento y en
la publicacion PCT WO 2012/130831, Los dominios Fc con unidén a receptor Fc
reducida y/o funciones efectoras también incluyen aquellos con sustituciones de uno
0 mas de los restos del dominio Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (Patente de
los Estados Unidos n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc
con sustituciones en dos o mas de las posiciones de aminoacidos 265, 269, 270,
297 y 327, incluyendo el mutante de Fc llamado "DANA" con sustitucion de restos
265y 297 a alanina (Patente de los Estados Unidos 7.332.581).

Los dominios Fc mutantes pueden prepararse mediante eliminacion de aminoécidos,
sustitucion, insercidbn o modificacibn usando métodos genéticos o0 quimicos bien
conocidos en la técnica. Los métodos genéticos pueden incluir mutagénesis de sitio
especifico de la secuencia de ADN codificante, PCR, sintesis génica, y similares.
Los cambios de nucleétidos correctos pueden verificarse, por ejemplo, mediante
secuenciacion.

La union a receptores Fc puede determinarse facilmente, por ejemplo, mediante
ELISA, o mediante resonancia de plasmon superficial (SPR) usando instrumentacion
convencional, tal como un instrumento BlAcore (GE Healthcare), y receptores Fc,
tales como los que pueden obtenerse mediante expresion recombinante. Un ensayo
de unidn similar adecuado se describe en el presente documento. Como alternativa,
la afinidad de dominios Fc o de moléculas de unidn a antigeno biespecificas que
comprenden un dominio Fc para receptores de Fc puede evaluarse usando lineas
celulares que se sabe que expresan receptores de Fc particulares, tales como
células NK humanas que expresan receptor Fcyllla.

La funcién efectora de un dominio Fc, o de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T que comprende un dominio Fc, puede medirse
mediante métodos conocidos en la técnica. En el presente documento se describe
un ensayo adecuado para medir la ADCC. Otros ejemplos de ensayos in vitro para

determinar la actividad de ADCC de una molécula de interés se describen en la
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Patente de los Estados Unidos N° 5.500.362; Hellstrom et al. Proc Natl Acad Sci
USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstrom et al., Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502
(1985); la patente de Estados Unidos N° 5.821.337; Bruggemann et al., J Exp Med
166, 1351-1361 (1987). Como alternativa, pueden emplearse métodos de ensayos
no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTI™
para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de
citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96° (Promega, Madison, WI)). Las células
efectoras Utiles para dichos ensayos incluyen células mononucleadas de sangre
periféerica (PBMC) vy linfocitos citoliticos naturales (NK). Como alternativa, o
adicionalmente, La actividad de ADCC de la molécula de interés puede determinarse
in vivo, por ejemplo, en un modelo animal, tal como el divulgado en Clynes et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunas realizaciones, la unién del dominio Fc a un componente de
complemento, especificamente a Cl1q, se reduce. Por consiguiente, en algunas
realizaciones en las que el dominio Fc esta disefiado para tener funcion efectora
reducida, dicha funcion efectora reducida incluye CDC reducida. Pueden llevarse a
cabo ensayos de unién a Clqg para determinar si la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T es capaz de unirse a C1q y por lo tanto tener
actividad de CDC. Véase, por ejemplo, el ELISA de unién a Clg y C3c en los
documentos WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para determinar la activacién de
complemento, puede efectuarse un ensayo de CDC (véase, por ejemplo, Gazzano-
Santoro et al., J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragg et al., Blood 101, 1045-
1052 (2003); y Cragg y Glennie, Blood 103, 2738-2743 (2004)).

Propiedades biol6gicas y caracteristicas funcionale s de

moléculas de union a antigeno biespecificas activad  oras de células T

Un experto en la materia puede apreciar la eficacia ventajosa de una molécula que
distingue de manera selectiva entre células cancerosas y no cancerosas sanas. Una
forma de lograr este objetivo es mediante la seleccion de la diana adecuada. Los
marcadores expresados exclusivamente en células tumorales pueden emplearse
para dirigir de manera selectiva a moléculas o células efectoras a células tumorales
a la vez que se evitan las células normales que no expresan dicho marcador. Sin
embargo, en algunos casos, los marcadores celulares denominados tumorales
también se expresan en tejido normal, aunque a niveles menores. Esta expresion
en tejidos normales da lugar a la posibilidad de toxicidad. Por lo tanto, habia una
necesidad en la técnica de moléculas que puedan dirigirse de manera mas selectiva
a ceélulas tumorales. La invencion descrita en el presente documento proporciona

moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T que se dirigen
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de manera selectiva a células tumorales positivas a FolR1 y no a células normales
no cancerosas que expresan FolR1 a niveles bajos o en absoluto. En una
realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
comprende al menos dos, preferentemente dos, restos de unién a FolR1 de
relativamente baja afinidad que confieren un efecto de avidez que permite la
diferenciacion entre células con alta y baja expresion de FolR1. Debido a que las
células tumorales expresan FolR1 a niveles elevados o intermedios, esta realizacion
de la invencion se une de manera selectiva a, y/o induce la eliminacion de células
tumorales y no células normales no cancerosas que expresan FolR1 a niveles bajos
0 en absoluto. En una realizacidon, la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T estd en el formato invertido 2+1. En una realizacion, la
molécula de uniébn a antigeno biespecifica activadora de células T induce la
eliminacién de células tumorales y no tumorales positivas a FolR1 mediada por
células T y comprende un resto de union a antigeno de CD3 que comprende la
CDR1 de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID
NO°: 38, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de
SEC ID N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena
ligera de SEC ID N°: 34 y dos restos de union a FolR1 que comprenden cada uno la
CDR1 de cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID
N°: 9, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de
SEC ID N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena
ligera de SEC ID N°: 54.

En una realizacion especifica, la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T no induce la eliminacion de células normales que tienen
menos de 1000 copias de FolR1 en su superficie.

Ademas de las caracteristicas ventajosas anteriores, una realizacion de la invencion
no necesita reticulacion quimica o una estrategia hibrida para su produccion. Por
consiguiente, en una realizacién, la invencion proporciona una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T capaz de producirse en células CHO.
En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende polipéptidos humanizados y humanos. En una realizacion, la
molécula de uniébn a antigeno biespecifica activadora de células T no causa
reticulacion de FcgR. En una realizacion similar, la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T es capaz de produccion en células CHO y
comprende un resto de unién a antigeno de CD3 que comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y dos restos de union a FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de
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cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 9, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 54,

Como se ha indicado anteriormente, algunas realizaciones contempladas en el
presente documento incluyen moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de células T que tienen dos restos de unidon que confieren union
especifica a FolIR1 y un resto de union que confiere especificidad para el antigeno
CD3 activador de células T, en el que cada resto de union a FolR1 individual se
acopla al antigeno con baja afinidad. Debido a que la molécula comprende dos
restos de unién a antigeno que confieren unién a FolR1, la avidez general de la
molécula, sin embargo, proporciona union eficaz a células diana que expresan FolR1
y activacion de células T para inducir funcion efectora de células T. Teniendo en
consideracion que mientras que FolR1 se expresa a diversos niveles en células
tumorales, también se expresa a niveles muy bajos (por ejemplo, menos de
aproximadamente 1000 copias sobre la superficie celular) en determinadas células
normales, un experto en la materia puede reconocer facilmente la eficacia ventajosa
de dicha molécula para su uso como agente terapéutico. Dicha molécula se dirige
de manera selectiva a células tumorales frente a células normales. Dicha molécula,
por lo tanto, puede administrarse a un individuo que la necesite con una
preocupacion significativamente menor acerca de la toxicidad resultante de las
células normales positivas a FolR1 en comparacion con moléculas que se unen a
FolR1 con alta afinidad para inducir funcion efectora. En una realizacion preferida,
las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T tienen una
afinidad de uniébn monovalente a huFolR1 en el intervalo micromolar y una avidez

por huFolR1 en el intervalo nanomolar.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T se une a FolR1 humano con una Kp aparente de aproximadamente 10 nM
a aproximadamente 40 nM. En una realizacion, la molécula de unidon a antigeno
biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp aparente de
aproximadamente 10 nM. En una realizacion, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano y de cinomolgo con una
Ko aparente de aproximadamente 10 nM y aproximadamente 30 nM,
respectivamente. En una realizacion, la molécula de unidén a antigeno biespecifica
activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp de union monovalente
de al menos aproximadamente 1000 nM. En una realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp de

unién monovalente de aproximadamente 1400 nM. En una realizacion, la molécula
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de unién a antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano
con una Kp de union monovalente de aproximadamente 1400 nM y a FolR1 de
cinomolgo con una Kp de union monovalente de aproximadamente 5600 nM. En una
realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T se
une a FolR1 humano con una Kp aparente de aproximadamente 10 nM y con una Kp
de uniébn monovalente de aproximadamente 1400 nM.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T se une a FolR1 humano con una Kp aparente de aproximadamente 5,36
pM a aproximadamente 4 nM. En una realizacion, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano y de cinomolgo con una
Ko aparente de aproximadamente 4 nM. En una realizacion, la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 murino con una Kp
aparente de aproximadamente 1,5 nM. En una realizacion, la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp de
union monovalente de al menos aproximadamente 1000 nM. En una realizacion
especifica, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T se
une a FolR1 humano y de cinomolgo con una Kp aparente de aproximadamente 4
nM, se une a FolR1 murino con una Kp aparente de aproximadamente 1,5 nM, y
comprende un resto de unién a antigeno de CD3 que comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y dos restos de unién a FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 9, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N° 54. En una realizacion, la molécula de unidon a antigeno biespecifica
activadora de células T se une a FolR1 humano con una Kp de union monovalente
de al menos aproximadamente 1000 nM y comprende un resto de unién a antigeno
de CD3 que comprende la CDR1 de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de
cadena pesada de SEC ID N°: 38, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la
CDR1 de cadena ligera de SEC ID N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°:
33, y la CDR3 de cadena ligera de SEC ID N°: 34 y dos restos de union a FolR1 que
comprenden cada uno la CDR1 de cadena pesada de SEC ID Ne°: 8, la CDR2 de
cadena pesada de SEC ID N°: 9, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la
CDR1 de cadena ligera de SEC ID N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°:
53, y la CDR3 de cadena ligera de SEC ID N°: 54.

Tal como se ha descrito anteriormente, las moléculas de union a antigeno

biespecificas activadoras de células T contempladas en el presente documento
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pueden inducir funcién efectora de células T, por ejemplo, expresion de marcadores
de la superficie celular, produccién de citocinas, eliminacion mediada por células T.
En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T induce la eliminacion mediada por células T de la célula diana que expresa
FolR1, tal como una célula tumoral humana, in vitro. En una realizacion, la célula T
es una célula T CD8 positiva. Los ejemplos de células tumorales que expresan
FolR1 incluyen, pero sin limitacién, células HelLa, Skov-3, HT-29, y HRCEpiC. Otras
células cancerosas humanas positivas a FolIR1 que pueden usarse para ensayos in
vitro estan facilmente disponibles para el experto en la materia. En una realizacion,
la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T induce la
eliminaciéon de células tumorales humanas que expresan FolR1 mediada por células
T in vitro con una CE50 de entre aproximadamente 36 pM y aproximadamente
39573 pM después de 24 horas. Se contemplan especificamente moléculas de
unidon a antigeno biespecificas activadoras de células T que inducen la eliminacion
de la célula tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50
de aproximadamente 36 pM después de 24 horas. En una realizacion, la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la
célula tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de
aproximadamente 178,4 pM tras 24 horas. En una realizacion, la molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de células T induce la eliminacion de la célula
tumoral que expresa FolR1 mediada por células T in vitro con una CE50 de
aproximadamente 134,5 pM o mayor tras 48 horas. La CE50 puede medirse
mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante métodos
divulgados en el presente documento en los ejemplos.

En una realizacion, la molécula de uniéon a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores induce la regulacion positiva
de la expresion de la superficie celular de al menos uno de CD25 y CD69 sobre la
célula T segun se mide mediante citometria de flujo. En una realizacion, la célula T
es una célula T CD4 positiva o una célula T CD8 positiva.

En una realizacion, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de las realizaciones anteriores se une a FolR1 expresado en
una célula tumoral humana. En una realizacién, la molécula de union a antigeno
biespecifica activadora de células T de cualquiera de las realizaciones anteriores se
une a un epitopo conformacional en FolR1 humano. En una realizacion, la molécula
de unidon a antigeno biespecifica activadora de células de cualquiera de las
realizaciones anteriores T no se une al receptor de folato 2 humano (FolR2) o al
receptor de folato 3 humano (FolR3). En una realizacién de la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de cualquiera de cualquiera de las

realizaciones anteriores, el resto de unidon a antigeno se une a un polipéptido de
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FolR1 que comprende los aminoacidos 25 a 234 de FolR1 humano (SEC ID N°:
227). En una realizacion de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, el resto de
unién a antigeno de FolR1 se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N°. 227, a un polipéptido de FolR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 230 y a un polipéptido de
FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 231, y en el que
el resto de unién a antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de FolR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 228 o0 229. En una
realizacion especifica, la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de
células T comprende un resto de unién a antigeno de FolR1 que se une a un
polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las SEC ID Ne:
227, 230y 231, y en el que el resto de union a antigeno de FolR1 no se une a un
polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las SEC ID Ne:
228 0 229, y comprende un resto de union a antigeno de CD3 que comprende la
CDR1 de cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID
NO°: 38, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de
SEC ID N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena
ligera de SEC ID N°: 34 y dos restos de union a FolR1 que comprenden cada uno la
CDR1 de cadena pesada de SEC ID N°: 8, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID
N°: 9, la CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 50, la CDR1 de cadena ligera de
SEC ID N°: 52, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 53, y la CDR3 de cadena
ligera de SEC ID N°: 54,

En una realizacién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de cualquiera de cualquiera de las realizaciones anteriores, el resto de
unién a antigeno de FolR1 se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEC ID N° 227 a un polipéptido de FolR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 231, y en el que el resto de
unién a antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de FolR1 que comprende la
secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 228, 229 o 230. En una realizacion
especifica, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T
comprende un resto de unidn a antigeno de FolR1 que se une a un polipéptido de
FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°: 227 y a un
polipéptido de FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID Ne:
231, y en el que el resto de unidn a antigeno de FolR1 no se une a un polipéptido de
FolR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las SEC ID N°: 228, 229 o
230, y comprende un resto de unién a antigeno de CD3 que comprende la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 37, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 38, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 39, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
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N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34 y dos restos de union a FolR1 que comprenden cada uno la CDR1 de
cadena pesada de SEC ID N°: 16, la CDR2 de cadena pesada de SEC ID N°: 275, la
CDR3 de cadena pesada de SEC ID N°: 315, la CDR1 de cadena ligera de SEC ID
N°: 32, la CDR2 de cadena ligera de SEC ID N°: 33, y la CDR3 de cadena ligera de
SEC ID N°: 34.

Con respecto a FolR1, las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras
de células T contempladas en el presente documento pueden tener un efecto
agonista, antagonista o neutro. Los ejemplos de efecto agonista incluyen la
induccion o potenciacion de la sefializacion a través de FolR1 tras la union del resto
de union a FolR1 al receptor de FolR1 en la célula diana. Los ejemplos de actividad
antagonista incluyen la abrogacion o reduccion de la sefalizacion a través de FolR1
tras la union del resto de union a FolR1 al receptor de FolR1 en la célula diana. Esto
puede, por ejemplo, suceder bloqueando o reduciendo la interaccion entre folato con
FolR1. Se contemplan especificamente variantes de secuencia de las realizaciones
divulgadas en el presente documento que tienen menos afinidad a la vez que

retienen las propiedades biolégicas descritas anteriormente.

Inmunoconjugados
La invencidén también se refiere a inmunoconjugados que comprenden una molécula
de unidn a antigeno biespecifica activadora de células T conjugada a un agente
citotoxico, tal como un agente quimioterapéutico, un agente inhibidor del crecimiento,
una toxina (por ejemplo, una toxina enziméaticamente activa de origen bacteriano,
fungico, vegetal, o animal, o fragmentos de las mismas), o un isétopo radioactivo (es

decir, un radioconjugado).

Polinucledtidos

La invencion proporciona ademas polinucledtidos aislados que codifican una
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T tal como se
describe en el presente documento o un fragmento de la misma.

Los polinucleétidos de la invencidon incluyen a aquellos que son al menos
aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 %
idénticos a las secuencias expuestas en las SEC ID N°: 151-226, incluyendo
fragmentos funcionales o variantes de los mismos.

Los polinucledtidos que codifican moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de células T de la invencion pueden expresarse como un solo

polinucledtido que codifica a la molécula de union a antigeno biespecifica activadora



76

de células T o en forma de multiples (por ejemplo, dos 0 mas) polinucledtidos que se
expresan de manera conjunta. Los polipéptidos codificados por polinucleotidos que
se expresan de manera conjunta pueden asociarse a través, por ejemplo, enlaces
disulfuro u otros medios para formar una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T funcional. Por ejemplo, la parte de cadena ligera de un resto
de union a antigeno puede estar codificada por un polinucleétido separado de la
parte de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T que
comprende la parte de cadena pesada del resto de union a antigeno, una subunidad
de dominio Fc y opcionalmente (parte de) otro resto de union a antigeno. Cuando se
expresan de manera conjunta, los polipéptidos de cadena pesada se asociaran con
los polipéptidos de cadena ligera para formar el resto de uniéon a antigeno. En otro
ejemplo, la porcién de la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T que comprende una de las dos subunidades de dominio Fc vy
opcionalmente (parte de) uno o mas restos de union a antigeno podria estar
codificado por un polinucleétido separado de la parte de la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T que comprende a la otra de las dos
subunidades de dominio Fc y opcionalmente (parte de) un resto de unién a antigeno.
Cuando se expresan de manera conjunta, las subunidades de dominio Fc se
asociaran para formar el dominio Fc.

En algunas realizaciones, el polinucleétido aislado codifica la molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T de acuerdo con la invencién, tal como
se ha descrito en el presente documento. En otras realizaciones, el polinucleotido
aislado codifica polipéptidos comprendidos en la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T de acuerdo con la invencién, tal como se ha

descrito en el presente documento.

En otra realizacién, la presente invencion se refiere a un polinucleétido aislado que
codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la
invencion o un fragmento de la misma, en la que el polinucle6tido comprende una
secuencia que codifica una secuencia de region variable tal como se muestra en las
SEC ID N°: 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181,
182 y 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219,
220, 221, 222, 223. En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T o un fragmento de la misma, en la que el polipéptido
comprende una secuencia que codifica una secuencia polipeptidica tal como se
muestraen las SECID N°: 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
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41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 1, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105,
106, 107, 108, 109, 110, 111.112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,
123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 227,
228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244.
En otra realizacion, la invencién se refiere ademas a un polinucleétido aislado que
codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la
invencion o un fragmento de la misma, en la que el polinucle6tido comprende una
secuencia que es al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 0 99 % idéntica a una secuencia nucleotidica mostrada en las SEC ID N°:
97, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 168, 169, 170, 171, 172,173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183,
184, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204,
205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 12, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221,
222, 223, 224, 225, 226, 246, 247. En otra realizacion, la invencion se refiere a un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencion o un fragmento de la misma, en la que el
polinucledtido comprende una secuencia de acidos nucleicos mostrada en las SEC
ID N°: 97, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182,
183, 184, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203,
204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 12, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220,
221, 222, 223, 224, 225, 226, 246, 247. En otra realizacion, la invencion se refiere a
un polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencion o un fragmento de la misma, en la que el
polinucledtido comprende una secuencia que codifica una secuencia de region
variable que es al menos aproximadamente un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, o0 un 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos en las SEC ID N°: 1, 2, 3,
4,5,6,7,11,13, 15, 19, 21, 12, 25, 27, 29, 31, 36, 41, 45, 49, 51, 55, 58, 62, 64, 66,
68, 70, 72, 74, 76, 78, 82, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 12, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135. En otra realizacion, la
invencion se refiere a un polinucleotido aislado que codifica una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T o un fragmento de la misma, en la que
el polinucledtido comprende una secuencia que codifica un polipéptido que
comprende una o0 mas secuencias que son al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 0 99 % idénticas a una secuencia de aminoéacidos en las SEC ID N°:
8,9, 50, 37, 38, y 39. La invencion abarca un polinucleétido aislado que codifica una

molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion o
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un fragmento de la misma, en la que el polinucleétido comprende una secuencia que
codifica la secuencia de la region variable de las SEC ID N°: 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 y 205, 206, 207, 208, 209,
210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223 con
sustituciones conservativas de aminoacidos. La invencion también abarca un
polinucledtido aislado que codifica una molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T de la invencién o un fragmento de la misma, en la que el
polinucledtido comprende una secuencia que codifica la secuencia polipeptidica de
las SECID N°: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 1, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, 109, 110, 111.112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138 y 227, 228,
229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244 con
sustituciones conservativas de aminoacidos.

En determinadas realizaciones, el polinucledtido o acido nucleico es ADN. En otras
realizaciones, un polinucledtido de la presente invencion es ARN, por ejemplo, en
forma de ARN mensajero (ARNm). EI ARN de la presente invencion puede ser

monocatenario o bicatenario.

Métodos recombinantes

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T de la
invencién pueden obtenerse, por ejemplo, mediante sintesis peptidica en estado
sélido (por ejemplo, sintesis en fase solida de Merrifield) o produccion recombinante.
Para la produccion recombinante, uno o mas polinucleétidos que codifican la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T (o fragmento), por
ejemplo, tal como se han descrito anteriormente, se aislan e insertan en uno o0 mas
vectores para clonaciéon adicional y/o expresion en una célula hospedadora. Dicho
polinucledtido puede aislarse y secuenciarse facilmente usando procedimientos
convencionales. En una realizacién, se proporciona un vector, preferentemente un
vector de expresion, que comprende uno o mas de los polinucletdtidos de la
invencién. Pueden usarse métodos bien conocidos en la técnica para los expertos
en la materia para construir vectores de expresion que contienen la secuencia
codificante de una molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T

(o fragmento) junto con sefales de control transcripcional/traduccional adecuadas.
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Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y
recombinacién/recombinacién genética in vivo. Véase, por ejemplo, las técnicas
descritas en Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, N.Y. (1989); y Aususbel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y (1989). El vector de
expresion puede ser parte de un plasmido, virus, o puede ser un fragmento de acido
nucleico. El vector de expresion incluye un casete de expresion en el que se clona el
polinucledtido que codifica la molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora
de células T (o fragmento) (es decir, la regidn codificante) en asociacion operativa
con un promotor y/u otros elementos de control de la transcripcion o de la traduccion.
Tal como se usa en el presente documento, una "regién codificante" es una porcién
de &cido nucleico que consiste en codones traducidos en aminoacidos. Aunque un
"coddn de terminacion” (TAG, TGA, o TAA) no se traduce en un aminoacido, puede
considerarse parte de una region codificante, si estan presentes, pero cualquier
secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de unién a ribosomas,
terminadores transcripcionales, intrones, regiones 5'y 3' no traducidas, y similares,
no son parte de una region codificante. Pueden estar presentes dos 0 mas regiones
codificantes en una sola construccion de polinucleétido, por ejemplo, en un solo
vector, o en construcciones de polinucledtido separadas, por ejemplo, en vectores
separados (diferentes). Ademas, cualquier vector puede contener una sola regién
codificante, o puede comprender dos o mas regiones codificantes, por ejemplo, un
vector de la presente invencion puede codificar uno o mas polipéptidos, que se
separan post- o co-traduccionalmente en las proteinas finales mediante escision
proteolitica. Ademas, un vector, polinucleétido, o acido nucleico de la invencion
puede codificar regiones codificantes heterélogas, ya estén fusionados o no
fusionados a un polinucleétido que codifica la molécula de uniébn a antigeno
biespecifica activadora de células T (o fragmento) de la invencion, o una variante o
derivado de la misma. Las regiones codificantes heterélogas incluyen, sin limitacion,
elementos o motivos especializados, tales como un péptido de sefial secretoria 0 un
dominio funcional heterélogo. Una asociacion operativa sucede cuando una region
codificante para un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, se asocia con una
0 mas secuencias reguladoras de tal modo que sitian la expresion del producto
génico bajo la influencia o el control de la secuencia reguladora (o las secuencias
reguladoras). Dos fragmentos de ADN (tal como una region codificante de
polipéptido y un promotor asociado a esta) se "asocian operativamente” si la
induccion de la funcién de promotor da como resultado la transcripcion de ARNm
gue codifica el producto génico deseado y si la naturaleza de la union entre los dos
fragmentos de ADN no interfiere con la capacidad de la expresion de las secuencias

reguladoras para dirigir la expresion del producto génico o interferir con la capacidad
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del molde de ADN para transcribirse. Por lo tanto, una region promotora estara
asociada operativamente con un acido nucleico que codifica un polipéptido si el
promotor es capaz de efectuar la transcripcion de ese acido nucleico. ElI promotor
puede ser un promotor especifico de célula que dirige la transcripcién sustancial del
ADN solo en células predeterminadas. Otros elementos de control de la
transcripcion, aparte de un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores,
represores, y sefiales de terminacion de la transcripcion, pueden asociarse
operativamente con el polinucleétido para dirigir la transcripcion especifica de célula.
Los promotores adecuados y otras regiones de control de la transcripcion se
divulgan en el presente documento. Los expertos en la técnica conocen una
variedad de regiones de control de la transcripcion. Estos incluyen, sin limitacion,
regiones de control de la transcripcion, que funcionan en células de vertebrado, tales
como, pero sin limitacion, segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus
(por ejemplo, el promotor temprano intermedio, en conjuncion con el intrén A), virus
de simio 40 (por ejemplo, el promotor temprano), y retrovirus (tales como, por
ejemplo, virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la transcripcion
incluyen aquellas derivadas de genes de vertebrado, tales como actina, proteina de
choque térmico, hormona de crecimiento bovino y globina-4 de conejo, asi como
otras secuencias capaces de controlar la expresion génica en células eucariotas. Las
regiones de control de la transcripcion adecuadas adicionales incluyen promotores
especificos de tejido y potenciadores, asi como promotores inducibles (por ejemplo,
tetraciclinas inducibles por promotores). De manera similar, los expertos habituales
en la materia conocen una variedad de elementos de control de la traduccién. Estos
incluyen, pero sin limitacién, sitios de union a ribosomas, codones de iniciacion y
terminacion de la traduccién, y elementos derivados de sistemas virales
(particularmente un sitio de entrada a ribosoma interno, o IRES, también citado como
una secuencia CITE). El casete de expresion también puede incluir otras
caracteristicas, tales como un origen de replicacion, y/o elementos de integracion a
cromosomas, tales como repeticiones terminales largas retrovirales (LTR), o
repeticiones terminales invertidas (ITR) virales adeno-asociadas (AAV).

Las regiones codificantes del polinucledtido y acido nucleico de la presente
invencién pueden asociarse con regiones codificantes adicionales que codifican
péptidos secretorios o de sefal, que dirigen la secrecion de un polipéptido codificado
por un polinucledtido de la presente invencion. Por ejemplo, si se desea la secrecion
de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T, puede
situarse el ADN que codifica una secuencia de sefial cadena arriba del &cido
nucleico que codifica una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células Te la invencion o un fragmento de la misma. De acuerdo con la hipétesis de

la sefial, las proteinas secretadas por células de mamifero tienen un péptido de
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sefal o secuencia lider secretoria que se escinde de la proteina madura una vez que
se ha iniciado la exportacion de la cadena de proteina en crecimiento a través del
reticulo endoplasmatico rugoso. Los expertos en la materia son conscientes de que
los polipéptidos secretados por células de vertebrado generalmente tienen un
péptido de sefial fusionado al extremo N-terminal del polipéptido, que se escinde del
polipéptido traducido para producir una forma secretada o "madura” del polipéptido.
En determinadas realizaciones, el péptido de sefial nativo, por ejemplo, se usa un
péptido de sefial de cadena pesada o cadena ligera de inmunoglobulina, o un
derivado funcional de aquella secuencia que mantiene la capacidad para dirigir la
secrecion del polipéptido que estad asociado de manera operativa con este. Como
alternativa, puede usarse un péptido de sefal heter6logo de mamifero o un derivado
funcional del mismo. Por ejemplo, la secuencia lider de tipo silvestre puede
sustituirse con la secuencia lider del activador de plasmindgeno de tejido humano
(TPA) o de B-glucuronidasa de raton.

Puede incluirse ADN que codifica una secuencia corta de proteina que puede usarse
para facilitar su posterior purificacion (por ejemplo, un marcador de histidina) o para
asistir en el marcado de la molécula de unidén a antigeno biespecifica activadora de
células T dentro o en los extremos del polinucleétido codificante de la molécula de
unidn a antigeno biespecifica activadora de células T (o fragmento).

En una realizacion adicional, se proporciona una célula hospedadora que
comprende uno 0 mas polinucledtidos de la invencion. En determinadas
realizaciones, se proporciona una célula hospedadora que comprende uno o mas
vectores de la invencion. Los polinucleétidos y vectores pueden incorporar
cualquiera de las caracteristicas, por separado o en combinacion, descritas en el
presente documento en relacién a polinucleétidos y vectores, respectivamente. En
una realizacion similar, una célula hospedadora comprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) un vector que comprende un polinucledtido que
codifica (parte de) una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T de la invencion. Tal como se usa en el presente documento, la expresion
"célula hospedadora” se refiere a cualquier tipo de sistema celular que pueda
modificarse por ingenieria genética para generar las moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de células T de la invencién o fragmentos de las mismas.
Las células hospedadoras adecuadas para replicar y para soportar la expresion de
moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T se conocen
bien en la técnica. Dichas células pueden transfectarse o transducirse segun sea
adecuado con el vector de expresion particular y pueden cultivarse grandes
cantidades de células que contienen vector para sembrar fermentadores a gran
escala para obtener cantidades suficientes de la molécula de union a antigeno

biespecifica activadora de células T para aplicaciones clinicas. Las células
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hospedadoras adecuadas incluyen microorganismos procariotas, tales como E. coli,
o varias células eucariotas, tales como células de ovario de hamster chino (CHO),
células de insecto, o similares. Por ejemplo, los polipéptidos pueden producirse en
bacterias, en particular cuando no se necesita la glucosilacion. Después de la
expresion, el polipéptido puede aislarse a partir de la pasta celular bacteriana en una
fraccion soluble y puede purificarse adicionalmente. Ademas de procariotas, los
microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras son adecuados
para clonacion u hospedadores de expresibn para vectores que codifican
polipéptidos, incluyendo cepas de hongos y levaduras cuyas vias de glucosilacion se
han "humanizado”, lo que da como resultado la produccion de un polipéptido con un
patrén de glucosilacion parcial o completamente humano. Véase Gerngross, Nat
Biotech 22, 1409-1414 (2004), y Li et al., Nat Biotech 24, 210-215 (2006). Las
células hospedadoras adecuadas para la expresion de polipéptidos (glucosilados)
también se derivan de organismos multicelulares (vertebrados e invertebrados). Los
ejemplos de células de invertebrados incluyen células vegetales y de insecto. Se han
identificado numerosas cepas baculovirales que pueden usarse en conjunciéon con
células de insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera
frugiperda. También pueden utilizarse cultivos de células vegetales como
hospedadores. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N°
5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978, y 6.417.429 (que describe la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgeénicas). Las células
de vertebrados también pueden usarse como hospedadores. Por ejemplo, pueden
ser Utiles células de mamifero que estan adaptadas para crecer en suspension.
Otros ejemplos de células de mamifero Utiles son la linea CV1 de rifibn de mono
trasformada mediante SV40 (COS-7), la linea de riidn embridénico humano (células
293 0 293T tal como se describen, por ejemplo, en Graham et al., J Gen Virol 36, 59
(1977)), células de riiion de cria de hamster (BHK), células de sertoli de raton
(células TM4 tal como se describen, por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-
251 (1980)), células de rifion de mono (CV1), células de rifion de mono verde
africano (VERO-76), células de carcinoma de cuello de utero humano (HELA),
células de rifidn canino (MDCK), células de higado de rata bdfalo (BRL 3A), células
de pulmén humano (W138), células de higado humano (Hep G2), células de tumor
mamario de ratén (MMT 060562), células TRI (tal como se describen, por ejemplo,
en Mather et al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), células MRC 5, y células
FS4. Otras lineas celulares de mamifero utiles incluyen células de ovario de hamster
chino (CHO), incluyendo células CHO dhfr (Urlaub, Proc Natl Acad Sci USA 77,
4216 (1980)); y lineas celulares de mieloma, tales como YO, NSO, P3X63 y Sp2/0.
Para una revision de determinadas lineas celulares de mamifero hospedadoras

adecuadas para la produccién de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu,
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Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ),
pags. 255-268 (2003). Las células hospedadoras incluyen células cultivadas, por
ejemplo, células de mamifero cultivadas, células de levadura, células de insecto,
células bacterianas y células vegetales, por nombrar solo algunas, pero también
células comprendidas dentro de un animal transgénico, planta transgénica o planta
cultivada o tejido animal. En una realizacion, la célula hospedadora es una célula
eucariota, preferentemente una célula de mamifero, tal como una célula de ovario de
hadmster chino (CHO), una célula de rifion embrionario humano (HEK) o una célula
linfoide (por ejemplo, YO, NSO, Sp20).

Se conocen tecnologias estandar en la técnica para expresar genes exdgenos en
estos sistemas. Las células que expresan un polipéptido que comprende bien la
cadena pesada o la cadena ligera de un dominio de unién a antigeno, tal como un
anticuerpo, pueden modificarse por ingenieria genética para también expresar la otra
de las cadenas del anticuerpo de tal forma que el producto expresado es un
anticuerpo que tiene tanto una cadena ligera como una cadena pesada.

En una realizacion, se proporciona un método para producir una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de acuerdo con la invencion, en el que
el método comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un
polinucledtido que codifica a la molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de células T, tal como se proporciona en el presente documento, en condiciones
adecuadas para la expresién de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T, y recuperar la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de ceélulas T de la célula hospedadora (0 medio de cultivo de la célula
hospedadora).

Los componentes de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T se fusionan genéticamente entre si. La molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T puede disefarse de tal modo que sus
componentes se fusionen directamente entre si 0o a través de una secuencia
enlazadora. La composicién y longitud del enlazador puede determinarse de acuerdo
con meétodos bien conocidos en la técnica y puede ensayarse respecto de su
eficacia. Los ejemplos de secuencias enlazadoras entre diferentes componentes de
las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T se
encuentran en las secuencias proporcionadas en el presente documento. También
pueden incluirse secuencias adicionales para incorporar un sitio de escision para
separar los componentes individuales de la fusion si se desea, por ejemplo, un sitio
de reconocimiento de endopeptidasa.

En determinadas realizaciones, los uno o0 mas restos de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células T comprenden al menos una region

variable de anticuerpo capaz de unirse a un determinante antigénico. Las regiones
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variables pueden formar parte y proceder de anticuerpos de origen natural o no
natural y fragmentos de los mismos. Los métodos para producir anticuerpos
policlonales y monoclonales se conocen bien en la técnica (véase, por ejemplo,
Harlow y Lane, "Antibodies, a laboratory manual”, Cold Spring Harbor Laboratory,
1988). Los anticuerpos de origen no natural pueden construirse usando sintesis
peptidica en fase sélida, pueden producirse de manera recombinante (por ejemplo,
tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos N° 4.186.567, por ejemplo,
explorando bibliotecas combinatorias que comprenden cadenas pesadas variables y
cadenas ligeras variables (véase la Patente de los Estados Unidos n.° 5.969.108,
McCafferty).

Pueden usarse anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, dominios de unién a
antigeno o regiones variables de cualquier especie animal en las moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencion. Los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpo, dominios de unidn a antigeno o regiones variables no
limitantes Utiles en la presente invencién pueden ser de origen murino, de primate o
humano. Si la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
esta prevista para su uso en seres humanos, puede usarse una forma quimérica del
anticuerpo en la que las regiones constantes del anticuerpo son de un ser humano.
Una forma humanizada o completamente humana del anticuerpo también puede
prepararse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos N° 5.565.332 de W.inter). La
humanizacion puede lograrse mediante varios métodos incluyendo, pero sin
limitacion (a) injerto de las CDR no humanas (por ejemplo, anticuerpo donante) en
regiones marco conservadas y constantes humanas (por ejemplo, anticuerpo
receptor) con o sin retencion de restos marco conservados criticos (por ejemplo,
aguellos que son importantes para mantener una buena afinidad de unién a antigeno
o funciones de anticuerpo), (b) injerto solo de las regiones determinantes de la
especificidad no humanas (SDR o a-CDR; los restos criticos para la interaccion
antigeno-anticuerpo) en regiones marco conservadas y constantes humanas, o (c)
trasplante de los dominios variables no humanos completos, pero "revistiéndolos"
con una seccion similar a humana mediante sustitucion de restos superficiales. Los
anticuerpos humanizados y métodos para prepararlos se revisan, por ejemplo, en
Almagro y Fransson, Front Biosci 13, 1619-1633 (2008), y se describen
adicionalmente, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988);
Queen et al.,, Proc Natl Acad Sci USA 86, 10029-10033 (1989); Patentes de los
Estados Unidos N° 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321, y 7.087.409; Jones et al.,
Nature 321, 522-525 (1986); Morrison et al., Proc Natl Acad Sci 81, 6851-6855
(1984); Morrison y Oi, Adv Immunol 44, 65-92 (1988); Verhoeyen et al., Science 239,
1534-1536 (1988); Padlan, Molec Immun 31(3), 169-217 (1994); Kashmiri et al.,
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Methods 36, 25-34 (2005) (que describe el injerto de SDR (a-CDR)); Padlan, Mol
Immunol 28, 489-498 (1991) (que describe la “reformacion de superficies”);
Dall’Acqua et al., Methods 36, 43-60 (2005) (que describe el “reordenamiento de
FR™); y Osbourn et al., Methods 36, 61-68 (2005) y Klimka et al., Br J Cancer 83,
252-260 (2000) (que describe el enfoque de “seleccion guiada” para el
reordenamiento de FR). Los anticuerpos humanos y las regiones variables humanas
pueden producirse usando varias técnicas conocidas en la materia. Los anticuerpos
humanos se describen de manera general en van Dijk y van de Winkel, Curr Opin
Pharmacol 5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 20, 450-459 (2008). Las
regiones variables humanas pueden formar parte de y derivarse de anticuerpos
monoclonales humanos producidos por el método de hibridoma (véase, por ejemplo,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pags. 51-63 (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, 1987)). Los anticuerpos humanos y regiones variables
humanas pueden prepararse también administrando un inmunégeno a un animal
transgénico que se ha modificado para producir anticuerpos humanos intactos o
anticuerpos intactos con regiones variables humanas en respuesta a provocacion
antigénica (véase, por ejemplo, Lonberg, Nat Biotech 23, 1117-1125 (2005). Los
anticuerpos humanos y las regiones variables humanas también pueden generarse
aislando secuencias de region variable de clon de Fv seleccionadas de bibliotecas
de presentacion de fagos derivadas de seres humanos (véase, por ejemplo,
Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178, 1-37 (O’Brien et al., ed.,
Human Press, Totowa, NJ, 2001); y McCafferty et al., Nature 348, 552-554; Clackson
et al., Nature 352, 624-628 (1991)). El fago presenta tipicamente fragmentos de
anticuerpo, ya sea como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o como fragmentos
Fab.

En determinadas realizaciones, los restos de unidn a antigeno utiles en la presente
invencion se disefian para que tengan afinidad de union potenciada de acuerdo con,
por ejemplo, los métodos divulgados en la Publicacion de Solicitud de Patente de
Estados Unidos n.° 2004/0132066, cuyo contenido integro se incorpora al presente
documento a modo de referencia. La capacidad de la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T de la invencion para unirse a un determinante
antigénico especifico puede medirse bien a través de un ensayo inmunoabsorbente
acoplado a enzimas (ELISA) u otras técnicas familiares para un experto en la
materia, por ejemplo, la técnica de resonancia de plasmon superficial (analizada en
un sistema BIACORE T100) (Liljeblad, et al., Glyco J 17, 323-329 (2000)), y los
ensayos de union tradicionales (Heeley, Endocr Res 28, 217-229 (2002)). Pueden
usarse ensayos de competicibn para identificar un anticuerpo, fragmento de
anticuerpo, dominio de union a antigeno o dominio variable que compita con un

anticuerpo de referencia por la uniébn a un antigeno particular, por ejemplo, un
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anticuerpo que compite con el anticuerpo V9 por la unién a CD3. En determinadas
realizaciones, dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un
epitopo lineal o conformacional) al que se une el anticuerpo de referencia. Los
métodos ilustrativos detallados para mapear un epitopo al que se une un anticuerpo
se proporcionan en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols”, en Methods in
Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ). En un ensayo de
competicion ejemplar, se incuba antigeno inmovilizado (por ejemplo, CD3) en una
solucién que comprende un primer anticuerpo marcado que se une al antigeno (por
ejemplo, anticuerpo V9, descrito en el documento US 6.054.297) y un segundo
anticuerpo que se esté ensayando para su capacidad para competir con el primer
anticuerpo por la union al antigeno. El segundo anticuerpo puede estar presente en
un sobrenadante de hibridoma. Como control, se incuba un antigeno inmovilizado en
una solucion que comprende al primer anticuerpo marcado pero no al segundo
anticuerpo no marcado. Después de la incubacion en condiciones permisivas para la
unién del primer anticuerpo al antigeno, se retira el exceso de anticuerpo no unido, y
se mide la cantidad de marcador asociado con el antigeno inmovilizado. Si la
cantidad del marcador asociado con el antigeno inmovilizado se reduce
sustancialmente en la muestra de ensayo en relacion a la muestra de control, esto
indica que el segundo anticuerpo compite con el primer anticuerpo por la union al
antigeno. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual cap. 14
(Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T
preparadas tal como se describe en el presente documento pueden purificarse
mediante técnicas conocidas en la materia, tales como cromatografia liquida de alto
rendimiento, cromatografia de intercambio i6nico, electroforesis en gel,
cromatografia de afinidad, cromatografia de exclusion por tamano, y similares. Las
condiciones reales usadas para purificar una proteina dependeran, en parte, de
factores tales como la carga neta, hidrofobicidad, hidrofilidad etc., y seran evidentes
para los expertos en la materia. Para la purificacién por cromatografia de afinidad
puede usarse un anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al que se une la molécula
de union a antigeno biespecifica activadora de células T. Por ejemplo, para la
purificacion por cromatografia de afinidad de las moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de células T de la invencién, puede usarse una matriz con
proteina A o proteina G. Pueden usarse cromatografia de afinidad a proteina A o G
secuencial y cromatografia de exclusién por tamafio para aislar una molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T esencialmente como se
describe en los ejemplos. La pureza de la molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T puede determinarse mediante cualquiera de una diversidad

de métodos analiticos bien conocidos, incluyendo electroforesis en gel,
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cromatografia liquida de alta presion, y similares. Por ejemplo, las proteinas de
fusion de cadena pesada expresadas tal como se describen en los Ejemplos
demostraron ser intactas y ensamblarse correctamente tal como se demuestra
mediante SDS-PAGE reductora (véase, por ejemplo, la figura 2). Se resolvieron tres
bandas a aproximadamente PM 25.000, PM 50.000 y PM 75.000, correspondientes
a los pesos moleculares predichos de la cadena ligera, la cadena pesada y la
proteina de fusion de cadena pesada/cadena ligera de la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T.

Ensayos

Las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T
proporcionadas en el presente documento pueden identificarse, seleccionarse, o
caracterizarse segun sus propiedades fisicas y quimicas y/o actividades biologicas

mediante varios ensayos conocidos en la técnica.

Ensayos de afinidad

Puede determinarse la afinidad de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T por un receptor de Fc o por un antigeno diana de acuerdo
con los métodos expuestos en los ejemplos mediante resonancia de plasmén
superficial (SPR), usando instrumentacion convencional, tal como un instrumento
BlAcore (GE Healthcare), y receptores o proteinas diana tales como las que pueden
obtenerse mediante expresién recombinante. Como alternativa, puede evaluarse la
unién de las moléculas de unidn a antigeno biespecificas activadoras de células T a
diferentes receptores o antigenos diana usando lineas celulares que expresan el
receptor o antigeno diana particular, por ejemplo, mediante citometria de flujo
(FACS). Una realizacion ilustrativa y ejemplar para medir la afinidad de unién se
describe a continuacién y mas adelante en los ejemplos.

De acuerdo con una realizacion, la Kp se mide mediante resonancia de plasmon
superficial usando una maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 <.

Para analizar la interaccién entre la parte Fc y los receptores de Fc, se captura
receptor de Fc recombinante marcado con His mediante un anticuerpo anti-penta His
("Penta His", divulgado como SEC ID N° 306) (Qiagen) inmovilizado sobre
microplacas CM5 y las construcciones biespecificas se usan como analitos. En
resumen, se activan microplacas de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5,
GE Healthcare) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
(EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Se disuelve anticuerpo anti-penta His ("Penta His", divulgado como SEC ID N°: 306)

con acetato de sodio 10 mM, pH 5,0, a 40 pg/ml antes de la inyeccién a un caudal de
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5 ul/min para lograr aproximadamente 6500 unidades de respuesta (UR) de proteina
acoplada. Después de la inyeccidon del ligando, se inyecta etanolamina 1 M para
bloquear los grupos que no han reaccionado. Posteriormente, el receptor Fc se
captura durante 60 s a 4 o 10 nM. Para las medidas cinéticas se inyectan diluciones
en serie de cuatro veces de la construccion biespecifica (intervalo entre 500 nM y
4000 nM) en HBS-EP (GE Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM,
tensioactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4) a 25 T a un caudal de 30 pl/min durante 120 s.
Para determinar la afinidad al antigeno diana, se capturan construcciones
biespecificas mediante un anticuerpo especifico anti Fab humano (GE Healthcare)
gue se inmoviliza sobre una superficie de microplaca sensora CM5 activada tal como
se describe para el anticuerpo anti penta-His ("Penta His", divulgado como SEC ID
N°: 306). La cantidad final de proteina acoplada es de aproximadamente 12000 UR.
Las construcciones biespecificas se capturan durante 90 s a 300 nM. Se hacen
pasar los antigenos diana a través de las celdas de flujo durante 180 s a un intervalo
de concentracion desde 250 hasta 1000 nM con un caudal de 30 pl/min. La
disociacion se controla durante 180 s.

Se corrigen las diferencias del indice refractivo en bruto restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia. Se usé la respuesta de estado
estacionario para derivar la constante de disociacion Kp mediante ajuste de curva no
lineal de la isoterma de union de Langmuir. Las velocidades de asociacion (Kon) Y
velocidades de disociacion (ko) se calculan usando un modelo simple de unién
Langmuir uno a uno (programa de evaluacion BIACORE® version 1.1.1) ajustando
simultdneamente los sensogramas de asociacion y disociacion. La constante de
disociacion de equilibrio (Kp) se calcula como la proporcion kqi/kon. VEéase, por
ejemplo, Chen et al., J Mol Biol 293, 865-881 (1999).

Ensayos de actividad

Puede medirse la actividad biologica de las moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de células T de la invencién mediante diversos ensayos, tal
como se describe en los ejemplos. Las actividades biologicas pueden incluir, por
ejemplo, la induccion de la proliferacion de células T, la induccion de la sefalizacion
en células T, la induccion de marcadores de activacion en células T, la induccion de
la secrecion de citocinas por células T, la induccién de la lisis de células diana, tales
como células tumorales, y la induccion de la regresion tumoral y/o la mejora de la

supervivencia.
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Composiciones, formulaciones y rutas de administrac ion

En un aspecto adicional, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden cualquiera de las moléculas de uniébn a antigeno biespecificas
activadoras de células T proporcionadas en el presente documento, por ejemplo,
para su uso en cualquiera de los métodos terapéuticos siguientes. En una
realizacién, una composicién farmacéutica comprende cualquiera de las moléculas
de union a antigeno biespecificas activadoras de células T proporcionadas en el
presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion,
una composicion farmacéutica comprende cualquiera de las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células T proporcionadas en el presente
documento y al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se
describe mas adelante.

Ademas se proporciona un método para producir una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T de la invencion en una forma adecuada para su
administracion in vivo, comprendiendo el método (a) obtener una molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de células T de acuerdo con la invencién, y (b)
formular la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T con al
menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable, mediante el cual se formula una
preparacion de molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
para su administracién in vivo.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de células T disueltas o dispersas en un vehiculo
farmacéuticamente  aceptable. Las expresiones  "farmacéuticamente 0
farmacoldgicamente aceptable” se refieren a entidades moleculares y composiciones
qgue generalmente no son tdxicas para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, es decir, no producen una reaccion adversa, alérgica o
negativa distinta cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser
humano, segun sea adecuado. La preparacion de una composicion farmacéutica
gue contiene al menos una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de
células T y opcionalmente un ingrediente activo adicional sera conocida para los
expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion, tal como se ejemplifica por
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990,
incorporada al presente documento por referencia. Ademas, para administracion
animal (por ejemplo, a seres humanos), se entenderd que las preparaciones deben
cumplir estandares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza, tal
como requiere la Agencia de Estandares bioldgicos de la FDA o las autoridades

correspondientes en otros paises. Las composiciones preferidas son formulaciones
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liofilizadas o soluciones acuosas. Tal como se usa en el presente documento,
"vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye a cualquiera y a todos los
disolventes, tampones, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos,
antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes antibacterias, agentes
antifingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales,
conservantes, antioxidantes, proteinas, farmacos, estabilizantes de farmacos,
polimeros, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes, lubricantes,
agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, tintes, materiales similares vy
combinaciones de los mismos, como sabra un experto habitual en la materia (véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing
Company, 1990, pags. 1289-1329, incorporado al presente documento por
referencia). Excepto en el caso de que cualquier vehiculo convencional sea
incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones
terapéuticas o farmaceéuticas.

La composicion puede comprender diferentes tipos de vehiculos dependiendo de si
se va a administrar en forma solida, liquida o en aerosol, y de si necesita ser estéril
para dichas vias de administracion tales como inyeccion. Las moléculas de union a
antigeno biespecificas activadoras de células T de la presente invencion (y cualquier
agente terapéutico adicional) pueden administrarse por via intravenosa,
intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular,
intraprostatica, intraesplénica, intrarrenal, intrapleural, intratraqueal, intranasal,
intravitrea, intravaginal, intrarrectal, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal,
subcutanea, subconjuntiva, intravesicular, mucosal, intrapericardica, intraumbilical,
intraocular, oral, topica, local, por inhalacién (por ejemplo, inhalacién de aerosol),
inyeccion, infusion, infusiébn continua, perfusion localizada bafiando a las células
diana directamente, a través de un catéter, mediante una lavativa, en cremas, en
composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas), o mediante otro meétodo o
cualquier combinaciones de los anteriores como sabran los expertos habituales en la
materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack
Printing Company, 1990, incorporado al presente documento por referencia). La
administracion parenteral, en particular, la inyeccion intravenosa, se usa de manera
mas comun para administrar moléculas polipeptidicas, tales como las moléculas de
unién a antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencién.

Las composiciones parenterales incluyen aquellas disefiadas para su administracion
mediante inyeccion, por ejemplo, subcutanea, intradérmica, intralesional,
intravenosa, intraarterial, intramuscular, intratecal o intraperitoneal. Para inyeccion,
las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T de la
invencion pueden formularse en soluciones acuosas, preferentemente en tampones

fisiolégicamente compatibles, tales como solucion de Hanks, solucion de Ringer, o
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tampon salino fisiologico. La solucion puede contener agentes formulatorios, tales
como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, las
moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T pueden estar
en forma de polvo para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua
estéril libre de pir6genos, antes de su uso. Las soluciones inyectables estériles se
preparan incorporando las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras
de células T de la invencién en la cantidad necesaria en el disolvente adecuado con
varios de los otros ingredientes enumerados a continuacion, segun sea necesatrio.
Puede lograrse facilmente la esterilidad, por ejemplo, mediante filtracion a través de
membranas de filtracion estériles. En general, las dispersiones se preparan
incorporando los varios principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que
contiene el medio basico de dispersion y/o los otros ingredientes. En el caso de
polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles,
suspensiones 0 emulsiones, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de
secado al vacio o criodesecacion que producen un polvo del principio activo mas
cualquier ingrediente adicional deseado a partir de un medio liquido esterilizado por
filtracion del mismo. El medio liquido debe estar tamponado de manera adecuada en
caso necesario y el diluyente liquido se hara primeramente isotonico antes de la
inyeccion con suficiente suero salino o glucosa. La composicion tiene que ser
estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento, y conservarse contra la
accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se
apreciara que la contaminacion por endotoxinas debe mantenerse al minimo a un
nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero sin limitacién: tampones,
tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido
ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de
bajo peso molecular (de menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tal como
albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azlcares tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y/o
tensioactivos no idnicos, tales como polietilenglicol (PEG). Las suspensiones
acuosas para inyeccion pueden contener compuestos que aumenten la viscosidad

de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol, dextrano, o
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similares. Opcionalmente, la suspension puede contener también estabilizantes
adecuados o0 agentes que aumenten la solubilidad de los compuestos para permitir
la preparacién de soluciones elevadamente concentradas. Adicionalmente, las
suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como suspensiones
para inyeccion oleosas adecuadas. Los disolventes lipofilos adecuados incluyen
aceites grasos, tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos,
tales como oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas.

Los principios activos pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por
ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o de gelatina y microcapsulas de
polilmetacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de administracion de
farmaco en forma coloidal (por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina,
microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones. Dichas
técnicas se divulgan en Remington's Pharmaceutical Sciences 18a Ed. Mack Printing
Company, 1990). Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida. Los
ejemplos adecuados de preparaciones de liberaciébn sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofobos sélidos que contienen al polipéptido,
matrices que tienen la forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o
microcapsulas. En realizaciones particulares, puede lograrse la absorcion
prolongada de una composicién inyectable mediante el uso de agentes que retrasen
la absorcién en las composiciones, tales como, por ejemplo, monoestearato de
aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.

Ademas de las composiciones descritas anteriormente, las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células También pueden formularse como una
preparacion de depdsito. Dichas formulaciones de larga duracion pueden
administrarse mediante implante (por ejemplo, subcutdneo o intramuscular) o
mediante inyeccion intramuscular. Por lo tanto, por ejemplo, las moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de células T pueden formularse con materiales
poliméricos o hidr6fobos adecuados (por ejemplo, en forma de una emulsién en un
aceite adecuado) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados muy poco
solubles, por ejemplo, una sal muy poco soluble.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden las moléculas de unién a
antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencion pueden fabricarse
mediante procesos convencionales de mezclado, disolucion, emulsion,
encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion. Las composiciones farmacéuticas
pueden formularse de manera convencional en uno o mas vehiculos, diluyentes,
excipientes o auxiliares fisioldgicamente aceptables que faciliten el procesamiento de
las proteinas en preparaciones que puedan usarse farmacéuticamente. La

formulacién adecuada depende de la via de administracion elegida.
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Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T pueden
formularse en una composicion en una forma de acido o base libre, neutra o en
forma de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales que mantienen
sustancialmente la actividad bioldgica del acido o base libre. Estas incluyen las sales
de adicion de acido, por ejemplo, aquellas formadas con los grupos amino libres de
una composicion proteinacea, o que se forman con acidos inorganicos, tales como,
por ejemplo, &cido clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético,
oxalico, tartarico o acido mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también puede derivarse a partir de bases inorganicas, tales como, por
ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos; o bases organicas,
tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina. Las sales
farmacéuticas tienen a ser mas solubles en disolventes acuosos y otros disolventes

proéticos que las correspondientes formas de base libre.

Métodos terapéuticos y composiciones

Puede usarse cualquiera de las moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de células T proporcionadas en el presente documento en métodos
terapéuticos. Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células
T de la invencidn pueden usarse como agentes inmunoterapéuticos, por ejemplo, en
el tratamiento de canceres.

Para su uso en métodos terapéuticos, las moléculas de unidn a antigeno
biespecificas activadoras de células T pueden formularse, dosificarse vy
administrarse de una manera coherente con la buena practica médica. Los factores
a tener en cuenta en este contexto incluyen el trastorno particular que se va a tratar,
el mamifero particular que se va a tratar, el estado clinico del paciente individual, la
causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el método de
administracion, la pauta de administracion, y otros factores conocidos para los
profesionales sanitarios.

En un aspecto, se proporcionan moléculas de union a antigeno biespecificas
activadoras de células T de la invencion para su uso como medicamento. En
aspectos adicionales, se proporcionan moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de células T de la invencion para su uso en el tratamiento de una
enfermedad. En determinadas realizaciones, se proporcionan moléculas de union a
antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencion para su uso en un
método de tratamiento. En una realizacion, la invencion proporciona una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T tal como se describe en el
presente documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad en un

individuo que lo necesita. En determinadas realizaciones, la invencién proporciona
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una molécula de unidn a antigeno biespecifica activadora de células T para su uso
en un método para tratar a un individuo que tiene una enfermedad que comprende
administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de
union a antigeno biespecifica activadora de células T. En determinadas
realizaciones, la enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo. En una
realizacion particular, la enfermedad es cancer. En determinadas realizaciones, el
método comprende ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente
anticancer si la enfermedad que va a tratarse es cancer. En realizaciones
adicionales, la invencion proporciona una molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T tal como se describe en el presente documento para su uso
en la induccion de la lisis de una célula diana, particularmente una célula tumoral. En
determinadas realizaciones, la invencién proporciona una molécula de unidén a
antigeno biespecifica activadora de células T para su uso en un método para inducir
la lisis de una célula diana, particularmente una célula tumoral, en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de la molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T para inducir la lisis de una célula diana.
Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de las realizaciones anteriores es un
mamifero, preferentemente un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona el uso de una molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T de la invencién en la fabricacion o
preparacion de un medicamento. En una realizacion, el medicamento es para el
tratamiento de una enfermedad en un individuo que lo necesite. En una realizacion
adicional, el medicamento es para su uso en un método de tratamiento de una
enfermedad que comprende administrar a un individuo que tenga la enfermedad una
cantidad terapéuticamente eficaz del medicamento. En determinadas realizaciones,
la enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo. En una realizacion
particular, la enfermedad es cancer. En una realizacion, el método comprende
ademas administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos
un agente terapeéutico adicional, por ejemplo, un agente anticancer si la enfermedad
qgue va a tratarse es cancer. En una realizacion adicional, el medicamento es para
inducir la lisis de una célula diana, particularmente una célula tumoral. En una
realizacion adicional méas, el medicamento es para su uso en un método para inducir
la lisis de una célula diana, particularmente una célula tumoral, en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del medicamento para inducir
la lisis de una célula diana. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones anteriores puede ser un mamifero, preferentemente un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un meétodo para tratar una

enfermedad. En una realizacion, el método comprende administrar a un individuo
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que tiene dicha enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion. En una
realizacibn se administra una composiciéon a dicho individuo que comprende la
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencién en
una forma farmacéuticamente aceptable. En determinadas realizaciones, la
enfermedad que se va a tratar es un trastorno proliferativo. En una realizacion
particular, la enfermedad es cancer. En determinadas realizaciones, el método
comprende ademés administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de
al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, un agente anticancer si la
enfermedad que va a tratarse es cancer. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera
de las realizaciones anteriores puede ser un mamifero, preferentemente un ser
humanao.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para inducir la lisis de
una célula diana, particularmente una célula tumoral. En una realizacion, el método
comprende poner en contacto una célula diana con una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion en presencia de una
célula T, en particular de linfocitos T citotéxicos. En un aspecto adicional, se
proporciona un método para inducir la lisis de una célula diana, particularmente una
célula tumoral, en un individuo. En una realizacion similar, el método comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz de una molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T para inducir la lisis de una célula diana. En una
realizacion, un "individuo" es un ser humano.

En determinadas realizaciones, la enfermedad que se va a tratar es un trastorno
proliferativo, particularmente céncer. Los ejemplos no limitantes de cénceres
incluyen cancer de vejiga, cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer de
pancreas, cancer de pulmoén, cancer de mama, cancer de ovario, cancer uterino,
cancer de cuello de utero, cancer de endometrio, cancer de esoéfago, cancer de
colon, cancer colorrectal, cancer rectal, cAncer gastrico, cancer de préstata, cancer
sanguineo, cancer de piel, carcinoma de células escamosas, cancer 0seo, y cancer
de rifidn. Otros trastornos de la proliferacion celular que pueden tratarse usando una
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T de la presente
invencion incluyen, pero sin limitacion, neoplasias localizadas en: el abdomen,
huesos, mama, sistema digestivo, higado, pancreas, peritoneo, glandulas
endocrinas (adrenales, paratiroides, pituitaria, testiculos, ovario, timo, tiroides), 0jo,
cabeza y cuello, sistema nervioso (central y periférico), sistema linfatico, pelvis, piel,
tejidos blandos, bazo, region toracica, y sistema urogenital. También se incluyen
afecciones o lesiones precancerosas y metastasis cancerosas. En determinadas
realizaciones, el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de

células renales, cancer de piel, cancer de pulmoén, cancer colorrectal, cancer de
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mama, cancer de cerebro, cancer de cabeza y cuello. Un experto en la materia
reconocera facilmente que en muchos casos la molécula de unién a antigeno
biespecifica activadora de células T puede no proporcionar una cura, sino solo
proporcionar un beneficio parcial. En algunas realizaciones, también se considera
terapéuticamente beneficioso un cambio fisioldgico que tenga cierto beneficio. Por lo
tanto, en algunas realizaciones, se considera que una cantidad de molécula de unién
a antigeno biespecifica activadora de células T que proporciona un cambio
fisiol6gico es una "cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz". El
sujeto, paciente o individuo que necesita tratamiento es tipicamente un mamifero,
mas especificamente un ser humano.

En algunas realizaciones, se administra a una célula una cantidad eficaz de una
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion.
En otras realizaciones, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T de la invencion a
un individuo para el tratamiento de enfermedades.

Para la prevencion o tratamiento de una enfermedad, la dosificacion adecuada de
una molécula de uniébn a antigeno biespecifica activadora de células T de la
invencion (cuando se usa sola 0 en combinacion con otros uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales) dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, de la
via de administracién, del peso corporal del paciente, del tipo de molécula de unién a
antigeno biespecifica activadora de células T, de la gravedad y curso de la
enfermedad, de si la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células
T se administra con fines preventivos o terapéuticos, de intervenciones terapéuticas
anteriores o concurrentes, del historial clinico del paciente y de la respuesta a la
molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células T, y del criterio del
meédico tratante. El médico responsable de la administracion, en cualquier caso,
determinara la concentracién de ingrediente activo (0 ingredientes activos) en una
composicién y la dosis adecuada para el sujeto individual. Se contemplan en el
presente documento varias pautas de dosificacion incluyendo, pero sin limitacién a
administraciones individuales o multiples a lo largo de varios instantes,
administracion de bolo e infusion pulsada.

La molécula de unidon a antigeno biespecifica activadora de células T se administra
de manera adecuada al paciente de una vez o a lo largo de una serie de
tratamientos. Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, una dosis de
aproximadamente 1 pg/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,1 mg/kg10 mg/kg) de molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T puede ser una dosis inicial
posible para su administracién al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o0 mas
administraciones separadas, o mediante infusion continua. Una dosificacion diaria

tipica estara en el intervalo de aproximadamente 1 pg/g a 100 mg/kg o mas,
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dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones
repetidas a lo largo de varios dias o un periodo mayor, dependiendo de la afeccion,
el tratamiento serd generalmente sostenido hasta que suceda una supresion
deseada de los sintomas de enfermedad. Una dosificacion ejemplar de la molécula
de unién a antigeno biespecifica activadora de células T puede estar en el intervalo
de aproximadamente 0,005 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos
ni limitantes, una dosis también puede comprender desde aproximadamente 1
microgramo/kg de peso corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 10 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente
50 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 100 microgramos/kg de
peso corporal, aproximadamente 200 microgramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 350 microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 500
microgramos/kg de peso corporal, aproximadamente 1 miligramo/kg de peso
corporal, aproximadamente 5 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 10
miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 50 miligramo/kg de peso corporal,
aproximadamente 100 miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 200
miligramo/kg de peso corporal, aproximadamente 350 miligramo/kg de peso
corporal, aproximadamente 500 miligramo/kg de peso corporal, a aproximadamente
1000 mg/kg de peso corporal o mas por administracion, y cualquier intervalo
derivable de los anteriores. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los
nameros listados en el presente documento, puede administrarse un intervalo de
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal, aproximadamente 5 microgramos/kg de peso corporal a aproximadamente
500 miligramos/kg de peso corporal, etc. basandose en los numeros descritos
anteriormente. Por lo tanto, una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0
mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier combinacion de las mismas) se puede
administrar al paciente. Dichas dosis pueden administrarse de manera intermitente,
por ejemplo, cada semana o cada tres semanas (por ejemplo, de tal modo que el
paciente recibe de aproximadamente dos a aproximadamente veinte, o por ejemplo
aproximadamente seis dosis de la molécula de union a antigeno biespecifica
activadora de células T). Se puede administrar una dosis inicial mas elevada,
seguida por una o mas dosis inferiores. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas
de dosificacion. El progreso de esta terapia se controla facilmente mediante técnicas
y ensayos convencionales.

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T de la
invencién se usaran generalmente en una cantidad eficaz para lograr el fin previsto.
Para su uso en el tratamiento o prevencion de una patologia, las moléculas de union
a antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencion, o composiciones

farmacéuticas de las mismas, se administran o0 aplican en una cantidad
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terapéuticamente eficaz. La determinacion de la cantidad terapéuticamente eficaz se
encuentra dentro de las capacidades de los expertos en la materia, especialmente a
la luz de la divulgacién detallada proporcionada en el presente documento.

Para administracion sistémica, una dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse
inicialmente a partir de ensayos in vitro, tales como ensayos de cultivo celular.
Puede formularse una dosis en modelos animales para lograr un intervalo de
concentracion circulante que incluya la Clsy determinada en cultivo celular. Dicha
informacion puede usarse para determinar de manera mas precisa las dosis Utiles en
seres humanos.

Las dosis iniciales también pueden estimarse a partir de datos in vivo, por ejemplo,
modelos animales, usando técnicas que se conocen bien en la materia. Un experto
habitual en la materia podré facilmente optimizar la administracion a seres humanos
basandose en datos de animales.

La cantidad y el intervalo de dosificacion pueden ajustarse individualmente para
proporcionar niveles plasmaticos de moléculas de unién a antigeno biespecificas
activadoras de células T que sean suficientes para mantener el efecto terapéutico.
Las dosificaciones de paciente habituales para su administracion mediante inyeccion
estan en el intervalo de 0,1 a 50 mg/kg/dia, tipicamente de aproximadamente 0,5 a 1
mg/kg/dia. Los niveles en plasma terapéuticamente eficaces pueden lograrse
administrando multiples dosis cada dia. Los niveles en plasma pueden medirse, por
ejemplo, por HPLC.

En los casos de administracion local o captacion selectiva, la concentracion local
eficaz de las moléculas de union a antigeno biespecificas activadoras de células T
puede no estar relacionada con la concentracion plasmatica. Un experto habitual en
la materia serda capaz de optimizar dosis locales terapéuticamente eficaces sin
experimentacion innecesaria.

Una dosis terapéuticamente eficaz de las moléculas de unidn a antigeno
biespecificas activadoras de células T descritas en el presente documento
proporcionaran generalmente un beneficio terapéutico sin causar una toxicidad
sustancial. La toxicidad y la eficacia terapéutica de una molécula de union a
antigeno biespecifica activadora de células T pueden determinarse mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivo o0 en animales
experimentales. Los ensayos en cultivo celular y estudios en animales pueden
usarse para determinar la DLso (la dosis letal para el 50 % de una poblacion) y la
DEsp (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de una poblacion). La relacion de
dosis entre efectos téxicos y terapéuticos es el indice terapéutico, que puede
expresarse como la relacion DLso/DEsq. Se prefieren moléculas de unién a antigeno
biespecificas activadoras de células T que muestren altos indices terapéuticos. En

una realizacion, la molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células T
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de acuerdo con la presente invencidon muestra un alto indice terapéutico. Los datos
obtenidos de ensayos de cultivos celulares y estudios en animales pueden usarse
para formular un intervalo de dosificaciones adecuadas para su uso en seres
humanos. La dosificacion se encuentra preferentemente dentro del intervalo de
concentraciones circulantes que incluyen la DEsp con poca 0 ninguna toxicidad. La
dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de una variedad de
factores, por ejemplo, la forma de dosificacion empleada, la via de administracion
utilizada, el estado del sujeto, y similares. La formulacion exacta, la via de
administracion y la dosificacion pueden seleccionarse por el médico individual a la
vista del estado del paciente (véase, por ejemplo, Fingl et al.,, 1975, en: The
Pharmacological Basis of Therapeutics, cap. 1, pag. 1, incorporada en este
documento por referencia en su totalidad).

El médico tratante de pacientes tratados con moléculas de union a antigeno
biespecificas activadoras de células T de la invencion sabrd como y cuando
terminar, interrumpir, o ajustar la administraciéon debido a toxicidad, disfuncién
organica, y similares. Por el contrario, el médico tratante también sabra ajustar el
tratamiento a niveles mayores si la respuesta clinica no fuese adecuada (excluyendo
la toxicidad). La magnitud de una dosis administrada en el control del trastorno de
interés variara con la gravedad de la afeccidn a tratar, con la via de administracion, y
similares. La gravedad de la afecciéon puede, por ejemplo, evaluarse, en parte, por
medio de métodos de evaluacion prondsticos estandar. Ademas, la dosis y quizéa la
frecuencia de la dosis también variaran de acuerdo con la edad, peso corporal, y la

respuesta del paciente individual.

Otros agentes y tratamientos

Las moléculas de unién a antigeno biespecificas activadoras de células T de la
invencion pueden administrarse en combinacion con otros uno 0 mas agentes en
terapia. Por ejemplo, la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de
células T de la invencidn puede administrarse conjuntamente con al menos un
agente terapéutico adicional. La expresion "agente terapéutico” abarca cualquier
agente administrado para tratar un sintoma o enfermedad en un individuo que
necesite dicho tratamiento. Dicho agente terapéutico adicional puede comprender
cualquier principio activo adecuado para la indicacion particular que se esté tratando,
preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se afectan
negativamente entre si. En determinadas realizaciones, un agente terapéutico
adicional es un agente inmunomodulador, un agente citostatico, un inhibidor de la
adhesion celular, un agente citotdéxico, un activador de la apoptosis celular, o un

agente que aumenta la sensibilidad de las células a inductores de la apoptosis. En
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una realizacion particular, el agente terapéutico adicional es un agente anticancer,
por ejemplo, un disruptor de microtubulos, un antimetabolito, un inhibidor de
topoisomerasa, un intercalador de ADN, un agente alquilante, una terapia hormonal,
un inhibidor de cinasas, un antagonista de receptores, un activador de la apoptosis
de células tumorales, o un agente anti-angiogénico.
Dichos otros agentes estan presentes de manera adecuada en combinacion en
cantidades que son efectivas para el fin previsto. La cantidad eficaz de dichos otros
agentes depende de la cantidad de molécula de unién a antigeno biespecifica
activadora de células T empleada, del tipo de trastorno o tratamiento, y otros
factores discutidos anteriormente. Las moléculas de unidén a antigeno biespecificas
activadoras de células T se usan generalmente en las mismas dosis y con rutas de
administracion como las descritas en el presente documento, 0 a aproximadamente
un 1 a un 99 % de las dosificaciones descritas en el presente documento, 0 en
cualquier dosificacion 'y mediante cualquier via que se determine
empiricamente/clinicamente que es adecuada.
Dichas terapias combinadas indicadas anteriormente abarcan administracion
combinada (en la que dos 0 mas agentes terapéuticos se incluyen en la misma o en
composiciones separadas), y administrarse por separado, en cuyo caso, la
administracion de la molécula de union a antigeno biespecifica activadora de células
T de la invencién puede suceder antes de, de manera simultanea, y/o después de la
administracion del agente terapéutico adicional y/o adyuvante. Las moléculas de
unién a antigeno biespecificas activadoras de células T de la invencion pueden
usarse en combinacion con radioterapia.
En otro aspecto, la invencidn proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende
a) un primer sitio de unién a antigeno que comprende un dominio variable de cadena
pesada (VH) de SEC ID N°: 274 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID
N°: 31; y b) un segundo sitio de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) de SEC ID N°: 36 y un dominio variable de cadena
ligera de SEC ID N°: 31 para su uso en combinacion con un anticuerpo para PD-L1 o
FAP-4-1BBL. En una realizacidon, este anticuerpo biespecifico comprende ademas
un tercer sitio de unidn a antigeno que comprende un dominio variable de cadena
pesada (VH) de SEC ID N°: 274 y un dominio variable de cadena ligera de SEC ID
Ne°: 31.

Articulos de fabricacion
En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que
contiene materiales utiles para el tratamiento, prevencion y/o diagnostico de los
trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacion comprende un

contenedor y una etiqueta o prospecto sobre o asociado al envase. Los envases
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adecuados incluyen por ejemplo, frascos, viales, jeringas, bolsas de solucion IV, etc.
Los envases pueden estar formados a partir de una variedad de materiales tales
como vidrio o plastico. El envase contiene una composicibn que esta sola o
combinada con otra composicion eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el contenedor
puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un vial que tiene un tapén perforable
por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo en la
composicién es una molécula de unién a antigeno biespecifica activadora de células
T de la invencion. La etiqueta o prospecto indica que la composicion se usa para
tratar la dolencia de eleccion. Ademas, el articulo de fabricaciéon puede comprender
(@) un primer envase con una composicion contenida en este, en el que la
composiciéon comprende una molécula de union a antigeno biespecifica activadora
de células T de la invencion; y (b) un segundo envase con una composicion
contenida en este, en el que la composicion comprende un agente citotoxico o de
otro modo terapéutico adicional. El articulo de fabricacién en esta realizacion de la
invenciéon puede comprender adicionalmente un prospecto que indica que las
composiciones pueden usarse para tratar una afeccién concreta. Como alternativa, o
adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un
segundo (o tercer) envase que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable,
tal como agua bacteriostatica para inyecciéon (BWFI), suero salino tamponado con
fosfato, disolucion de Ringer y disolucién de dextrosa. Puede incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo

otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, y jeringas.

Ejemplos
Lo siguiente son ejemplos de métodos y composiciones de la invencion. Se entiende
gue pueden ponerse en practica otras varias realizaciones, dada la descripcion

general proporcionada anteriormente.

Métodos generales

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron métodos estandar para manipular el ADN tal como se describen en
Sambrook et al., Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos moleculares
bioldgicos se usaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La informacion
general referente a las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de
inmunoglobulinas humanas se proporciona en: Kabat, E.A. et al., (1991) Sequences

of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Publicacion NIH n.° 91-3242.
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Secuenciacion de ADN
Las secuencias de ADN se determinaron mediante secuenciacion bicatenaria

convencional en Synergene (Shlieren).

Sintesis génica

Los segmentos génicos deseados necesarios se generaron bien por PCR usando
moldes adecuados o se sintetizaron por Geneart AG (Regensburg, Alemania) a partir
de oligonucledtidos sintéticos y productos de PCR mediante sintesis génica
automatizada. En los casos donde no estaba disponible una secuencia génica
exacta, se disefiaron cebadores oligonucleotidicos basandose en las secuencias a
partir de los homélogos mas cercanos y los genes se aislaron mediante RT-PCR a
partir del ARN originado a partir del tejido adecuado. Los segmentos génicos
flagueados por sitios de escision de endonucleasa de restriccion singulares se
clonaron en vectores de clonacion/secuenciacion estandar. El ADN de plasmido se
purificé a partir de bacterias transformadas y se determiné la concentracién mediante
espectroscopia UV. La secuencia de ADN de los fragmentos génicos succionados se
confirmd mediante secuenciacion de ADN. Los segmentos génicos se disefiaron con
sitios de restriccion adecuados para permitir la sub-clonacién en los vectores de
expresion respectivos. Todas las construcciones se disefiaron con una secuencia de
ADN de extremo 5' que codificaba un péptido lider que dirige a las proteinas para su

secrecion en células eucariotas.

Aislamiento de pan células T primarias a partir de PBMC

Se prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
centrifugacion de densidad Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas en
linfocitos (capas leucocitarias) obtenidas de bancos de sangre locales o a partir de
sangre fresca de donantes humanos sanos. En resumen, se diluyé la sangre con
PBS estéril y se dispuso cuidadosamente en capas sobre un gradiente Histopaque
(Sigma, H8889). Después de centrifugar durante 30 minutos a 450 x g a temperatura
ambiente (freno desconectado), se desechd parte del plasma sobre la interfase que
contenia PBMC. Las PBMC se transfirieron a tubos Falcon nuevos de 50 ml y se
rellenaron los tubos con PBS hasta un volumen total de 50 ml. La mezcla se
centrifugd a temperatura ambiente durante 10 minutos a 400 x g (freno conectado).
Se desech¢ el sobrenadante y el sedimento de PMBC se lavé dos veces con PBS
estéril (etapas de centrifugacién a 4 T durante 10 minutos a 350 x g). La poblacion
de PBMC resultante se contdé de manera automatica (ViCell) y se almacend en
medio RPMI1640, que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 %

(Biochrom, K0302) a 37 C, CO, al 5 % en el incubador hasta el comienzo del
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ensayo.

El enriquecimiento en células T a partir de PBMC se llevo a cabo usando el kit Pan T
Cell Isolation Kit 1l (Miltenyi Biotec n.° 130-091-156), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, los sedimentos celulares se diluyeron en
40 pl de tampon frio por cada 10 millones de células (PBS con BSA al 0,5 %, EDTA
2 mM, esterilizado por filtracion) y se incubaron con 10 ul de céctel de anticuerpo-
biotina por cada 10 millones de células durante 10 min a 4 <. Se afiadieron 30 pul de
tampon frio y 20 pl de perlas magnéticas anti-biotina por cada 10 millones de
células, y la mezcla se incubd durante otros 15 min a 4 T. Las células se lavaron
afiadiendo 10-20x el volumen actual y una etapa posterior de centrifugacion a 300 x
g durante 10 min. Se resuspendieron hasta 100 millones de células en 500 pl de
tampon. La separacion magnética de pan células T humanas no marcadas se llevo a
cabo usando columnas LS (Miltenyi Biotec n.° 130-042-401) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La poblacion de células T resultante se conté de
manera automatica (ViCell) y se almacené en medio AIM-V a 37 C, CO, al 5 % en
el incubador hasta el comienzo del ensayo (no mas de 24 h).

Aislamiento de células T primarias no expuestas pre  viamente a partir de PBMC

Se prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
centrifugacion de densidad Histopaque a partir de preparaciones enriquecidas en
linfocitos (capas leucocitarias) obtenidas de bancos de sangre locales o a partir de
sangre fresca de donantes humanos sanos. El enriquecimiento en células T a patrtir
de PBMC se llevd a cabo usando el kit de aislamiento de células T CD8" no
expuestas previamente de Miltenyi Biotec (n.° 130-093-244), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, pero omitiendo la Gltima etapa de aislamiento de células
T CD8" (véase también la descripcion para el aislamiento de células T primarias

humanas).

Aislamiento de pan células T murinas a partir de es  plenocitos

Se aislaron bazos de ratones C57BL/6, se transfirieron a un tubo GentleMACS C
(Miltenyi Biotech n.° 130-093-237) que contenia tampon MACS (PBS + BSA al 0,5 %
+ EDTA 2 mM) y se disociaron con el disociador GentleMACS para obtener
suspensiones de células individuales de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se hizo pasar la suspension celular a través de un filtro de pre-separacion
para eliminar las particulas de tejido no disociadas restantes. Después de la
centrifugacion a 400 x g durante 4 min a 4 C, se afiadié tampdn de lisis ACK a los
glébulos rojos lisados (incubacion durante 5 min a temperatura ambiente). Las
células restantes se lavaron con tampon MACS dos veces, se contaron y se usaron

para el aislamiento de pan células T murinas. La seleccion negativa (magnética) se
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llevo a cabo usando el kit Pan T Cell Isolation de Miltenyi Biotec (n.° 130-090-861),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La poblacion de células T resultante se
cont6 de manera automatica (ViCell) y se usé inmediatamente para ensayos
posteriores.

Aislamiento de PBMC de cinomolgo primarios a partir de sangre heparinizada

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se prepararon mediante
centrifugacion de densidad a partir de sangre fresca de donantes de cinomolgo
sanos, del modo siguiente: Se diluyé la sangre heparinizada a 1:3 con PBS estéril, y
se diluyé medio Lymphoprep (Axon Lab n.° 1114545) al 90 % con PBS estéril. Se
dispusieron en capas dos volumenes de la sangre diluida sobre un volumen del
gradiente de densidad diluido y se separd la fraccibon de PBMC mediante
centrifugacion durante 30 min a 520 x g, sin frenada, a temperatura ambiente. La
banda de PBMC se transfirio a un tubo Falcon nuevo de 50 ml y se lavé con PBS
estéril mediante centrifugacion durante 10 min a 400 x g a 4 C. Se llevé a cabo una
centrifugacion a baja velocidad para eliminar los sedimentos (15 min a 150 x g, 4
), y la poblacién de PBMC resultante se conté aut omaticamente (ViCell) y se usé

inmediatamente para ensayos posteriores.

Ejemplo 1
Purificacion de fusiones de receptor de folato-Fc

Para generar nuevos anticuerpos contra FolIR1 humano se crearon los siguientes
antigenos y herramientas de exploracion como proteinas de fusiéon a Fc monovalente
(el dominio extracelular del antigeno unido a la regién bisagra de Fc-pomo que se
expresa conjuntamente con una molécula Fc-agujero). Se sintetizaron los genes del
antigeno (Geneart, Regensburg, Alemania) basandose en las secuencias obtenidas
de GenBank o SwissProt y se insertaron en vectores de expresion para generar
proteinas de fusién con Fc-pomo con un marcador Avi C-terminal para la biotinilacion
in vivo o in vitro. La biotinilacion in vivo se logré mediante la expresion conjunta del
gen birA bacteriano que codifica una ligasa de biotina bacteriana durante la
produccion. La expresion de todos los genes estuvo bajo el control de un promotor
MPSV quimérico en un plasmido que contenia un elemento oriP para el
mantenimiento estable de los plasmidos en lineas celulares que contenian EBNA.

Para la preparacion de las moléculas de fusion de antigeno monomeérico/Fc
biotiniladas, se transfectaron de manera conjunta células HEK293 EBNA en
suspension que crecian de manera exponencial con tres vectores que codificaban

los dos componentes de la proteina de fusiébn (cadenas de pomo y agujero) asi
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como BirA, una enzima necesaria para la reaccion de biotinilacion. Los vectores
correspondientes se usaron a una relacion de 9,5: 9,5: 1 (“ECD de antigeno- Fc
pomo-marcador avi’: “Fc agujero”: “BirA”).

Para la produccién de proteina, en matraces agitados de 500 ml, se sembraron 400
millones de células HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Para la
transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 210 g, y se reemplazé
al sobrenadante por medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresion se
resuspendieron en 20 ml de medio CD CHO que contenia 200 ug de ADN de vector.
Después de la adicion de 540 ul de polietilenimina (PEI), la solucion se mezclo
durante 15 segundos y se incubO durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Después, las células se mezclaron con la solucion de ADN/PEI, se transfirieron a un
matraz agitado de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 T en un incubador
con una atmosfera de CO; al 5 %. Después de la incubacién, se afiadieron 160 ml
de medio F17 y se cultivaron las células durante 24 horas. Un dia después de la
transfeccion, se afadieron acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 % (Lonza) al cultivo.
El medio de produccién también se suplementé con biotina 100 uM. Después de 7
dias de cultivo, el sobrenadante celular se recogi6 mediante eliminaciéon por
centrifugacion de las células durante 15 min a 210 g. La solucion se esterilizd por
filtracion (filtro de 0,22 um), se suplementdé con azida de sodio hasta una
concentracion final del 0,01 % (p/v), y se mantuvo a 4 C.

Las proteinas secretadas se purificaron a partir de los sobrenadantes de cultivo
celular mediante cromatografia de afinidad usando proteina A, seguido de
cromatografia de exclusion por tamafio. Para la cromatografia de afinidad, se cargo
el sobrenadante en una columna HiTrap ProteinA HP (VC =5 ml, GE Healthcare)
equilibrada con 40 ml de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La
proteina no unida se elimind mediante lavado con al menos 10 volumenes de
columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La proteina
unida se eluyé usando un gradiente de pH lineal creado en 20 volumenes de
columna de citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina 100 mM, pH
3,0. Entonces se lavo la columna con 10 volumenes de columna de citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 100 mM, glicina 100 mM, pH 3,0.

El pH de las fracciones recogidas se ajusté afiadiendo 1/10 (v/v) de fosfato de sodio
0,5 M, pH 8,0. La proteina se concentrd y filtré6 antes de cargarla en una columna
HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, cloruro de
sodio 140 mM, pH 6,0.

La concentracion proteica se determind midiendo la densidad éptica (DO) a 280 nm,
usando el coeficiente de extincion molar calculado basandose en la secuencia de
aminoacidos. La pureza y peso molecular de la fusion FolR1-Fc se analiz6 mediante

electroforesis de capilaridad en SDS en presencia y ausencia de un agente reductor
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siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento: Caliper LabChipGX, Perkin
Elmer). El contenido agregado de las muestras se analizO usando una columna
analitica de exclusion por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) equilibrada con
Ko;HPO,4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaN3 al 0,02
% (p/v), pH 6,7, tampon de ejecucion a 25 T.

Las proteinas de fusion antigeno-Fc purificadas se analizaron mediante ensayos de
resonancia de plasmén superficial usando anticuerpos disponibles comercialmente
para confirmar la conformacién correcta y natural de los antigenos (datos no
mostrados).

Tabla 1. Antigenos producidos para el aislamiento, seleccion y contraseleccion de

anticuerpos de FolR1 humano

Antigeno | ECD Numero | Secuencia SEC
(aa) de ID N°
referenci
a
FolR1 25 - 234 | P15328 RIAWARTELLNVCMNAKHHKEKPGPED | 227
humano KLHEQCRPWRKNACCSTNTSQEAHKD

VSYLYRFNWNHCGEMAPACKRHFIQDT
CLYECSPNLGPWIQQVDQSWRKERVL
NVPLCKEDCEQWWEDCRTSYTCKSNW
HKGWNWTSGFNKCAVGAACQPFHFYF
PTPTVLCNEIWTHSYKVSNYSRGSGRCI
QMWFDPAQGNPNEEVARFYAAAM

FolR2 17 - 230 | P14207 | TMCSAQDRTDLLNVCMDAKHHKTKPG | 228
humano PEDKLHDQCSPWKKNACCTASTSQEL
HKDTSRLYNFNWDHCGKMEPACKRHFI
QDTCLYECSPNLGPWIQQVNQSWRKE
RFLDVPLCKEDCQRWWEDCHTSHTCK
SNWHRGWDWTSGVNKCPAGALCRTF
ESYFPTPAALCEGLWSHSYKVSNYSRG
SGRCIQMWFDSAQGNPNEEVARFYAA

AMHVN
FolR3 24 - 243 | P41439 SARARTDLLNVCMNAKHHKTQPSPEDE | 229
humano LYGQCSPWKKNACCTASTSQELHKDTS

RLYNFNWDHCGKMEPTCKRHFIQDSCL
YECSPNLGPWIRQVNQSWRKERILNVP
LCKEDCERWWEDCRTSYTCKSNWHK

GWNWTSGINECPAGALCSTFESYFPTP
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Antigeno

ECD

(aa)

NUamero
de
referenci

a

Secuencia

SEC
ID N°

AALCEGLWSHSFKVSNYSRGSGRCIQM
WFDSAQGNPNEEVAKFYAAAMNAGAP
SRGIIDS

FolR1

murino

25 -232

P35846

TRARTELLNVCMDAKHHKEKPGPEDNL
HDQCSPWKTNSCCSTNTSQEAHKDISY
LYRFNWNHCGTMTSECKRHFIQDTCLY
ECSPNLGPWIQQVDQSWRKERILDVPL
CKEDCQQWWEDCQSSFTCKSNWHKG
WNWSSGHNECPVGASCHPFTFYFPTS
AALCEEIWSHSYKLSNYSRGSGRCIQM
WFDPAQGNPNEEVARFYAEAMS

230

FolR1 de
cinomolg

o

25-234

G7PR14

EAQTRTARARTELLNVCMNAKHHKEKP
GPEDKLHEQCRPWKKNACCSTNTSQE
AHKDVSYLYRFNWNHCGEMAPACKRH
FIQDTCLYECSPNLGPWIQQVDQSWRK
ERVLNVPLCKEDCERWWEDCRTSYCK
SNWHKGWNWTSGFNKCPVGAACQPF
HFYFPTPTVLCNEIWTYSYKVSNYSRGS
GRCIQMWFDPAQGNPNEEVARFYAAA
MS

231

Tabla 2: Resumen del rendimiento y contenido final de monémero de las fusiones

FolR1-FC.

Monomero
Antigeno [%0] Rendimiento
(SEC)
huFolR1 100 30 mg/l
cyFolR1 100 32 mg/l
muFolR1 100 31 mg/l
huFolR2 100 16 mg/l
huFolR3 95 38 mg/l
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Ejemplo 2
Generacion de cadena ligera comun con especificidad de CD3¢

Las moléculas biespecificas activadoras de células T descritas en el presente
documento comprenden al menos un resto de union a CD3. Este resto puede
generarse inmunizando a animales de laboratorio, explorando fagotecas o usando
anticuerpos anti-CD3 conocidos. La cadena ligera comun con especificidad de CD3¢
se generé humanizando la cadena ligera de un anticuerpo progenitor murino anti-
CD3e (CH2527). Para la humanizacion de un anticuerpo de origen no humano, los
restos de CDR del anticuerpo no humano (donante) tienen que trasplantarse a la
region marco conservada de un anticuerpo humano (aceptor). En general, las
secuencias marco conservadas aceptoras se seleccionan alineando la secuencia del
donante a una coleccion de secuencias aceptoras potenciales y seleccionando una
que tenga bien una homologia razonable con el donante, o bien que muestre
aminoacidos similares en algunas posiciones criticas para la estructura y actividad.
En el presente caso, la busqueda de la region marco conservada aceptora de
anticuerpo se llevd a cabo alineando la secuencia de dominio VL de ratén del
anticuerpo parental con una coleccion de secuencias de linea germinal humana y
seleccionando la secuencia humana que mostr6 una elevada identidad de
secuencia. Sorprendentemente, se encontré una buena coincidencia en cuanto a
homologia de secuencia marco conservada en una cadena ligera humana bastante
infrecuente perteneciente a la familia 7 de dominio V de tipo lambda, més
precisamente, hVL_7_46 (nomenclatura IMGT, n.° de referencia de GenBank
Z73674). Esta cadena ligera humana infrecuente se selecciond posteriormente como
region marco conservada aceptora para la humanizacién de la cadena ligera de
CH2527. Las tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
dominio variable de cadena ligera de raton se injertaron en esta region marco
conservada aceptora. Ya que la region marco conservada 5 no es parte de la region
variable del gen V de linea germinal, el alineamiento para esta regién (elemento J)
se efectu6 de manera individual. De este modo se selecciond la secuencia IGLJ3-02
para la humanizacion de esta cadena ligera.

Se generaron trece variantes humanizadas (CH2527-VL7_46-1 a VL7_46-10,
VL7_46-12 a VL7_46-14). Estas difieren en los restos marco conservados (y
combinaciones de los mismos) que se retromutaron a la secuencia de dominio V
murina o en restos de CDR (definicion de Kabat) que pudieron mantenerse idénticos
a la secuencia de linea germinal humana. Se retromutaron los siguientes restos
marco conservados fuera de las CDR a los restos murinos en la variante de dominio
VL humanizada final VL7_46-13 (restos murinos listados): V36, E38, F44, G46, G49,
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y G57, respectivamente. El elemento J humano 1GLJ3-02 fue 100 % idéntico al

elemento J del anticuerpo progenitor murino.

Ejemplo 3
Evaluacion por SPR de variantes humanizadas con esp  ecificidad por CD3 ¢

Se evaluaron las variantes de VL humanizadas como quimeras en un formato clasico
2+1 (figura 1D), es decir, los dominios V de cadena ligera humanizados se
emparejaron con dominio V de cadena pesada murina. La evaluacion por SPR se
llevé a cabo en un instrumento ProteOn XPR36 (Bio-Rad). Mas precisamente, las
variantes se capturaron directamente del sobrenadante de cultivo en una microplaca
sensora GLM derivatizada anti-Fab (IgG de cabra anti-humano, especifica de
fragmento F(ab'),, Jackson ImmunoResearch) en orientacién vertical. Los analitos
siguientes se inyectaron posteriormente de manera horizontal como concentraciones
individuales para evaluar la union a CD3¢ de humano y de cinomolgo: 3 UM de hu
CD3g(-1-26)-Fc(pomo)-avi (ID807) y 2,5 puM cy CD3e-(-1-26)-Fc(pomo)-Avi-
Fc(agujero) (ID873), respectivamente. Las respuestas de uniébn se compararon
cuantitativamente a la union de la construccion murina de control y se graduaron
como + (unién comparable observada), +/- (unién reducida observada) y — (sin unién
observada). El anticuerpo de captura se regener6 después de cada ciclo de captura
de ligando y union de ligando y se volvié a inyectar la construccion murina al final del
estudio para confirmar la actividad de la superficie de captura. Los resultados se

resumen en la tabla 3.

Variante VL humanizadada| Unién a CD3e

murine_CH2527-VL *
CH2527-VLT_46-1
CH2527-VL7_46-2
CH2527-VL7_48-3
CH2527-VL7_46-4
CH2527-VL7_46-5
CH2527-VL7_46-6
CH2527-VL7_48-7
CH2527-VL7_456-8
CH2527-VL7_46-9

CH2527-VL7_46-10
CH2527-VL7_46-12 +/-
CH2527-VL7_46-13 +
CH2527-VL7_46-14
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Tabla 3 Evaluaciones de union cualitativas basadas en SPR para las variantes de cadena
ligera humanizada combinadas con la cadena pesada murina de CH2527. Finalmente solo
se selecciond la variante de cadena ligera humanizada, CH2527-VL7_46-13, remarcada con

letras en negrita, que mostré unién comparable a CD3¢ de humano y de cinomolgo.

Ejemplo 4

Propiedades de la cadena ligera comun humanizada co  n especificidad de
CD3e

La variante de dominio V de cadena ligera que se selecciond para la molécula
principal humanizada es VL7_46-13. Se determinaron tres grados de humanidad, es
decir, la homologia de secuencia del dominio V humanizado con la secuencia de
dominio V de linea germinal humana. Para VL7_46-13, la identidad de secuencia
general con el homélogo mas proximo de linea germinal humana es del 65 % antes
de la humanizacion y del 80 % posteriormente. Omitiendo las regiones CDR, la
identidad de secuencia es del 92 % con el homodlogo de linea germinal humana mas
proximo. Como puede observarse a partir de la tabla 3, VL7 _46-13 es la unica
variante de VL humanizada de un panel de 13 variantes que mostraron unién
comparable a la del anticuerpo murino progenitor y también retuvo su reactividad
cruzada con CD3e de cinomolgo. Este resultado indica que no fue trivial humanizar
el dominio VL murino sin perder la afinidad de unién a CD3g, que requeria varias
retromutaciones a restos marco conservados murinos (en particular, G46) mientras
gue se mantenia G24 en la CDR1. Ademas, este resultado muestra que el dominio
VL desempefa un papel crucial en el reconocimiento de diana. De manera
importante, el dominio VL humanizado VL7_46-13 basado en una linea germinal
humana infrecuente perteneciente a la familia 7 de dominio V de tipo lambda y que
mantiene afinidad y especificidad por CD3g, también es adecuado para su uso como
cadena ligera comdn en bibliotecas de presentacién en fagos del formato Fab y
permite una seleccién satisfactoria de nuevas especificidades que facilitan en gran
medida la generacion y produccién de moléculas biespecificas que se unen a CD3¢

y, por ejemplo, una diana tumoral y que comparten la misma cadena ligera "comun”.
Ejemplo 5

Generacioén de una biblioteca de anticuerpos present  ada en fagos usando

una cadena ligera comun de linea germinal humana pr  ocedente de HVK1-39

Varias estrategias para generar anticuerpos biespecificos que se asemejan a IgG
humanas de longitud completa utilizan modificaciones en la regién Fc que inducen la

heterodimerizacion de dos cadenas pesadas distintas. Dichos ejemplos incluyen
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tecnologias de pomos en agujeros (Merchan et al., Nat Biotechnol. jul
1998;16(7):677-81 ) SEED (Davis et al., Protein Eng Des Sel. abr 2010;23(4):195-
202) y de direccionamiento electrostatico (Gunasekaran et al., J Biol Chem. 18 de
jun  2010;285(25):19637-46). Aunque estas estrategias permiten la
heterodimerizacion eficaz de dos cadenas pesadas distintas, el emparejamiento
adecuado de cadenas ligeras y pesadas afines sigue siendo un problema. El uso de
una cadena ligera comun (LC) puede resolver este problema (Merchant, et al. Nat
Biotech 16, 677-681 (1998)).

En este caso se describe la generacion de una biblioteca de anticuerpos para su
presentacion en un fago M13. Esencialmente, se disefié una biblioteca de multiples
regiones marco conservadas para la cadena ligera con una cadena ligera constante
(o "comun"). Esta biblioteca se disefié para generar anticuerpos multiespecificos sin
necesidad de usar tecnologias sofisticadas para evitar el mal emparejamiento de la
cadena ligera.

Mediante el uso de una cadena ligera comun, puede facilitarse la produccién de
estas moléculas y ya no aparece un mal emparejamiento y se facilita el aislamiento
de un anticuerpo biespecifico altamente puro. En comparacion con otros formatos, el
uso de fragmentos Fab como bloques de construccidon en contraposicion a, por
ejemplo, el uso de fragmentos scFv da como resultado una mayor estabilidad
térmica y la ausencia de agregacion de scFv y la formaciébn de scFv

intermoleculares.

Generacion de la biblioteca

A continuacion se describe la generacién de una biblioteca de anticuerpo para la
presentacion en fago M13. Esencialmente, se disefid una biblioteca de mdultiples
regiones marco conservadas para la cadena ligera con una cadena ligera constante
(o "comun").

Se usaron las siguientes cadenas pesadas en la biblioteca (nUmeros de referencia
de GenBank entre paréntesis):

IGHV1-46*01 (X92343) (SEC ID N°: 104),

IGHV1-69*06 (L22583), (SEC ID N°: 105)

IGHV3-15*01 (X92216), (SEC ID N°: 106)

IGHV3-23*01 (M99660), (SEC ID N°: 107)

IGHV4-59*01 (AB019438), (SEC ID N°: 108)

IGHV5-51*01 (M99686), (SEC ID N°: 109)

Todas las cadenas pesadas usan IGHJ2 como elemento J, salvo IGHV1-69*06 que
usa la secuencia IGHJ6. El disefio de la aleatorizacion incluy6 la CDR-H1, CDR-H2,
y CDR-H3. Para CDR-H1 y CDR-H2 se selecciond una estrategia de aleatorizacion

"leve”, y los oligonucledtidos de aleatorizacion fueron tales que el codon para el



112

aminoacido de la secuencia de linea germinal estaba presente al 50 %. Todos los
demas aminoéacidos, a excepcion de cisteina, sumaron hasta el 50 % restante. En
CDR-H3, donde no habia aminoacidos de linea germinal debido a la presencia del
elemento genético D, se disefiaron oligonucle6tidos que permiten el uso de
inserciones aleatorizadas entre el elemento V y el elemento J de 4 a 9 aminoacidos
de longitud. Estos oligonucleétidos estaban contenidos en su parte aleatorizada, por
ejemplo. Tres aminoacidos G/Y/S estaban presentes al 15 % cada uno, los
aminoacidos A/D/T/R/P/L/IVIN/W/F/I/E estaban presentes al 4,6 % cada uno.

Los métodos ejemplares para la generacion de bibliotecas de anticuerpos se
describen en Hoogenboom et al., Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4133-413; Lee et., al
J. Mol. Biol. (2004) 340, 1073-1093.

La cadena ligera procede de la secuencia humana hVK1-39, y se usa de manera no
modificada y no aleatorizada. Esto asegura que pueda usarse la misma cadena

ligera para otros proyectos sin modificaciones adicionales.

Seleccién de biblioteca ejemplar:

Las selecciones con todas las bibliotecas de maduracién por afinidad se llevan a
cabo en solucion de acuerdo con el siguiente procedimiento usando un dominio
extracelular monomeérico y biotinilado de un antigeno X diana.

1. Se unen 10”12 particulas de fagémido de cada biblioteca a 100 nM de antigeno
soluble biotinilado durante 0,5 h en un volumen total de 1 ml. 2. El antigeno
biotinilado se captura y las particulas de fago unidas especificamente se aislan
mediante la adicion de ~5 x 1077 perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina
durante 10 min. 3. Las perlas se lavan usando 1 ml de PBS/Tween20 5-10x y 1 ml
de PBS 5-10x. 4. La elucién de las particulas de fago se efectiia mediante la adicién
de 1 ml de TEA (trietilamina) 100 mM durante 10 min y la neutralizacion mediante la
adicién de 500 ul de Tris 1 M/HCI pH 7,4 y 5. reinfeccion de las bacterias TG1 de E.
coli en crecimiento exponencial, infeccion con el fago auxiliar VCSM13 y se aplica
posteriormente precipitacion de PEG/NaCl de las particulas de fagémido en las
rondas de seleccidon posteriores. Las selecciones se llevan a cabo en 3-5 rondas
usando concentraciones de antigeno constantes o menguantes (de 10"-7 a 2 x 10"-9
M). En la ronda 2, se efectla la captura de complejos antigeno/fago usando placas
de neutravidina en lugar de perlas de estreptavidina. Todas las reacciones de union
se suplementan bien con albumina de suero bovino 100 nM, o con leche en polvo
desgrasada para que compita con clones no deseados por la simple union adhesiva
de los anticuerpos al soporte de plastico.

Las selecciones se llevan a cabo durante tres o cuatro rondas usando
concentraciones de antigeno menguantes del antigeno comenzando a 100 nM y

menguando hasta 5 nM en la ronda final de seleccidon. Las moléculas de union
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especificas se definen como sefiales aproximadamente 5 x mayores que el fondo y
se identifican mediante ELISA. Las moléculas de unidon especificas se identifican
mediante ELISA del modo siguiente: se recubren placas de neutravidina con 100 pl
de antigeno biotinilado 10nM por pocillo. Los sobrenadantes bacterianos que
contienen Fab se afaden y se detectan los Fab que se unen a través de sus
marcadores Flag usando un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP. Los clones
positivos al ELISA se expresan bacterianamente como fragmentos Fab solubles en
formato de 96 pocillos y los sobrenadantes se someten a un experimento de
exploracion cinética mediante analisis por SPR usando el dispositivo ProteOn
XPR36 (BioRad). Los clones que expresan Fab con las constantes de afinidad
mayores se identifican y se secuencian los fagémidos correspondientes. Para la
caracterizacion posterior, las secuencias de Fab se amplifican mediante PCR a partir
del fagémido y se clonan mediante los sitios de restriccion adecuados en vectores de
expresion de IgG1 humana para su produccion en mamiferos.

Generacion de una biblioteca de anticuerpo presenta  da en fagos usando una
cadena ligera comun especifica para CD3 € humanizado

En este caso se describe la generacion de una biblioteca de anticuerpo para la
presentacion en fago M13. Esencialmente, se disefid0 una biblioteca de mdultiples
regiones marco conservadas para la cadena ligera con una cadena ligera constante
(0o "comun"). Esta biblioteca se disefid para la generaciébn de anticuerpos
biespecificos de células T inactivos que contienen Fc pero inactivos respecto a la
union a FcgR de isotipo de IgG1 P329G LALA o 1gG4 SPLE PG en los que uno o
dos Fab reconocen a un antigeno de superficie tumoral expresado en una célula
tumoral mientras que el resto del brazo de Fab del anticuerpo reconoce a CD3¢ en
una célula T.

Generacion de la biblioteca

A continuacion se describe la generacion de una biblioteca de anticuerpo para la
presentacion en fago M13. Esencialmente, se disefid una biblioteca de mdultiples
regiones marco conservadas para la cadena ligera con una cadena ligera constante
(o "comun®). Esta biblioteca se disefid solamente para la generacion de anticuerpos
biespecificos de células T inactivos que contienen Fc pero inactivos respecto a la
unién a FcgR de isotipo de IgG1 P329G LALA o 1gG4 SPLE PG.

Se introdujo diversidad aleatorizando oligonucleétidos solo en la CDR3 de las
diferentes cadenas pesadas. Los métodos para la generacion de bibliotecas de
anticuerpo se conocen bien en la técnica y se describen en Hoogenboom et al.,
Nucleic Acids Res. 1991, 19, 4133-413; o en: Lee et., al J. Mol. Biol. (2004) 340,
1073-1093).

Se usaron las siguientes cadenas pesadas en la biblioteca:

IGHV1-46*01 (X92343), (SEC ID N°: 104)
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IGHV1-69*06 (L22583), (SEC ID N°: 105)

IGHV3-15*01 (X92216), (SEC ID N°: 106)

IGHV3-23*01 (M99660), (SEC ID N°: 107)

IGHV4-59*01 (AB019438), (SEC ID N°: 108)

IGHV5-51*01 (M99686), (SEC ID N°: 109)

Se uso0 la cadena ligera procedente del anticuerpo CH2527 especifico de CD3e de
humano y de cinomolgo humanizado en la biblioteca: (VL7_46-13; SEC ID N°: 112).
Esta cadena ligera no se aleatorizd y se usé sin modificaciones adicionales para
asegurar la compatibilidad con moléculas de union biespecificas diferentes.

Todas las cadenas pesadas usan IGHJ2 como elemento J, salvo IGHV1-69*06 que
usa la secuencia IGHJ6. El disefio de la aleatorizacion se centr6 solo en la CDR-HS3,
y se disefiaron oligonucleétidos de PCR que permiten el uso de inserciones

aleatorizadas entre el elemento V y el elemento J de 4 a 9 aminoacidos de longitud.

Ejemplo 6

Seleccidén de fragmentos de anticuerpo a partirde b ibliotecas de cadena
ligera comun (que comprenden cadena ligera con espe  cificidad de CD3 ¢)

para FolR1

Los anticuerpos 16A3, 15A1, 18D3, 19E5, 19A4, 15H7, 15B6, 16D5, 15E12, 21D1,
16F12, 21A5, 21G8, 19H3, 20G6, y 20H7 que comprenden la cadena ligera comun
VL7_46-13 con especificidad de CD3e se obtuvieron mediante selecciones de
presentacion en fagos frente a FolR1 de diferentes especies (humano, de cinomolgo
y murino). Los clones 16A3, 15A1, 18D3, 19E5, 19A4, 15H7, 15B6, 21D1, 16F12,
19H3, 20G6, y 20H7 se seleccionaron de una sub-biblioteca en la que la cadena
ligera comun se emparejo con un repertorio de cadena pesada basado en la linea
germinal humana VH1_46. En esta sub-biblioteca, la CDR3 de VH1_46 se aleatorizo
basandose en 6 longitudes diferentes de CDR3. Los clones 16D5, 15E12, 21A5, y
21G8 se seleccionaron de una sub-biblioteca en la que la cadena ligera comun se
emparejé con un repertorio de cadena pesada basado en la linea germinal humana
VH3_15. En esta sub-biblioteca, la CDR3 de VH3_15 se aleatorizd basandose en 6
longitudes diferentes de CDR3. Para obtener anticuerpos que reaccionan de manera
cruzada con especies (0 que reaccionan con FolR1 murino), se alternaron los FolR1
de diferentes especies (0 se mantuvieron constantes) de diferentes maneras durante
3 ciclos de biopaneo: 16A3 y 15A1 (FolR1 de humano — cinomolgo — humano); 18D3
(FolR1 de cinomolgo — humano — murino); 19E5 y 19A4 (3 ciclos frente a FolR1
murino); 15H7, 15B6, 16D5, 15E12, 21D1, 16F12, 21A5, 21G8 (FolR1 de humano —
cinomolgo — humano); 19H3, 20G6, y 20H7 (3 ciclos frente a FoIR1 murino).
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Se expresaron de manera transitoria FoIR1 de humano, murino y de cinomolgo como
antigenos para las selecciones de presentacion en fago asi como para las
exploraciones basadas en ELISA y en SPR como fusiones monoméricas N-
terminales de Fc en células HEK EBNA e in vivo biotinilados en sitios especificos
mediante la expresion conjunta de la ligasa de biotina BirA en la secuencia de
reconocimiento del marcador avi situada en el extremo C-terminal de la parte Fc que
porta la cadena de receptor (cadena Fc de pomo). Para evaluar la especificidad para
FolR1, se generaron dos receptores relacionados, FolR2 y FolR3 humanos, del

mismo modo.

Las rondas de seleccion (biopaneo) se llevaron a cabo en solucion de acuerdo con

el siguiente patron:

1. Pre-eliminaciéon de ~ 10* particulas de fagémido en placas maxisorp recubiertas
con 10 pg/ml de una IgG humana no relacionada para empobrecer las bibliotecas de

anticuerpos que reconocen la porcion Fc del antigeno.

2. Incubacion de las particulas de fagémido no de unién a Fc con 100 nM de FolR1
de humano, cinomolgo o murino biotinilado durante 0,5 h en presencia de
construccion de Fc de pomo en agujero no biotinilada no relacionada para la

eliminacion adicional de moléculas de unién a Fc en un volumen total de 1 ml.

3. Captura del FolR1 biotinilado y unido especificamente al fago de union mediante
transferencia a 4 pocillos de una placa de microtitulacion pre-recubierta con

neutravidina durante 10 min (en las rondas 1y 3).
4. Lavado de los pocillos respectivos usando PBS/Tween20 5x y PBS 5x.

5. Elucién de las particulas de fago mediante la adicion de 250 ul de TEA
(trietilamina) 100 mM por pocillo durante 10 minutos y neutralizacion mediante la

adicion de 500 pl de Tris/HCI 1 M, pH 7,4 a las eluciones agrupadas de 4 pocillos.

6. Eliminacion posterior de las eluciones neutralizadas mediante incubacion en placa
de microtitulacion recubierta previamente con neutravidina con 100 nM de FolR2 o
FolR3 capturado en biotina para la eliminacion final de moléculas de union a Fc y no

especificas.

7. Re-infeccion de células TG1 de E. coli en fase logaritmica con el sobrenadante de
las particulas de fago eluidas, infeccidon con el fago auxiliar VCSM13, incubacion en
un agitador a 30 T durante toda una noche y poster ior precipitacion con PEG/NaCl

de particulas de fagémido para su uso en la siguiente ronda de seleccion.
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Las selecciones se llevaron a cabo a lo largo de 3 rondas usando concentraciones
de antigeno constante de 100 nM. En la ronda 2, para evitar el enriquecimiento de
moléculas de unién a avidina, la captura de complejos de antigeno:fago se llevd a
cabo mediante la adicion de 5,4 x 10’perlas magnéticas recubiertas con
estreptavidina. Las moléculas de union especificas se identificaron mediante ELISA
del modo siguiente: Se recubrieron 100 ul de FolR1 de humano, cinomolgo o murino
biotinilado 25 nM y 10 pg/ml de IgG humana sobre placas de neutravidina y placas
maxisorp, respectivamente. Los sobrenadantes bacterianos que contenian Fab se
afiadieron y se detectaron los Fab que se unen a través de sus marcadores Flag
usando un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP. Los clones que muestran sefiales
en FolR1 humano y que son negativos en IgG humana se seleccionaron para
analisis posteriores y también se ensayaron de un modo similar frente a las dos
especies restantes de FolR1. Se expresaron de manera bacteriana en un volumen
de cultivo de 0,5 litros, se purificaron por afinidad y se caracterizaron adicionalmente

mediante andlisis de SPR usando un biosensor ProteOn XPR36 de BioRad.

Las afinidades (Kp) de los clones seleccionados se midieron mediante resonancia de
plasmon superficial (SPR) usando un instrumento ProteOn XPR36 (Biorad) a 25 C
con FolR1 de humano, cinomolgo y murino biotinilado asi como FolR2 y FolR3
humano (controles negativos) inmovilizados sobre placas NLC mediante captura de
neutravidina. Inmovilizacion de antigenos (ligando): Los antigenos recombinantes se
diluyeron con PBST (fosfato 10 mM, cloruro de sodio 150 mM pH 7,4, Tween 20 al
0,005 %) a 10 pg/ml, después se inyectaron a 30 pl/minuto en orientacion vertical.
Inyeccion de analitos: Para las medidas "cinéticas de una dosis", se cambi6 la
direccion de la inyeccion a orientacion horizontal, se inyectaron diluciones en serie
de dos veces de Fab purificado (intervalos de concentracion variantes) de manera
simultdnea en los canales 1-5 separados, con tiempos de asociacion de 200 s, y
tiempos de disociacion de 600 s. El tampdn (PBST) se inyectd en el sexto canal para
proporcionar un blanco "en linea" para referencia. Las constantes de velocidad de
asociacion (kon) y las constantes de velocidad de disociacion (ko) se calcularon un
modelo de unién de Langmuir simple de uno a uno en el programa informatico
ProteOn Manager v3.1 ajustando simultdneamente los sensogramas de asociacion y
disociacion. La constante de disociacion de equilibrio (Kp) se calculd como la
proporcion kqi/kon. La Tabla 4 lista las constantes de equilibrio de disociacion (Kp) de

los clones seleccionados especificos para FolR1.

Tabla 4: Constantes de disociacion de equilibrio (Kp) para anticuerpos anti-FolR1
(formato Fab) seleccionados mediante presentacion de fagos a partir de sub-

bibliotecas de cadena ligera comun que comprenden VL7 _46-13, una cadena ligera
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humanizada especifica para CD3e. Kp en nM.

o huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
16A3 21,7 18 muy débil sin union sin union
15A1 30,9 17,3 muy débil sin union sin union
18D3 93,6 40.2 muy débil sin union sin union
19E5 522 276 19,4 sin unién sin unién
19A4 2050 4250 43,1 sin union sin union
15H7 13,4 72,5 sin uniéon sin unién sin unién
15B6 19,1 13,9 sin unién sin unién sin unién
16D5 39,5 114 sin union sin union sin union
15E12 55,7 137 sin uniéon sin unién sin unién
21D1 62,6 32,1 sin unién sin unién sin unién
16F12 68 90,9 sin union sin union sin union
21A5 68,8 131 sin uniéon sin unién sin unién
21G8 130 261 sin uniéon sin unién sin unién
19H3 sin union sin union 89,7 sin union sin union
20G6 sin unién sin unién 78,5 sin unién sin unién
Ejemplo 7

Seleccion de fragmentos de anticuerpo a partirde b ibliotecas de mdltiples

regiones marco conservadas genéricas para FolR1

Los anticuerpos 11F8, 36F2, 9D11, 5D9, 6B6, y 14E4 se obtuvieron mediante
selecciones de presentacion en fagos basadas en sub-bibliotecas de multiples
regiones marco conservadas genéricas contra FolR1 de diferentes especies
(humano, cinomolgo y murino). En estas sub-bibliotecas de multiples regiones marco
conservadas genéricas, se emparejan dominios VL diferentes con CDR3
aleatorizadas (3 longitudes diferentes) con diferentes dominios VH diferentes con
CDRa3 aleatorizadas (6 longitudes diferentes). Los clones seleccionados son de los
siguientes VL/VH: 11F8 (Vk_1 5/VH_1 69), 36F2
(Vk_3 20/VH_1_46), 9D11 (Vvk2D_28/VvH1_46), 5D9 (Vk3_20/VH1_46), 6B6
(Vk3_20/VH1_46), y 14E4 (Vk3_20/VH3 23). Para obtener anticuerpos que

reaccionan de manera cruzada con especies (0 que reaccionan con FolR1 murino),

emparejamientos

se alternaron los FolR1 de diferentes especies (0 se mantuvieron constantes) de
diferentes maneras durante 3 o 4 ciclos de biopaneo: 11F8 (FolR1 de cinomolgo —

murino — humano); 36F2 (FolR1 humano — murino — de cinomolgo — murino); 9D11
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(FolR1 de cinomolgo — humano — cinomolgo); 5D9 (FolR1 de humano — cinomolgo —
humano); 6B6 (FolR1 de humano — cinomolgo — humano) y 14E4 (3 rondas frente a

FolR1 murino).

Se expresaron de manera transitoria FolR1 de humano, murino y de cinomolgo como
antigenos para las selecciones de presentacion en fago asi como para las
exploraciones basadas en ELISA y en SPR como fusiones monoméricas N-
terminales de Fc en células HEK EBNA e in vivo biotinilados en sitios especificos
mediante la expresion conjunta de la ligasa de biotina BirA en la secuencia de
reconocimiento del marcador avi situada en el extremo C-terminal de la parte Fc que
porta la cadena de receptor (cadena Fc de pomo). Para evaluar la especificidad para
FolR1, se generaron dos receptores relacionados, FolR2 y FolR3 humanos, del

mismo modo.

Las rondas de seleccion (biopaneo) se llevaron a cabo en solucion de acuerdo con

el siguiente patron:

1. Pre-eliminaciéon de ~ 10* particulas de fagémido en placas maxisorp recubiertas
con 10 pg/ml de una IgG humana no relacionada para empobrecer las bibliotecas de

anticuerpos que reconocen la porcion Fc del antigeno.

2. Incubacién de las particulas de fagémido no de unién a Fc con 100 nM de FolR1
de humano, cinomolgo o murino biotinilado durante 0,5 h en presencia de
construccion de Fc de pomo en agujero no biotinilada no relacionada para la

eliminacion adicional de moléculas de unién a Fc en un volumen total de 1 ml.

3. Captura del FolR1 biotinilado y unido especificamente al fago de unién mediante
transferencia a 4 pocillos de una placa de microtitulaciébn pre-recubierta con

neutravidina durante 10 min (en las rondas 1y 3).
4. Lavado de los pocillos respectivos usando PBS/Tween20 5x y PBS 5x.

5. Elucion de las particulas de fago mediante la adicion de 250 ul de TEA
(trietilamina) 100 mM por pocillo durante 10 minutos y neutralizacion mediante la

adicion de 500 pl de Tris/HCI 1 M, pH 7,4 a las eluciones agrupadas de 4 pocillos.

6. Eliminacion posterior de las eluciones neutralizadas mediante incubacion en placa
de microtitulacion recubierta previamente con neutravidina con 100 nM de FolR2 o
FolR3 capturado en biotina para la eliminacion final de moléculas de union a Fc y no

especificas.

7. Re-infeccion de células TG1 de E. coli en fase logaritmica con el sobrenadante de
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las particulas de fago eluidas, infeccidon con el fago auxiliar VCSM13, incubacion en
un agitador a 30 T durante toda una noche y poster ior precipitacion con PEG/NacCl

de particulas de fagémido para su uso en la siguiente ronda de seleccion.

Las selecciones se llevaron a cabo a lo largo de 3 rondas usando concentraciones
de antigeno constante de 100 nM. En las rondas 2 y 4, para evitar el enriquecimiento
de moléculas de unidn a avidina, la captura de complejos de antigeno:fago se llevo a
cabo mediante la adicion de 5,4 x 10’perlas magnéticas recubiertas con
estreptavidina. Las moléculas de union especificas se identificaron mediante ELISA
del modo siguiente: Se recubrieron 100 ul de FolR1 de humano, cinomolgo o murino
biotinilado 25 nM y 10 pug/ml de IgG humana sobre placas de neutravidina y placas
maxisorp, respectivamente. Los sobrenadantes bacterianos que contenian Fab se
afadieron y se detectaron los Fab que se unen a través de sus marcadores Flag
usando un anticuerpo secundario anti-Flag/HRP. Los clones que muestran sefiales
en FolR1 humano y que son negativos en IgG humana se seleccionaron para
andlisis posteriores y también se ensayaron de un modo similar frente a las dos
especies restantes de FolR1. Se expresaron de manera bacteriana en un volumen
de cultivo de 0,5 litros, se purificaron por afinidad y se caracterizaron adicionalmente

mediante analisis de SPR usando un biosensor ProteOn XPR36 de BioRad.

Las afinidades (Kp) de los clones seleccionados se midieron mediante resonancia de
plasmon superficial (SPR) usando un instrumento ProteOn XPR36 (Biorad) a 25 T
con FolR1 de humano, cinomolgo y murino biotinilado asi como FolR2 y FolR3
humano (controles negativos) inmovilizados sobre placas NLC mediante captura de
neutravidina. Inmovilizacion de antigenos (ligando): Los antigenos recombinantes se
diluyeron con PBST (fosfato 10 mM, cloruro de sodio 150 mM pH 7,4, Tween 20 al
0,005 %) a 10 pg/ml, después se inyectaron a 30 pl/minuto en orientacion vertical.
Inyeccion de analitos: Para las medidas "cinéticas de una dosis", se cambid la
direccion de la inyeccion a orientacion horizontal, se inyectaron diluciones en serie
de dos veces de Fab purificado (intervalos de concentracion variantes) de manera
simultanea en los canales 1-5 separados, con tiempos de asociacion de 150 o 200 s,
y tiempos de disociacion de 200 o 600 s, respectivamente. Se inyecté tampodn
(PBST) a lo largo del sexto canal para proporcionar un blanco "en linea" para
referenciar. Las constantes de velocidad de asociacion (ko) y las constantes de
velocidad de disociacion (ko) se calcularon un modelo de unién de Langmuir simple
de uno a uno en el programa informéatico ProteOn Manager v3.1 ajustando
simultdneamente los sensogramas de asociacién y disociacién. La constante de
disociacion de equilibrio (Kp) se calcul6 como la proporcion Keg/kon. La Tabla 5 lista

las constantes de equilibrio de disociacion (Kp) de los clones seleccionados
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especificos para FolR1.
Tabla 5: Constantes de disociacion de equilibrio (Kp) para anticuerpos anti-FolR1

(formato Fab) seleccionados mediante presentacion en fagos a partir de sub-librerias

de multiples regiones marco conservadas genéricas. Kp en nM.

Ko (nM)
Clon huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
11F8 632 794 1200 sin union sin union
36F2 1810 1640 737 sin union sin union
9D11 8,64 5,29 sin union sin union sin union
5D9 8,6 5,29 sin union sin union sin union
6B6 14,5 9,4 sin union sin union sin union
14E4 sin union sin union 6,09 sin union sin union
Ejemplo 8
Produccion y purificacion de nuevas moléculas de un ion a FolR1 en

formatos de IgG y biespecificos de células T

Para identificar moléculas de unién a FolR1 que son capaces de inducir la
eliminacion dependiente de células T de células diana seleccionadas, se convirtieron
los anticuerpos aislados a partir de una cadena ligera comun o biblioteca de Fab en
el formato de IgG1l humano correspondiente. En resumen, las cadenas pesada
variable y ligera variable de moléculas de union a FolR1 Unicas a partir de
presentacion en fagos se amplificaron mediante reacciones PCR convencionales
usando los clones de Fab como molde. Los productos de la PCR se purificaron e
insertaron (bien mediante clonacién basada en endonucleasa de restriccion y ligasa,
o mediante "disefio recombinante” usando el kit InFusion de Invitrogen) en vectores
de expresion adecuados en los que se fusionan a las cadenas pesadas constantes
humanas o cadenas ligeras constantes humanas adecuadas. Los casetes de
expresion en estos vectores consisten en un promotor de MPSV quimérico y un sitio
de poliadeniliaciéon sintético. Ademas, los plasmidos contienen la region oriP del virus
de Epstein Barr para el mantenimiento estable de los plasmidos en células HEK293
que portan el antigeno nuclear EBV (EBNA). Después de la transfeccion mediada
por PEI, los anticuerpos se produjeron de manera transitoria en células HEK293
EBNA y se purificaron mediante cromatografia de afinidad de proteina A
convencional seguido de cromatografia de exclusion por tamafo, tal como se

describe:
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Transfeccidon y produccion transitoria

Todos los anticuerpos (biespecificos) (si no se obtuvieron de una fuente comercial)
usados en el presente documento se produjeron de manera transitoria en células
HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion mediado por PEI para los
vectores necesarios tal como se describe a continuacion. Las células HEK293 EBNA
se cultivan en suspension sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para la produccion
en matraz agitado de 500 ml se siembran 400 millones de células HEK293 EBNA 24
horas antes de la transfeccién (para escalas alternativas todas las cantidades se
ajustaron de acuerdo con esta). Para la transfeccion, las células se centrifugan
durante 5 min a 210 x g, se reemplaza el sobrenadante por 20 ml de medio CD
CHO. Los vectores de expresion se mezclan en 20 ml de medio CD CHO hasta una
cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion de 540 ul de solucion de
PEI se agita vorticialmente durante 15 s y posteriormente se incuba durante 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se mezclan las células con solucion de
ADN/PEI, se transfieren a un matraz agitado de 500 ml y se incuban durante 3 horas
a 37 € en un incubador con una atmosfera de CO;, al 5 %. Después del tiempo de
incubacion se afladen 160 ml de medio F17 y las células se cultivan durante 24
horas. Un dia después de la transfeccion se afiade acido valproico 1 mMy Feed 1 al
7 %. Después de 7 dias de cultivo se recoge el sobrenadante para su purificacion
mediante centrifugacion durante 15 min a 210 x g, la solucion se esteriliza por
filtracion (filtro de 0,22 ym) y se afiade azida de sodio a una concentracion final del
0,01 % pl/v, y se mantiene a 4 . Después de la produccion se recogen los
sobrenadantes y los sobrenadantes que contienen anticuerpo se filtraron a través de

filtros estériles de 0,22 ym y se almacenaron a 4 C hasta su purificacion.

Purificacion de anticuerpos

Todas las moléculas se purificaron en dos etapas usando procedimientos
convencionales, tales como purificacion por afinidad de proteina A (Akta Explorer) y
cromatografia de exclusién por tamafio. El sobrenadante obtenido de la produccion
transitoria se ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y se aplicdé a una columna
HiTrap PA FF (GE Healthcare, volumen de columna (vc) = 5 ml) equilibrada con 8
volumenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, pH 7.5). Después de lavar con 10 vc de tampon A, la proteina se eluyo
usando un gradiente de pH al tampdn B (citrato de sodio 20 mM, pH 3, NaCl 100
mM, glicina 100 mM) en 12 vc. Las fracciones que contenian la proteina de interés
se agruparon y se ajusto levemente el pH de la solucién a pH 6,0 (usando Na,HPO4
0,5 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron a 2 ml usando ultraconcentradores)
Vivaspin 15R 30,000 MWCO HY, Sartorius) y posteriormente se aplicaron a una
columna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 de grado preparativo (GE Healthcare)
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equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM, Tween 20 al 0,01 %. El
contenido agregado de fracciones eluidas se analiz6 mediante cromatografia de
exclusion por tamafio analitica. Por lo tanto, se aplicaron 30 pl de cada fraccién a
una columna de exclusion por tamafio analitica TSKgel G3000 SW XL (Tosoh)
equilibrada en K;HPO, 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200
mM, NaNj3 al 0,02 % (p/v), pH 6,7 tampdn de ejecucion a 25 °C. Las fracciones que
contenian menos de un 2 % de oligbmeros se agruparon y concentraron a una
concentracion final de 1-1,5mg/ml usando ultraconcentradores (Vivaspin 15R
30.000 MWCO HY, Sartorius). La concentracion proteica se determind midiendo la
densidad optica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado
basandose en la secuencia de aminoacidos. La pureza y peso molecular de las
construcciones se analizaron mediante electroforesis de capilaridad en SDS en
presencia y ausencia de un agente reductor siguiendo las instrucciones del
fabricante (instrumento: Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas
se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -80 <.

Basandose en los resultados de caracterizacion in vitro las moléculas de union
seleccionadas se convirtieron a un formato biespecifico de célula T. En estas
moléculas, los restos de union de FolR1:CD3 estan dispuestos en un orden de 2:1,
situandose los Fabs de FolR1 en el extremo N-terminal. Para los clones aislados a
partir de la biblioteca de Fab convencional, la parte de unién a CD3 se generé como
un CrossFab (cruzamiento CH1Ck) mientras que para los clones de la biblioteca de
la cadena ligera comun no fue necesario el cruzamiento. Estas moléculas

biespecificas se produjeron y purificaron de manera analoga a las 1gG.

Tabla 6: Rendimiento y contenido de mondmero de nuevas moléculas de union a

FolR1 en formato IgG y TCB, respectivamente.

lgG TCB
N° | Clon Biblioteca | Rendimiento | Monémero | rendimiento | Mondmero
[ma/l] [%] [ma/l] [%]
1 | 11F8 Fab 8,03 96,26 -- --
2 14E4 Fab 8,90 98,12 -- --
3 15B6 CLC 7,72 100,00 -- --
4 | 15E12 CLC 6,19 100,00 -- --
5 15H7 CLC 8,94 100,00 -- --
6 16A3 CLC 0,60 n.d. -- --
7 | 16eD5 CLC 36,50 96,96 4,36 97,19
8 16F12 CLC 5,73 97,17 -- --
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IgG TCB
N° | Clon Biblioteca | Rendimiento | Monomero | rendimiento | Mondmero
[mg/l] [%] [mg/l] [%]
9 18D3 CLC 0,90 n.d. -- --
10 | 19A4 CLC 38,32 100,00 37,50 100,00
11 | 19E5 CLC 46,09 100,00 -- --
12 | 19H3 CLC 7,64 100,00 -- --
13 | 20G6 CLC 24,00 100,00 -- --
14 | 20H7 CLC 45,39 100,00 -- --
15 | 21A5 CLC 1,38 98,56 47,31 95,08
16 | 21D1 CLC 5,47 100,00 -- --
17 | 21G8 CLC 6,14 97,28 9,27 100,00
18 | 36F2 Fab 11,22 100,00 18,00 100,00
19 [ 5D9 Fab 20,50 100,00 0,93 97,32
20 | 6B6 Fab 3,83 100,00 4,17 91,53
21 | 9D11 Fab 14,61 100,00 2,63 100,00
CLC: Cadena ligera comun
Ejemplo 9

Formatos biespecificos de célula T 2+1y 1+1

Se prepararon cuatro formatos biespecificos de célula T para una molécula de unién
de cadena ligera comun (16D5) y tres formatos para una molécula de unién de la

biblioteca de Fab (9D11) para comparar sus propiedades de eliminacion in vitro.

El formato convencional es el formato invertido 2+1 tal como ya se ha descrito
(restos de unién a FolR1:CD3 dispuestos en un orden 2:1 situandose los Fab de
FolR1 en el extremo N-terminal). En el formato 2+1 clasico, los restos de unién a
FolR1:CD3 estan dispuestos en un orden 2:1 situandose el Fab de CD3 en el
extremo N-terminal. También se prepararon dos formatos monovalentes. El 1+1 de
cabeza a cola tiene los restos de union a FolR1:CD3 dispuestos en un orden 1:1 en
el mismo brazo de la molécula, situandose el Fab de FolR1 en el extremo N-terminal.
En el formato 1+1 clasico, los restos de unién a FolR1:CD3 estan presentes una vez,
cada uno en un brazo de la molécula. Para el clon 9D11 aislado de la biblioteca de
Fab convencional, la parte de unibn a CD3 se gener6 como un CrossFab
(cruzamiento CH1Ck) mientras que para 16D5 de la biblioteca de cadena ligera

comun no fue necesario el cruzamiento. Estas moléculas biespecificas se produjeron
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y purificaron de manera analoga al formato biespecifico de célula T invertido

convencional.

Tabla 7: Resumen de rendimiento y contenido final de monémero de los diferentes
formatos biespecificos de célula T.

Monomero

Construccion [%] Rendimiento

(SEC)
TCB de FolR1 16D5 2+1 (invertido) 96 % 5,4 mg/|
TCB de FolR1 16D5 2+1 (clasico) 90 % 4,6 mg/l
TCB de FolR1 16D5 1+1 (cabeza a

100 % 5,4 mg/|
cola)
TCB de FolR1 16D5 1+1 (clasico) 100 % 0,7 mgl/l
TCB de FolR1 9D11 2+1 (invertido) 100 % 2,6 mg/l
TCB de FolR1 9D11 1+1 (cabeza a

100 % 6,1 mg/l
cola)
TCB de FolR1 9D11 1+1 (clasico) 96 % 1,3 mg/l
TCB de FolR1 Mov19 2+1 (invertido) 98 % 3 mg/l
TCB de FolR1 Mov19 1+1 (cabeza a

100 % 5,2 mgl/l
cola)

Ejemplo 10

Caracterizacion bioquimica de moléculas de union a FolR1 mediante
resonancia de plasmon superficial
La unién de moléculas de unién a FolR1 como IgG o en el formato biespecifico de
célula T a diferentes receptores de folato (FolR1, 2 y 3 humano, FolR1 murino y
FolR1 de cinomolgo; todos como fusiones de Fc) se evalué mediante resonancia de
plasmon superficial (SPR). Todos los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un
dispositivo Biacore T200 a 25 € con HBS-EP como ta mpon de ejecucion (HEPES
0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore,

Friburgo/Alemania).
Inyecciones individuales

En primer lugar se analizaron las IgG anti-FolR1 mediante inyecciones individuales
(Tabla 1) para caracterizar su reactividad cruzada (con FolR1 humano, murino y de
cinomolgo) y su especificidad (para FolR1 humano, FolIR2 humano, FoIR3 humano).
Se acoplaron directamente fusiones a Fc monoméricas de receptor 1 de folato

(FolR1-Fc) de ser humano, cinomolgo y murino o de receptor 2 y 3 de folato humano
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(FolR2-Fc, FolR3-Fc) sobre una microplaca SA usando las instrucciones de
acoplamiento  convencionales (Biacore, Friburgo/Alemania). EI nivel de
inmovilizacién fue de aproximadamente 300-400 UR. Las IgG se inyectaron durante
60 segundos a una concentracion de 500 nM. Las IgG que se unian a huFolR2 y a
huFolR3 se rechazaron por falta de especificidad. La mayoria de las moléculas de
unidén solo tienen reactividad cruzada entre FolR1 humano y de cinomolgo, la
reactividad cruzada a FolR1 murino adicional fue la mayoria de las veces de la mano

con la pérdida de especificidad.

Tabla 8: Reactividad cruzada y especificidad de 25 nuevas moléculas de unién al
receptor 1 de folato (como IgG) asi como de dos IgG de control (Mov19 y

farletuzumab). + significa union, - significa sin union, +/- significa union débil.

Nombre del Union a Union a Union a Union a Union a
clon huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
Mov19 + + - - -
Farletuzumab + + - - -
16A3 + + +/- - -
18D3 + + - - -
19E5 + + + + +
19A4 - - + + +
15H7 + + + - -
15B6 + + - - -
16D5 + + - - -
15E12 + + +/- + +
21D1 + + +/- - -
16F12 + + - - -
21A5 + + - - +/-
21G8 + + - + +
19H3 - - + - -
20G6 - - + - -
20H7 - - + - -
9D11 + + - ; -
5D9 + + - + +
6B6 + + - + +
11F8 + + + + +
36F2 + + + - -
14E4 - - + ] ;
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Avidez por el receptor 1 de folato

La avidez de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas de
célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se describe
a continuacion (Tabla 9).

Las fusiones de Fc monoméricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato
(FolR1-Fc) humano, de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una
microplaca SA usando las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore,
Friburgo/Alemania). El nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 300-400 UR.
Las IgG anti-FoIR1 o biespecificas de célula T se pasaron a un intervalo de
concentracion de 2,1 a 500 nM con un caudal de 30 pl/minuto a traves de las celdas
de flujo durante 180 segundos. La disociacion se controlé durante 600 segundos.
Las diferencias del indice refractivo en bruto se corrigieron restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia inmovilizada con fusion de receptor de IL-
2-Fc biotinilada recombinante. Para el analisis de la interaccion de la IgG 19H3 vy el
receptor 1 de folato murino, se afadi6 folato (Sigma F7876) en el tampdn de
ejecucion HBS-EP a una concentracién de 2,3uM. Las curvas de unidn resultantes
de la union bivalente de las IgG o moléculas biespecificas de células T se
aproximaron a una union de Langmuir 1:1 y se ajustdé con ese modelo (lo que no es
correcto, pero que da una idea de la avidez). Las constantes de avidez aparentes
para las interacciones procedieron de las constantes de velocidad del ajuste usando
el programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 9: Union bivalente (avidez con KD aparente) de moléculas de union a FolR1
seleccionadas como IgG o moléculas biespecificas de célula T (TCB) en FolR1 de

humano y de cinomolgo.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
aparente
(M)

TCB 16D5 huFolR1 8,31E+04 3,53E-04 4,24E-09
cyFolR1 1,07E+05 3,70E-04 3,45E-09

TCB 9D11 huFolR1 1,83E+05 9,83E-05 5,36E-10
cyFolR1 2,90E+05 6,80E-05 2,35E-10

TCB 21A5 huFolR1 2,43E+05 2,64E-04 1,09E-09
cyFolR1 2,96E+05 2,76E-04 9,32E-10

lgG 36F2 huFolR1 2,62E+06 1,51E-02 5,74E-9
cyFolR1 3,02E+06 1,60E-02 5,31E-9
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muFolR1 3,7E+05 6,03E-04 1,63E-9

IgG Mov19 huFolR1 8,61E+05 1,21E-04 1,4E-10
cyFolR1 1,29E+06 1,39E-04 1,08E-10

Farletuzumab huFolR1 1,23E+06 9E-04 7,3E-10
cyFolR1 1,33E+06 | 8,68E-04 6,5E-10

IgG 19H3 muFolR1 7,1E+05 1,1E-03 1,55E-09

1. Afinidad por el receptor 1 de folato

La afinidad de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas
de célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se
describe a continuacion (Tabla 10).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 6000-7000 unidades de
resonancia (UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab,
GE Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron IgG anti-FolR1 o moléculas
biespecificas de célula T a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 20 0 40 s, la
celda de flujo de referencia se dejé sin captura. Se hicieron pasar diluciones en
serie (6,17 a 500 nM o 12,35 a 3000 nM) de fusion Fc-receptor 1 de folato humano o
de cinomolgo en todas las celdas de flujo a 30 pl/min durante 120 o 240 s para
registrar la fase de asociacion. La fase de disociacion se controlé6 durante 240
segundos y se activdé cambiando de solucion de muestra a HBS-EP. La superficie de
la microplaca se regeneré después de cada ciclo usando una inyeccion doble
durante 60 s de glicina-HCI 10 mM pH 2,1 o pH 1,5. Se corrigieron las diferencias del
indice refractivo en bruto restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de
referencia. Las constantes de afinidad para las interacciones se derivaron de las
constantes de velocidad ajustando a una union 1:1 de Langmuir usando el programa
informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 10: Union monovalente (afinidad) de moléculas de union a FolR1
seleccionadas como IgG o moléculas biespecificas de célula T (TCB) en FolR1 de

humano y de cinomolgo.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
TCB 16D5 huFolR1 1,53E+04 6,88E-04 4,49E-08
cyFolR1 1,32E+04 1,59E-03 1,21E-07
TCB 9D11 huFolR1 3,69E+04 3,00E-04 8,13E-09
cyFolR1 3,54E+04 2,06E-04 5,82E-09
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TCB 21A5 huFolR1 1,79E+04 1,1E-03 6,16E-08
cyFolR1 1,48E+04 2,06E-03 1,4E-07

IgG Mov19 huFolR1 2,89E+05 1,59E-04 5,5E-10
cyFolR1 2,97E+05 1,93E-04 6,5E-10

Farletuzumab huFolR1 4,17E+05 2,30E-02 5,53E-08
cyFolR1 5,53E+05 3,73E-02 6,73E-08

2. Afinidad a CD3

La afinidad de la interaccion entre las moléculas biespecificas de células T anti-
FolR1 y el CD3ed-Fc humano recombinante se determind tal como se describe a
continuacion (Tabla 11).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 9000 unidades de resonancia
(UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab, GE
Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento de
amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron moléculas biespecificas de
célula T anti-FolR1 a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 s, la celda de
flujo de referencia se dejo sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie (6,17 a
500 nM) de fusion CD3ed-FC en todas las celdas de flujo a 30 pl/min durante 240 s
para registrar la fase de asociacion. La fase de disociacion se controlé durante 240
segundos y se activdé cambiando de solucion de muestra a HBS-EP. La superficie de
la microplaca se regeneré después de cada ciclo usando una inyeccion doble
durante 60 s de glicina-HCI 10 mM pH 2,1. Se corrigieron las diferencias del indice
refractivo en bruto restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia.
Las constantes de afinidad para las interacciones se derivaron de las constantes de
velocidad ajustando a una unién 1:1 de Langmuir usando el programa informéatico

Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 11: Uniébn monovalente (afinidad) de moléculas biespecificas de célula T
(TCB) de FolR1 a CD3-Fc humano.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
TCB 16D5 huCD3 4,25E+04 3,46E-03 8,14E-08
TCB 21A5 huCD3 3,72E+04 3,29E-03 8,8E-08

La parte de unién a CD3 es idéntica para todas las construcciones y la afinidad es
similar para las moléculas biespecificas de célula T medidas (intervalo de KD entre
60 y 90 nM).
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Ejemplo 11

Moléculas biespecificas de célula T de union simult  anea al receptor 1 de
folato y a CD3

La unién simultanea de las moléculas biespecificas de célula T anti-FolR1 al receptor
1 de folato y a CD3ed-Fc humano recombinante se determiné mediante resonancia
de plasmon superficial tal como se describe a continuacion. Las fusiones de Fc
monomeéricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato (FolR1-Fc) humano,
de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una microplaca SA usando
las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore, Friburgo/Alemania). El
nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 300-400 UR. Las moléculas
biespecificas de célula T anti-FolR1 se inyectaron durante 60 s a 500 nM con un
caudal de 30 pl/minuto a través de las celdas de flujo, seguido de una inyeccién de
CDed-Fc humano durante 60 s a 500 nM. Las diferencias del indice refractivo en
bruto se corrigieron restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia
inmovilizada con fusién de receptor de IL-2-Fc biotinilada recombinante. Las cuatro
moléculas biespecificas de célula T ensayadas (TCB 16D5, TCB 21A5, TCB 51C7 y
TCB 45D2) fueron capaces de unirse simultaneamente al receptor 1 de folato y a

CD3 humano, tal como se esperaba.

Ejemplo 12
Agrupamiento de epitopos

Para el agrupamiento de epitopos, las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas
de célula T se inmovilizaron directamente sobre una microplaca CM5 a pH 5,0
usando el kit de acoplamiento de amina convencional (GE Healthcare), con una
respuesta final de aproximadamente 700 UR. Entonces se capturaron 500 nM de
huFolR1-Fc durante 60 s, seguido de 500 nM de las diferentes moléculas de union
durante 30 s. La superficie se regenerd con dos inyecciones de glicina 10 mM, pH 2
durante 30 s cada una. Se evaluo si las diferentes moléculas de unién podian unirse

a huFolR1 capturado en las moléculas de union inmovilizadas (Tabla 12).

Tabla 12: Caracterizacion de epitopos de moléculas de unién a FolR1 seleccionadas
como IgG o moléculas biespecificas de célula T (TCB) en FolR1 de humano. +

significa unidn, - significa sin union, +/- significa union débil
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Analitos en solucion

En TCB TCB | TCB |IgG IgG Farletuzumab
huFolR1 | 16D5 21A5 | 9D11 | 36F2 | Mov19
TCB - - - + + +
16D5
TCB - - - + + +
21A5

o

K TCB No es posible unién adicional en FolR1 una vez

N

S 9D11 capturado sobre 9D11

o

S

= 1gG No es posible medir, huFolR1 se disocia demasiado
36F2 rapidamente
IgG + + +/- - - -
Mov19

Basandose en estos resultados y en datos adicionales con unién simultanea sobre
huFolR1 inmovilizado, las moléculas de unidn se separaron en tres grupos. No esta
claro si 9D11 tiene un epitopo separado porque desplaza a todas las demas
moléculas de union. 16D5 y 21A5 parecen estar en el mismo grupo y Movl9,
Farletuzumab (Coney et al., Cancer Res. 15 de noviembre de 1991;51(22):6125-32.
Kalli et al., Curr Opin Investig Drugs. Dic 2007;8(12):1067-73) y 36F2 en otro (Tabla
13). Sin embargo, 36F2 se une a un epitopo distinto al de Mov19 y Farletuzumab ya
gue se une a FolR1 humano, de cinomolgo y murino.

Tabla 13: Agrupamiento de epitopos de moléculas de union a FolR1 seleccionadas

como IgG o moléculas biespecificas de célula T (TCB) en FolR1 de humano

Epitopo 1 Epitopo 2 Epitopo 3
16D5 9D11 Mov19
21A5 Farletuzumab

36F2
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Ejemplo 13
Seleccion de moléculas de unién

Las moléculas de union a FolR1 en los formatos IgG se exploraron mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR) y mediante ensayo in vitro en células para
seleccionar los mejores candidatos.

Las IgG anti-FolR1 se analizaron mediante SPR para caracterizar su reactividad
cruzada (con FolR1 humano, murino y de cinomolgo) y la especificidad (para FolR1
humano, FolR2 humano, FolR3 humano). La unién no especifica a FolR2 y 3
humano se consider6 como un factor de exclusion. La union y especificidad por
FolR1 humano se confirmé en células. Algunas moléculas de union no se unieron a
células que expresaban FolR1 aunque reconociesen a FolR1 humano recombinante
en SPR. Se determind la temperatura de agregacion pero no fue un factor de
exclusion ya que las moléculas de union eran todas estables. Las moléculas de
unidn seleccionadas se ensayaron en un ELISA de polirreactividad para comprobar
la unién no especifica, lo que dio lugar a la exclusién de cuatro moléculas de union.
Este proceso dio como resultado una seleccién inicial de tres moléculas de union:
36F2 (biblioteca de Fab), 9D11 (biblioteca de Fab) y 16D5 (cadena ligera comun).

36F2 se disocio rapidamente de huFolR1 y, por lo tanto, no se favorecio inicialmente.

Ejemplo 14

Unién especifica de moléculas de union a FolR1 reci  én generadas a células

tumorales positivas a FoIR1 humano

Se generaron nuevas moléculas de unién a FolR1 mediante presentacion en fagos
usando bien una biblioteca de Fab o una biblioteca de cadena ligera comun usando
la cadena ligera de CD3. Las moléculas identificadas se convirtieron a un formato de
IgG1 humana y se abordé la unidn a células HelLa con alta expresion de FolR1. Se
incluyd la molécula de union a FolR1 humano, Mov19, como molécula de referencia.
La mayoria de las moléculas de unidn ensayadas en este ensayo mostraron union
de inmediata a buena a FolR1, uniéndose algunos clones igual de bien que Mov19
(véase la Figura 2). Los clones 16A3, 18D3, 15H7, 15B6, 21D1, 14E4 y 16F12 se
excluyeron porque la union a FolR1 en células no pudo confirmarse mediante
citometria de flujo. En una etapa posterior, los clones seleccionados se ensayaron
respecto de la especificidad por FolR1 humano excluyendo la uniéon a FolR2 humano
estrechamente relacionado. Se transfectaron de manera transitoria células HEK con
FolR1 humano o FolR2 humano para abordar la especificidad. Los clones 36F2 y
9D11 procedentes de la biblioteca de Fab y los clones 16D5 y 21A5 procedentes de
la biblioteca de CLC se unen especificamente a FolR1 humano y no a FolR2
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humano (véanse las figuras 3A-B). Todos los demas clones ensayados mostraron al
menos cierta union a FolR2 humano (véanse las figuras 3A-B). Por lo tanto, estos
clones se excluyeron de posteriores caracterizaciones. En paralelo, se abordé la
reactividad cruzada de los clones de FolR1 a FolR1 de cinomolgo efectuando
estudios de union en células HEK transfectadas transitoriamente con FolR1 de
cinomolgo. Todos los clones ensayados son capaces de unirse a FolR1 de
cinomolgo y los cuatro clones especificos de FolR1 humano seleccionados, 36F2,
9D11, 16D5 y 21A5 se unen bien de manera comparable a FOLR1 humano y de
cinomolgo (figura 4). Posteriormente se convirtieron tres moléculas de unién a FolR1
humano con reactividad cruzada con cinomolgo a formato TCB y se ensayaron
respecto de la induccién de eliminacién por células T y activacién de células T. Estos
clones fueron 9D11 de la biblioteca de Fab y 16D5 y 21A5 de la biblioteca de CLC.
Como molécula de referencia, se incluyo el TCB de FolR1, Mov19, en todos los
estudios. Estos TCB de FolR1 se usaron entonces para comparar la induccion de la
internalizacion después de la unién a FolR1 en células HelLa. Los tres clones
ensayados se internalizaron tras la union a FolR1, comparable a la internalizacion
tras la union del TCB de FolR1, Mov19 (figura 5). Se dejé de usar el TCB de FolR1
21A5 debido a signos de polirreactividad.

Ejemplo 15

Eliminacién mediada por células T de células diana tumorales que

expresaban FolR1 mediante anticuerpos TCB de FolR1

Los TCB de FolR1 se usaron para determinar la eliminacion de células tumorales
gue expresaban FolR1 mediada por células T. Se usé un panel de lineas celulares
diana potenciales para determinar los sitios de union a FolR1 mediante analisis
Qifikit.

El panel de células tumorales usado contiene células tumorales con elevada,

intermedia y baja expresion de FolR1 y una linea celular negativa a FolR1.

Tabla 14: Sitios de union a FolR1 en células tumorales

Linea celular Origen Sitios de unién a FolR1
Hela Adenocarcinoma de cuello de 2'240'716
atero
Skov3 Adenocarcinoma de ovario 91’510
OVCAR5 Adenocarcinoma de ovario 22077
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HT29 Adenocarcinoma colorrectal 10135

MKN45 Adenocarcinoma gastrico 54

La unién de los tres diferentes TCB de FolR1 (que contenian las moléculas de union
9D11, 16D5 y Mov19) a este panel de lineas celulares tumorales se determind
mostrando que los TCB de FolR1 se unen especificamente a células tumorales que
expresan FolR1 y no a una linea celular tumoral negativa a FolR1. La cantidad de
construccion unida es proporcional al nivel de expresion de FolR1 y sigue habiendo
buena union detectable a la linea celular HT-29 baja en FolR1. Ademas, no hay
union del TCB DP47 de control negativo en cualquiera de las lineas celulares
usadas (figuras 6A-E).

La linea celular de expresion intermedia, SKOV3, y la linea celular de baja
expresion, HT-29, se usaron posteriormente para ensayar la eliminacion mediada
por células T y la activacion de células T usando el TCB 16D5 y el TCB 9D11; Se
incluyo el TCB DP47 como control negativo. Ambas lineas celulares se eliminaron en
presencia de niveles muy bajos de TCB 16D4 y TCB 9D11 y no hubo diferencia en la
actividad entre ambos TCB aunque el TCB 9D11 se une mas fuertemente a FolR1
que el TCB 16D5. La eliminacion general de células SKOV3 fue mayor en
comparaciéon con HT-29, lo que refleja los mayores niveles de expresion de FolR1 en
células SKOV3 (figuras 7A-D). En linea con esto, se detectd una fuerte regulacién
positiva de los marcadores de activacion CD25 y CD69 en células T CD4" y células
T CD8". La activacion de células T fue muy similar en presencia de células SKOV3 y
células HT-29. El control negativo, TCB DP47 no induce eliminacion a las
concentraciones usadas y no hubo una regulacion positiva significativa de CD25 y
CD69 en células T.

Tabla 15: Valores de CE50 de eliminacion de células tumorales y de activacion de

células T con células SKOV3

Constru Eliminac Eliminac CD4+ CD4+ CD8+ CD8+
ccion ion a las ion a las CD69+ CD25+ CD69+ CD25+
24 h 48 h (%) (%) (%) (%)
(pM) (PM)
TCB de
FolR1 1,1 0,03 0,51 0,46 0,019 0,03
9D11
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TCB de
FolR1
16D5

0,7

0,04

0,34

0,33

0,025

0,031

Tabla 16: Valores de CE50 de eliminacion de células tumorales y de activacion de

células T con células HT-29

Constru Eliminac Eliminac CD4+ CD4+ CD8+ CD8+
ccion i6n a las i6n a las CD69+ CD25+ CD69+ CD25+
24 h 48 h (%) (%) (%) (%)
(PM) (PM)
TCB de
FolR1 2,3 0,1 1,22 1,11 0,071 0,084
9D11
TCB de
FolR1 2.8 0,1 0,69 0,62 0,021 0,028
16D5
Ejemplo 16

Union a eritrocitos y activacion de células Tensa  ngre completa

Para probar que no hay activacion espontanea en ausencia de células tumorales
que expresan FolR1 se ensay6 si hay union de los clones de FolR1 a eritrocitos, que
potencialmente pueden expresar FoIR1. No se pudo observar unién especifica de la
IgG 9D11, de la IgG 16D5 y de la IgG Mov19 a eritrocitos, se incluy6 la IgG DP47
como control negativo (figura 8).

Para excluir cualquier union no especifica adicional a células sanguineas o
activacion no especifica a través de TCB de FolR1, TCB 9D11, Se afiadieron el TCB
16D5 y el TCB Mov19 en sangre completa y se analizé la regulacion positiva de
CD25 y CD69 en células T CD4" y células T CD8" mediante citometria de flujo. Se
incluyé el TCB DP47 como control negativo. No pudo observarse activacion de
células T con ninguna de las construcciones ensayadas analizando la regulacion

positiva de CD25 y CD69 en células T CD4" y células T CD8" (figura 9).
Ejemplo 17
Eliminacion del sitio de N-glucosilacién en la cade na ligera de 9D11

Durante el andlisis de las diferentes moléculas de union a FolR1 para identificar

puntos calientes de secuencia potenciales, se identificé un sitio de N-glucosilacion
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putativo en el extremo de CDR L3 del clon 9D11. Normalmente se identifica el
motivo consenso para la N-glucosilacion como N-X-S/T-X (donde X no es P). La
secuencia de CDR L3 (MQASIMNRT) (SEC ID N°: 61) coincide perfectamente con
este motivo consenso que tiene la secuencia N-R-T. Ya que la glucosilacion puede
no ser completamente reproducible entre diferentes lotes de produccion, esto pudo
tener impacto en la union a FolR1, si la glucosilacion en CDR L3 contribuye a la
unién al antigeno. Para evaluar si este sitio de N-glucosilacién es importante para la
unién a FolR1, o su puede reemplazarse sin deteriorar la unién, se generaron
diferentes variantes de la cadena ligera de 9D11 en las que se habia intercambiado
el sitio de N-glucosilacion mediante mutagénesis especifica de sitio.
1. Transfeccion y produccion transitoria
Las cuatro moléculas biespecificas de células T se produjeron de manera transitoria
en células HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion mediado por
PEI para los vectores necesarios tal como se describe a continuacion. Se cultivaron
células HEK293 EBNA en suspensioén sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para
la produccion en matraz agitado de 500 ml se sembraron 400 millones de células
HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion (para escalas alternativas todas las
cantidades se ajustaron de acuerdo con esta). Para la transfeccion, las células se
centrifugaron durante 5 min a 210 x g, se reemplazé el sobrenadante por 20 ml de
medio CD CHO precalentado. Los vectores de expresion se mezclaron en 20 ml de
medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion
de 540 pl de solucion de PEI se agit6 vorticialmente durante 15 s y posteriormente
se incubd durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron las
células con solucion de ADN/PEI, se transfirieron a un matraz agitado de 500 ml y se
incubaron durante 3 horas a 37 T en un incubador c on una atmoésfera de CO; al 5
%. Después del tiempo de incubacion se afadieron 160 ml de medio F17 y las
células se cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion se
afadieron &cido valproico 1 mM y alimentacion 1 al 7 %. Después de 7 dias de
cultivo se recogid el sobrenadante para su purificacion mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucion se esterilizé por filtracion (filtro de 0,22 um) y
se afiadio azida de sodio a una concentracion final del 0,01 % p/v, y se mantuvo a 4
C. Después de la produccion se recogieron los sobr enadantes y los sobrenadantes
gue contenian anticuerpo se filtraron a través de filtros estériles de 0,22 ym y se
almacenaron a 4 C hasta su purificacion.
2. Purificacion de anticuerpos

Todas las moléculas se purificaron en dos etapas usando procedimientos
convencionales, tales como purificacion por afinidad de proteina A (Akta Explorer) y
cromatografia de exclusion por tamafo. El sobrenadante obtenido de la produccion

transitoria se ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y se aplicé a una columna
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HiTrap PA HP (GE Healthcare, volumen de columna (vc) = 5 ml) equilibrada con 8
volimenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio
20 mM, NaCl 0,5 M, Tween 20 al 0,01 %, pH 7.5). Después de lavar con 10 vc de
tampdn A, la proteina se eluyd usando un gradiente de pH al tampdn B (citrato de
sodio 20 mM, pH 2,5, NaCl 0,5 M, Tween-20 al 0,01 %) en 20 vc. Las fracciones que
contenian la proteina de interés se agruparon y se ajusto levemente el pH de la
solucion a pH 6,0 (usando Tris 2 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron a 1 ml
usando ultraconcentradores) Vivaspin 15R 30,000 MWCO HY, Sartorius) y
posteriormente se aplicaron a una columna Superdex™ 200 10/300 GL (GE
Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM, Tween 20 al
0,01 %. ElI contenido agregado de fracciones eluidas se analiz6 mediante
cromatografia de exclusion por tamafio analitica. Por lo tanto, se aplicaron 30 pl de
cada fraccion a una columna de exclusion por tamafio analitica TSKgel G3000 SW
XL (Tosoh) equilibrada en K;HPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-
arginina 200 mM, NaN3z al 0,02 % (p/v), pH 6,7 tampo6n de ejecucion a 25 °C. Las
fracciones que contenian menos de un 2 % de oligdmeros se agruparon y
concentraron a una concentracion final de 1 - 1,5 mg/ml usando ultraconcentradores
(Vivaspin 15R 30.000 MWCO HY, Sartorius). La concentracion proteica se determino
midiendo la densidad 6ptica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar
calculado basdndose en la secuencia de aminoacidos. La pureza y peso molecular
de las construcciones se analizaron mediante electroforesis de capilaridad en SDS
en presencia y ausencia de un agente reductor siguiendo las instrucciones del
fabricante (instrumento: Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas
se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -80 <.
3. Temperatura de agregacion

La estabilidad de las cuatro construcciones se ensay6 en un dispositivo Optim1000
(Avacta, PALL Corporation) mediante un gradiente de calefaccion de 25 T a 80 C a

0,1 T/min. Se registro la temperatura de aparicion de la agregacion.

Tabla 34: Rendimiento, contenido de mondmero y temperatura de agregacion de
cuatro mutantes de knockout de sitio de N-glucosilacién de la molécula de union
9D11 en el formato biespecifico de célula T invertido 2+1. Los cuatro mutantes se

comportaron de una manera similar a la molécula de unién 9D11 de tipo silvestre.

Clon Mutacion | Rendimiento | Mondmero | Temperatura
[mg/l] [%] de
agregacion

9D11 T102N 1,34 97 56 C
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9D11 T102A 1,29 100 56 C
9D11 N100Q 2,5 100 56 C
9D11 N100S 2,05 100 56 C
9D11 - 2,6 100 57 <C

Se generaron las siguientes variantes: N100S (N95S); N100Q (N95Q), T102A
(T97A) y T102N (T97N) (numeracion de Kabat indicada entre paréntesis) y se
convirtieron en el formato biespecifico de célula T. Después de la produccion
transitoria en células HEK293 EBNA y su purificacion, las diferentes variantes se
analizaron respecto de la unién a diana y la actividad de eliminacién en comparacién

con el clon de 9D11 original.

Tabla 17: Cebadores usados para la eliminacion del sitio de N-glucosilacion en CDR

L3 de 9D11 (véanse las secuencias a continuacion)

o Intercambio de Cebador de
aminoacidos mutageéenesis
1 N95S GAB-7735
2 N95Q GAB-7734
3 T97A GAB7736
4 T97N GAB-7737
Ejemplo 18

Union y eliminacion mediada por células T con varia  ntes a-gluco de 9D11

Debido a un sitio de glucosilacion en las CDR se produjeron cuatro variantes
diferentes de 9D11 con una mutacion que elimina el sitio de glucosilacion (Ejemplo
17). Estas cuatro variantes se ensayaron en comparacion con el 9D11 original
respecto de la union a FolR1 en células HelLa (figura 10) y la induccion de la
eliminacién de células tumorales en SKOV3 y HT-29 (figura 11A-B, E-F). Ninguna de
las variantes mostro diferencias en la union o induccion de la eliminacion de células
tumorales. Se abordo la eliminacion no especifica de las lineas celulares MKN-45
negativas a FolR1 en paralelo (figuras 11C-D). Asimismo, no pudieron observarse
diferencias entre las variantes y la molécula de unién original. Ninguna de las
construcciones indujo eliminacion no especifica en células tumorales negativas a
FolR1.
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Ejemplo 19
Expresion de FolR1 en células epiteliales primarias

FolR1 se expresa a bajo nivel en células epiteliales primarias. En el presente
documento se intent6 probar si estos niveles son suficientes para inducir eliminacion
mediada por células T en presencia de los TCB de FolR1. Para comprobar esto se
usaron células epiteliales bronquiales humanas primarias, células epiteliales del
plexo coroide humano primarias, células epiteliales corticales renales humanas
primarias y células epiteliales pigmentarias retinales humanas primarias. Como
control positivo se incluyeron células SKOV3 o HT-29 positivas a FolR1. En primer
lugar se verificé la expresion de FolR1 en las células primarias usadas y se
determind la cantidad de sitios de union a FolR1 en estas células. Las células
epiteliales bronquiales, las células epiteliales corticales renales y las células
epiteliales pigmentarias retinales expresan niveles muy bajos pero significativos de
FolR1 en comparacion con los niveles expresados en células tumorales. Las células

epiteliales del plexo coroide no expresan niveles significativos de FolR1.

Tabla 18: Sitios de unién a FolR1 en células epiteliales primarias

Linea celular Sitios de union
Epitelio bronquial 492
Epitelio del plexo coroide 104
Epitelio cortical renal 312
Epitelio pigmentario retinal 822
Skov3 69’890

Las células epiteliales primarias que mostraron expresion de FolR1 en su superficie
se usaron para abordar la cuestion de si estas células pueden eliminarse por células
T en presencia de los TCB de FolR1. No pudieron medirse niveles significativos de
eliminacion pero se detectdé activacion de células T en presencia de células
epiteliales pigmentarias retinales, células epiteliales bronquiales y células corticales
renales, dando como resultado la regulacion positiva de CD25 y CD69. La activacion
mas fuerte se observa con células epiteliales pigmentarias retinales, dando como
resultado una regulacion positiva de CD25 y CD69 tanto en células T CD4" como en
células T CD8". En presencia de células epiteliales bronquiales se induce una menor
activacion de células T con la regulacion positiva de CD69 en células T CD4" y

células T CD8" pero una regulacion positiva muy baja de CD25 solo en células T
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CD4" pero no en células T CD8". Se obtiene la menor activacién de células T en
presencia de células epiteliales renales sin regulacion positiva de CD25 en células T
CD4" y células T CD8" y CD69 solo se regula positivamente en células T CD8"
(figuras 12A-X).

Ejemplo 20

Comparacion de diferentes formatos de TCB que conti  enen molécula de
union 16D5 o 9D11

Para determinar si el formato invertido 2+1 de TCB es el formato mas activo con la
molécula de unién a FolR1 seleccionada, se produjeron diferentes formatos que
contenian bien 16D5 o 9D11 y se compararon respecto de la unién a célula diana,
eliminaciéon mediada por células T y activacion de células T. La molécula de union
16D5 se ensayo en el formato invertido 2+1 de TCB (fig. 1A), clasico 2+1 de TCB
(fig. 1D), clasico 1+1 de TCB (fig. 1C) y cabeza a cola 1+1 de TCB (fig. 1B); la
molécula de unién 9D11 se ensayo en el formato invertido 2+1 de TCB (fig. 1A),
clasico 1+1 de TCB (fig. 1C) y cabeza a cola 1+1 de TCB (fig. 1B).

Todas las construcciones se ensayaron respecto de la unién a FolR1 en células
HelLa. Las moléculas bivalentes respecto de la union a FolR1 se unen mas fuerte en
comparacién con las construcciones monovalentes debido a la avidez. La diferencia
entre las construcciones bivalentes frente a las monovalentes es mas pronunciada
para 16D5. El motivo puede ser que debido a la menor afinidad de 16D5 el efecto de
avidez para esta molécula de union es mas fuerte. Entre los dos TCB 1+1 no hay
diferencia significativa en la union pero hay una diferencia entre las dos
construcciones 2+1. La construccion invertida 2+1 se une con mas fuerza a FolR1
que la construccion clasica 2+1. Esto indica que en la construccion 2+1 clasica la
unidn a FolR1 esté& influenciada por la presencia del Fab de CD3 mientras que en la
construccion invertida la union estéd menos influenciada.

Al ensayar la eliminacién mediada por células T con estas construcciones se pudo
demostrar que la unidbn mas fuerte del TCB invertido 2+1 se convierte en una
eliminaciéon de células tumorales y una activacion de células T mas fuerte en
comparacion con el TCB clasico 2+1. El TCB clasico 2+1 de FolR1 16D5 es solo un
poco mas activo que la construccion de cabeza a cola 1+1 respectiva. La
construccion de cabeza a cola 1+1 es significativamente mas activa que la
construccion clasica 1+1. Esto no refleja la situacion observada en la unién y puede
deberse a una mejor reticulacion con la construccion de cabeza a cola. La
eliminacién de células tumorales y la activacion de células T general es comparable

con todas las construcciones ensayadas, las diferencias en cuanto a la potencia
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observada con las diferencias estan unicamente en términos de valores de CE50. En
general, puede concluirse que TCB invertido 2+1 de FolR1 independientemente de
la molécula de unién usada es el formato preferido para inducir eliminacion de
células tumorales mediada por células T y activacion de células T (véase la fig. 13A-
Cy lafig. 14A-C).

Tabla 19 Valores de CE50 de union a células diana y de eliminacion mediada por

células T con diferentes formatos de TCB

» CES50 de union Eliminacion a las Eliminacion a las
Construccion
(nM) 24 h (pM) 48 h (pM)
TCB invertido
2+1 de FolR1 11,03 1,43 0,18
16D5
TCB clasico 2+1
17,07 5,60 2,18
de FolR1 16D5
TCB clasico 1+1
107,3 n.d. n.d.
de FolR1 16D5
TCB cabeza a
cola 1+1 de 102,6 26,24 6,06
FolR1 16D5
TCB invertido
2+1 de FoLR1 17,52 0,74 0,14
9D11
TCB clasico 1+1
38,57 20,92 n.d.
de FoLR1 9D11
TCB cabeza a
cola 1+1 de 44,20 473 n.d.
FolR1 9D11

Tabla 20 Valores de CE50 de activacion de células T en presencia de células
SKOV3 con diferentes formatos de TCB
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y CD4+CD25+ | CD4+CD69+ | CD8+CD25+ | CD8+CD69+
Construccion
(%) (%) (%) (%)
TCB invertido
2+1 de FolR1 1,96 0,33 2,10 n.d.
16D5
TCB clasico 2+1
13,83 3,67 12,88 4 47
de FolR1 16D5
TCB clasico 1+1
38,54 n.d. n.d. n.d.
de FolR1 16D5
TCB cabeza a
cola 1+1 de 17,14 7,47 25,15 n.d.
FolR1 16D5
TCB invertido
2+1 de FoLR1 1,41 0,27 1,24 0,35
9D11
TCB clasico 1+1
34,01 n.d. 34,39 7,40
de FoLR1 9D11
TCB cabeza a
cola 1+1 de 3,73 2,47 4,98 2,89
FolR1 9D11
Ejemplo 21

Lineas de células tumorales y células primarias

Las células HeLa (CCL-2) se obtuvieron de la ATCC y se cultivaron en DMEM con
FCS al 10 % y glutamina 2 mM, las células SKOV3 (HTB-77) se obtuvieron de la
ATCC y se cultivaron en RPMI con FCS al 10 % y glutamina 2 mM, las células
OVCAR5 se obtuvieron del NCI y se cultivaron en RPMI con FCS al 10 % y
glutamina 2 mM, las células HT-29 (ATCC-299) se obtuvieron del DSMZ y se
cultivaron en medio 5A de McCoy con FCS al 10 % y glutamina 2 mM, las células
MKN-45 (ACC-409) se obtuvieron del DSMZ y se cultivaron en RPMI con FCS al 10
% y glutamina 2 mM.

Todas las células epiteliales primarias se obtuvieron de ScienCell Research
Laboratories. Las células de epitelio bronquial humano (HBEpiC, numero de
catalogo 3210 se cultivaron en medio de células epiteliales bronquiales (BEpiCM, n.°

de cat. 3211, ScienCell). Las células epiteliales colénicas humanas (HCoEpiC),
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namero de catalogo 2950 se cultivaron en medio de células epiteliales coldnicas
(CoEpIiCM, n.° de cat. 2951, ScienCell). Las células epiteliales pigmentarias retinales
humanas (HRPEpIC), nimero de catalogo 6540 se cultivaron en medio de células
epiteliales (EpiCM, n.° de cat. 4101, ScienCell). Las células epiteliales corticales
renales humanas (HRCEpiIC), nimero de catalogo 4110, se cultivaron en medio de
células epiteliales (EpiCM, n.° de cat. 4101, ScienCell). Las células epiteliales del
plexo coroide humanas (HCPEpIC), numero de catalogo 1310 se cultivaron en medio
de células epiteliales (EpiCM, n.° de cat. 4101, ScienCell).

Ejemplo 22
Union a diana mediante citometria de flujo
Las células diana indicadas se recogieron con tampon de disociacién celular, se
lavaron con PBS y se resuspendieron en tampon de FACS. La tincidn con anticuerpo
se efectud en una placa de fondo redondo de 96 pocillos. Posteriormente se
sembraron 200.000 células por pocillo. La placa se centrifugd durante 4 min a 400 g
y se retird el sobrenadante. Los anticuerpos de ensayo se diluyeron en tampén de
FACS y se afiadieron 20 pl de la solucion de anticuerpo a las células durante 30 min
a 4 C. Para eliminar el anticuerpo no unido las cé lulas se lavaron dos veces con
tampon de FACS antes de la adicion del anticuerpo secundario diluido (fragmento
F(ab'), de cabra anti-lgG humana AffiniPure conjugado a FITC, fragmento Fcg,
Jackson ImmunoResearch n.° 109-096-098 o fragmento F(ab'), de cabra anti-lgG
humana AffiniPure conjugado a PE especifico de fragmento Fcg, Jackson
ImmunoResearch n.° 109-116-170. Después de 30 min de incubacion a 4 T el
anticuerpo secundario no unido se elimind mediante lavado. Antes de medir las
células se resuspendieron en 200 pl de tampdén de FACS y se analizaron mediante

citometria de flujo usando un dispositivo BD Canto Il o BD Fortessa.

Ejemplo 23
Internalizacion
Se recogieron las células y se determind la viabilidad. Las células se resuspendieron
en medio frio reciente a 2 millones de células por ml y la suspension de células se
transfirid a un tubo falcon de 15 ml para cada anticuerpo. Los anticuerpos que se
iban a ensayar para internalizacién se afiadieron con una concentracion final de 20
Hg por ml a las células. Los tubos se incubaron durante 45 min en la sala fria sobre
un agitador. Después de la incubacion las células se lavaron tres veces con PBS frio
para eliminar los anticuerpos no unidos. Se transfirieron 0,2 millones de células a la
placa de FACS en el instante cero. Las células marcadas se resuspendieron en
medio templado y se incubaron a 37 C. En los insta ntes indicados se transfirieron

0,2 millones de células por pocillo en PBS frio, se lavaron emplacadas en la placa de
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FACS. Para detectar las construcciones que permanecian sobre la superficie se
tineron las células con anticuerpo secundario anti-Fc humano marcado con PE.
Posteriormente se afiadieron 20 pl del anticuerpo diluido por pocillo y se incubé la
placa durante 30 min a 4 C. Después se lavaron dos veces las células para eliminar
los anticuerpos no unidos y después se fijaron con FPA al 1 % para evitar cualquier
internalizacion adicional. La fluorescencia se midié usando un dispositivo BD FACS

Cantoll.

Ejemplo 24
Analisis QIFIKIT®
QIFIKIT® contiene una serie de perlas, de 10 um de diametro y recubiertas con
diferentes cantidades bien definida de moléculas de Mab de ratén (anti-CD5 humano
de alta afinidad, Clon CRIS-1, isotipo 1gG2a). Las perlas imitan a células con
diferentes densidades de antigeno que se han marcado con un Mab primario de
raton, isotipo 1gG. En resumen, las células se marcaron con anticuerpo primario
monoclonal de ratén dirigido contra el antigeno de interés. En un pocillo de ensayo
separado, las células se marcaron con anticuerpo monoclonal de raton irrelevante
(control de isotipo). Entonces, las células, las perlas de preparacion y las perlas de
calibracion se marcaron con un anticuerpo secundario anti-raton conjugado a
fluoresceina incluido en el kit. El anticuerpo primario usado para marcar las células
tiene que usarse a una concentracion saturante. El anticuerpo primario puede ser de
cualquier isotipo de IgG de raton. En estas condiciones, el niumero de moléculas de
anticuerpo primario unidas corresponde al nimero de sitios antigénicos sobre la
superficie celular. El anticuerpo secundario se usa también a concentracion
saturante. Por consiguiente, la fluorescencia esta relacionada con el niamero de

moléculas de anticuerpo primario unida sobre las células y sobre las perlas.

Ejemplo 25
Eliminacion de células tumorales mediada por célula s T y activacion de células
T
Las células diana se recogieron con tripsina/EDTA, se contaron y se comprobo la
viabilidad. Las células se resuspendieron en sus medios respectivos con una
concentracion final de 300.000 células por ml. Después se transfirieron 100 pl de
la suspension de células diana en cada pocillo de una placa de 96 pocillos de
fondo plano. La placa se incub6 durante toda la noche a 37 € en el incubador
para permitir la adherencia de las células a la placa. Al dia siguiente se aislaron
PBMC de sangre completa de donantes sanos. La sangre se diluyé a 2:1 con PBS
y se dispuso sobre 15 ml de Histopaque-1077 (n.° 10771, Sigma-Aldrich) en tubos
Leucosep y se centrifugé durante 30 min a 450 g sin freno. Después de la

centrifugacion se recogio la banda que contenia las células con una pipeta de 10
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ml y se transfirio a tubos de 50 ml. Los tubos se enrasaron con PBS a 50 ml y se
centrifugaron (400 g, 10 min, temperatura ambiente). El sobrenadante se retiré y
se resuspendio el sedimento en PBS. Después de la centrifugacion (300 g, 10 min,
temperatura ambiente), se descartaron los sobrenadantes, se agruparon 2 tubos y
se repitio la etapa de lavado (esta vez centrifugacion a 350 g, 10 min, temperatura
ambiente). Posteriormente se resuspendieron las células y se agruparon los
sedimentos en 50 ml de PBS para el recuento de células. Después del recuento se
centrifugaron las células (350 g, 10 min, temperatura ambiente) y se
resuspendieron a 6 millones de células por ml en RPMI con FCS al 2 % y
glutamina 2 nM. Se retir6 el medio de las células diana emplacadas y se afadieron
también los anticuerpos diluidos en RPMI con FCS al 2 % y glutamina 2 nM. Se
transfirieron 300.000 células de la solucion de células efectoras a cada pocillo
dando como resultado una relacion E:T de 10:1. Para determinar la liberacion
maxima se lisaron las células con Triton X-100. La liberacion de LDH se determiné
tras 24 h y 48 h usando el kit de deteccion de citotoxicidad (n.° 1644793, Roche
Applied Science). La regulacién positiva de marcadores de activacion en células T
después de la eliminacion de células tumorales se midi6 mediante citometria de
flujo. En resumen, se recogieron PBMC, se transfirieron a una placa de 96 pocillos
de fondo redondo y se tifieron con anticuerpos CD4 PE-Cy7 (n.° 3557852, BD
Bioscience), CD8 FITC (n.° 555634, BD Bioscience), CD25 APC (n.° 555434, BD
Bioscience), CD69 PE (n.° 310906, BioLegend) diluidos en tampén de FACS.
Después de 30 min de incubacion a 4 C se lavaron |as células dos veces con
tampon de FACS. Antes de medir la fluorescencia usando el dispositivo BD Canto

Il se resuspendieron las células en 200 ul de tampon de FACS.

Ejemplo 26
Activacion de células T en sangre completa
Se afladieron 280 pl de sangre fresca a una placa conica profunda de 96 pocillos.
Después se afiadieron 20 pl de los TCB diluidos a la sangre y se mezclo bien
agitando la placa. Después de 24 h de incubacién a 37 T en un incubador se
mezclé la sangre y se transfirieron 35 pl a una placa de 96 pocillos de fondo
redondo. Después se afiadieron 20 ul de la mezcla de tincibn de anticuerpo que
consistia en CD4 PE-Cy7 (n.° 3557852, BD Bioscience), CD8 FITC (n.° 555634, BD
Bioscience), CD25 APC (n.° 555434, BD Bioscience), CD69 PE (n.° 310906,
BioLegend) y CD45 V500 (n.° 560777, BD Horizon) y se incubaron durante 15 min
en la oscuridad a temperatura ambiente. Antes de medir se afiadieron 200 pul de la
solucién de lisis BD FACS recién preparada (n.° 349202, BD FACS) a la sangre.
Después de 15 min de incubacion a temperatura ambiente las células se midieron

con un dispositivo BD Fortessa.
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Ejemplo 27

Estudio FCDU (farmacocinético de dosis Unica) de TC B de FOLR1
humanizado (clon 16D5) en ratones NOD/Shi-scid/IL-2  Rynull (NOG)

inmunodeficientes

Se mantuvo a ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) hembra, de 6-7 semanas de
edad al comienzo del experimento (criados en Taconic, Dinamarca) en condiciones
libres de patégenos con ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo
con las guias institucionales (GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo de estudio
experimental se reviso y aprobd por el gobierno local (P2011/128). Tras la llegada,
se mantuvo a los animales durante una semana para acostumbrarse al nuevo
ambiente y para su observacién. Se llevo a cabo un control continuo de la salud de
manera regular.

Se inyect6 a los ratones por via i.v. 10/1/0,1 pg/ratén de TCB de FolR1 y se extrajo
sangre de 3 ratones por grupo e instante. Se inyectd a todos los ratones un volumen
total de 200 ul de la solucién adecuada. Para obtener la cantidad adecuada del TCB
de FolR1 por cada 200 ul, las soluciones madre se diluyeron con PBS cuando fue
necesario. Se recogieron muestras de suero a los 5 min, 1h, 3h, 8h, 24h, 48h, 72h,
96h y 168h después de la inyeccion de la terapia.

La figura 15 muestra que el TCB de FolR1 16D5 muestra propiedades FC similares a

IgG tipicas y proporcionales a la dosis en ratones NOG con una baja eliminacion.

Tabla 21: Condiciones experimentales.

o Tampdn de Concentracion
Compuesto Dosificacion .
formulacién (mg/ml)
10 g .
_ Histidina 20 mM, 5,43
TCB de FolR1 (correspondiente .
NaCl 140 mM, (= solucién
(16D5) s a aprox. 0,5
pH 6,0 madre)
mg/kg)
1ug -
_ Histidina 20 mM, 5,43
TCB de FolR1 (correspondiente .
NaCl 140 mM, (= solucién
(16D5) s a aprox. 0,05
pH 6,0 madre)
mg/kg)
0,1ug ..
_ Histidina 20 mM, 5,43
TCB de FolR1 (correspondiente .
NaCl 140 mM, (= solucién
(16D5) s a aprox. 0,005
pH 6,0 madre)
mg/kg)
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Ejemplo 28

Eficacia invivo de TCB de FolR1 (clon 16D5) después de la transfer encia de

PBMC humanos en ratones NOG portadores de Skov3

El TCB de FolR1 se ensayd en la linea celular de carcinoma de ovarios Skov3,
inyectada por via s.c. en ratones NOG a los que se les ha injertado PBMC.
Las células de carcinoma de ovario Skov3 se obtuvieron de la ATCC (HTB-77). La
linea celular de tumor se cultivé en RPMI que contenia FCS al 10 % (Gibco) a 37 T
en una atmosfera saturada de agua con CO; al 5 %. El pase 35 se usé para
trasplante, a una viabilidad > 95 %. Se inyectaron 5 x 10° células por animal por via
s.c. en el flanco derecho de los animales en un total de 100 ul de medio de cultivo
celular RPMI (Gibco).
Se mantuvo a ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) hembra, de 6-7 semanas de
edad al comienzo del experimento (criados en Taconic, Dinamarca) en condiciones
libres de patdgenos con ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo
con las guias institucionales (GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo de estudio
experimental se revis6 y aprobo por el gobierno local (P2011/128). Tras la llegada,
se mantuvo a los animales durante una semana para acostumbrarse al nuevo
ambiente y para su observacion. Se llevé a cabo un control continuo de la salud de
manera regular.
De acuerdo con el protocolo (figura 16), se inyect6 a los ratones por via s.c. en el dia
0 del estudio con 5 x 10° células Skov3. En el dia 21 del estudio, se aislaron PBMC
humanos de un donante sano mediante el método de Ficoll y se inyectaron 10 x 10°
células por via i.p. en los ratones portadores de tumores. Dos dias después, se
aleatoriz6 a los ratones y se distribuyeron homogéneamente en cinco grupos de
tratamiento (n = 12) seguido de inyeccién por via i.v. con 10/1/0,1 pg/raton del TCB
de FolR1 o 10 pg/raton del TCB de control DP47 una vez a la semana durante tres
semanas. Se inyectaron a todos los ratones 200 ul de la solucion adecuada. Se
inyectd a los ratones en el grupo de vehiculo con PBS. Para obtener la cantidad
adecuada de TCB por cada 200 pl, las soluciones madre se diluyeron con PBS
cuando fue necesario. El crecimiento tumoral se midié una vez a la semana usando
un calibre (figura 17) y se calculo el volumen tumoral del modo siguiente:

V1 (A%2) x L (A: Anchura L: Longitud)

La inyecciéon semanal del TCB de FolR1 dio como resultado un efecto antitumoral
dependiente de la dosis. Una dosis de 10 pg/ratén y de 1 pg/ratdén indujo reduccion
del tumor y de 0,1 pg/ratén estasis tumoral (figura 17, tabla 22). La reduccion
tumoral maxima se logré a una dosis de 10 pg/raton en comparaciéon con el TCB
DP47 de control no dirigido.
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Tabla 22: Eficacia in vivo.

L Inhibicion del
Compuesto Dosificacion o
crecimiento tumoral
TCB de 10 ug
control TCB | (correspondientes a 7%
DP47 aprox. 0,5 mg/kg)
10
TCB de FolR1 “9
(correspondientes a 90 %
(16D5)
aprox. 0,5 mg/kg)
1
TCB de FolR1 ug'
(correspondientes a 74 %
(16D5)
aprox. 0,05 mg/kg)
0,1
TCB de FolR1 “9
(correspondientes a 56 %
(16D5)

aprox. 0,005 mg/kg)

Para las lecturas FD, se sacrificé a tres ratones por grupo de tratamiento en el dia 32
del estudio, se extirparon los tumores y se prepararon suspensiones de células
individuales mediante una digestion enzimatica con colagenasa V, dispasa Il y
DNasa para su posterior analisis FACS (figura 19 y 20). Las células individuales se
usaron bien directamente para la tincibn de antigenos extracelulares y de
marcadores de activacion o se volvieron a estimular usando PMA a 5 ng/ml e
ionomicina a 500 ng/ml en presencia del inhibidor del transporte de proteinas
Monensina durante 5 h en medio de cultivo normal. Después de volver a estimular,
se tifieron las células para antigenos de superficie, seguido de una etapa de fijacién
y permeabilizacion. Las muestras fijadas se tifieron entonces intracelularmente para
TNF-COIFN-CIL-10 e IL-2 y se analizaron mediante citometria de flujo. Se uso el
mismo procedimiento para la desgranulaciéon de las células, pero se afiadio un
anticuerpo anti-CD107a durante el periodo de reestimulacién y las muestras fijadas
se tifieron para el contenido intracelular de perforina y granzima B. El analisis FACS
reveld nimeros estadisticamente mas altos de células T CD4" y CD8" en el tejido
tumoral tras el tratamiento con TCB de FolR1 en comparacion con el control de
vehiculo y TCB de control no dirigido. Ademas, se detectaron nUmeros mayores de
células T productoras de TNF-, IFN- e IL-2 asi como perforina‘/granzima-B* CD4" y
CD8" en los tumores tratados con TCB de FOLRL1. Las células T que se infiltraban
en tumores tratadas con TCB de FolR1 también mostraron mayores tasas de

desgranulacion en comparacion con los grupos de control.
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En el dia 38 de terminacion del estudio, se sacrifico a todos los animales; se
extirparon los tumores y se pesaron (figura 18). El peso de los tumores tratados con
10 y 1 ug/ratén del TCB de FOLR1 mostraron una diferencia estadisticamente

significativa en comparacion con los grupos de control.

Tabla 23: Condiciones experimentales.

Compuesto Dosificacion Tampén-de Concentracion
formulacion (mg/ml)
PBS
Histidina 20 mM, 3,88
TCB de FolR1 (16D5) 10 ug NaCl 140 mM, (= solucién
pH 6,0 madre)
Histidina 20 mM, 3,88
TCB de FolR1 (16D5) 1 ug NaCl 140 mM, (= solucién
pH 6,0 madre)
Histidina 20 mM, 3,88
TCB de FolR1 (16D5) 0,1 ug NaCl 140 mM, (= solucién
pH 6,0 madre)
Histidina 20 mM, 4,35
TCB DP47 10 ug NaCl 140 mM, (= solucién
pH 6,0 madre)
Ejemplo 29

Generacion de un anticuerpo biespecifico kappa-lamb  da de FolR1/CD3

Para generar un anticuerpo biespecifico (monovalente para cada antigeno) que
pueda unirse simultaneamente a CD3 humano y al receptor alfa de folato humano
(FolR1) sin usar ninguna estrategia de heterodimerizacion (por ejemplo, la tecnologia
de pomo en agujero), se aplico una combinacioén de una biblioteca de cadena ligera
comun con la tecnologia denominada CrossMab; La region variable de las moléculas
de union a CD3 humanizadas (CH2527 VL7 _46/13) se fusiond al dominio CH1 de
un anticuerpo IgG1 humano convencional para formar la molécula cruzada VLVH
(fusionada a Fc) que es comun para ambas especificidades. Para generar los
homologos cruzados (VHCL), se fusion6 un dominio variable de cadena pesada
especifico de CD3 (CH2527 _VH_23/12) a una cadena ligera [J humana constante
mientras que un dominio variable de cadena pesada especifico para FolR1 (clon

16D5, aislado de una biblioteca de cadena ligera comun) se fusioné a una cadena
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ligera [1 humana constante. Esto permite la purificacion del anticuerpo biespecifico
deseado aplicando etapas posteriores de purificacion con columnas KappaSelect y
LambdaFabSelect (GE Healthcare) para eliminar los anticuerpos homodiméricos no
deseados.

Todos los vectores de expresion de anticuerpo se generaron usando tecnologia de
ADN recombinante convencional tal como se describe en Sambrook, J. et al.,
Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactivos de biologia molecular se usaron de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Los genes o los fragmentos
génicos se amplificaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o se
generaron a partir de oligonucleétidos sintéticos en Geneart AG (Regensburg,
Alemania) mediante sintesis génica automatizada. Los fragmentos de ADN
amplificados mediante la PCR o0 subclonados se confirmaron mediante
secuenciacion de ADN (Synergene GmbH, Suiza). EI ADN de plasmido se
transformé y amplificé en células hospedadoras de E. coli adecuadas para la
preparacion de ADN de plasmido de grado de transfeccidon usando kits Maxiprep
convencionales (Qiagen). Para la produccion de las moléculas biespecificas se
transfectd a células HEK293 EBNA con plasmidos que codificaban los genes
respectivos usando un método basado en polietilenimina (PEI) convencional. La
relacion de plasmido usada de los tres vectores de expresion fue 1:1:1. Las células
transfectadas se cultivaron durante 7 dias antes de recoger los sobrenadantes para
su purificacion. Los anticuerpos biespecificos kappa-lambda de FolR1/CD3 se
produjeron y purificaron del modo que sigue.

1. Transfeccion y produccion transitoria

El anticuerpo biespecifico kappa-lambda se produjo de manera transitoria en células
HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion mediado por PEI para los
vectores necesarios tal como se describe a continuacion. Se cultivaron células
HEK293 EBNA en suspension sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para la
producciéon en matraz agitado de 500 ml se sembraron 400 millones de células
HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion (para escalas alternativas todas las
cantidades se ajustaron de acuerdo con esta). Para la transfeccion, las células se
centrifugaron durante 5 min a 210 x g, se reemplaza el sobrenadante por 20 ml de
medio CD CHO. Los vectores de expresion se mezclaron en 20 ml de medio CD
CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de la adicion de 540 pl de
solucion de PEI se agita vorticialmente durante 15s y posteriormente se incuba
durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron las células
con solucidn de ADN/PEI, se transfirieron a un matraz agitado de 500 ml y se
incubaron durante 3 horas a 37 T en un incubador c on una atmosfera de CO; al 5

%. Después del tiempo de incubacion se afadieron 160 ml de medio F17 y las
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células se cultivaron durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion se
afiadieron acido valproico 1 mM y alimentacion 1 al 7 %. Después de 7 dias de
cultivo se recogid el sobrenadante para su purificacion mediante centrifugacion
durante 15 min a 210 x g, la solucion se esterilizo por filtracion (filtro de 0,22 ym) y
se afiadio azida de sodio a una concentracion final del 0,01 % p/v, y se mantuvo a 4
.
2. Purificaciéon

El anticuerpo biespecifico kappa-lambda se purificé en tres etapas usando una etapa
de afinidad especifica para las cadenas ligeras kappa, seguida de una etapa de
afinidad especifica para las cadenas ligeras lambda y finalmente mediante una etapa
de cromatografia de exclusion por tamafios para retirar los agregados. El
sobrenadante obtenido a partir de la produccion transitoria se ajusté a pH 8,0
(usando Tris 2 M, pH 8,0) y se aplicé a una matriz de afinidad de kappa Capture
Select, o HiTrap KappaSelect, GE Healthcare, volumen de columna (vc) = 1 ml,
equilibrada con 5 volumenes de columna (cv) de tampon A (Tris 50 mM, glicina 100
mM, NaCl 150 mM, pH 8.0). Después de lavar con 15 vc de tampdn A, la proteina se
eluy6 usando un gradiente de pH al tampén B (Tris 50 mM, glicina 100 mM, NaCl
150 mM, pH 2,0) en 25 vc. Las fracciones que contenian la proteina de interés se
agruparon y se ajusto6 el pH de la solucién a pH 8,0 (usando Tris 2 M, pH 8,0). Las
fracciones neutralizadas agrupadas se aplicaron a una matriz de afinidad de lambda
Capture Select (en este caso: HiTrap LambdaFabSelect, GE Healthcare, volumen de
columna (vc) = 1 ml) equilibrada con 5 volimenes de columna (vc) de tampon A (Tris
50 mM, glicina 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8.0). Después de lavar con 15 vc de
tampodn A, la proteina se eluyé usando un gradiente de pH al tampon B (Tris 50 mM,
glicina 100 mM, NaCl 150 mM, pH 2,0) en 25 vc. Las fracciones que contenian la
proteina de interés se agruparon y se ajusto el pH de la solucion a pH 8,0 (usando
Tris 2 M, pH 8,0). Esta solucion se concentré usando ultraconcentradores (Vivaspin
15R 30.000 MWCO HY, Sartorius) y posteriormente se aplicaron a una columna
Superdex™ 200 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0,
NaCl 140 mM, Tween 20 al 0,01 %. Las fracciones agrupadas después de la
exclusion por tamafio se concentraron de nuevo usando ultraconcentradores
(Vivaspin 15R 30.000 MWCO HY, Sartorius).

La concentracion proteica se determind midiendo la densidad éptica (DO) a 280 nm,
usando el coeficiente de extincion molar calculado basandose en la secuencia de
aminoacidos. La pureza y peso molecular de las construcciones se analizaron
mediante electroforesis de capilaridad en SDS en presencia y ausencia de un agente
reductor siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento: Caliper LabChipGX,
Perkin Elmer). Solo se pudieron purificar pequefias cantidades de proteina con un

rendimiento final de 0,17 mg/l.
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Ejemplo 30

Eliminacion mediada por células T con anticuerpo bi especifico kappa-
lambda de FolR1/CD3

La actividad del TCB de FolR1 kappa lambda se ensayd en células SKOV3 en
presencia de PBMC recién aislados. Como control negativo se incluydo TCB DP47.
La eliminacién de células SKOV3 mediada por células T se determing tras 24 h 'y 48
h mediante liberacién de LDH. Después de 48 h las células T se recogieron y se
midié la regulacion positiva de CD69 y CD25 en células T CD4 y células T CD8
mediante citometria de flujo.

La construccion de FolR1 kappa lambda induce la eliminacion de células SKOV3 de
una manera dependiente de la concentracion que se acompafia de regulacion
positiva de CD69 y CD25 tanto en células T CD4 como en células T CD8.

Se incubaron células SKOV3 con PBMC en presencia de kappa lambda TCB de
FolR1 o TCB de DP47. Tras 24 h y 48 h se determind la eliminaciéon de células
tumorales midiendo la liberacion de LDH (Fig. 21). Se incubaron células SKOV3 con
PBMC en presencia de kappa lambda TCB de FolR1 o TCB de DP47. Después de
48 h se midié la regulacion positiva de CD25 y CD69 en células T CD4 y células T
CD8 mediante citometria de flujo (Fig. 22).

Ejemplo 31
Caracterizacion bioquimica de moléculas de unién a FolR1 16D5 y 36F2
mediante resonancia de plasmén superficial

La union de 16D5 anti-FolR1 en diferentes formatos biespecificos de célula T
monovalentes o bivalentes y de 36F2 anti-FolR1 como IgG o como biespecifico de
célula T al receptor 1 de folato recombinante humano, de cinomolgo y murino (todos
como fusiones de Fc) se evalu6 mediante resonancia de plasmon superficial (SPR).
Todos los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a
25 € con HBS-EP como tampdén de ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15
M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, GE Healthcare).

1. Moléculas ensayadas

Las moléculas usadas para la determinacion de la afinidad y la avidez se describen
en la tabla 24.

Tabla 24: Nombre y descripcion de las 6 construcciones usadas en el analisis
mediante SPR
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Nombre Descripcion

TCB 16D5 formato invertido,
biespecifico de célula T

2+1 (cadena ligera comun)

TCB 16D5 clasico, formato clasico,
biespecifico de célula T
2+1 (cadena ligera comun)

TCB 16D5 1+1 biespecifico de célula T

1+1 (cadena ligera comun)

TCB 16D5 1+1 HT cabeza a cola biespecifico
de célula T 1+1 (cadena

ligera comun)

IgG 36F2 IgG1 humana con P329G
LALA
TCB 36F2 crossfab, formato invertido,

biespecifico de célula T
2+1

2. Avidez por el receptor 1 de folato

La avidez de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas de
célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se describe
a continuacion (Tabla 25).

Las fusiones de Fc monoméricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato
(FolR1-Fc) humano, de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una
microplaca SA usando las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore,
GE Healthcare). El nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 300-400 UR. Las
IgG anti-FoIR1 o biespecificas de célula T se pasaron a un intervalo de
concentracion de 3,7 a 900 nM con un caudal de 30 pl/minuto a traves de las celdas
de flujo durante 180 segundos. La disociacion se controlé durante 240 o 600
segundos. La superficie de la microplaca se regenerd después de cada ciclo usando
una inyeccion doble durante 30 s de glicina-HCI 10 mM pH 2. Las diferencias del
indice refractivo en bruto se corrigieron restando la respuesta obtenida en la celda

de flujo de referencia inmovilizada con fusién de CD134 murino-Fc biotinilada



153

recombinante. Las curvas de union resultantes de la unién bivalente de las IgG o de
las moléculas biespecificas de célula T se aproximaron a una unién 1:1 de Langmuir
(aunque es una unién 1:2) y se ajustaron con ese modelo para obtener una KD
aparente que representase la avidez de la union bivalente. Las constantes de avidez
aparentes para las interacciones procedieron de las constantes de velocidad del
ajuste usando el programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare). Para las
moléculas biespecificas de célula T de formato 1+1 la interaccion es realmente 1:1y
la KD representa la afinidad ya que hay solo una molécula de union a FolR1 en esta
construccion.

Tabla 25: Union bivalente (avidez con KD aparente) de 16D5 y 36F2 como IgG anti-

FolR1 o como moléculas biespecificas (TCB) en FolR1 humano, de cinomolgo y

murino.
Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
aparente

IgG 36F2 huFolR1 2,07E+06 1,3E-02 6 nM
cyFolR1 2,78E+06 1,75E-02 6 nM

muFolR1 4,28E+05 8,23E-04 2nM

TCB 36F2 huFolR1 2,45E+06 9,120E-03 4 nM
cyFolR1 4,31E+06 1,45E-02 3 nM

muFolR1 6,97E+05 9,51E-04 1nM

TCB 16D5 huFolR1 1,57E+05 3,92E-04 3 nM
cyFolR1 2,01E+05 3,81E-04 2nM
TCB 16D5 clasico, huFolR1 2,04E+05 1,84E-04 0,9 nM
cyFolR1 2,50E+05 3,05E-04 1nM

TCB 16D5 1+1 HT huFolR1 5,00E+04 2,25E-03 45 nM
cyFolR1 5,75E+04 4,10E-03 70 nM

TCB 16D5 1+1 huFolR1 3,65E+04 2,04E-03 56 nM
cyFolR1 4,09E+04 3,60E-03 90 nM
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3. Afinidad por el receptor 1 de folato

La afinidad de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas
de célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se
describe a continuacion (Tabla 26).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 12000 unidades de
resonancia (UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab,
GE Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron IgG anti-FolR1 o moléculas
biespecificas de célula T a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 s, la celda
de flujo de referencia se dejo sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie (12,3
a 3000 nM) de fusion de receptor 1 de folato humano, de cinomolgo o murino a Fc
en todas las celdas de flujo a 30 pl/min durante 240 s para registrar la fase de
asociacion. La fase de disociacion se control6 durante 300 segundos y se activo
cambiando de solucion de muestra a HBS-EP. La superficie de la microplaca se
regener6 después de cada ciclo usando una inyecciéon doble durante 60 s de glicina-
HCI 10 mM pH 1,5. Se corrigieron las diferencias del indice refractivo en bruto
restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia. Las constantes de
afinidad para las interacciones se derivaron de las constantes de velocidad
ajustando a una unidén 1.1 de Langmuir usando el programa informatico Bia

Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 26: Uniébn monovalente (afinidad) de 16D5 y 36F2 como IgG anti-FolR1 o

como moléculas biespecificas (TCB) en FolR1 humano, de cinomolgo y murino.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD

IgG 36F2 huFolR1 9,10E+04 6,65E-02 730 nM
cyFolR1 1,02E+05 5,78E-02 570 nM

muFolR1 8,32E+04 1,78E-02 210 nM
huFolR1 5,94E+04 6,13E-02 1000 nM

TCB 36F2 cyFolR1 6,29E+04 5,42E-02 860 nM
muFolR1 5,68E+04 1,75E-02 300 nM

TCB 16D5 huFolR1 2,23E+04 7,33E-04 33 nM
cyFolR1 1,57E+04 1,60E-03 100 nM

TCB 16D5 clasico, huFolR1 1,03E+04 7,59E-04 74 nM
cyFolR1 9,18E+03 1,61E-03 175 nM

TCB 16D5 1+1 HT huFolR1 2,05E+04 7,08E-04 35nM

cyFolR1 1,67E+04 1,53E-03 92 nM

TCB 16D5 1+1 huFolR1 1,43E+04 9,91E-04 69 nM
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cyFolR1 1,20E+04 1,80E-03 150 nM

La afinidad (union monovalente) a FolR1-Fc de ser humano y de cinomolgo de TCB
36F2 es similar y de aproximadamente 1000 nM para ambos, mientras que la
afinidad a FolR1-Fc murino es ligeramente mejor y de aproximadamente 300 nM.
36F2 puede usarse en modelos murinos y de primate, no hay necesidad de un
subrogado.

La avidez (KD aparente) de TCB 36F2 a FolR1 humano es aproximadamente 30
veces menor que la afinidad del TCB 16D5 a FolR1 humano. En el formato bivalente,
TCB 36F2 se encuentra en el bajo intervalo nanomolar, mientras que TCB 16D5 se
encuentra en el bajo intervalo picomolar (diferencia de 1000 veces).

FolR1 se sobreexpresa en células tumorales, a niveles intermitentes y elevados,
sobre la superficie de células cancerosas en un espectro de neoplasias epiteliales,
incluyendo canceres de ovario, mama, renal, colorrecal, pulmon y otros canceres
sélidos y también se expresa en la superficie apical de un subconjunto limitado de
células epiteliales polarizadas en tejidos normales. Estas células normales no
tumorales expresan FolR1 solo a bajos niveles, e incluyen, por ejemplo, células
epiteliales bronquiales en la superficie alveolar, el limite luminal cortical renal de
células tubulares, el epitelio pigmentario retinal (membrana basolateral) y el plexo
coroide.

TCB 16D5 se une a células de tejidos normales que expresan bajas cantidades de
FolR1, lo que da como resultado su eliminacion mediada por células T. Esto podria,
al menos en parte, ser el motivo de la tolerancia limitada observada a 10 pug/kg en
monos cinomolgos. Los presentes inventores quisieron determinar si disminuyendo
la afinidad de la molécula biespecifica de células T se podria aumentar la
diferenciacion entre tejidos con alta y baja densidad de diana y, de este modo,
disminuir la toxicidad haciendo uso de la union bivalente y la avidez. Las moléculas
de unién de baja afinidad normalmente no se seleccionan como candidatos
adecuados para su analisis posterior debido a que la baja afinidad se asocia a
menudo con una baja potencia y eficacia. Sin embargo, se desarrollé en varios
formatos la molécula de unién a FolR1 36F2 de baja afinidad y se caracterizd
respecto de sus propiedades biolégicas. Para el 36F2 usado en el formato
biespecifico de célula T bivalente el efecto de avidez (diferencia entre union
monovalente y bivalente) es de aproximadamente 250 veces (1000 nM frente a 4
nM). A baja densidad de la diana, la afinidad definio la interaccién y con 1000 nM dio
lugar a una baja potencia del TCB. Sin embargo, a alta densidad de diana la avidez
de la molécula entra en juego y con 4 nM dio lugar a una alta actividad del TCB

(véase el ejemplo 32).
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En una estrategia alternativa, los presentes inventores generaron formatos
monovalentes de 16D5 y variantes de baja afinidad de 16D5 (afinidad de
aproximadamente 10-40 nM) en un formato bivalente. La molécula de unién 16D5
usada en un formato monovalente (1+1) tiene una afinidad de aproximadamente 50
nM. La diferenciacion entre tejidos de alta y baja densidad de diana puede lograrse

mejor beneficiAndose del efecto de avidez.

Ejemplo 32
Eliminacion mediada por células T de células SKOV-3 inducida por TBC 36F2,
TCB Mov19 y TCB 21A5
Se evalud la eliminacion por células T mediada por anticuerpos TCB 36F2, TCB
Mov19 y TCB 21A5 se evalu6 en células SKov-3 (FolR1 medio). Se usaron PBMC
humanos como efectores y se detectd la eliminacidon a las 24 h y 48 h de incubacion
con los anticuerpos biespecificos. En resumen, las células diana se recogieron con
tripsina/EDTA, se lavaron, y se emplacaron a una densidad de 25.000 células/pocillo
usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dej6é que las células se adhiriesen
durante toda la noche. Se prepararon células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) mediante centrifugacion de densidad Histopaque de preparaciones
enriquecidas en linfocitos (capas leucocitarias) obtenidas de donantes humanos
sanos. Se diluyé la sangre fresca con PBS estéril y se dispuso en capas sobre un
gradiente Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30
minutos, temperatura ambiente), el plasma por encima de la interfase que contenia
PBMC se deseché y se transfirieron los PBMC a un nuevo tubo falcon rellenado
posteriormente con 50 ml de PBS. La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos,
temperatura ambiente), se desechd el sobrenadante y el sedimento de PMBC se
lavd dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion a 350 x g, 10 minutos). La
poblacion de PBMC resultante se contd de manera automatica (ViCell) y se
almacend en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1
% (Biochrom, K0302) a 37 T, CO; al 5 % en un incubador de células hasta su uso
posterior (no mas de 24 h). Para el ensayo de eliminacion, se afadio el anticuerpo a
las concentraciones indicadas (intervalo de 0,005 pM - 5 nM en triplicados). Los
PBMC se afiadieron a las células diana a una relacion E:T final de 10:1. La
eliminacién de células diana se evalué tras 24 h y 48 h de incubacién a 37 C, CO; al
5 % mediante la cuantificacion de LDH liberado en los sobrenadantes celulares por
células apoptoticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.°
11 644 793 001). La lisis maxima de las células diana (= 100 %) se logr6 mediante
incubacion de las células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis minima (= 0 %) se
refiere a las células diana incubadas conjuntamente con células efectoras sin

construccion biespecifica.
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Los resultados muestran que la eliminacion inducida por 36F2 estad fuertemente
reducida en comparaciéon con TCB Mov19 y TCB 21A5 (figuras 23A-B). Los valores
de CE50 relacionados con los ensayos de eliminacion, calculados usando
GraphPadPrism6 se resumen en la tabla 27.

Tabla 27: Valores de CE50 (pM) para la eliminacién mediada por células T de
células SKov-3 que expresan FolR1 inducida por TCB 36F2, TCB Mov19 y TCB
21A5.

CES50 [pM]
Anticuerpo 24 h 48 h
TCB 36F2 1406,07* 1345
TCB
0,75 0,05
Mov19
TCB 21A5 2,83 0,10

* la curva no alcanzé la saturacion, el valor es hipotético

Ejemplo 33
Eliminacion por células T inducida por TCB 36F2y T  CB 16D5 en diferentes
formatos biespecificos de célula T monovalentes y b ivalentes
Se evalud la eliminacion por células T mediada por anticuerpos TCB 36F2, TCB
16D5, TCB 16D5 clasico, TCB 16D5 1+1 y TCB 16D5 HT de células tumorales Hela
(FoIR1 alto, aproximadamente 2 millones de copias, Tabla 14, Fig. 27), Skov-3
(FolR1 medio, aproximadamente 70000-90000 copias, Tabla 14, Fig. 27) y HT-29
(FolR1 bajo, aproximadamente 10000, Tabla 14, Fig. 27) humanas. Se incluyé el
anticuerpo TCB DP47 como control negativo. Se usaron PBMC humanos como
efectores y se detecto la eliminacion a las 24 h de incubacion con el anticuerpo
biespecifico. En resumen, las células diana se recogieron con tripsina/EDTA, se
lavaron, y se emplacaron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de
96 pocillos de fondo plano. Se dejo que las células se adhiriesen durante toda la
noche. Se prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
centrifugacion de densidad Histopaque de preparaciones enriquecidas en linfocitos
(capas leucocitarias) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluy6 la sangre
fresca con PBS estéril y se dispuso en capas sobre un gradiente Histopaque (Sigma,
n.° H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura
ambiente), el plasma por encima de la interfase que contenia PBMC se desechd y se
transfirieron los PBMC a un nuevo tubo falcon rellenado posteriormente con 50 ml de
PBS. La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se

desecho el sobrenadante y el sedimento de PMBC se lavo dos veces con PBS
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estéril (etapas de centrifugacion a 350 x g, 10 minutos). La poblacion de PBMC
resultante se contd de manera automatica (ViCell) y se almacené en medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom,
K0302) a 37 C, CO, al 5 % en un incubador de células hasta su uso posterior (no
mas de 24 h). Para el ensayo de eliminacion, se afadié el anticuerpo a las
concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 100 nM en triplicados). Los PBMC
se afadieron a las células diana a una relacion E:T final de 10:1. La eliminacion de
células diana se evalud tras 24 h de incubacion a 37 C, CO, al 5 % mediante la
cuantificacion de LDH liberado en los sobrenadantes celulares por células
apoptoticas/necroticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644
793 001). La lisis maxima de las células diana (= 100 %) se logré mediante
incubacion de las células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis minima (= 0 %) se
refiere a las células diana incubadas conjuntamente con células efectoras sin
construccion biespecifica.

Los resultados muestran que la eliminacion especifica de diana de las tres lineas
celulares diana FolR1+ por TCB 36F2 es mucho mas débil en comparacion con la
eliminacion inducida por TCB 16D5 (Las figuras 24A-C, tabla 29). La eliminacion
especifica de diana inducida por los TCB 16D5 monovalentes (HT 16D5 y 16D5 1+1)
es peor en comparacion con los TCB 16D5 bivalentes (TCB 16D5 y TCB 16D5
cladsico). Los valores de CE50 relacionados con los ensayos de eliminacion,
calculados usando GraphPadPrism6, se resumen en la tabla 28. De manera
importante, estos datos muestran que usando la molécula de union a FolR1 36F2 en
el formato de TCB bivalente 2+1 se amplia la ventana terapéutica en comparacion
con el TCB de FolR1 16D5 (Fig. 24A-C). Mientras que la reduccién de la potencia
entre el TCB de FolR1 16D5 y 36F2 es de aproximadamente 45 veces para células
HelLa (expresion elevada de FolR1, véase la tabla 28: TCB 16D5 = 0,8 frente a TCB
36F2 36,0) y de aproximadamente 297 veces para células Skov3 (expresion media
de FolR1, véase la tabla 28: TCB 16D5 = 0,6 frente a TCB 36F2 178,4), esta
reduccion es de practicamente 7000 veces para HT29 con baja expresion de FolR1
(véase la tabla 28: TCB 16D5 = 5,7 frente a TCB 36F2 39573). Por lo tanto, El TCB
de FolR1 36F2 diferencia entre células de alta y baja expresion, o que es de
especial importancia para reducir la toxicidad, y que las células de algunos tejidos
normales, no tumorales expresan niveles muy bajos de FolR1 (aproximadamente
menos de 1000 copias por célula). De manera coherente con esta observacion, los
resultados discutidos en el ejemplo 35 mas adelante demuestran que el TCB 36F2
no induce la eliminacién por células T de células primarias (figuras 26A-D) mientras
gue puede observarse cierto grado de eliminacién para TCB 16D5 en células
HRCEpIC y HRPEpIC tras 48 h de incubacién (figuras 26B y C). Esta caracteristica

importante de TCB 36F2 permite la dosificacion para el tratamiento de tumores
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positivos a FolR1 de tal forma que media una potente eliminaciéon de tejidos
tumorales con expresion alta o media de FolR1, pero no de tejidos normales con
baja expresion (parcialmente polarizada). De manera notable, esta caracteristica
parece estar mediada por la avidez de TCB 36F2 en el formato bivalente invertido
2+1, que no se observo cuando se usaron los formatos monovalentes 1+1 que
portaban la misma molécula de union de baja afinidad 36F2.

Dicho de otro modo, TCB 36F2 en el formato bivalente 2+1 comprende restos de
unién a FolR1 de relativamente baja afinidad pero posee un efecto de avidez que
permite diferenciar entre células con alta y baja expresion de FolR1. Debido a que
las células tumorales expresan FolR1 a niveles elevados o intermedios, este TCB se
une de manera selectiva a células tumorales y no a células normales no cancerosas
gue expresan FolR1 a niveles bajos o en absoluto.

Ademas de las caracteristicas ventajosas anteriores, el TCB 36F2 en el formato
invertido bivalente 2+1 tiene también la ventaja de que no necesita reticulacion
guimica u otra estrategia hibrida. Esto lo hace adecuado para la fabricacion de un
medicamento para tratar a pacientes, por ejemplo, pacientes que tienen tumores
cancerosos positivos a FolR1. El TCB 36F2 en el formato invertido bivalente 2+1
puede producirse usando procesos de CHO convencionales con bajos agregados.
Ademas, el TCB 36F2 en el formato bivalente 2+1 comprende secuencias humanas
y humanizadas, haciéndolo superior a las moléculas que emplean polipéptidos de
rata y murinos que son altamente inmunogénicos cuando se administran a seres
humanos. Ademas, el TCB 36F2 en el formato bivalente 2+1 se disefid por
ingenieria genética para suprimir la unién a FcgR y, como tal, no causa reticulacion
con FcgR y reacciones a la infusion, potenciando ademas su seguridad cuando se
administra a pacientes.

Tal como se ha demostrado por los resultados descritos anteriormente, su geometria
de cabeza a cola hace que el TCB 36F2 en el formato invertido bivalente 2+1 sea
una molécula altamente potente que induce la eliminacion absoluta de la célula
diana. Su bivalencia magnifica la avidez y la potencia, pero también permite
diferenciar entre células con alta y baja expresion. Su preferencia por células de
expresion alta o media de diana debido a su efecto de avidez reduce la toxicidad
resultante de la eliminacion mediada por células T de células normales que expresan
FolR1 a niveles bajos.

Una ventaja adicional del TCB 36F2 en el formato bivalente 2+1 y otras realizaciones
divulgadas en el presente documento es que su desarrollo clinico no necesita del
uso de moléculas subrogadas ya que se unen a FolR1 humano, de cinomolgo y
murino. Como tales, las moléculas divulgadas en el presente documento reconocen
un epitopo distinto al de los anticuerpos para FolR1 descritos anteriormente que no

reconocian a FolR1 de todas las especies.
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Tabla 28: Valores de CE50 (pM) para la eliminacion mediada por células T de
células tumorales que expresan FolR1 inducida por TCB 36F2 y TCB 16D5 en
diferentes formatos monovalentes y bivalentes biespecificos de células T tras 24 h

de incubacion.

Anticuerpo Hela Skov-3 HT-29
(FolR1 alto) (FolR1 medio) (FolR1 bajo)
TCB 16D5 0,8 0,6 5,7
TCB 16D5
4,6 2,0 13,0
clasico,
TCB 16D5
11,6 12,3 15,1
HT
TCB 16D5
23,8 48,9 883,8*
1+1
TCB 36F2 36,0 178,4 39573,0*

* la curva no alcanzé la saturacion, solo valor hipotético

La tabla 29 muestra una comparacion de los valores de CE50 de TCB 16D5 y TCB
36F2 en las diferentes lineas celulares ensayadas. De los valores de CES50
obtenidos se calcul6 el incremento (CE50 de TCB 16D5 menos CE50 de TCB 36F2)
y la diferencia en x veces (CE50 de TCB 16D5 dividida entre la CE50 de TCB 36F2).

Tabla 29: Comparacion de los valores de CE50 de TCB 16D5 y TCB 36F2.

Anticuerpo Hela Skov-3 HT-29
(FolR1 alto) (FolR1 medio) (FolR1 bajo)
TCB 16D5 0,82 0,63 5,73
TCB 36F2 35,99 178,40 39573,00*
A 35,17 177,77 39567,27
X veces 43,83 284,61 6906,58

* la curva no alcanzé la saturacion, solo valor hipotético

Los valores de CE50 calculados muestran claramente que la diferencia entre TCB
36F2 y TCB 16D5 se hace mayor cuanto menor sea la expresion de FolR1 en las
células diana.

Los mismos calculos efectuados para la comparacién de los valores de CE50 de
TCB 16D5 y TCB 36F2 se efectuaron para TCB 16D5 y los dos TCB 16D5
monovalentes (TCB 16D5 HT y 16D5 1+1). Las tablas 30 y 31 muestran las
comparaciones de los valores de CE50 de TCB 16D5 frente a TCB 16D5 HT (tabla
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30) y TCB 16D5 frente a TCB 16D5 1+1 (tabla 31) asi como los incrementos
correspondientes (CE50 de TCB 16D5 menos CE50 de TCB 16D5 HT/1+1) y las
diferencias de x veces (CE50 de TCB 16D5 dividida entre la CE50 de TCB 16D5
HT/1+1).
Tabla 30: Comparacion de valores de CE50 de TCB 16D5 (2+1 invertido) y TCB
16D5 HT.

Anticuerpo Hela Skov-3 HT-29
(FolR1 alto) (FolR1 medio) (FolR1 bajo)

TCB 16D5 0,82 0,63 5,73

TCB 16D5 HT 11,61 12,27 15,11

A 10,79 11,65 9,38

X veces 14,14 19,58 2,64

Tabla 31: Comparacion de valores de CE50 de TCB 16D5y TCB 16D5 1+1.

Anticuerpo Hela Skov-3 HT-29
(FolR1 alto) (FoIR1 medio) (FolR1 bajo)
TCB 16D5 0,82 0,63 5,73
TCB 16D5 1+1 23,84 48,86 883,78*
A 23,02 48,24 878,05
X veces 29,03 77,95 154,24

* la curva no alcanzé la saturacion, solo valor hipotético

Las comparaciones de los valores de CE50 de TCB 16D5 y TCB 36F2 (tabla 29)
muestra que la diferencia en los valores de CE50 se hace mayor cuanto menor sea
la expresion de FolR1 en las células diana. Este efecto no puede observarse en la
comparacion de TCB 16D5 y los TCB 16D5 monovalentes (tabla 29 y tabla 30). Para
TCB 16D5 1+1 (tabla 31) también hay un ligero aumento en la diferencia entre la
CES50 de TCB 16D5 y TCB 16D5 1+1 con la disminucion de la expresion de FolR1
pero ni de lejos tan pronunciada como la que puede observarse en la comparacion
de TCB 16D5 frente a TCB 36F2.
Ejemplo 34
Regulacion positiva de CD25 y CD69 en células efect oras CD8+ y CD4+ tras la
eliminacion por células T de células tumorales que expresan FolR1 inducida
por TCB 36F2 y el anticuerpo TCB 16D5

La activacion de células T CD8" y CD4" después de la eliminacion por células T de

células tumorales Hela, SKov-3 y HT-29 que expresaban FolR1 mediada por TCB
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36F2 y TCB 16D5 se evalué mediante analisis FACS usando anticuerpos que
reconocian los marcadores de activacion de células T CD25 (marcador de activacion
tardio) y CD69 (marcador de activacién temprana). Se incluyé TCB DP47 como
control sin union. El anticuerpo y las condiciones del ensayo de eliminacién fueron
esencialmente como se describieron anteriormente (ejemplo 32) usando el mismo
intervalo de concentracion del anticuerpo (0,01 pM — 100 nM en triplicados), relacion

E:T 10:1 y un tiempo de incubacién de 48h.

Después de la incubacion, se transfirieron los PBMC a una placa de 96 pocillos de
fondo redondo, se centrifugaron a 400 x g durante 4 min y se lavaron dos veces con
PBS que contenia BSA al 0,1 %. La tincion superficial para CD8 (PE anti-CD8
humano, BD n.° 555635), CD4 (Brilliant Violet 421™ anti-CD4 humano, Biolegend n.°
300532), CD69 (FITC anti-CD69 humano, BD n.° 555530) y CD25 (APC anti-CD25
humano, BD n.° 555434) se efectudé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las células se lavaron dos veces con 150 pl/pocillo de PBS que contenia BSA al 0,1
%. Después de la centrifugacion, las muestras se resuspendieron en 200 pl/pocillo
de PBS al 0,1 % para la medida de FACS. Las muestras se analizaron en un
dispositivo BD FACS Canto Il.
TCB 36F2 indujo una regulacion positiva especifica de la diana de los marcadores
de activacion (CD25, CD69) en células T CD8+ y CD4+ tras la eliminacion de células
Hela (figura 25A) y SKov-3 (figura 25B). En comparacion con TCB 16D5 la
regulacion positiva de CD25 y CD69 en células T CD8+ y CD4+ inducida por 36F2
es mucho mas débil.
En HT-29 (FolR1 bajo) solo puede observarse una regulacion positiva de los
marcadores de activacion a la concentracion mas alta de TCB 36F2. Por el contrario,
con TCB 16D5 la regulacién positiva de CD25 y CD69 ya puede observarse a
concentraciones de anticuerpo mucho mas bajas (figura 25C).
Tal como también se observa en el experimento de lisis tumoral, el andlisis de los
marcadores de activacion (CD25 y CD69) en células T (CD4+ y CD8+) después de
la eliminacion muestra claramente que la diferencia entre TCB 16D5y TCB 36F2 se
hace mayor cuanto menor es el nivel de expresion de FolR1 en la célula diana.
Ejemplo 35
Eliminacién por células T de células primarias indu cida por TCB 36F2y TCB
16D5
La eliminacion por células T mediada por TCB 36F2 y TCB 16D5 se evalué en
células primarias (células epiteliales corticales renales humanas (HRCEpiC)
(ScienCell Research Laboratories; n.° de cat. 4110) y células epiteliales pigmentarias
retinales humanas (HRPEpIC) (ScienCell Research Laboratories; n.° de cat. 6540)).

Se incluyeron células HT-29 (FolR1 bajo) como linea celular de control. TCB DP47
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sirvié de control sin union. Se usaron PBMC humanos como efectores y se detecto la
eliminacion a las 24 h y 48 h de incubacion con los anticuerpos biespecificos. En
resumen, las células diana se recogieron con tripsina/EDTA, se lavaron, y se
emplacaron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos
de fondo plano. Se dej6é que las células se adhiriesen durante toda la noche. Se
prepararon células mononucleares de sangre periféerica (PBMC) mediante
centrifugacion de densidad Histopaque de preparaciones enriquecidas en linfocitos
(capas leucocitarias) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluy6 la sangre
fresca con PBS estéril y se dispuso en capas sobre un gradiente Histopaque (Sigma,
n.° H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30 minutos, temperatura
ambiente), el plasma por encima de la interfase que contenia PBMC se desechd y se
transfirieron los PBMC a un nuevo tubo falcon rellenado posteriormente con 50 ml de
PBS. La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se
desecho el sobrenadante y el sedimento de PMBC se lavo dos veces con PBS
estéril (etapas de centrifugacion a 350 x g, 10 minutos). La poblacion de PBMC
resultante se contd de manera automatica (ViCell) y se almacené en medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom,
K0302) a 37 C, CO, al 5 % en un incubador de células hasta su uso posterior (no
mas de 24 h). Para el ensayo de eliminacion, se afadié el anticuerpo a las
concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 10 nM en triplicados). Los PBMC
se afadieron a las células diana a una relacion E:T final de 10:1. La eliminacion de
células diana se evaluo tras 24 h y 48 h de incubacion a 37 C, CO , al 5 % mediante
la cuantificacion de LDH liberado en los sobrenadantes celulares por células
apoptéticas/necroticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644
793 001). La lisis méxima de las células diana (= 100 %) se logré mediante
incubacion de las células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis minima (= 0 %) se
refiere a las células diana incubadas conjuntamente con células efectoras sin
construccion biespecifica.

Los resultados muestran que TCB 36F2 no induce eliminacién por células T de
células primarias (figura 26A - D) mientras que puede observarse cierto grado de
eliminacion para TCB 16D5 en células HRCEpIC y HRPEpIC tras 48 h de incubacion
(figura 26B y D). Tal como se ha descrito anteriormente, se observé una fuerte
diferencia en la eliminacion por células T de células HT-29 entre TCB 16D5 y TCB
36F2 (Fig. 26E, F).

Ejemplo 36
Preparacion de TCB DP47 GS
(2+1 Crossfab-1gG P329G LALA invertido = “TCB no di  rigido”)

El “TCB no dirigido” se usG6 como control en los experimentos anteriores. El
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anticuerpo biespecifico se acopla a CD3e pero no se une a cualquier otro antigeno y
por lo tanto no puede reticular a células T con ninguna célula diana (y por
consiguiente no puede inducir eliminacién). Por lo tanto se us6 como control
negativo en los ensayos para controlar cualquier activacion inespecifica de células T.
Este TCB no dirigido se prepar6 tal como se describe en el documento
W02014/131712. En resumen, se subclonaron las secuencias de ADN de la region
variable de cadena pesada y ligera en fase con la cadena pesada constante o la
cadena ligera constante preinsertadas en el vector de expresidbn en mamifero
receptor respectivo. La expresion del anticuerpo estaba dirigida por un promotor de
MPSV y porta una secuencia de sefial de poli A sintética en el extremo 3' del CDS.

Ademas, cada vector contiene una secuencia OriP de VEB.

La molécula se produjo transfectando conjuntamente a células HEK293-EBNA con
los vectores de expresion en mamifero usando polietilienimina. Las células se
transfectaron con los correspondientes vectores de expresion a una relacion 1:2:1:1
("vector de Fc(agujero) de cadena pesada": "vector de cadena ligera": "vector de
crossfab de cadena ligera™ “vector vector de Fc(pomo) de cadena pesada-
FabCrossfab”).

Para la transfeccidn, se cultivaron células HEK293 EBNA en suspension sin suero
en medio de cultivo CD CHO. Para la produccion en matraz agitado de 500 ml se
sembraron 400 millones de células HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion.
Para la transfeccion, las células se centrifugaron durante 5 min a 210 x g, se
reemplaza el sobrenadante por 20 ml de medio CD CHO. Los vectores de expresion
se mezclaron en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 pg de
ADN. Después de la adicién de 540 pl de solucion de PEI se agité vorticialmente
durante 15 s y posteriormente se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se mezclaron las células con solucion de ADN/PEI, se transfirieron a
un matraz agitado de 500 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 T en un
incubador con una atmoésfera de CO, al 5 %. Después del tiempo de incubacién se
afadieron 160 ml de medio F17 y las células se cultivaron durante 24 horas. Un dia
después de la transfeccion se afiadieron acido valproico 1 mM y alimentacion 1 al 7
%. Después de 7 dias de cultivo se recogié el sobrenadante para su purificacion
mediante centrifugacion durante 15 min a 210 x g, la solucion se esteriliz6 por
filtracion (filtro de 0,22 ym) y se afiadié azida de sodio a una concentracion final del

0,01 % p/v, y se mantuvo a 4 C.

La proteina secretada se purificoO a partir de los sobrenadantes de cultivo celular
mediante cromatografia de afinidad usando proteina A. Se cargé el sobrenadante en
una columna HiTrap ProteinA HP (VC = 5 ml, GE Healthcare) equilibrada con 40 ml
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de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5.
La proteina no unida se elimind mediante lavado con al menos 10 volumenes de
columna de fosfato de sodio 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M,
pH 7,5. La proteina diana se eluyé usando un gradiente en 20 volimenes de
columna de citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 7,5 a citrato de sodio
20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, pH 2,5. La solucion de proteina se neutralizé
afiadiendo 1/10 de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8. La proteina diana se concentrd y
filtr6 antes de cargarla en una columna HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare)

equilibrada con histidina 20 mM, solucién de cloruro de sodio 140 mM pH 6,0.

La concentracion proteica de las muestras de proteina purificada se determiné
midiendo la densidad éptica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar
calculado basandose en la secuencia de aminoacidos.

La pureza y peso molecular de las moléculas se analizaron mediante analisis CE-
SDS en presencia y ausencia de un agente reductor. Se usé el sistema Caliper
LabChip GXII (Caliper Lifescience) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se usaron 2 pug de muestra para los analisis.

El contenido agregado de las muestras de anticuerpo se analiz6 usando una
columna analitica de exclusion por tamafio TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) en
KoHPO,4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaN3 al 0,02
% (p/v), pH 6,7, tampon de ejecuciéon a 25 T.

Tabla 32: Resumen de la produccion y purificacion de TCB DP47 GS

Construccion Titulo | Rendimiento | Agregado | APM | BPM | Mondmero
[mg/l] [mg/l] después [%0] [%0] [%0]
de la 12
etapa de
purificacion
[%]

TCB DP47 GS 103,7 8,04 8 2,3 6,9 91,8
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Tabla 33: Analisis de CE-SDS de TCB DP47 GS

Pico kDa Cadena
correspondiente
TCB DP47 GS no reducido (A) 1 165,22 Molécula con 2
cadenas ligeras
ausentes
2 181,35 Molécula con 1 cadena

ligeras ausente

3 190,58 Molécula correcta con

glucosilacién unida en

N

4 198,98 Molécula correcta

TCB DP47 GS reducido (B) 1 27,86 Cadena ligera DP47

GS

2 35,74 Cadena ligera
huCH2527

63,57 Fc(agujero)
4 93,02 Fc(pomo)

Ejemplo 37
Union de TCB 16D5y TCB 9D11 y sus correspondientes  variantes de
desamidacion de CD3 N100A y S100aA a células Jurkat  que expresan CD3

Se evalud la union de TCB 16D5 y de las variantes de desamidacion de CD3
correspondientes TCB 16D5 N100A y TCB 16D5 S100aA y TCB 9D11 y las
variantes de desamidacion TCB 9D11 N100A y TCB 9D11 S100aA a CD3 en una
linea de linfocitos T inmortalizada que expresa CD3 (Jurkat). En resumen, se
recogieron las células, se contaron, se comprobo su viabilidad y se resuspendieron a
2 x 10° células/ml en tampén de FACS (100 pl de PBS, BISA al 0,1 %). Se
incubaron 100 pl de suspensién celular (que contenia 0,2 x 10° células) en placas de
96 pocillos de fondo redondo durante 30 min a 4 T con concentraciones diferentes
los anticuerpos biespecificos (686 pM - 500 nM). Después de dos etapas de lavado
con PBS frio con BSA al 0,1 %, se volvieron a incubar las muestras durante 30 min
adicionales a 4 T con un anticuerpo secundario esp ecifico de fragmento Fcg de
cabra anti-lgG humana de fragmento F(ab'), AffiniPure conjugado a PE (Jackson
Immuno Research Lab PE, n.° 109-116-170). después de lavar las muestras dos
veces con PBS frio con BSA al 0,1 % se analizaron inmediatamente mediante FACS
usando un FACS Cantoll (programa informéatico FACS Diva). Las curvas de union se
obtuvieron usando GraphPadPrism6 (Fig. 28A-B).
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Los resultados muestran union reducida de las variantes de desamidaciéon N100A y
S100aA a CD3 en comparacion con los anticuerpos progenitores TCB 16D5 (Fig.
28A) y TCB 9D11 (Fig. 28B).

Ejemplo 38
Eliminacion por células T de células SKov-3 y HT-29 inducida por TCB 16D5 y
TCB 9D11 y sus variantes de desamidacion de CD3 N10 0A 'y S100aA

Se evalu6 la eliminacion por células T mediada por TCB 16D5 y las
correspondientes variantes de desamidacion de CD3 TCB 16D5 N100A y TCB 16D5
S100aAy TCB 9D11 y las variantes de desamidacion TCB 9D11 N100Ay TCB 9D11
S100aA en células SKov-3 (FolR1 medio) y HT-29 (FolR1 bajo). Se usaron PBMC
humanos como efectores y se detecto la eliminacion a las 24 h de incubacion con los
anticuerpos biespecificos. En resumen, las células diana se recogieron con
tripsina/EDTA, se lavaron, y se emplacaron a una densidad de 25.000 células/pocillo
usando placas de 96 pocillos de fondo plano. Se dej6é que las células se adhiriesen
durante toda la noche. Se prepararon células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) mediante centrifugacion de densidad Histopaque de preparaciones
enriquecidas en linfocitos (capas leucocitarias) obtenidas de donantes humanos
sanos. Se diluy6 la sangre fresca con PBS estéril y se dispuso en capas sobre un
gradiente Histopaque (Sigma, n.° H8889). Después de la centrifugacion (450 x g, 30
minutos, temperatura ambiente), el plasma por encima de la interfase que contenia
PBMC se deseché y se transfirieron los PBMC a un nuevo tubo falcon rellenado
posteriormente con 50 ml de PBS. La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos,
temperatura ambiente), se desechd el sobrenadante y el sedimento de PMBC se
lavé dos veces con PBS estéril (etapas de centrifugacion a 350 x g, 10 minutos). La
poblacion de PBMC resultante se contd de manera automatica (ViCell) y se
almaceno6 en medio RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1
% (Biochrom, K0302) a 37 C, CO; al 5 % en un incubador de células hasta su uso
posterior (no mas de 24 h). Para el ensayo de eliminacion, se afadi6 el anticuerpo a
las concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 10 nM en triplicados). Los
PBMC se afadieron a las células diana a una relacion E:T final de 10:1. La
eliminacion de células diana se evaluo tras 24 h de incubacion a 37 C, CO, al 5 %
mediante la cuantificacion de LDH liberado en los sobrenadantes celulares por
células apoptoticas/necréticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.°
11 644 793 001). La lisis maxima de las células diana (= 100 %) se logr6 mediante
incubacion de las células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis minima (= 0 %) se
refiere a las células diana incubadas conjuntamente con células efectoras sin
construccion biespecifica.

Los resultados muestran que en células SKov-3 la eliminacién inducida por las
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variantes de desamidacion de CD3 TCB 16D5 N100A y TCB 16D5 S100aA es
comparable a la inducida por TCB 16D5 (Fig. 29A). Lo mismo es cierto para TCB
9D11 y sus variantes TCB 9D11 N100A y TCB 9D11 S100aA (Fig. 29B). En células
HT-29 que expresan FolR1 bajo la variante S100aA muestra una eficacia de la
eliminacion deteriorada que es el caso para TCB 16D5 (Fig. 30A) asi como para
TCB 9D11 (Fig. 30B). Los valores de CE50 relacionados con los ensayos de
eliminacion, calculados usando GraphPadPrism6 se proporcionan en la tabla 35.

Tabla 35: Valores de CE50 (pM) para la eliminacién mediada por células T de
células SKov-3 y HT-29 que expresan FolR1 inducida por TCB 16D5y TCB 9D11y
sus variantes de desamidacién N100A y A100aA.

CES50 [pM]
Anticuerpo SKov-3 HT-29
TCB 16D5 1,283 56,67
TCB 16D5
N100A 1,886 91,95
TCB 16D5
S100aA 1,939 165,6
TCB 9D11 1,283 2,827
TCB 9D11
N100A 1,886 37,72
TCB 9D11
n.d.*
S100aA 1,939

* No determinado

Ejemplo 39
Caracterizacion bioquimica mediante resonanciade p  lasmén superficial de
TCB de dos variantes de molécula de union a CD3 (N1  00A y S100A) para
eliminar un sitio de desamidacion

Se evalud la unién de dos TCB 16D5 con variantes de union a CD3 (N100A o
S100aA) a CD3 humano recombinante (heterodimero de CD3epsilon-CD3delta
como fusion de Fc) mediante resonancia de plasmon superficial (SPR). Todos los
experimentos de SPR se llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a 25 € con
HBS-EP como tampdn de ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3



169

mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, Friburgo/Alemania).

Afinidad a CD3ed-Fc

La afinidad de la interaccion entre las moléculas biespecificas de células T anti-
FolR1 y el heterodimero CD3 epsilon-delta recombinante se determiné tal como se
describe a continuacion (tabla 36).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 6000 unidades de resonancia
(UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab, GE
Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento de
amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron moléculas biespecificas de
célula T anti-FolR1 a 200 nM con un caudal de 20 pl/min durante 60 s, la celda de
flujo de referencia se dejé sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie (4,1 a
3000 nM) de fusidn de receptor 1 de folato humano y de cinomolgo a Fc en todas las
celdas de flujo a 30 pl/min durante 240 s para registrar la fase de asociacion. La fase
de disociaciéon se controlé durante 240 segundos y se activo cambiando de solucion
de muestra a HBS-EP. La superficie de la microplaca se regenerd después de cada
ciclo usando una inyeccion doble durante 60 s de glicina-HCI 10 mM pH 1,5. Se
corrigieron las diferencias del indice refractivo en bruto restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia. Las constantes de afinidad para las
interacciones se derivaron de las constantes de velocidad ajustando a una unién 1:1
de Langmuir usando el programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 36: Unién monovalente (afinidad) de dos variantes de desamidacion de CD3
de 16D5 como TCB en CD3ed-Fc humano.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD
TCB 16D5 N100A huCD3 1,23E+04 4,67E-03 380 nM
TCB 16D5 S100aA huCD3 1,21E+04 5,49E-03 460 nM
TCB 16D5 huCD3 2,03E+04 4,41E-03 220 nM

Las dos variantes de desamidacion de CD3 tienen una afinidad ligeramente reducida
en comparacion con la molécula de unién de CD3 de tipo silvestre (CH2527), pero la

diferencia no es grande.
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Ejemplo 40
Produccion y purificacion de dos variantes de 16D5 biespecifico de células T
con mutaciones para eliminar el sitio de desamidaci 6n en la molécula de unién
a CD3: TCB 16D5 N100A, TCB 16D5 S100aA
Transfeccion y produccion transitoria
Las dos variantes de desamidaciéon de los TCB 16D5 se produjeron de manera
transitoria en células HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion
mediado por PEI para los vectores necesarios tal como se describe a continuacion.
Las células HEK293 EBNA se cultivan en suspension sin suero en medio de cultivo
CD CHO. Para la produccion en matraz agitado de 500 ml se siembran 400 millones
de células HEK293 EBNA 24 horas antes de la transfeccion (para escalas
alternativas todas las cantidades se ajustaron de acuerdo con esta). Para la
transfeccion, las células se centrifugan durante 5 min a 210 x g, se reemplaza el
sobrenadante por 20 ml de medio CD CHO. Los vectores de expresion se mezclan
en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 200 ug de ADN. Después de
la adicion de 540 pl de soluciébn de PEI se agita vorticialmente durante 15s y
posteriormente se incuba durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
mezclan las células con soluciéon de ADN/PEI, se transfieren a un matraz agitado de
500 ml y se incuban durante 3 horas a 37 € en un i ncubador con una atmésfera de
CO; al 5 %. Después del tiempo de incubacion se afiaden 160 ml de medio F17 y las
células se cultivan durante 24 horas. Un dia después de la transfeccién se afiade
acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %. Después de 7 dias de cultivo se recoge el
sobrenadante para su purificacion mediante centrifugacion durante 15 min a 210 x g,
la solucion se esteriliza por filtraciéon (filtro de 0,22 ym) y se afiade azida de sodio a
una concentracion final del 0,01 % p/v, y se mantuvo a 4 C. Después de la
produccion se recogié el sobrenadante, se filtr6 a través de filtros estériles de 0,22
pMm y se almacenaron a 4 C hasta su purificacion.
Purificacion
Las dos variantes de desamidacion de TCB 16D5 se purificaron en dos etapas
usando procedimientos convencionales, tales como purificacion por afinidad de
proteina A (Akta Explorer) y cromatografia de exclusién por tamafio. El sobrenadante
obtenido de la produccion transitoria se ajusto a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y
se aplicd a una columna MabSelect SuRe (GE Healthcare, volumen de columna (vc)
= 2 ml) equilibrada con 8 volimenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de sodio
20 mM, pH 7,5, citrato de sodio 20 mM). Después de lavar con 10 vc de tampon A, la
proteina se eluy6 usando un gradiente de pH al tampdn B (citrato de sodio 20 mM,
pH 3,0, NaCl 100 mM, glicina 100 mM) en 20 vc. Las fracciones que contenian la
proteina de interés se agruparon y se ajusté levemente el pH de la solucién a pH 6,0

(usando Na;HPO,4 0,5 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron hasta 1 ml usando
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ultraconcentradores (Amicon Ultra-15, 30.000 MWCO, Millipore) y posteriormente se
aplicaron a una columna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 de grado preparativo (GE
Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM. El contenido
agregado de fracciones eluidas se analiz6 mediante cromatografia de exclusion por
tamafo analitica. Por lo tanto, se aplicaron 30 ul de cada fraccidon a una columna de
exclusion por tamafo analitica TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) equilibrada en
KoHPO,4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaN3 al 0,02
% (p/v), pH 6,7 tampdn de ejecucién a 25 T. Se agruparon las fracciones que
contenian menos del 2 % de oligdmeros. La concentracion proteica se determiné
midiendo la densidad 6ptica (DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar
calculado basdndose en la secuencia de aminoacidos. La pureza y peso molecular
de las construcciones se analizaron mediante electroforesis de capilaridad en SDS
(CE-SDS) en presencia y ausencia de un agente reductor siguiendo las instrucciones
del fabricante (instrumento: Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas

purificadas se congelaron en N, liquido y se almacenaron a -80 TC.

Tabla 36: Rendimiento, contenido de mondémero y pureza mediante CE-SDS de las

dos variantes de desamidacion de 16D5 en el formato biespecifico de célula T.

Nombre Mutacion en la Rendimiento Mondmero Pureza
molécula de [mg/l] [%0] mediante CE-
union a CD3 SDS [%]

TCB 16D5 N100A 9 100 89
TCB 16D5 S100aA 23 100 83
TCB 16D5 Tipo silvestre 9 100 93

Ambos TCB se produjeron con buena calidad, similar a la construccién con la
molécula de union a CD3 de tipo silvestre.

Ejemplo 41
Produccion y purificacion de dos variantes de moléc ulas de unién de 16D5
(D52dE y D52dQ) como IgG para eliminar un punto cal iente en la CDR
Transfeccidn y produccion transitoria
Las dos IgG se produjeron de manera transitoria en células HEK293 EBNA usando
un procedimiento de transfeccién mediado por PEI para los vectores necesarios tal
como se describe a continuacion. Las células HEK293 EBNA se cultivan en
suspension sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para la produccion en matraz
agitado de 500 ml se siembran 400 millones de células HEK293 EBNA 24 horas

antes de la transfeccién (para escalas alternativas todas las cantidades se ajustaron
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de acuerdo con esta). Para la transfeccion, las células se centrifugan durante 5 min a
210 x g, se reemplaza el sobrenadante por 20 ml de medio CD CHO. Los vectores
de expresion se mezclan en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de
200 ug de ADN. Después de la adicion de 540 ul de solucién de PEI se agita
vorticialmente durante 15 s y posteriormente se incuba durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se mezclan las células con solucion de ADN/PEI, se
transfieren a un matraz agitado de 500 ml y se incuban durante 3 horas a 37 T en
un incubador con una atmdésfera de CO; al 5 %. Después del tiempo de incubacion
se afladen 160 ml de medio F17 y las células se cultivan durante 24 horas. Un dia
después de la transfeccion se afiade acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %. Después
de 7 dias de cultivo se recoge el sobrenadante para su purificacion mediante
centrifugacion durante 15 min a 210 x g, la solucion se esteriliza por filtracidn (filtro
de 0,22 ym) y se aflade azida de sodio a una concentracion final del 0,01 % p/v, y se
mantiene a 4 T. Después de la produccién se recoge n los sobrenadantes y los
sobrenadantes que contienen anticuerpo se filtraron a través de filtros estériles de
0,22 ymy se almacenaron a 4 C hasta su purificacion.

Purificacion de anticuerpos

Las dos IgG se purificaron en dos etapas usando procedimientos convencionales,
tales como purificacion por afinidad de proteina A (Akta Explorer) y cromatografia de
exclusiébn por tamafo. El sobrenadante obtenido de la produccion transitoria se
ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y se aplic6 a una columna POROS
MabCapture A (Applied Biosystems, volumen de columna (vc) = 1 ml) equilibrada
con 8 volumenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de sodio 20 mM, citrato de
sodio 20 mM, pH 7.5). Después de lavar con 10 vc de tampdn A, la proteina se eluyé
usando un gradiente de pH al tampo6n B (citrato de sodio 20 mM, pH 3,0, NaCl 100
mM, glicina 100 mM) en 5 vc. Los 5 ml que contenian la proteina de interés se
almacenaron en un bucle en el Akta Explorer y posteriormente se aplicaron a una
columna HiLoad 16/60 Superdex™ 200 (GE Healthcare) equilibrada con histidina
20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM (no se usé Tween). Las fracciones que contenian las
IgG se agruparon y concentraron usando ultraconcentradores (Amicon Ultra-15,
30.000 MWCO, Millipore). El contenido agregado del grupo final se analiz6 mediante
cromatografia de exclusion por tamafio analitica. Por lo tanto, se aplicaron 30 pl a
una columna de exclusion por tamafio analitica TSKgel G3000 SW XL (Tosoh)
equilibrada en K;HPO, 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina 200
mM, NaNs al 0,02 % (p/v), pH 6,7, tampon de ejecucion a 25 T. La concentracion
proteica se determindé midiendo la densidad optica (DO) a 280 nm, usando el
coeficiente de extincion molar calculado basandose en la secuencia de aminoacidos.
La pureza y peso molecular de las construcciones se analizaron mediante

electroforesis de capilaridad en SDS (CE-SDS) en presencia y ausencia de un
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agente reductor siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento: Caliper
LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas se almacenaron a 4 C.

Tabla 37: Rendimiento, contenido de monémero y pureza mediante CE-SDS de dos
variantes de punto caliente de 1gG de 16D5.

Clon Mutacion | Rendimiento | Mondémero Pureza
HC/LC [mg/l] [%] mediante
CE-SDS
[%0]
16D5 D52dE 24 100 96
16D5 D52dQ 20 100 96

Ambas IgG se produjeron bien y con buena calidad.

Ejemplo 42
Caracterizacion bioquimica mediante resonanciade p  lasmon superficial de
dos variantes de moléculas de union de 16D5 (D52dE ~ y D52dQ) como IgG
para eliminar un punto caliente en la CDR
Se evalud la unién de dos variantes de molécula de union de 16D5 (D52dE y
D52dQ) como IgG para receptor 1 de folato recombinante humano y de cinomolgo
(ambos como fusiones a Fc) mediante resonancia de plasmoén superficial (SPR).
Todos los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a
25 T con HBS-EP como tampdén de ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15
M, EDTA 3 mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, Friburgo/Alemania).
1. Avidez por el receptor 1 de folato
La avidez de la interaccion entre las 1gG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas de
célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se describe
a continuacion (Tabla 38).
Las fusiones de Fc monoméricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato
(FolR1-Fc) humano, de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una
microplaca SA usando las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore,
Friburgo/Alemania). El nivel de inmovilizacién fue de aproximadamente 160 UR. Las
IgG anti-FoIR1 o biespecificas de célula T se pasaron a un intervalo de
concentracion de 3,7 a 900 nM con un caudal de 30 pl/minuto a traves de las celdas
de flujo durante 180 segundos. La disociacién se controlé durante 600 segundos.
Las diferencias del indice refractivo en bruto se corrigieron restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia inmovilizada con fusion de receptor de IL-

2 murino-Fc biotinilada recombinante. Las curvas de unidn resultantes de la union
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bivalente de las IgG o de las moléculas biespecificas de célula T se aproximaron a
una uniéon 1:1 de Langmuir (aunque es una uniéon 1:2) y se ajustaron con ese modelo
para obtener una KD aparente que representase la avidez de la union bivalente. Las
constantes de avidez aparentes para las interacciones procedieron de las constantes
de velocidad del ajuste usando el programa informatico Bia Evaluation (GE
Healthcare).

Tabla 38: Union bivalente (avidez con KD aparente) de dos variantes de punto
caliente de 16D5 como IgG en FolR1 humano, murino y de cinomolgo (sin union a

muFolR1, tal como se esperaba).

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD

aparente

IgG 16D5 D52dE huFolR1 1,62E+05 5,45E-04 3,4 nM
cyFolR1 2,98E+06 7,47E-03 2,5 nM

IgG 16D5 D52dQ huFolR1 8,40E+04 7,75E-04 9,2 nM

cyFolR1 4,12E+05 2,04E-03 5nM

TCB 16D5 huFolR1 2,25E+05 5,00E-04 2,2 nM
cyFolR1 2,71E+05 6,3E-04 2,5 nM

2. Afinidad por el receptor 1 de folato

La afinidad de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas
de célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se
describe a continuacion (Tabla 39).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 10000 unidades de
resonancia (UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab,
GE Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron IgG anti-FolR1 o moléculas
biespecificas de célula T a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 s, la celda
de flujo de referencia se dejo sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie
(12,35 a 3000 nM) de fusiéon de receptor 1 de folato humano y de cinomolgo a Fc en
todas las celdas de flujo a 30 pl/min durante 240 s para registrar la fase de
asociacion. La fase de disociacion se controlo durante 300 segundos y se activo
cambiando de solucion de muestra a HBS-EP. La superficie de la microplaca se
regener6 después de cada ciclo usando una inyeccién doble durante 60 s de glicina-
HCI 10 mM pH 1,5. Se corrigieron las diferencias del indice refractivo en bruto
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restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia. Las constantes de
afinidad para las interacciones se derivaron de las constantes de velocidad
ajustando a una unién 1:1 de Langmuir usando el programa informético Bia

Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 39: Unién monovalente (afinidad) de dos variantes de punto caliente de 16D5

como IgG en FolR1 humano y de cinomolgo.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD

lgG 16D5 D52dE huFolR1 2,40E+04 2,27E-03 95 nM

cyFolR1 2,25E+04 1,20E-02 530 nM

lgG 16D5 D52dQ huFolR1 6,97E+03 1,62E-03 230 nM

cyFolR1 8,20E+03 3,32E-03 410 nM

TCB 16D5 huFolR1 2,05E+04 7,05E-04 35nM

cyFolR1 1,72E+04 1,62E-03 90 nM

Las dos variantes de punto caliente de 16D5 tienen una avidez similar (union
bivalente) a la de la molécula de unién 16D5 de tipo silvestre. La avidez disminuye
ligeramente para la variante D52dQ y esta diferencia es aun mas visible en la

afinidad (unién monovalente).

Ejemplo 43
Produccidn y purificacion de doce variantes de la m olécula de union 16D5
como IgG con mutaciones en la cadena ligeray pesad  a para reducir la afinidad
a FolR1

Transfeccidn y produccion transitoria

Las doce IgG se produjeron de manera transitoria en células HEK293 EBNA usando
un procedimiento de transfeccién mediado por PEI para los vectores necesarios tal
como se describe a continuacion. Las células HEK293 EBNA se cultivan en
suspension sin suero en medio de cultivo CD CHO. Para la produccion en matraz
agitado de 500 ml se siembran 400 millones de células HEK293 EBNA 24 horas
antes de la transfeccién (para escalas alternativas todas las cantidades se ajustaron
de acuerdo con esta). Para la transfeccion, las células se centrifugan durante 5 min a
210 x g, se reemplaza el sobrenadante por 20 ml de medio CD CHO. Los vectores
de expresion se mezclan en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de
200 ug de ADN. Después de la adicion de 540 ul de solucién de PEI se agita
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vorticialmente durante 15 s y posteriormente se incuba durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se mezclan las células con solucion de ADN/PEI, se
transfieren a un matraz agitado de 500 ml y se incuban durante 3 horas a 37 T en
un incubador con una atmdésfera de CO; al 5 %. Después del tiempo de incubacion
se afladen 160 ml de medio F17 y las células se cultivan durante 24 horas. Un dia
después de la transfeccion se afiade acido valproico 1 mM y Feed 1 al 7 %. Después
de 7 dias de cultivo se recoge el sobrenadante para su purificacion mediante
centrifugacion durante 15 min a 210 x g, la solucion se esteriliza por filtracidn (filtro
de 0,22 ym) y se aflade azida de sodio a una concentracion final del 0,01 % p/v, y se
mantiene a 4 T. Después de la produccién se recoge n los sobrenadantes y los
sobrenadantes que contienen anticuerpo se filtraron a través de filtros estériles de
0,22 ymy se almacenaron a 4 C hasta su purificacion.

Purificacion de anticuerpos

Todas las moléculas se purificaron en dos etapas usando procedimientos
convencionales, tales como purificacion por afinidad de proteina A (Akta Explorer) y
cromatografia de exclusién por tamafio. El sobrenadante obtenido de la produccion
transitoria se ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y se aplicé a una columna
POROS MabCapture A (Applied Biosystems, volumen de columna (vc) = 1 ml)
equilibrada con 8 volimenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de sodio 20 mM,
citrato de sodio 20 mM, pH 7.5). Después de lavar con 10 vc de tampdn A, la
proteina se eluy6 usando un gradiente de pH al tampdn B (citrato de sodio 20 mM,
pH 3,0, NaCl 100 mM, glicina 100 mM) en 5 vc. Los 5 ml que contenian la proteina
de interés se almacenaron en un bucle en el Akta Explorer y posteriormente se
aplicaron a una columna HiLoad 16/60 Superdex™™ 200 (GE Healthcare) equilibrada
con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM, Tween 20 al 0,01 %. Las fracciones que
contenian las IgG se agruparon y concentraron usando ultraconcentradores (Amicon
Ultra-15, 30.000 MWCO, Millipore). El contenido agregado del grupo final se analizo
mediante cromatografia de exclusion por tamafio analitica. Por lo tanto, se aplicaron
30 ul a una columna de exclusiéon por tamafio analitica TSKgel G3000 SW XL
(Tosoh) equilibrada en K;HPO,4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-arginina
200 mM, NaNsz al 0,02 % (p/v), pH 6,7, tampon de ejecucion a 25 T. La
concentracion proteica se determiné midiendo la densidad éptica (DO) a 280 nm,
usando el coeficiente de extincibn molar calculado basandose en la secuencia de
aminoacidos. La pureza y peso molecular de las construcciones se analizaron
mediante electroforesis de capilaridad en SDS (CE-SDS) en presencia y ausencia de
un agente reductor siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento: Caliper
LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas se almacenaron a 4 C.

Tabla 40: Rendimiento, contenido de mondémero y pureza mediante CE-SDS de doce
variantes de 1gG de 16D5.
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Clon Mutacion | Rendimiento | Mondmero Pureza

HC/LC [mg/l] [%0] mediante

CE-SDS
[%0]
16D5 WO8Y/wt 32 100 100
16D5 | W98Y/K53A 24 100 100
16D5 S35H/wt 21 100 100
16D5 | S35H/K53A 18 100 100
16D5 | S35H/S93A 18 100 100
16D5 WO6Y /wt 40 100 100
16D5 | W96Y/K53A 21 100 100
16D5 | W96Y/S93A 25 98 100
16D5 | R50S/K53A 10 98 100
16D5 | R50S/S93A 7 100 100
16D5 | G49S/K53A 42 100 100
16D5 | G49S/S93A 45 100 100

Todas las doce IgG se produjeron bien y con buena calidad.

Ejemplo 44
Caracterizacion bioquimica de las variantes de comb  inacion de cadena pesada
y ligera de 16D5 como IgG mediante resonancia de pl  asmon superficial
La unidn de las moléculas de unién variantes de combinacién de cadena pesada y
ligera de 16D5 de FolR1 como

recombinantes (FolR1 de ser humano, murino y de cinomolgo; todos como fusiones

IgG para diferentes receptores de folato

de Fc) se evalu6 mediante resonancia de plasmén superficial (SPR). Todos los
experimentos de SPR se llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a 25 € con
HBS-EP como tampdn de ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3
mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, Friburgo/Alemania).

Avidez por el receptor 1 de folato

La avidez de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas de
célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se describe
a continuacion (Tabla 41).

Las fusiones de Fc monomeéricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato

(FolR1-Fc) humano, de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una
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microplaca SA usando las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore,
Friburgo/Alemania). El nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 300 UR. Las
IgG anti-FolIR1 o biespecificas de célula T se pasaron a un intervalo de
concentracion de 11,1 a 900 nM con un caudal de 30 ul/minuto a través de las
celdas de flujo durante 180 segundos. La disociacion se controld durante 240 o 600
segundos. Las diferencias del indice refractivo en bruto se corrigieron restando la
respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia inmovilizada con fusién de
receptor de IL-2 murino-Fc biotinilada recombinante. Las curvas de union resultantes
de la union bivalente de las IgG o de las moléculas biespecificas de célula T se
aproximaron a una unién 1:1 de Langmuir (aunque es una union 1:2) y se ajustaron
con ese modelo para obtener una KD aparente que representase la avidez de la
unién bivalente. Las constantes de avidez aparentes para las interacciones
procedieron de las constantes de velocidad del ajuste usando el programa
informatico Bia Evaluation (GE Healthcare). Para las cinéticas de afinidad con fases
de asociacion y disociacion demasiado rapidas como para ajustarlas a un modelo de
union de Langmuir 1:1, se aplicO el modelo de analisis de estado estacionario
usando el programa informético Bia Evaluation (GE Healthcare). El andlisis de
estado estacionario proporciona la KD de la reaccion de unién en el equilibrio.

Tabla 41: Union bivalente (avidez con KD aparente) de doce moléculas de unién

variantes de 16D5 como IgG en FolR1 de ser humano, murino y de cinomolgo.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
Variante de aparente
HC/variante de LC
WO8Y/K53A huFolR1 Unién débil
cyFolR1 Unién débil
S35H/K53A huFolR1 2,10E+04 2,91E-02 1400 nM

cyFolR1 3,47E+04 4,04E-02 1100 nM

WOI6Y/K53A huFolR1 580 nM
(estado

estacionario)

cyFolR1 660 nM
(estado

estacionario)

WO8Y /wt huFolR1 1,36E+05 3,28E-02 240 nM
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Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
Variante de aparente
HC/variante de LC
cyFolR1 1,71E+05 3,61E-02 200 nM
S35H/S93A huFolR1 2,43E+05 2,20E-02 90 nM
cyFolR1 6,12E+05 6,77E-02 110 nM
G49S/K53A huFolR1 1,90E+05 1,15E-02 60 nM
cyFolR1 3,93E+05 3,28E-02 80 nM
R50S/K53A huFolR1 3,28E+05 1,97E-02 60 nM
cyFolR1 5,50E+05 4,55E-02 80 nM
S35H/wt huFolR1 1,32E+05 5,68E-03 40 nM
cyFolR1 2,23E+05 1,24E-02 55 nM
R50S/S93A huFolR1 1,25E+05 3,23E-03 30 nM
cyFolR1 4,39E+05 7,80E-03 20 nM
WO6Y/S93A huFolR1 6,55E+05 1,89E-02 30 nM
cyFolR1 6,25E+05 1,74E-02 30 nM
G49S/S93A huFolR1 1,52E+05 3,06E-03 20 nM
cyFolR1 3,58E+05 6,22E-03 20 nM
WO6Y /wt huFolR1 1,29E+05 2,13E-03 20 nM
cyFolR1 1,73E+05 2,11E-03 10 nM
TCB 36F2 huFolR1 2,44E+06 1,37E-02 6 nM
cyFolR1 4,12E+06 2,15E-02 5nM
muFolR1 4,86E+05 1,20E-03 2,5nM
TCB 16D5 huFolR1 1,41E+05 4,25E-04 3 nM
cyFolR1 1,78E+05 6,39E-04 3,5nM
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Afinidad por el receptor 1 de folato

La afinidad de la interaccion entre las IgG anti-FolR1 o las moléculas biespecificas
de célula T y los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se
describe a continuacion (Tabla 42).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 10000 unidades de
resonancia (UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab,
GE Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron IgG anti-FolR1 o moléculas
biespecificas de célula T a 200 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 s, la celda
de flujo de referencia se dejo sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie
(12,35 a 3000 nM) de fusion de receptor 1 de folato humano a Fc en todas las celdas
de flujo a 30 pl/min durante 240 s para registrar la fase de asociacion. La fase de
disociacion se controlé durante 300 segundos y se activé cambiando de solucion de
muestra a HBS-EP. La superficie de la microplaca se regeneré después de cada
ciclo usando una inyeccion doble durante 60 s de glicina-HCI 10 mM pH 1,5. Se
corrigieron las diferencias del indice refractivo en bruto restando la respuesta
obtenida en la celda de flujo de referencia. Las constantes de afinidad para las
interacciones se derivaron de las constantes de velocidad ajustando a una unién 1:1
de Langmuir usando el programa informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 42: Uniébn monovalente (afinidad) de doce moléculas de union a FolR1
variantes de 16D5 sobre FolR1 de ser humano, de cinomolgo y murino.

Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD
Variante de
HC/variante de LC
WO8Y/K53A huFolR1 Sin union
S35H/K53A huFolR1 Union débil
WO6Y/K53A huFolR1 Union débil
WO8Y /wt huFolR1 5400 nM
(estado

estacionario)

G49S/K53A huFolR1 9,19E+03 1,74E-02 1900 nM
R50S/K53A huFolR1 1,35E+04 2,45E-02 1800 nM
TCB 36F2 huFolR1 5,00E+04 8,57E-02 1700 nM

S35H/S93A huFolR1 8,43E+03 1,12E-02 1300 nM
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Ligando Analito ka (1/Ms) kd (1/s) KD
Variante de
HC/variante de LC
S35H/wt huFolR1 8,96E+03 1,13E-02 1200 nM
R50S/S93A huFolR1 1,57E+04 1,23E-02 780 nM
G49S/S93A huFolR1 1,05E+04 7,99E-03 760 nM
WO6Y/wt huFolR1 9,95E+03 5,44E-03 550 nM
WO6Y/S93A huFolR1 4 05E+04 1,72E-02 420 nM
TCB 16D5 huFolR1 1,18E+04 7,22E-04 60 nM

Se analizaron doce variantes de afinidad reducida de la molécula de union a FolR1
16D5 mediante resonancia de plasmon superficial en comparacion con la molécula
de union de tipo silvestre 16D5 y la molécula de unién 36F2. El objetivo era
encontrar una variante de 16D5 con una afinidad y una avidez comparables a 36F2.
Cuando se midi6é la unibn monovalente (afinidad) hubo doce variantes con una
afinidad mayor y variantes con una afinidad menor que 36F2. Sin embargo, en la
union bivalente (avidez) todas las variantes tienen un valor de KD aparente mayor
que 36F2. Esto se debe principalmente a la rapida velocidad de asociaciéon (ka) de
36F2 que da como resultado una KD aparente pequefa para 36F2. El gran efecto de
avidez cuando 36F2 se une de manera bivalente parece ser Unico para esta
molécula de union. Como se ha indicado anteriormente, 36F2 fue la Unica molécula
de unién con reactividad cruzada con ser humano, murino y cinomolgo que pudo

identificarse.

Ejemplo 45
Union de variantes HC/LC 16D5 a FolR1 humano expres ado en células HelLa
La union de TCB 36F2, TCB 16D5 y diversas variantes HC/LC de 16D5 a FolR1
humano se evalué en células Hela. En resumen, se recogieron las células, se
contaron, se comprobd su viabilidad y se resuspendieron a 2 x 10° células/ml en
tampén de FACS (100 ul de PBS, BISA al 0,1 %).

suspension celular (que contenia 0,2 x 10° células) en placas de 96 pocillos de fondo

Se incubaron 100 pl de

redondo durante 30 min a 4 C con concentraciones diferentes los anticuerpos
biespecificos (229 pM - 500 nM). Después de dos etapas de lavado con PBS frio con
BSA al 0,1 %, se volvieron a incubar las muestras durante 30 min adicionales a 4 T

con un anticuerpo secundario especifico de fragmento Fcg de cabra anti-IgG
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humana de fragmento F(ab"), AffiniPure conjugado a PE (Jackson Immuno Research
Lab PE, n.° 109-116-170). Después de lavar las muestras dos veces con PBS frio y
BSA al 0,1 % se fijaron con PFA al 1 % durante toda la noche. Posteriormente se
centrifugaron las muestras, se resuspendieron en PBS PBS con BSA al 0,1 % y se
analizaron mediante FACS wusando un dispositivo FACS Cantoll (programa
informatico FACS Diva). Las curvas de union se obtuvieron usando GraphPadPrism6
(Fig. 32A-E). EI TCB 36F2 se uni6 a FolR2, no fue bien tolerado por los ratones, y
no mostro la eficacia deseada.
Ejemplo 46
Produccion y purificacion de cuatro variantes de la molécula biespecifica de
células T 16D5 con mutaciones para reducir la afini  dad a FolR1 de ser humano
y de cinomolgo:
TCB 16D5 G49S/S93A, G49S/K53A, WI6Y, W96Y/D52E
Transfeccidn y produccion transitoria
Se produjeron de manera transitoria cuatro variantes adicionales de TCB 16D5 que
tenian afinidad reducida a FolR1 en células HEK293 EBNA usando un procedimiento
de transfeccion mediado por PEI para los vectores necesarios tal como se describe a
continuacion. Para la transfeccion, se cultivan las células HEK293 EBNA en
suspension sin suero en medio de cultivo Excell que contiene L-glutamina 6 mM y
250 mg/l de medio de cultivo G418. Para la produccion en matraces Tubespin de
600 (volumen maximo de trabajo 400 ml) se sembraron 600 millones de células
HEK293 EBNA 24 antes de la transfeccion. Para la transfeccion, las células se
centrifugan durante 5 min a 210 x g, se reemplaza el sobrenadante por 20 ml de
medio CD CHO. Los vectores de expresion se mezclaron en 20 ml de medio CD
CHO hasta una cantidad final de 400 ug de ADN. Después de la adicion de 1080 pl
de solucién de PEI (2,7 pg/ml) se agita vorticialmente durante 15 s y posteriormente
se incuba durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclan las
células con solucion de ADN/PEI, se transfirieron a un matraz Tubespin de 600 ml y
se incubaron durante 3 horas a 37 T en un incubado r con una atmdsfera de CO al
5 %. Después del tiempo de incubacion se afiaden 360 ml de Excell + L-glutamina
6mM + 5¢g/I Pepsoy + medio VPA 1,0 mM y las células se cultivan durante 24 horas.
Un dia después de la transfeccion se aflade Feed 7 al 7 %. Después de 7 dias de
cultivo se recoge el sobrenadante para su purificacion mediante centrifugacion
durante 20 - 30 min a 3600 x g (centrifugadora Sigma 8K), la solucion se esteriliza
por filtracion (filtro de 0,22 ym) y se aflade azida de sodio a una concentracion final
del 0,01 % p/v, y se mantuvo a 4 C.
Purificacion
Las variantes de afinidad reducida de TCB 16D5 se purificaron en dos etapas

usando procedimientos convencionales, tales como purificacion por afinidad de
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proteina A (Akta Explorer) y cromatografia de exclusién por tamafio. El sobrenadante
obtenido de la produccion transitoria se ajusto a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y
se aplicd a una columna HiTrap proteina A (GE Healthcare, volumen de columna
(vc) = 5 ml) equilibrada con 8 volumenes de columna (vc) de tampon A (fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,5, citrato de sodio 20 mM). Después de lavar con 10 vc de
tampon A, la proteina se eluyo usando un gradiente de pH al tampdn B (citrato de
sodio 20 mM, pH 3,0, NaCl 100 mM, glicina 100 mM) en 20 vc. Las fracciones que
contenian la proteina de interés se agruparon y se ajustd levemente el pH de la
solucion a pH 6,0 (usando Na;HPO, 0,5 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron
hasta 1 ml usando ultraconcentradores (Amicon Ultra-15, 30.000 MWCO, Millipore) y
posteriormente se aplicaron a una columna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 de
grado preparativo (GE Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl
140 mM, Tween 20 al 0,01 %. El contenido agregado de fracciones eluidas se
analizé mediante cromatografia de exclusion por tamafio analitica. Por lo tanto, se
aplicaron 30 pl de cada fraccion a una columna de exclusién por tamafio analitica
TSKgel G3000 SW XL (Tosoh) equilibrada en K;HPO4, 25 mM, NaCl 125 mM,
monoclorhidrato de L-arginina 200 mM, NaN3z al 0,02 % (p/v), pH 6,7 tampdon de
ejecucion a 25 . Se agruparon las fracciones que contenian menos del 2 % de
oligdbmeros. La concentracion proteica se determind midiendo la densidad optica
(DO) a 280 nm, usando el coeficiente de extincion molar calculado basandose en la
secuencia de aminoacidos. La pureza y peso molecular de las construcciones se
analizaron mediante electroforesis de capilaridad en SDS (CE-SDS) en presencia y
ausencia de un agente reductor siguiendo las instrucciones del fabricante
(instrumento: Caliper LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas se
congelaron en N; liquido y se almacenaron a -80 <.

Tabla 43: Rendimiento, contenido de mondmero y pureza mediante CE-SDS de las

variantes de 16D5 de afinidad reducida en el formato biespecifico de célula T.

Nombre Mutaciones Rendimiento Mondémero Pureza
para reducir la [mgl/l] [%] mediante CE-
afinidad SDS [%]
TCB 16D5 G49S S93A 10,3 100 88
TCB 16D5 G49S K53A 22,3 98,5 96
TCB 16D5 Wo6Y 15,2 98,7 92,5
TCB 16D5 W96Y D52E 9,9 99,3 92,9
TCB 16D5 Tipo silvestre 54 96 91,6

Todas las variantes con afinidad reducida pudieron producirse con buena calidad.
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Ejemplo 47
Union de TCB 36F2, TCB 16D5 y las dos variantes de  afinidad reducida de
16D5, TCB 16D5 W96Y/D52E y TCB 16D5 G49S/S93A a Fol R1 expresado en
células HelLa

La unién de TCB 36F2, TCB 16D5 y las dos variantes de afinidad reducida de 16D5,
TCB 16D5 W96Y/D52E y TCB 16D5 G49S/S93A a FolR1 se evaluo en células Hela.
En resumen, se recogieron las células, se contaron, se comprob6 su viabilidad y se
resuspendieron a 2 x 10° células/ml en tampén de FACS (100 pl de PBS, BISA al
0,1 %). Se incubaron 100 pl de suspensién celular (que contenia 0,2 x 10° células)
en placas de 96 pocillos de fondo redondo durante 30 min a 4 T con
concentraciones diferentes los anticuerpos biespecificos (30 pM - 500 nM). Después
de dos etapas de lavado con PBS frio con BSA al 0,1 %, se volvieron a incubar las
muestras durante 30 min adicionales a 4 C con un a nticuerpo secundario especifico
de fragmento Fcg de cabra anti-lgG humana de fragmento F(ab’), AffiniPure
conjugado a FITC (Jackson Immuno Research Lab PE, n.° 109-096-098). Después
de lavar las muestras dos veces con PBS frio con BSA al 0,1% se centrifugaron las
muestras, se resuspendieron en PBS PBS con BSA al 0,1 % y se analizaron
mediante FACS usando un dispositivo FACS Cantoll (programa informatico FACS
Diva). Las curvas de unién se obtuvieron usando GraphPadPrism6 (Fig. 33).

Ejemplo 48

Produccion y purificacion de tres moléculas biespec ificas de célula T con
afinidad intermedia a Folrl de ser humano y de cino  molgo: 14B1, 6E10, 2C7

Transfeccidn y produccion transitoria
Los TCB de afinidad intermedia se produjeron de manera transitoria en células
HEK293 EBNA usando un procedimiento de transfeccion mediado por PEI para los
vectores necesarios tal como se describe a continuacion. Para la transfeccion, se
cultivan las células HEK293 EBNA en suspension sin suero en medio de cultivo
Excell que contiene L-glutamina 6 mM y 250 mg/l de medio de cultivo G418. Para la
produccion en matraces Tubespin de 600 (volumen maximo de trabajo 400 ml) se
sembraron 600 millones de células HEK293 EBNA 24 antes de la transfeccion. Para
la transfeccion, las células se centrifugan durante 5 min a 210 x g, se reemplaza el
sobrenadante por 20 ml de medio CD CHO. Los vectores de expresién se mezclan
en 20 ml de medio CD CHO hasta una cantidad final de 400 ug de ADN. Después de
la adicion de 1080 ul de solucién de PEI (2,7 pg/ml) se agita vorticialmente durante
15s y posteriormente se incuba durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se mezclan las células con solucion de ADN/PEI, se transfirieron a
un matraz Tubespin de 600 ml y se incubaron durante 3 horas a 37 € en un
incubador con una atmosfera de CO, al 5 %. Después del tiempo de incubacion se

afiaden 360 ml de Excell + L-glutamina 6mM + 5g/l Pepsoy + medio VPA 1,0 mM y
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las células se cultivan durante 24 horas. Un dia después de la transfeccion se afade
Feed 7 al 7 %. Después de 7 dias de cultivo se recoge el sobrenadante para su
purificacion mediante centrifugacién durante 20 - 30 min a 3600 x g (centrifugadora
Sigma 8K), la solucion se esteriliza por filtracion (filtro de 0,22 um) y se afiade azida
de sodio a una concentracion final del 0,01 % p/v, y se mantuvo a 4 C.

Purificacion

Los TCB de afinidad intermedia se purificaron en dos etapas usando procedimientos
convencionales, tales como purificacion por afinidad de proteina A (Akta Explorer) y
cromatografia de exclusion por tamafo. El sobrenadante obtenido de la produccion
transitoria se ajusté a pH 8,0 (usando TRIS 2 M pH 8,0) y se aplicé a una columna
HiTrap proteina A (GE Healthcare, volumen de columna (vc) = 5 ml) equilibrada con
8 voliumenes de columna (vc) de tampdn A (fosfato de sodio 20 mM, pH 7,5, citrato
de sodio 20 mM). Después de lavar con 10 vc de tampon A, la proteina se eluyo
usando un gradiente de pH al tampon B (citrato de sodio 20 mM, pH 3,0, NaCl 100
mM, glicina 100 mM) en 20 vc. Las fracciones que contenian la proteina de interés
se agruparon y se ajusto levemente el pH de la solucién a pH 6,0 (usando Na,HPO4
0,5 M, pH 8,0). Las muestras se concentraron hasta 1 ml usando
ultraconcentradores (Amicon Ultra-15, 30.000 MWCO, Millipore) y posteriormente se
aplicaron a una columna HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200 de grado preparativo (GE
Healthcare) equilibrada con histidina 20 mM, pH 6,0, NaCl 140 mM, Tween 20 al
0,01 %. ElI contenido agregado de fracciones eluidas se analiz6 mediante
cromatografia de exclusion por tamafo analitica. Por lo tanto, se aplicaron 30 pl de
cada fraccion a una columna de exclusion por tamafo analitica TSKgel G3000 SW
XL (Tosoh) equilibrada en K;HPO4 25 mM, NaCl 125 mM, monoclorhidrato de L-
arginina 200 mM, NaN3 al 0,02 % (p/v), pH 6,7 tampdn de ejecucion a 25 °C. Se
agruparon las fracciones que contenian menos del 2 % de oligbmeros. La
concentracion proteica se determiné midiendo la densidad oOptica (DO) a 280 nm,
usando el coeficiente de extincion molar calculado basandose en la secuencia de
aminoacidos. La pureza y peso molecular de las construcciones se analizaron
mediante electroforesis de capilaridad en SDS (CE-SDS) en presencia y ausencia de
un agente reductor siguiendo las instrucciones del fabricante (instrumento: Caliper
LabChipGX, Perkin Elmer). Las proteinas purificadas se congelaron en N; liquido y
se almacenaron a -80 T.

Tabla 44: Rendimiento, contenido de mondmero y pureza mediante CE-SDS de los
TCB de afinidad intermedia.
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Nombre Rendimiento Mondémero Pureza
[mgl/l] [%0] mediante CE-
SDS [%]
TCB 6E10 2,3 93 95
TCB 14B1 1,8 94 70
TCB 9C7 3,4 98 99

Se pudieron producir todas las moléculas biespecificas de célula T de afinidad
intermedia. Los rendimientos no son altos. La calidad es buena para 9C7 vy
aceptable para 14B1 y 6E10.

Ejemplo 49
Union de variantes HC/LC 16D5 a FolR1 humano expres ado en células HT-29
La union de TCB 36F2, TCB 16D5 y diversas variantes HC/LC (Figura 34A-E) de
16D5 a FolR1 humano se evalud en células HT-29. En resumen, se recogieron las
células, se contaron, se comprobé su viabilidad y se resuspendieron a 2 x 10°
células/ml en tampé6n de FACS (100 ul de PBS, BISA al 0,1 %). Se incubaron 100 pl
de suspension celular (que contenia 0,2 x 10° células) en placas de 96 pocillos de
fondo redondo durante 30 min a 4 C con concentraci ones diferentes los anticuerpos
biespecificos (229 pM - 500 nM). Después de dos etapas de lavado con PBS frio con
BSA al 0,1 %, se volvieron a incubar las muestras durante 30 min adicionales a 4 T
con un anticuerpo secundario especifico de fragmento Fcg de cabra anti-IgG
humana de fragmento F(ab"), AffiniPure conjugado a PE (Jackson Immuno Research
Lab PE, n.° 109-116-170). Después de lavar las muestras dos veces con PBS frio y
BSA al 0,1 % se fijaron con PFA al 1 % durante toda la noche. Posteriormente se
centrifugaron las muestras, se resuspendieron en PBS PBS con BSA al 0,1 % y se
analizaron mediante FACS wusando un dispositivo FACS Cantoll (programa
informatico FACS Diva). Las curvas de union se obtuvieron usando GraphPadPrism6
(Figuras 34A-E).
Ejemplo 50
Union de moléculas de unién a FolR1 intermediasa F  olR1 y FolR2 de ser
humano y de ratén

La reactividad cruzada de las moléculas de union a FolR1 intermedias (TCB 6E10,
TCB 14B1y TCB 9C7), asi como de TCB 16D5 y TCB 36F2 a FolR1 y FolR2 de ser
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humano y de cinomolgo se evalué en un ensayo de unidbn FACS en células
HEK293T transfectadas.
En resumen, se recogieron las células, se contaron, se comprob6 su viabilidad y se
resuspendieron a 2 x 10° células/ml en tampén de FACS (100 pl de PBS, BISA al
0,1 %). Se incubaron 100 pl de suspensién celular (que contenia 0,2 x 10° células)
en placas de 96 pocillos de fondo redondo durante 30 min a 4 <€ con 100 nM de los
anticuerpos biespecificos. Después de dos etapas de lavado con PBS frio con BSA
al 0,1 %, se volvieron a incubar las muestras durante 30 min adicionales a 4 C con
un anticuerpo secundario especifico de fragmento Fcy de cabra anti-lgG humana de
fragmento F(ab'), AffiniPure de fluoresceina (FITC) (Jackson Immuno Research Lab
PE, n.° 109-096-098). Después de lavar las muestras dos veces con PBS frio y BSA
al 0,1 % se fijaron con PFA al 1% durante toda la noche. Posteriormente se
centrifugaron las muestras, se resuspendieron en PBS PBS con BSA al 0,1 % y se
analizaron mediante FACS wusando un dispositivo FACS Cantoll (programa
informatico FACS Diva). Las gréaficas se obtuvieron usando GraphPadPrism6 (Fig.
33).
Los resultados muestran que TCB 36F2 y TCB 14B1 tienen reactividad cruzada con
FolR1 de raton y con FolR2 humano y de ratdén. Puede observarse una union débil a
FolR2 para TCB 6E10 TCB. TCB 16D5 y TCB 9C7 son especificos para FolR1
humano y no muestran reactividad cruzada con FolR1 de raton o FolR2 de ser
humano y de ratén.
Ejemplo 51
Caracterizacion bioquimica mediante resonanciade p  lasmon superficial de
variantes de afinidad reducida de 16D5 y moléculas de unién de afinidad
intermedia adicionales en el formato biespecifico d ecélulaT
La unién de variantes de afinidad reducida de 16D5 anti-FolR1 y moléculas de union
de afinidad intermedia adicionales en el formato biespecifico de célula T al receptor 1
de folato recombinante humano, de cinomolgo y murino (todos como fusiones de Fc)
se evalu6 mediante resonancia de plasmén superficial (SPR). Todos los
experimentos de SPR se llevaron a cabo en un dispositivo Biacore T200 a 25 € con
HBS-EP como tampdn de ejecucion (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3
mM, tensioactivo P20 al 0,005 %, Biacore, GE Healthcare). Las moléculas usadas
para la determinacion de la afinidad y la avidez se describen en la tabla 45.
Tabla 45: Nombre, descripcion y referencia de figura de nueve construcciones

usadas en el analisis SPR.
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Nombre Descripcion Referencia de figura
Variantes de  afinidad | formato invertido, | Fig. 1 A

reducida de 16D5 biespecifico de célula T

TCB 16D5 2+1 (cadena ligera comun)

TCB 16D5 G49S/S93A
TCB 16D5 G49S/K53A
TCB 16D5 W96Y

TCB 16D5 W96Y/D52E

Moléculas de wunion de | crossfab, formato | Fig. 1F
afinidad intermedia invertido, biespecifico de

TCB 36F2 célulaT 2+1

TCB 6E10

TCB 14B1

TCB 9C7

Inyecciones individuales

En primer lugar se analizaron los TCB anti-FolR1 mediante inyecciones individuales
(tabla 46) para caracterizar su reactividad cruzada (con FolR1 humano, murino y de
cinomolgo) y su especificidad (para FolR1 humano, FolR2 humano, FoIR3 humano).
Se acoplaron directamente fusiones a Fc monoméricas de receptor 1 de folato
(FolR1-Fc) de ser humano, cinomolgo y murino o de receptor 2 y 3 de folato humano
(FolR2-Fc, FolR3-Fc) sobre una microplaca SA usando las instrucciones de
acoplamiento convencionales (Biacore, Friburgo/Alemania). EI nivel de
inmovilizacion fue de aproximadamente 300-400 UR. Los TCB se inyectaron
durante 60 segundos a una concentracién de 500 nM.

Tabla 46: Reactividad cruzada y especificidad de 7 moléculas biespecificas de célula
T para receptor 1 de folato. + significa union, - significa sin unién, +/- significa union
débil.

Nombre del Unién a Union a Union a Unién a Unién a
clon huFolR1 cyFolR1 muFolR1 huFolR2 huFolR3
TCB 16D5 + + - - -
TCB 16D5 + + - - -
G49S/S93A
TCB 16D5 + + - - -
W96Y/D52E
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TCB 36F2 + + T - ;
TCB 6E10 + + 3 ; :
TCB 14B1 + + + +- -
TCB 9C7 + + - - -

Avidez por el receptor 1 de folato

La avidez de la interaccion entre las moléculas biespecificas de célula T anti-FolR1 y
los receptores de folato recombinantes se determiné tal como se describe a
continuacion (Tabla 47).

Las fusiones de Fc monomeéricas biotiniladas recombinantes de receptor 1 de folato
(FolR1-Fc) humano, de cinomolgo y murino se acoplaron directamente sobre una
microplaca SA usando las instrucciones de acoplamiento convencionales (Biacore,
GE Healthcare). El nivel de inmovilizacion fue de aproximadamente 200-300 UR. Las
moléculas biespecificas de célula T anti-FolR1 se pasaron a una concentracién de
11,1 a 900 nM (para las variantes de afinidad reducida de 16D5) o de 0,2 a 500 nM
(para las moléculas adicionales de afinidad intermedia y para 36F2) con un caudal
de 30 pl/minuto a través de las celdas de flujo durante 180 segundos. La disociacion
se control6 durante 240 o 600 segundos. La superficie de la microplaca se regeneré
después de cada ciclo usando una inyeccion doble durante 30 s de glicina-HCI 10
mM pH 1,5. Las diferencias del indice refractivo en bruto se corrigieron restando la
respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia inmovilizada con fusion de IL2R
murino-Fc biotinilada recombinante (receptor fusionado a Fc no relacionado). Las
curvas de unién resultantes de la union bivalente de las moléculas biespecificas de
célula T se aproximaron a una union 1:1 de Langmuir (aunque es una union 1:2) y se
ajustaron con ese modelo para obtener una KD aparente que representase la avidez
de la unién bivalente. Las constantes de avidez aparentes para las interacciones
procedieron de las constantes de velocidad del ajuste usando el programa
informatico Bia Evaluation (GE Healthcare).

Tabla 47: Unién bivalente (avidez con KD aparente) de moléculas biespecificas de

célula T anti-FolR1 (TCB) a FolR1 humano, de cinomolgo y murino.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
aparente
TCB 16D5 huFolR1 1,68E+05 4,33E-04 3 nM
cyFolR1 2,08E+05 6,95E-04 3 nM
TCB 16D5 huFolR1 | 1 49E+05 | 2,09E-03 10 nM
G49S/S93A oyFOIR1
4,54E+05 7,84E-03 20 nM
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TCB 16D5 huFolR1 1,32E+05 | 5,86E-03 40 nM
G49S/K53A cyFolR1
3,73E+05 | 2,56E-02 70 nM
TCB 16D5 W96Y huFolR1 1,15E+05 | 1,44E-03 10 nM
cyFolR1 1,37E+05 | 1,68E-03 10 nM
TCB 16D5 huFolR1 1,24E+05 | 1,40E-03 10 nM
WO96Y/D52E cyFolR1 5,17E+05 | 1,41E-02 30 nM
TCB 36F2 huFolR1 1,12E+06 | 7,90E-03 7 nM
cyFolR1 1,97E+06 | 1,10E-02 6 nM
muFolR1 554E+05 | 1,47E-03 3 nM
TCB 6E10 huFolR1 7,93E+06 | 8,74E-03 1nM
cyFolR1 5,56E+06 | 5,72E-03 1nM
TCB 14B1 huFolR1 1,12E+06 | 1,40E-03 1nM
cyFolR1 1,02E+06 | 1,66E-03 2 nM
muFolR1 8,03E+06 8,20 0,1 nM
TCB 9C7 huFolR1 1,18E+06 | 1,42E-03 1nM
cyFolR1 4,98E+06 | 4,82E-03 1nM

3. Afinidad por el receptor 1 de folato

La afinidad de la interaccion entre las moléculas biespecificas de célula T anti-FolR1
y los receptores de folato recombinantes se determind tal como se describe a
continuacion (Tabla 48).

Para medir la afinidad, se acoplaron aproximadamente 12000 unidades de
resonancia (UR) del anticuerpo especifico anti-Fab humano (kit de captura de Fab,
GE Healthcare) sobre una microplaca CM5 a pH 5,0 usando el kit de acoplamiento
de amina convencional (GE Healthcare). Se capturaron moléculas biespecificas de
célula T anti-FolR1 a 20 nM con un caudal de 10 pl/min durante 40 s, la celda de
flujo de referencia se dejo sin captura. Se hicieron pasar diluciones en serie (12,3 a
3000 nM) de fusion de receptor 1 de folato humano, de cinomolgo o murino a Fc en
todas las celdas de flujo a 30 pl/min durante 240 s para registrar la fase de
asociacion. La fase de disociacion se controld durante 300 segundos y se activo
cambiando de soluciéon de muestra a HBS-EP. La superficie de la microplaca se
regener6 después de cada ciclo usando una inyeccion doble durante 60 s de glicina-
HCI 10 mM pH 2,1. Se corrigieron las diferencias del indice refractivo en bruto
restando la respuesta obtenida en la celda de flujo de referencia. Las constantes de
afinidad para las interacciones se derivaron de las constantes de velocidad
ajustando a una unidén 1.1 de Langmuir usando el programa informatico Bia

Evaluation (GE Healthcare). Para las cinéticas de afinidad con fases de asociacion y
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disociacion demasiado rapidas como para ajustarlas a un modelo de union de
Langmuir 1:1, se aplic6 el modelo de andlisis de estado estacionario usando el
programa informético Bia Evaluation (GE Healthcare). El analisis de estado
estacionario proporciona la KD de la reaccion de union en el equilibrio.

Tabla 48: Unidbn monovalente (afinidad) de moléculas biespecificas de célula T

(TCB) anti-FolR1 a FolR1 humano, de cinomolgo y murino.

Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
TCB 16D5 huFolR1 1,22E+04 7,02E-04 57 nM
cyFolR1 1,29E+04 1,71E-03 130 nM
TCB 16D5 huFolR1 | 101E+04 | 8,37E-03 830 nM
G49S/S93A cyFolR1
2,05E+04 8,60E-03 420 nM
TCB 16D5 huFolR1 9,17E+03 1,59E-02 1700 nM
G49S/K53A cyFolR1 1900 nM
(andlisis de
estado
estacionario)
TCB 16D5 W96Y huFolR1 1,11E+04 4,05E-03 370 nM
cyFolR1 1,17E+04 5,16E-03 440 nM
TCB 16D5 huFolR1 1400 nM
W96Y/D52E (andlisis de
estado
estacionario)
cyFolR1 5600 nM
(analisis de
estado
estacionario)
TCB 36F2 huFolR1 1400 nM
(analisis de
estado
estacionario)
cyFolR1 1500 nM
(analisis de
estado
estacionario)
muFolR1 3,50E+04 1,73E-02 490 nM
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Analito Ligando ka (1/Ms) kd (1/s) KD
TCB 6E10 huFolR1 1200 nM
(analisis de
estado

estacionario)
cyFolR1 1500 nM
(analisis de

estado

estacionario)

TCB 14B1 huFolR1 6,16E+04 3,03E-02 490 nM
cyFolR1 1200 nM
(andlisis de
estado

estacionario)

muFolR1 7,03E+04 2,28E-03 30 nM

TCB 9C7 huFolR1 840 nM
(analisis de

estado

estacionario)
cyFolR1 1400 nM

(analisis de

estado

estacionario)

Las mutaciones introducidas en las moléculas de unién a 16D5 reducen su afinidad
a FolR1 de ser humano y de cinomolgo tal como se determina mediante resonancia
de plasmoén superficial. La clasificacion con afinidad descendente es 16D5 WT (57
nM)> WO6Y (6,5 veces menor)> G49S/S93A (14,5 veces menor)> W96Y/D52E (24,5
veces menor)> G49S/K53A (30 veces menor). Se puede observar la misma
clasificacion en los valores de avidez, aunque las diferencias de nimero de veces
son menores, 16D5 WT (3nM)> W9I6Y, G49S/S93A, WI6Y/D52E (3 veces menor)>
G49S/K53A (13 veces menor).

Las moléculas de unién de afinidad intermedia tienen la siguiente clasificacion en
cuanto a su afinidad 16D5 (57 nM)>14B1 (8,5 veces menor)> 9C7 (15 veces menor)
> 6E10 (21 veces menor)>36F2 (24,5 veces menor). Estas diferencias, sin embargo,
desaparecen en la medida de avidez, 14B1, 9C7, 6E10 (1nM)> 16D5 (3 nM) > 36F2
(7 nM).

El TCB 16D5 WO96Y/D52E aborda los problemas observados con candidatos
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anteriores. TCB 16D5 W96Y/D52E esta basado en la molécula de union 16D5 de
cadena ligera comun y tiene dos mutaciones puntuales en la cadena pesada
respecto de la molécula de union 16D5 progenitora. La mutacién W96Y reduce la
afinidad de la molécula de unién a FolR1 en comparacion con la molécula de unién
progenitora y la mutacion D52E elimina el sitio de desamidacion y también
contribuye a la reduccion de la afinidad. TCB 16D5 W96Y/D52E se une a FolR1 de
ser humano y de cinomolgo, pero no a FolR1 murino. Es especifico para FoIR1 y no
se une a FolR2 humano recombinante o a FolR3 humano. La afinidad (unién
monovalente) de 16D5 W96Y/D52E es de aproximadamente 1,4 pM para FolR1
humano (24.5 veces menor que la molécula de unién 16D5 progenitora) y la avidez
(unién bivalente) de aproximadamente 10 nM (3 veces menor que la molécula de

union 16D5 progenitora).

Ejemplo 52
Eliminacion de células HelLa, SKov-3 y HT-29 inducid a por TCB de FolR1
intermedios
La eliminacién por células T mediada por moléculas de union a FolR1 intermedias
(CB 6E10, TCB 14B1 y TCB 9C7), se evalu6 en células Hela (FolR1 alto), SKov-3
(FolR1 medio) y HT-29 (FolR1 bajo). TCB 16D5 y TCB 36F2 se incluyeron como
puntos de referencia. Se usaron PBMC humanos como efectores y se detectd la
eliminacion a las 24 h y 48 h de incubacion con los anticuerpos biespecificos. En
resumen, las células diana se recogieron con tripsina/EDTA, se lavaron, y se
emplacaron a una densidad de 25.000 células/pocillo usando placas de 96 pocillos
de fondo plano. Se dejé que las células se adhiriesen durante toda la noche. Se
prepararon células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante
centrifugacion de densidad Histopaque de preparaciones enriquecidas en linfocitos
(capas leucocitarias) obtenidas de donantes humanos sanos. Se diluy6 la sangre
fresca con PBS estéril y se dispuso en capas sobre un gradiente Histopaque (Sigma,
n.° H8889). Después de la centrifugaciéon (450 x g, 30 minutos, temperatura
ambiente), el plasma por encima de la interfase que contenia PBMC se desechd y se
transfirieron los PBMC a un nuevo tubo falcon rellenado posteriormente con 50 ml de
PBS. La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos, temperatura ambiente), se
desechd el sobrenadante y el sedimento de PMBC se lavé dos veces con PBS
estéril (etapas de centrifugacion a 350 x g, 10 minutos). La poblacion de PBMC
resultante se contd de manera automatica (ViCell) y se almacené en medio
RPMI1640 que contenia FCS al 10 % y L-alanil-L-glutamina al 1 % (Biochrom,
K0302) a 37 C, CO, al 5 % en un incubador de células hasta su uso posterior (no
mas de 24 h). Para el ensayo de eliminacion, se afadié el anticuerpo a las

concentraciones indicadas (intervalo de 0,01 pM - 10 nM en triplicados). Los PBMC
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se afiadieron a las células diana a una relacion E:T final de 10:1. La eliminacion de
células diana se evaluo tras 24 h y 48 h de incubacion a 37 C, CO , al 5 % mediante
la cuantificacion de LDH liberado en los sobrenadantes celulares por células
apoptéticas/necroticas (kit de deteccion de LDH, Roche Applied Science, n.° 11 644
793 001). La lisis maxima de las células diana (= 100 %) se logr6 mediante
incubacion de las células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis minima (= 0 %) se
refiere a las células diana incubadas conjuntamente con células efectoras sin
construccion biespecifica.

Los resultados demuestran que la lisis tumoral inducida por las moléculas de union a
FolR1 intermedias (TCB 6E10, TCB 14B1 y TCB 9C7) varia entre la obtenida para el
TCB 16D5 de alta afinidad y la del TCB 36F2 de baja afinidad (Fig. 36A-F). Entre las
moléculas de union a FolR1 intermedias, TCB 14B1 muestra la eliminacion mas
fuerte, tal como se puede observar tras 48 h de incubacion (Fig. 36D-F). Los valores
de CES50 relacionados con los ensayos de eliminacion tras 24 h y 48 h de
incubacion, calculados usando GraphPadPrism6, se proporcionan en la tabla 49 y en
la tabla 50.

Tabla 49: Valores de CE50 (pM) para la eliminacién mediada por células T de
células HelLa, SKov-3 y HT-29 inducida por los TCB intermedios de FolR1 tras 24 h

de incubacion.

CE50 [pM]

Anticuerpo Hela SKov-3 HT-29
TCB 6E10 6,5 n.d. *n.d.
TCB 14B1 8,5 30,1 *n.d.
TCB 9C7 2,8 741,4 *n.d.
TCB 16D5 2,2 15 *n.d.
TCB 36F2 31,1 *n.d. *n.d.

* No determinado

Tabla 50: Valores de CE50 (pM) para la eliminacién mediada por células T de
células HelLa, SKov-3 y HT-29 inducida por los TCB intermedios de FolR1 tras 48 h

de incubacion.

CE50 [pM]
Anticuerpo Hela SKov-3 HT-29
TCB 6E10 2,1 2164,0 *n.d.
TCB 14B1 55 4,7 397,7
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TCB 9C7 4,3 519,6 *n.d.
TCB 16D5 2,3 *n.d. 4,9
TCB 36F2 10,5 *n.d. n.d.

* No determinado

Ejemplo 53
Eliminacion por células T de células HelLa, SKov-3 y HT-29 inducida por las

variantes de 16D5 de afinidad reducida

La eliminacion por células T mediada por variantes de 16D5 de afinidad reducida
(TCB 16D5-G49S/S93A, TCB 16D5-G49S/K53A, TCB 16D5 W96Y, TCB 16D5
WO96Y/D52E) se evalu6 en células HelLa (FolR1 alto), SKov-3 (FolR1 medio) y HT-29
(FolR1 bajo). TCB 16D5 y TCB 36F2 se incluyeron como puntos de referencia. El

ensayo se efectud tal como se describe anteriormente (ejemplo 52).

Los resultados demuestran que la lisis tumoral inducida por variantes de 16D5 de
afinidad reducida (TCB 16D5-G49S/S93A, TCB 16D5-G49S/K53A, TCB 16D5
WO6Y, TCB 16D5 W96Y/D52E), varia entre la obtenida para el TCB 16D5 de alta
afinidad y el TCB 36F2 de baja afinidad. Los valores de CE50 relacionados con los
ensayos de eliminacion tras 24 h y 48 h de incubacién, calculados usando
GraphPadPrism6, se proporcionan en la tabla 51 y en la tabla 52 (Fig. 37A-F).

Tabla 51: Valores de CE50 (pM) para la eliminacion mediada por células T de
células HelLa, SKov-3 y HT-29 que expresan FolR1 inducida por TBC 16D5 y sus

variantes de afinidad reducida tras 24 h de incubacion.

CE50 [pM]
Anticuerpo Hela SKov-3 HT-29
TCB 16D5 2,2 15 *n.d.
TCB 16D5-
2,3 430,4 *n.d.
G49S/S93A
TCB 16D5-
4.4 1701,9 *n.d.
G49S/K53A
TCB 16D5
3,0 164,5 *n.d.
WI6Y
TCB 16D5
1,3 235,4 *n.d.
WO96Y/D52E
TCB 36F2 31,1 *n.d. *n.d.

* No determinado
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Tabla 52: Valores de CE50 (pM) para la eliminacién mediada por células T de
células HelLa, SKov-3 y HT-29 que expresan FolR1 inducida por TBC 16D5 y sus

variantes de afinidad reducida tras 48 h de incubacion.

CE50 [pM]

Anticuerpo Hela SKov-3 HT-29
TCB 16D5 2,3 0,1 4,9
TCB 16D5-

0,9 95,9 99,3
G49S/S93A
TCB 16D5-

0,5 950,4 1790,7
G49S/K53A
TCB 16D5

1,8 24,7 99,3

WI6Y

TCB 16D5

0,9 93,0 399,4
WO96Y/D52E
TCB 36F2 10,5 968,5 *n.d.

* No determinado

Por lo tanto, al igual que con el TCB 36F2 FOLR1 descrito anteriormente, El
TCB 16D5 W96Y/D52E diferencia entre células de alta y baja expresion, lo que es
de especial importancia para reducir la toxicidad, y que las células de algunos tejidos
normales, no tumorales expresan niveles muy bajos de FolR1 (aproximadamente
menos de 1000 copias por célula). De manera coherente con esta observacion, los
resultados discutidos en el ejemplo 54 méas adelante demuestran que el TCB 16D5
WO96Y/D52E induce niveles mucho mas bajos de eliminacion mediada por células T
de células primarias (Fig. 38A-F) en comparacién con el TCB 16D5 progenitor.
Como tales, los TCB 16D5 W96Y/D52E median una eliminacién potente de tejidos
tumorales con expresion alta o media de FolR1, pero no de tejidos normales con
baja expresion. TCB 16D5 W96Y/D52E en el formato bivalente 2+1 comprende
restos de unién a FolR1 de relativamente baja afinidad pero posee un efecto de
avidez que permite diferenciar entre células con alta y baja expresion de FolR1.
Debido a que las células tumorales expresan FolR1 a niveles elevados o
intermedios, este TCB se une de manera selectiva a células tumorales y no a células
normales no cancerosas que expresan FolR1 a niveles bajos o en absoluto. Como
ventaja adicional frente al TCB de FolR1 36F2 descrito anteriormente, el TCB 16D5
WO96Y/D52E se une especificamente a FolR1 y no a FolR2 o FolR3, potenciando
adicionalmente su seguridad para tratamiento in vivo.
Ademas de las caracteristicas ventajosas anteriores, el TCB 16D5 W96Y/D52E en el

formato invertido bivalente 2+1 tiene también la ventaja de que no necesita
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reticulacion quimica u otra estrategia hibrida. Esto lo hace adecuado para la
fabricacion de un medicamento para tratar a pacientes, por ejemplo, pacientes que
tienen tumores cancerosos positivos a FolR1. ElI TCB 16D5 W96Y/D52E en el
formato invertido bivalente 2+1 puede producirse usando procesos de CHO
convencionales con bajos agregados. Ademas, el TCB 16D5 W96Y/D52E en el
formato bivalente 2+1 comprende secuencias humanas y humanizadas, haciéndolo
superior a las moléculas que emplean polipéptidos de rata y murinos que son
altamente inmunogénicos cuando se administran a seres humanos. Ademas, el TCB
16D5 WO96Y/D52E en el formato bivalente 2+1 se disefid por ingenieria genética
para suprimir la unidbn a FcgR y, como tal, no causa reticulacion con FcgR y
reacciones a la infusién, potenciando ademas su seguridad cuando se administra a
pacientes.

Tal como se ha demostrado por los resultados descritos anteriormente, su geometria
de cabeza a cola hace que el TCB 16D5 W96Y/D52E en el formato invertido
bivalente 2+1 sea una molécula altamente potente que induce la eliminacion
absoluta de la célula diana. Su bivalencia magnifica la avidez y la potencia, pero
también permite diferenciar entre células con alta y baja expresién. Su preferencia
por células de expresion alta o media de diana debido a su efecto de avidez reduce
la toxicidad resultante de la eliminacibn mediada por células T de células normales
gue expresan FolR1 a niveles bajos.

Una ventaja adicional del TCB 16D5 W96Y/D52E en el formato bivalente 2+1 y otras
realizaciones divulgadas en el presente documento es que su desarrollo clinico no
necesita del uso de moléculas subrogadas ya que se unen a FolR1 humano y de
cinomolgo. Como tales, las moléculas divulgadas en el presente documento
reconocen un epitopo distinto al de los anticuerpos para FolR1 descritos
anteriormente que no reconocian a FolR1 de ambas especies (véase también la Fig.
41).

Ejemplo 54
Eliminacion por células T de células primarias indu cida por variantes de 16D5
de afinidad reducida y TCB de FolR1 de afinidad int  ermedia

La eliminacion por células T mediada por variantes de 16D5 de afinidad reducida
(TCB 16D5-G49S/S93A, TCB 16D5 W96Y/D52E) y la molécula de uniéon a FolR1
intermedia TCB 14B1 se evalud en células primarias (células epiteliales corticales
renales humanas (HRCEpIC) (ScienCell Research Laboratories; n.° de cat. 4110) y
células epiteliales pigmentarias retinales humanas (HRPEpIC) (ScienCell Research
Laboratories; n.° de cat. 6540)). Se incluyeron células HT-29 (FolR1 bajo) como

linea celular de control. TCB 16D5 y TCB 36F2 se incluyeron como puntos de
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referencia'y TCB DP47 sirvié como control sin unién.

El ensayo se llevo a cabo tal como se describe en el ejemplo 52, con un intervalo de

concentracion de los anticuerpos de 0,1 pM — 100 nM (en triplicados).

Cuando se usan células primarias humanas como diana, la lisis general es mucho
mas baja debido a una velocidad de expresion menor de FolR1 en estas células (Fig.
38A-F). Para la molécula de unién a FolR1 de alta afinidad TCB 16D5 puede
observarse una lisis mediada por células T en ambos tipos de células primarias
empleados. Tal como se observd previamente cuando se usaron lineas celulares
tumorales como diana, la lisis inducida por la molécula de unién a FolR1 intermedia
TCB 14B1 y las variantes de 16D5 de afinidad reducida (TCB 16D5-G49S/S93A,
TCB 16D5 W96Y/D52E), varia entre la obtenida para el TCB 16D5 de alta afinidad y
el TCB 36F2 de baja afinidad. La lisis significativamente reducida de las células que
expresan FolR1 a bajos niveles es consistente con la baja actividad fuera de la diana
y se espera que las variantes de 16D5 de baja afinidad TCB 16D5-G49S/S93A y
TCB 16D5 W96Y/D52E, por lo tanto, se toleren bien in vivo.

Ejemplo 55
FC de una sola dosis de construcciones de TCB de FO  LR1 en ratones NOG
hembra

Se mantuvieron ratones NOD/Shi-scid/IL-2Rynull (NOG) hembra de una media de
edad de 8-10 semanas al inicio del experimento (comprados a través de Taconic,
instalacion SOPF) en condiciones libres de patdogenos especificos con ciclos diarios
de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las guias institucionales (GV-Solas;
Felasa; TierschG). El protocolo de estudio experimental se revisé y aprobé por el
gobierno local (ZH193/2014). Tras su llegada, se mantuvo a los animales durante
una semana para acostumbrarse al nuevo ambiente y para su observacion. Se llevo
a cabo un control continuo de la salud de manera regular.

Se llevo a cabo un estudio farmacocinético de una sola dosis (SDPK) para evaluar la
exposicion de las construcciones de TCB de FolR1 (36F2, 16D5, 16D5 G49S/S93A 'y
16D5 W96Y/D52E). Se administrd una administracion de bolo i.v. de 0,5 mg/kg a
ratones NOG y se extrajeron muestras de sangre en momentos seleccionados para
la evaluacion farmacocinética. Se analizaron mediante ELISA muestras de suero de
ratén. Se afiadieron paso a paso a-huCD3-CDR biotinilado (mAb<ID-mAb<CD3>>M-
4.25.93-1gG-Bi), muestras de ensayo, anticuerpo a-huFc marcado con digoxigenina
(mAb<H-FC pan>M-R10Z8E9-1gG-Dig) y anticuerpo de deteccion anti-digoxigenina
(POD) a una placa de microtitulacion de 96 pocillos recubierta con estreptavidina y
se incubaron después de cada etapa durante 1 h a temperatura ambiente. La placa



199

se lavo tres veces después de cada etapa para eliminar las sustancias no unidas.
Finalmente, se visualizd el complejo unido a peroxidasa afiadiendo solucién de
sustrato ABTS para formar un producto de reaccién coloreado. La intensidad del
producto de reaccién, que se determina fotométricamente a 405 nm (con longitud de
onda de referencia a 490 nm), es proporcional a la concentraciéon de analito en la
muestra de suero. El intervalo de calibracion de la curva patron para las
construcciones es de 0,078 a 5 ng/ml, siendo 1,5 ng/ml el limite inferior de
cuantificacion (LIDC).

El estudio FCDU revel6 un perfil FC similar a 1gG para las construcciones 16D5,
16D5 W96Y/D52E y 16D5 G49S/S93A (Fig. 39A-B). Debido a esto, se selecciono
una pauta de una vez a la semana para el estudio de eficacia (Fig. 40B). La
semivida para 36F2 es menor comparada con los demas clones. 36F2 es la Unica de
las cuatro moléculas ensayadas que tiene reactividad cruzada con FolR1 de raton, lo
que puede explicar la menor semivida para esta molécula e indica una DFMD

(disposicion de farmaco mediada por diana).

Ejemplo 56
Eficacia invivo de construcciones de TCB de FOLRL1 (16D5, 16D5 G49S /S93Ay
16D5 W96Y/D52E) tras la transferencia de PBMC human os en ratones NOG
portadores de HelLa
Las construcciones de TCB de FolR1 se ensayaron en la linea celular HeLa de
cancer de cuello de utero humano que expresan FolR1, inyectada por via s.c. en
ratones NOG a los que se les ha injertado PBMC.
Las células HelLa se obtuvieron originariamente de la ATCC (CCL2) y después de su
expansion se depositaron en el banco de células interno de Roche-Glycart. La linea
celular de tumor se cultivd de manera rutinaria en RPMI que contenia FCS al 10 %
(Gibco) a 37 T en una atmosfera saturada de agua con CO; al 5 %. El pase 13 se
usé para trasplante, a una viabilidad > 95 %. Se inyectaron 1 x 10° células por
animal por via s.c. en el flanco derecho de los animales en un total de 100 ul de
medio de cultivo celular RPMI (Gibco).
Se mantuvo a 60 ratones NOG hembra, de 8-10 semanas de edad al comienzo del
experimento (criados en Taconic, Dinamarca) en condiciones libres de patégenos
con ciclos diarios de 12 h de luz/12 h de oscuridad de acuerdo con las guias
institucionales (GV-Solas; Felasa; TierschG). El protocolo de estudio experimental se
revisé y aprobo por el gobierno local (ZH193/2014). Tras la llegada, se mantuvo a los
animales durante una semana para acostumbrarse al nuevo ambiente y para su
observacion. Se llevo a cabo un control continuo de la salud de manera regular.
De acuerdo con el protocolo del estudio, se inyect6 a los ratones por via s.c, en el

dia 0 del estudio con 1 x 10° células HeLa. En el dia 30 del estudio, cuando el tumor



200

alcanzé un tamafo de aproximadamente 150 mm3, se aislaron PBMC humanos de
un donante sano mediante el método de Ficoll y se inyectaron 10 x 10° células por
via i.v. en los ratones portadores de tumores. Dos dias después (dia 32), se
aleatoriz6 a los ratones y se distribuyeron de manera uniforme en seis grupos de
tratamiento (n = 10) seguido de inyeccion por via i.v. con 16D5 (0,5 mg/kg), 16D5
G49S/S93A (2,5 0 0,5 mg/kg) y 16D5 W9O6Y/D52E (2,5 o 0,5 mg/kg). Se inyecto a
todos los grupos de tratamiento una vez a la semana durante un total de tres
semanas. Se inyectaron a los ratones 200 pl de la solucién adecuada. Se inyectd a
los ratones en el grupo de vehiculo con PBS. Para obtener la cantidad adecuada de
TCB por cada 200 pl, las soluciones madre se diluyeron con PBS cuando fue
necesario. El crecimiento tumoral se midié una vez a la semana usando un calibre

(Figura 40C-E) y se calculé el volumen tumoral del modo siguiente:
Vr: (A2/2) x L (A: Anchura L: Longitud)

La inyeccion una vez a la semana de las construcciones de TCB de FolR1 dio como
resultado una regresiéon tumoral significativa (Fig. 40C-E). La eficacia de 16D5 (0,5
mg/kg) y 16D5 W96Y/D52E16D5 (0,5 mg/kg) fue comparable, mientras que 16D5
G49S/S93A (0,5 mg/kg) mostré una potencia ligeramente menor. Las dosis mayores
de 2,5 mg/kg de 16D5 W96Y/D52E16D5 y de 16D5 G49S/S93A no mostraron una
eficacia aumentada en comparacion con las dosis de 0,5 mg/kg. Para las lecturas
FD, se sacrificé a los ratones en el dia 52, se extirparon los tumores, se pesaron y se
prepararon suspensiones de células individuales mediante una digestion enzimatica
con colagenasa V, dispasa Il y DNasa para su posterior analisis FACS. Los tumores
explantados de todos los grupos de tratamiento mostraron un peso tumoral
significativamente menor a la terminacion del estudio en comparacion con los
tumores de control de vehiculo (Fig. 40F). Las suspensiones de células individuales
de tumores se tifileron para huCD45 y huCD3 y DAPI para la exclusion de células
muertas y se analizaron en el dispositivo BD Fortessa. Los analisis FACS revelaron
nameros estadisticamente mayores de células T humanas positivas a CD3 infiltradas
en el tejido tumoral tras el tratamiento con 16D5 asi como con 16D5

WO96Y/D52E16D5 en comparacion con los tumores de control de vehiculo (Fig. 40C).

Ejemplo 57
Estudio de toxicidad en mono cinomolgo
Se efectua un estudio farmacocinético (FC), farmacodinamico (FD) y de tolerabilidad
para investigar la tolerabilidad, FC y efectos FD de una sola dosis intravenosa de
TCB variantes de 16D5 de afinidad reducida (por ejemplo, TCB 16D5-G49S/S93A,
TCB 16D5 WO96Y/D52E) en monos cinomolgos. En este estudio, los monos

cinomolgos no expuestos previamente, (1 mono macho y 1 mono hembra/grupo),
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que incluye TCB 16D5 W96Y/D52E, siguiendo un protocolo de escalado de la dosis.
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Los niveles de dosificacion ejemplares incluyen 0,003, 0,03, y 0,09 mg/kg.

evaluaron parametros de
corporales, quimica hematoldgica y clinica) y las cinéticas de los niumeros de células
T y su estado de activacion en sangre y la cinética de liberacion de citocinas.
También se recogen muestras de sangre para FC durante un periodo de 28 dias
para medir los TCB variantes de 16D5 de afinidad reducida, que incluye TCB 16D5

WO96Y/D52E, de anticuerpos anti-farmaco.

Secuencias de aminoacidos de realizaciones ejemplar  es

toxicidad convencionales (signos clinicos,

1) Moléculas de unién a FolR en formato de cadena ligera comun, cadena

pesada variable

Descripci6

n

Secuencia

SEC
ID N°

16A3

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYAGVTPFDYWG
QGTLVTVSS

1

18D3

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYTGGSSAFDYW
GQGTLVTVS

15H7

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYLESTSEDYWGQ
GTLVTVSS

15B6

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYIGIVPEDYWGQ
GTLVTVSS

21D1

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYVGVSPFDYWG
QGTLVTVSS

pesos
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Descripcid Secuencia SEC

n ID N°

16F12 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 6
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNETVLRVPFDYWG
QGTLVTVSS

15A1 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 7
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYYIGVVTEDYWGQ
GTLVTVSS

15A1 CDR | SYYMH 8

1

15A1 CDR | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

2

15A1 CDR | NYYIGVVTFDY 10

3

19E5 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 11
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGEWRRYTSFDYWG
QGTLVTVSS

19E5 CDR | SYYMH 8

1

19E5 CDR | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

2

19E5 CDR | GEWRRYTSFDY 12

3

19A4 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 13
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGWIRWEHEDYWG
QGTLVTVSS

19A4 CDR | SYYMH 8

1

19A4 CDR | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

2

19A4 CDR | GGWIRWEHFDY 14

3
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Descripcid Secuencia SEC

n ID N°

16D5 EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 15
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISR
DDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYW
GQGTLVTVSS

16D5 CDR | NAWMS 16

1

16D5_CDR | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

2

16D5 CDR | PWEWSWYDY 18

3

15E12 EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 19
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISR
DDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSYFDYWG
QGTLVTVSS

15E12_CD NAWMS 16

R1

15E12 CD | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

R2

15E12 _CD PWEWSYEDY 20

R3

21A5 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 21
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISR
DDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWAWEDYW
GQGTLVTVSS

21A5 CDR | NAWMS 16

1

21A5 CDR | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

2

21A5 CDR | PWEWAWFDY 22

3

21G8 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 23
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISR
DDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWAYEDYWG
QGTLVTVSS

21G8_CDR | NAWMS 16

1
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Descripcid Secuencia SEC

n ID N°

21G8 CDR | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

2

21G8_CDR | PWEWAYFDY 24

3

19H3 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 25
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARTGWSRWGYMDYW
GQGTLVTVSS

19H3 _CDR | SYYMH 8

1

19H3 CDR | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

2

19H3_CDR | TGWSRWGYMDY 26

3

20G6 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 27
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGEWIRYYHFDYWG
QGTLVTVSS

20G6_CDR | SYYMH 8

1

20G6_CDR | INPSGGSTSYAQKFQG 9

2

20G6_CDR | GEWIRYYHEDY 28

3

20H7 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 29
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARVGWYRWGYMDYW
GQGTLVTVSS

20H7_CDR | SYYMH 8

1

20H7_CDR | INPSGGSTSYAQKFQG 9

2

20H7_CDR | VGWYRWGYMDY 30

3

2) cadena ligera comun (CLC) de molécula de unién a CD3
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Descripcid Secuencia SEC ID

n N°

cadena QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW |31

ligera de VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL

CD3 comun | TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

(VL)

cadena GSSTGAVTTSNYAN 32

ligera CD3

comun_CD

R1

cadena GTNKRAP 33

ligera CD3

comun_CD

R2

cadena ALWYSNLWV 34

ligera CD3

comun_CD

R3

cadena QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 35

ligera de VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL

CD3 comun | TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLGQP

(VLCL) KAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAW
KADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWK
SHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

3) molécula de union a CD3, cadena pesada

Descripcio Secuencia SEC

n ID N°

cadena EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVR | 36

pesada QAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDSK

variable de | NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWFAYWG

CD3 (VH) QGTLVTVSS

cadena TYAMN 37

pesada

variable de

CD3

(VH)_CDR1
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Descripcio Secuencia SEC
n ID N°
cadena RIRSKYNNYATYYADSVKG 38
pesada
variable de
CD3
(VH)_CDR2
cadena HGNFGNSYVSWFAY 39
pesada
variable de
CD3
(VH)_CDR3
cadena EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVR | 40
pesada QAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDSK
completa de | NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWFAYWG
CD3 QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
(VHCH1)_ | YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
cadena ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS | 84
pesada WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
constante YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
de CD3
CH1
4) Moléculas de unién a FolIR utiles para formato crossfab
Descripcidon  Secuencia SEC
ID N°
11F8_VH QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWV | 41
RQAPGQGLEWMGGIIPIFEGTANYAQKFQGRVTITADKS
TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARAVEYRAWYSFDYWG
QGTTVTVSS
11F8 VH_C | SYAIS 42
DR1
11F8_VH_C | GIIPIFGTANYAQKFQG 43
DR2
11F8 VH_C | AVFYRAWYSFEDY 44

DR3
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Descripcidon  Secuencia SEC
ID N°

11F8 VL DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQ | 45
KPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISS
LOQPDDFATYYCQOQYTSPPPTFGQGTKVEIK

11F8_VL_CD | RASQSISSWLA 46

R1

11F8_VL_CD | DASSLES 47

R2

11F8 VL_CD | QQYTSPPPT 48

R3

36F2_VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 49
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOQGRVTMTHDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARSFETGFHLDYWGQ
GTLVTVSS

36F2_VH_C | SYYMH 8

DR1

36F2_VH_C | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

DR2

36F2_VH_C | SFFTGFHLDY 50

DR3

36F2_VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ |51
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQYTNEHYYTFGQGTKVEIK

36F2_VL_CD | RASQSVSSSYLA 52

R1

36F2_VL_CD | GASSRAT 53

R2

36F2_VL _CD | QQYTNEHYYT 54

R3

9D11 VH QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 55
RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGT
LVTVSS

9D11_VH_C | SYYMH 8

DR1

9D11 VH_C | IINPSGGPTSYAQKFQG 56

DR2
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Descripcidon  Secuencia SEC
ID N°

9D11 VH C | GDFAWLDY 57

DR3

9D11 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 58
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMOQASIMNRTFGQGTKVEIK

9D11 VL_CD | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

R1

9D11_VL_CD | LGSNRAS 60

R2

9D11 VL_CD | MQASIMNRT 61

R3

9D11 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 62

N95S WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMQASIMSRTFGQGTKVEIK

9D11 VL MQASIMSRT 63

N95S_CDR3

9D11 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 64

N95Q WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMOQASIMORTFGQGTKVEIK

9D11 VL MQASIMQRT 65

N95Q_CDR3

9D11 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 66

TI97A WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMQASIMNRAFGQGTKVEIK

9D11 VL MQASIMNRA 67

T97A

9D11 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 68

T97N WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMQASIMNRNFGQGTKVEIK

9D11 VL MQASIMNRN 69

T97N_CDR3

5D9 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWY | 70

RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQOKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARSYIDMDYWGQGTLV

TVSS
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Descripcidon  Secuencia SEC
ID N°

5D9 VH CD | SYYMH 8

R1

5D9 VH_CD | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

R2

509 VH _CD | SYIDMDY 71

R3

5D9 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ |72
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQODNWSPTFGQGTKVEIK

5D9 VL_CD | RASQSVSSSYLA 52

R1

5D9 VL_CD | GASSRAT 53

R2

5D9 VL_CD | QQDNWSPT 73

R3

6B6_VH QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 74
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARSYVDMDYWGQGTL
VTVSS

6B6_VH_CD | SYYMH 8

R1

6B6_VH_CD | INPSGGSTSYAQKFQG 9

R2

6B6_VH_CD | SYVDMDY 75

R3

6B6_VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ | 76
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQODIWSPTFGQGTKVEIK

6B6_VL_CD | RASQSVSSSYLA 52

R1

6B6_VL_CD | GASSRAT 53

R2

6B6_VL_CD | QQDIWSPT 77

R3
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Descripcidon  Secuencia SEC
ID N°

14E4 VH EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYV | 78
RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDSSYVEWYAFDYWG
QGTLVTVSS

14E4 VH_C | SYAMS 79

DR1

14E4 VH_C | AISGSGGSTYYADSVKG 80

DR2

14E4 VH_C | DSSYVEWYAFDY 81

DR3

14E4 VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ | 82
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDSTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQPTSSPITFG QGTKVEIK

14E4 VL_CD | RASQSVSSSYLA 52

R1

14E4 VL_CD | GASSRAT 53

R2

14E4 VL_CD | QQPTSSPIT 83

R3

5) molécula de union a CD3 util en formato crossfab

Descripcid Secuencia SECID

n N°

cadena EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWYV | 36

pesada de RQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRD

CD3 (VH) DSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWF
AYWGQGTLVTVSS

cadena TYAMN 37

pesada

variable de

CD3

(VH)_CDR1
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Descripcid Secuencia SEC ID
n N°
cadena RIRSKYNNYATYYADSVKG 38
pesada

variable de

CD3

(VH)_CDR2

cadena HGNFGNSYVSWFAY 39
pesada

variable de

CD3

(VH)_CDR3

cadena QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 31
ligera de VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL
CD3 (VL) TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

cadena GSSTGAVTTSNYAN 32
ligera

CD3_CDR1

cadena GTNKRAP 33
ligera

CD3_CDR2

cadena ALWYSNLWV 34
ligera

CD3_CDR3

pETR12940 | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 86
: cadena VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL
ligera TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA
comun de STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV

CD3 SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
(VLCH1) TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

cadena EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWYV | 87
pesada de RQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRD
CD3 DSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWF
cruzada AYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
(VHC); por | VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
ejemplo, en | DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK

pCON1057

SFNRGEC
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Descripcid Secuencia SEC ID

n N°

CD3- CH1 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT | 85
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

CD3-ckappa | VAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ | 88

WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

6) — Secuencias de aminoacidos ejemplares de anticuerpos biespecificos de

CD3-FoIR en formato 2+1 crossmab invertido

Descripcid Secuencia SECID
n I\
VHCH1[9D1 | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 94

1] VHCL[C | RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDT

D3] _Fcpom | STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGT
o_PGLALA | LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
pCON1057 | FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT

VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGG
GSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTES
TYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVK
GRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFG
NSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQES
VTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDEL
TKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK
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Descripcid

n

Secuencia

SECID
NO

9D11_Fcag
ujero_PGLA
LA HYRF

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT
CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKA
KGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

95

9D11_LC
pCON1063

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVEAEDVGVYYCMQASIMNRTFGQGTKVEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADY
EKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

96

VLCH1[CD3

]
PETR12940

QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW
VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL
TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

86

CH1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD

307
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Descripcid

n

Secuencia

SECID
NO

VHCH1[36F
2]_VHCL|[C
D3]_Fc
pomo_PGL
ALA
pCON1056

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTHDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARSFFTGFHLDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGG
GGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTF
STYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSV
KGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNF
GNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVF
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCR
DELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

308

36F2-Fc
agujero
PGLALA
pCON1050

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTHDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARSFFTGFHLDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKT
HTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTIS
KAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

309
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Descripcid

n

Secuencia

SECID
NO

36F2 LC
pCON1062

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQ
QKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTIS
RLEPEDFAVYYCQQYTNEHYYTFGQGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD
NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHXGLSSPVTKSFNRGEC

310

CD3 VLCH1
PETR12940

QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW
VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAAL
TLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG

TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

86

7) Secuencias de aminoacidos ejemplares de anticuerpos biespecificos de CD3-

FolR con cadena ligera comun

VHCH1[16
D5]_VHC
H1[CD3]_
Fcpomo
pCON999

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSC
AASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNY
ATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCVRHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

89
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VHCH1[16
D5] _Fcag
ujero
pCON983

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALG
APIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSC
AVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRFTQKSL
SLSPGK

90

CD3 cade
na ligera
comun
pETR1319
7

QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW
VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAA

LTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLGQ
PKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVA
WKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQ

WKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

35

VHCH1[C
D3]_VHC
H1[16D5]_
Fcpomo P
GLALA
pPETR1393
2

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW
VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYV
SWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVKPGG
SLRLSCAASGFTFSNAWMSWVRQAPGKGLEWVGRIK
SKTDGGTTDYAAPVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLKT
EDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAA
GGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

91
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CD3_Fcpo
mo_PGLA
LA
pETR1391
7

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW
VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYV
SWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVL
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKN
QVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

92

Fc_agujer
o _PGLAL
A _HYRF

pETR1075
5

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
VSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRFTQKSLS
LSPGK

93

VHCL[CD
3]_Fcpom
o PGLAL
A
pETR1337
8

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW
VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYV
SWFAYWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLS
SPVTKSFNRGECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDE
LTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

98
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16D5
invertido
2+1 con
N100A en
CDR H3
pETR1409
6

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSC
AASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNY
ATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCVRHGNFGASYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

99

16D5
invertido
2+1 con
S100aA
en CDR
H3
pETR1409
7

EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW
VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDY
WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSC
AASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNY
ATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVY
YCVRHGNFGNAYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

100
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cadena QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 101

ligera de VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAA

CD3 LTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSS

fusionada | ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT

a CH1; VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

Fc_PGLA | LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC

LA; PAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS

pETR1386 | HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV

2 SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

16D5 VH | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 102

fusionado | VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS

a cadena | RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDY

kappa WGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV

constante; | CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK

PETR1385 | DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK

9 SFNRGEC

CD3 VH EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW | 103

fusionado | VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTIS

acadena | RDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYV

lambda SWFAYWGQGTLVTVSSASPKAAPSVTLFPPSSEELQA

constante; | NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPS

PETR1386 | KQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGST

0 VEKTVAPTECS

IGHV1- QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHW | 104

46*01 VRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTR

(X92343), | DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGGSGGSFDYW

mas GQGTLVTVSS

elemento

JH4

IGHV1- QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYAISWV | 105

69*06 RQAPGQGLEWMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTITADKS

(L22583), | TSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARGGSGGSMDAWGQG

mas TTVTVSS

elemento

JH6
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IGHV3- EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 106
15*01 VRQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTIS
(X92216), | RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTGGSGGSFDY

mas WGQGTLVTVSS

elemento

JH4

IGHV3- EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSW | 107
23*01 VRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRD
(M99660), | NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGGSGGSFDYWG
mas QGTLVTVSS

elemento

JH4

IGHV4- QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWI | 108
59*01 RQPPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSK
(AB01943 | NQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGSGGSFDYWGQGT

8), mas LVTVSS

elemento

JH4

IGHV5- EVOQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFTSYWIGWYV | 109
51*01 RQMPGKGLEWMGIIYPGDSDTRYSPSFQGQVTISADK
(M99686), | SISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARGGSGGSFDYWGQ
mas GTLVTVSS

elemento

JH4

anticuerpo | QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 110
especifico | VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAA

de CD3 LTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

basado en

la cadena

ligera

humaniza

da

CH2527

hVK1-39 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQ | 111
(JK4 KPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS
elemento | LQPEDFATYYCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK

J)
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VL7_46-
13
(cadena
ligera de
anticuerpo
anti-CD3
humaniza
do)

QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW
VQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAA
LTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

112

8) Variantes 16D5 ejemplares con afinidad reducida

a. Variantes de cadena ligera ejemplares con afinidad reducida

Nombre |Secuencia SEC ID N°
K53A QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANWYV | 113
aa QQKPGQAPRGLIGGTNARAP GTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCALWYSNLWV FGGGTKLTVL
K53A VL | GSSTGAVTTSNYAN 32
_CDR1
K53A VL | GTNARAP 311
_CDR2
K53A VL | ALWYSNLWV 34
_CDR3
S93A QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANWYV | 114
aa QQKPGQAPRGLIGGTNKRAP GTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCALWYANLWYV FGGGTKLTVL

S93A VL | GSSTGAVTTSNYAN 32
_CDR1
S93A_VL | GTNKRAP 33
_CDR2
S93A VL | ALWYANLWV 312
_CDR3

b. Variantes de cadena pesada ejemplares con afinidad reducida
Nombre |Secuencia SEC ID N°
S35H EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMHWY | 115

aa

RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRD
DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ
GTLVTVSSAS
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Nombre |Secuencia SEC ID N°

S35H V | NAWMH 313

H_CDR1

S35H_V | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

H_CDR2

S35H V | PWEWSWYDY 18

H_CDR3

G49S EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYV | 116

aa RQAPGKGLEWVSRIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRD
DSKNTLYLOQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ
GTLVTVSSAS

G49S_V | NAWMS 16

H_CDR1

G49S V | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

H_CDR2

G49S_V | PWEWSWYDY 18

H_CDR3

R50S EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYV | 117

aa RQAPGKGLEWVGSIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRD
DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ
GTLVTVSSAS

R50S_V | NAWMS 16

H_CDR1

R50S_V | SIKSKTDGGTTDYAAPVKG 314

H_CDR2

R50S_V | PWEWSWYDY 18

H_CDR3

WoeY EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYV | 118

aa RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRD
DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPYEWSWYDYWGQ
GTLVTVSSAS

WO6Y_V | NAWMS 16

H_CDR1

WO6Y_V | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

H_CDR2

Wo6Y_ V | PYEWSWYDY 315

H_CDR3
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Nombre |Secuencia SEC ID N°

Wo8Y EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYV | 119

aa RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKG RFTISRD
DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEYSWYDYWGQ
GTLVTVSSAS

WO8Y_V | NAWMS 16

H_CDR1

Wo8Y_V | RIKSKTDGGTTDYAAPVKG 17

H_CDR2

Wo8Y V | PWEYSWYDY 232

H_CDR3

9) Realizaciones ejemplares adicionales generadas a partir de una biblioteca de

presentacion en fagos (CDR subrayadas)

Nombre |Secuencia SEC ID N°

90D7 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 120

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYTIVVSPEDYWGQG
TLVTVSSAS

90D7_VH | SYYMH 8

_CDR1

90D7_VH | IINPSGGSTSYAQKFQG 9

_CDR2

90D7_VH | NYTIVVSPFDY 233

_CDR3

90C1 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 121

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOG RVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARNYEFIGSVAMDYWGQ
GTLVTVSSAS

90C1_VH | SYYMH 8

_CDR1

90C1_VH | INPSGGSTSYAQKFQG 9

_CDR2

90C1_VH | NYFIGSVAMDY 234

_CDR3
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Nombre |Secuencia SEC ID N°

5E8 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 122

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGLTYSMDYWGQGTL
VTVSSAS

5E8 VH_ | SYYMH 8

CDR1

5E8_VH_ | INPSGGSTSYAQKFQG 9

CDR2

5E8 VH_ | GLTYSMDY 235

CDR3

5E8 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 123

aa WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRAS GVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOALQIPNTFGQGTKVEIKRT

5E8 VL_ | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

CDR1

5E8 VL_ | LGSNRAS 60

CDR2

5E8_VL_ | MQALQIPNT 236

CDR3

12A4 VH | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR | 124

aa QAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKG RFTISRDNSK
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKYAYALDY WGQGTLVTV
SSAS

12A4 VH | SYAMS 79

_CDR1

12A4 VH | AISGSGGSTYYADSVKG 80

_CDR2

12A4 VH | YAYALDY 237

_CDR3

12A4 VL | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ | 125

aa KPGQAPRLLIYGASSRAT GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRL
EPEDFAVYYCQQHGSSSTFGQGTKVEIKRT

12A4 VL | RASQSVSSSYLA 52

_CDR1

12A4 VL | GASSRAT 53

_CDR2
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Nombre |Secuencia SEC ID N°

12A4 VL | QQHGSSST 238

_CDR3

7A3 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 126

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOG RVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDESAGRLMDYWG
QGTLVTVSSAS

7A3_VH_ | SYYMH 8

CDR1

7A3 VH_ | INPSGGSTSYAQKFQG 9

CDR2

7A3_VH_ | GDFSAGRLMDY 239

CDR3

7A3 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSOSLLHSNGYNYLD 127

aa WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRAS GVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOQALQTPPITFGQGTKVEIKRT

7A3_VL_ | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

CDR1

7A3_VL_ | LGSNRAS 60

CDR2

7A3_VL_ | MQALQTPPIT 240

CDR3

6E10 VH | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 128

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOG RVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDYNAFEDYWGHGTL
VTVSSAS

6E10_VH | SYYMH 8

_CDR1

6E10 VH | INPSGGSTSYAQKFQG 9

_CDR2

6E10_VH | GDYNAFDY 241

_CDR3

6E10 VL | DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 129

aa WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRAS GVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOQAWHSPTFGQGTKVEIKRT

6E10 VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1
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Nombre |Secuencia SEC ID N°

6E10_VL | LGSNRAS 60

_CDR2

6E10_VL | MQAWHSPT 242

_CDR3

12F9 VH | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWY | 130

aa RQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOGRVTMTRDT
STSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGATYTMDYWGQGTL
VTVSSAS

12F9 VH | SYYMH 8

_CDR1

12F9_VH | INPSGGSTSYAQKFQG 9

_CDR2

12F9 VH | GATYTMDY 243

_CDR3

12F9 VL | DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD |131

aa WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRAS GVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOQALQTPITFGQGTKVEIKRT

12F9 VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1

12F9 VL | LGSNRAS 60

_CDR2

12F9_VL | MQALQTPIT 244

_CDR3

10) Variante de sitio de glucosilacion de 9D11: cadena ligera variable de
realizaciones ejemplares (CDR subrayadas)

Variante |Secuencia SEC ID N°

N95S DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 132
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOQASIMSRTFGQGTKVEIK

12F9 VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1

12F9_VL | LGSNRAS 60

_CDR2

12F9_VL | MQASIMSRT 63

_CDR3
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Variante |Secuencia SEC ID N°

N95Q DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD 133
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMQASIMORTFGQGTKVEIK

N95Q VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1

N95Q VL | LGSNRAS 60

_CDR2

N95Q_VL | MQASIMQRT 65

_CDR3

TO7A DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD | 134
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMOQASIMNRAFGQGTKVEIK

T97A VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1

T97A_VL | LGSNRAS 60

_CDR2

T97A VL | MQASIMNRA 67

_CDR3

T97N DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD 135
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMQASIMNRNFGQGTKVEIK

T97N_VL | RSSQSLLHSNGYNYLD 59

_CDR1

T97N_VL | LGSNRAS 60

_CDR2

T97N_VL | MQASIMNRN 69

_CDR3

11) variantes de desaminacion

Variante |Secuencia SEC ID N°

16D5 EVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWY | 248

VH_D52d | RQAPGKGLEWVGRIKSKTEGGTTDYAAPVKGRFTISRD

E DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ

GTLVTVSS
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Variante |Secuencia SEC ID N°

16D5 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWY | 249

VH_D52d | RQAPGKGLEWVGRIKSKTQGGTTDYAAPVKGRFTISRD

Q DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ
GTLVTVSS

CD3 VH | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWYVR | 250

N100A QAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGASYVSWFAY
WGQGTLVTVSS

CD3 VH | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVR | 251

S100aA QAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNAYVSWFAY
WGQGTLVTVSS

16D5 EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWY | 252

[VHCH1]- | RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISRD

CD3[VHC | DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ

H1- GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD

N100A]- | YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT

Fcpomo_ | VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGGG

PGLALA | SGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTY

AMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGR

FTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGASY
VSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGG
TAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE

PKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK




229

Variante |Secuencia SEC ID N°

16D5- EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWY | 253

Fcagujer | RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISRD

0- DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ

PGLALA | GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTC
PPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQ
PREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK

CD3-CLC | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANWYV | 254
QEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLGQPKAA
PSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD
SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHR
SYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

16D5 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSWYV | 255

[VHCH1]- | RQAPGKGLEWVGRIKSKTDGGTTDYAAPVKGRFTISRD

CD3[VHC | DSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPWEWSWYDYWGQ

H1- GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD

S100aA]- | YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT

Fcpomo_ | VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGGG

PGLALA | SGG

GGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMN
WVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTIS
RDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNAYVS
WFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Variante

Secuencia

SEC ID N°

9D11
[VHCH1]-
CD3[VHC
|__
N100AJ-
Fcpomo
PGLALA

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGGGSGGG
GSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW
VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRD
DSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGASYVSWFA
YWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

256

9D11-
Fcagujer

(0]

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV
RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDTS
TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGTLV
TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCP
APEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREP
QVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

257

9D11_LC
[N95Q]

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFT
LKISRVEAEDVGVYYCMQASIMQRTFGQGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYV
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

258
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Variante |Secuencia SEC ID N°
CD3 VL | QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANWYV | 259
CH1 QEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTL
SGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY!I
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
9D11 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHWYV | 260
[VHCH1]- | RQAPGQGLEWMGIINPSGGPTSYAQKFQGRVTMTRDTS
CD3[VHC | TSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDFAWLDYWGQGTLV
H1- TVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
S100aA]- | PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
Fcpomo_ | SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGGGSGGG
PGLALA | GSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNW

VRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRD
DSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCVRHGNFGNAYVSWFA
YWGQGTLVTVSSASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR

GECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT

PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT

VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

12) TCB basados en Mov19 de realizaciones ejemplares (CDR subrayadas)

Nombre |Secuencia SEC ID N°
PETR116 | QVQLQQSGAELVKPGASVKISCKASGYSFTGYFMNWVK | 136

46 QSHGKSLEWIGRIHPYDGDTEFYNONFKDKATLTVDKSSN

Mov19 TAHMELLSLTSEDFAVYYCTRYDGSRAMDYWGQGTTVT

VH-CH1- | VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

Fcagujer | VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

(o] LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA

PG/LALA | PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED

PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQ
VCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQ
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STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Nombre |Secuencia SEC ID N°
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVES
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

PETR116 | QVQLQQSGAELVKPGASVKISCKASGYSFTGYFMNWVK | 137

47 QSHGKSLEWIGRIHPYDGDTFYNQNFKDKATLTVDKSSN

Mov19 TAHMELLSLTSEDFAVYYCTRYDGSRAMDYWGQGTTVT

VH-CH1- | VSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP

CD3 VH- | VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

CL- LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDGGGGSGGGG

Fcpomo SEVQLVESGGGLVQPKGSLKLSCAASGETENTYAMNWYV

PG/LALA | RQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKD RFTISRD
DSQSILYLQMNNLKTEDTAMYYCVRHGNEGNSYVSWFA
YWGQGTLVTVSAASVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVC
LLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GECDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

PETR116 | DIELTQSPASLAVSLGQRAIISCKASQSVSFAGTSLMHW | 138

44 YHQKPGQQPKLLIYRASNLEA GVPTRFSGSGSKTDFTLN

Mov19 IHPVEEEDAATYYCQOSREYPYTFGGGTKLEIKRTVAAP

LC SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKV
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Nombre |Secuencia SEC ID N°

Hu lgGl | DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT | 245

Fc CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN

13)TCB de FolR1 con moléculas de union de afinidad intermedia (CDR de

acuerdo con Kabat, subrayadas):
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Nombre Secuencia SEC ID N°
16D5 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 274
variante VRQAPGKGLEWVGRIKSKTEGGTTDYAAPVKGRFTIS
W96Y/D5 | RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPYEWSWYDY

2E WGQGTLVTVSS

VH

W96Y/D5 | NAWMS 16
2E_VH

CDR1

WO6Y/D5 | RIKSKTEGGTTDYAAPVKG 275
2E_VH

CDR2

WoeY/D5 | PYEWSWYDY 315
2E_VH

CDR3

16D5 QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANW | 31
variante VOQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAA
WO6Y/D5 | LTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

2E

VL
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Nombre Secuencia SEC ID N°

WoeY/D5 | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 276

2E_CD3- | VRQAPGKGLEWVGRIKSKTEGGTTDYAAPVKGRFTIS

VHCH1_F | RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPYEWSWYDY

c- WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG

pomo_PG | CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY

LALA SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK

PETR149 | SCDGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCA

45 ASGFTFSTYAMNWVRQAPGKGLEWVSRIRSKYNNYAT
YYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
VRHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASTKGPSVF
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

W96Y/D5 | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSNAWMSW | 277

2E_Fc- VRQAPGKGLEWVGRIKSKTEGGTTDYAAPVKGRFTIS

agujero_P | RDDSKNTLYLQMNSLKTEDTAVYYCTTPYEWSWYDY

GLALA H | WGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG

YRF CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY

PETR149 | SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK

46 SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGA
PIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCA
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNRFTQKSLS
LSPGK

14B1 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYV | 278

VH RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKG RFTISRDN

SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGDYRYRYFDYWG
QGTLVTVSS
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Nombre Secuencia SEC ID N°
14B1 SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQ | 279
VL KPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTIT
GAQAEDEADYYCNSRESPPTGLVVFGGGTKLTVL
14B1[EE] | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYV | 280
_CD3[VL | RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDN
CH1] Fc- | SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGDYRYRYFDYWG
pomo_PG | QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
LALA EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
PETR149 | SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD
76 GGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSST
GAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVF
GGGTKLTVLSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
14B1[EE] | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWYV | 281
_Fc- RQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDN
agujero_P | SKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGDYRYRYFDYWG
GLALA QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
PETR149 | EDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLS
77 SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSCD

KTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIE
KTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK
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Nombre Secuencia SEC ID N°

14B1 LC SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQ | 282

[KK] KPGQAPVLVIYGKNNRPSGIPDRFSGSSSGNTASLTIT

Lambda GAQAEDEADYYCNSRESPPTGLVVFGGGTKLTVLGQP

constante | KAAPSVTLFPPSSKKLQANKATLVCLISDFYPGAVTVA

PETR149 | WKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQ

79 WKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS

9C7 VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHW | 283
VRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFOG RVTMTR
DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDWSYYMDYW
GQGTLVTVSS

9C7 VL DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYL | 284
DWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRAS GVPDRFSGSGSGTD
FTLKISRVEAEDVGVYYCMOQAROQTPTFGQGTKVEIK

9C7[EE]_ | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHW

CD3[VLC | VRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTR | 285

H1]_Fc- DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDWSYYMDYW

pomo PG | GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

LALA VEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL

PETR149 | SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSC

74 DGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS

TGAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPA
RFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWV
FGGGTKLTVLSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY
SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRT
PEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK
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Nombre Secuencia SEC ID N°
9C7[EE]_ | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYYMHW | 286
Fc- VRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTR
agujero_P | DTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGDWSYYMDYW
GLALA GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
pETR149 | VEDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
75 SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDEKVEPKSC
DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAP
IEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
VSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
9C7 LC DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYL | 316
[RK] DWYLQKPGQSPQLLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTD
PETR149 | FTLKISRVEAEDVGVYYCMQARQTPTFGQGTKVEIKRT
80 VAAPSVFIFPPSDRKLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
14) Secuencias de antigeno
Antigen | Secuencia SEC ID N°
0
hu MAQRMTTQLLLLLVWVAVVGEAQTRIAWARTELLNVCMN | 139
FolR1 AKHHKEKPGPEDKLHEQCRPWRKNACCSTNTSQEAHK

DVSYLYRFNWNHCGEMAPACKRHFIQDTCLYECSPNLG
PWIQQVDQSWRKERVLNVPLCKEDCEQWWEDCRTSYT
CKSNWHKGWNWTSGFNKCAVGAACQPFHFYFPTPTVL
CNEIWTHSYKVSNYSRGSGRCIQMWFDPAQGNPNEEVA
RFYAAAM SGAGPWAAWPFLLSLALMLLWLLS
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Antigen | Secuencia SEC ID N°

0

huFolR1 | RIAWARTELLNVCMNAKHHKEKPGPEDKLHEQCRPWRK | 140

ECD- NACCSTNTSQEAHKDVSYLYRFNWNHCGEMAPACKRHF

AcTev- | IQDTCLYECSPNLGPWIQQVDQSWRKERVLNVPLCKEDC

Fcpomo | EQWWEDCRTSYTCKSNWHKGWNWTSGFNKCAVGAAC

- QPFHFYFPTPTVLCNEIWTHSYKVSNYSRGSGRCIQMWF

marcad | DPAQGNPNEEVARFYAAAM VDEQLYFOGGSPKSADKTH

or Avi TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGLNDIFEAQKI
EWHE

Fcaguje | DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT | 141

ro CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNRFTQKSLSLSPGK

mu MAHLMTVQLLLLVMWMAECAQSRATRARTELLNVCMDA | 142

FolR1 KHHKEKPGPEDNLHDQCSPWKTNSCCSTNTSQEAHKDI

SYLYRFNWNHCGTMTSECKRHFIQDTCLYECSPNLGPWI
QQVDQSWRKERILDVPLCKEDCQQWWEDCQSSFTCKS
NWHKGWNWSSGHNECPVGASCHPFTFYFPTSAALCEEI
WSHSYKLSNYSRGSGRCIQMWFDPAQGNPNEEVARFYA
EAMSGAGLHGTWPLLCSLSLVLLWVIS
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Antigen | Secuencia SEC ID N°

0

mu TRARTELLNVCMDAKHHKEKPGPEDNLHDQCSPWKTNS | 143

FolR1 CCSTNTSQEAHKDISYLYRFNWNHCGTMTSECKRHFIQD

ECD- TCLYECSPNLGPWIQQVDQSWRKERILDVPLCKEDCQQ

AcTev- | WWEDCQSSFTCKSNWHKGWNWSSGHNECPVGASCHP

Fcpomo | FTFYFPTSAALCEEIWSHSYKLSNYSRGSGRCIQMWFEDP

- AQGNPNEEVARFYAEAM VDEQLYFOGGSPKSADKTHTC

marcad | PPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV

or Avi SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGLNDIFEAQKIEW
HE

cy MAQRMTTQLLLLLVWVAVVGEAQTRTARARTELLNVCMN | 144

FolR1 AKHHKEKPGPEDKLHEQCRPWKKNACCSTNTSQEAHKD
VSYLYRFNWNHCGEMAPACKRHFIQDTCLYECSPNLGPW
IQQVDQSWRKERVLNVPLCKEDCERWWEDCRTSYTCKS
NWHKGWNWTSGFNKCPVGAACQPFHFYFPTPTVLCNEI
WTYSYKVSNYSRGSGRCIQMWFDPAQGNPNEEVARFYA
AAMSGAGPWAAWPLLLSLALTLLWLLS

cy RTARARTELLNVCMNAKHHKEKPGPEDKLHEQCRPWK 145

FolR1 KNACCSTNTSQEAHKDVSYLYRFNWNHCGEMAPACKR

ECD- HFIQDTCLYECSPNLGPWIQQVDQSWRKERVLNVPLCKE

AcTev- | DCEQWWEDCRTSYTCKSNWHKGWNWTSGFNKCPVGA

Fcpomo | ACQPFHFYFPTPTVLCNEIWTYSYKVSNYSRGSGRCIQM

- WFDPAQGNPNEEVARFYAAAM VDEQLYFQGGSPKSADK

marcad | THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV

or Avi VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR

VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGLNDIFEA
QKIEWHE
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Antigen | Secuencia SEC ID N°

0

hu MVWKWMPLLLLLVCVATMCSAQDRTDLLNVCMDAKHHK | 146

FolR2 TKPGPEDKLHDQCSPWKKNACCTASTSQELHKDTSRLYN
FNWDHCGKMEPACKRHFIQDTCLYECSPNLGPWIQQVN
QSWRKERFLDVPLCKEDCQRWWEDCHTSHTCKSNWHR
GWDWTSGVNKCPAGALCRTFESYFPTPAALCEGLWSHS
YKVSNYSRGSGRCIQMWFDSAQGNPNEEVARFYAAAMH
VNAGEMLHGTGGLLLSLALMLQLWLLG

hu TMCSAQDRTDLLNVCMDAKHHKTKPGPEDKLHDQCSP 147

FolR2 WKKNACCTASTSQELHKDTSRLYNFNWDHCGKMEPAC

ECD- KRHFIQDTCLYECSPNLGPWIQQVNQSWRKERFLDVPLC

AcTev- | KEDCQRWWEDCHTSHTCKSNWHRGWDWTSGVNKCPA

Fcpomo | GALCRTFESYFPTPAALCEGLWSHSYKVSNYSRGSGRCI

- QMWEDSAQGNPNEEVARFYAAAMHYV VDEQLYFOGGSP

marcad | KSADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP

or Avi EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGLNDIF
EAQKIEWHE

hu MAWQMMQLLLLALVTAAGSAQPRSARARTDLLNVCMNA | 148

FolR3 KHHKTQPSPEDELYGQCSPWKKNACCTASTSQELHKDT

SRLYNFNWDHCGKMEPTCKRHFIQDSCLYECSPNLGPWI
RQVNQSWRKERILNVPLCKEDCERWWEDCRTSYTCKSN
WHKGWNWTSGINECPAGALCSTFESYFPTPAALCEGLW
SHSFKVSNYSRGSGRCIQMWFDSAQGNPNEEVAKFYAA
AMNAGAPSRGIIDS
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Antigen | Secuencia SEC ID N°

0

hu SARARTDLLNVCMNAKHHKTQPSPEDELYGQCSPWKKN | 149

FolR3 ACCTASTSQELHKDTSRLYNFNWDHCGKMEPTCKRHFI

ECD- QDSCLYECSPNLGPWIRQVNQSWRKERILNVPLCKEDCE

AcTev- | RWWEDCRTSYTCKSNWHKGWNWTSGINECPAGALCST

Fcpomo | FESYFPTPAALCEGLWSHSFKVSNYSRGSGRCIQMWFD

- SAQGNPNEEVAKFYAAAMNAGAPSRGIIDS VDEQLYFOQG

marcad | GSPKSADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS

or Avi RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKSGGL
NDIFEAQKIEWHE

hu CD3 | MQSGTHWRVLGLCLLSVGVWGQDGNEEMGGITQTPYKYV | 150
SISGTTVILTCPQYPGSEILWQHNDKNIGGDEDDKNIGSDE
DHLSLKEFSELEQSGYYVCYPRGSKPEDANFYLYLRARYV
CENCMEMDVMSVATIVIVDICITGGLLLLVYYWSKNRKAKA
KPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPPVPNPDYEPIRKGQRD
LYSGLNQRRI

15)Secuencias de nucleodtidos de realizaciones ejemplares

Descripci Secuencia SEC ID

on N°

16A3 CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA | 151

AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACGCTGGTGTTACTCCGTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

15A1

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACATCGGTGTTGTTACTTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

152

18D3

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACACTGGTGGTTCTTCTGCTTTCGACT
ATTGGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

153

19E5

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGNTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGAATGGCGTCGTTACACTTCTTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

154
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

19A4

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGGTTGGATCCGTTGGGAACATTTCGACTAT
TGGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

155

15H7

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACCTGTTCTCTACTTCTTTCGACTATTG
GGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

156

15B6

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAGGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACATCGGTATCGTTCCGTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

157
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

16D5

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA
AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

158

15E12

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA
AAACCGGGCGGTTCCCNGCGTCTGAGCTGCGCGGC
TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACCGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTACTTCGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

159

21D1

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTACGTTGGTGTTTCTCCGTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

160
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

16F12

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGNTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCNTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTTCACTGTTCTGCGTGTTCCGTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

161

21A5

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA
AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCGTGGGAATGGGCTTGGTTCGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

162

21G8

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA
AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACCGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCTTGGGAATGGGCTTACTTCGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

163
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

19H3

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCACTGGTTGGTCTCGTTGGGGTTACATGGACTATT
GGGGCCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

164

20G6

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGAATGGATCCGTTACTACCATTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

165

20H7

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGTTGGTTGGTACCGTTGGGGTTACATGGACTAT
TGGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

166
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on

Secuencia

SECID
NO

11F8 VH

CAGGTGCAATTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAG
AAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCC
TCCGGAGGCACATTCAGCAGCTACGCTATAAGCTGG
GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTCGAGTGGAT
GGGAGGGATCATCCCTATCTTTGGTACAGCAAACTAC
GCACAGAAGTTCCAGGGCAGGGTAACCATTACTGCA
GACAAATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGC
AGCCTGAGATCTGAGGACACCGCCGTGTATTACTGT
GCGAGAGCTGTTTTCTACCGTGCTTGGTACTCTTTCG
ACTACTGGGGCCAAGGGACCACCGTGACCGTCTCCT
CA

167

11F8 VL

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTG
CATCTGTAGGAGACCGTGTCACCATCACTTGCCGTG
CCAGTCAGAGTATTAGTAGCTGGTTGGCCTGGTATCA
GCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA
TGATGCCTCCAGTTTGGAAAGTGGGGTCCCATCACG
TTTCAGCGGCAGTGGATCCGGGACAGAATTCACTCT
CACCATCAGCAGCTTGCAGCCTGATGATTTTGCAACT
TATTACTGCCAACAGTATACCAGCCCACCACCAACGT
TTGGCCAGGGCACCAAAGTCGAGATCAAG

168

36F2_VH

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCATG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCTCTTTCTTCACTGGTTTCCATCTGGACTATTGGG
GTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

169
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Secuencia

SECID
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36F2_VL

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAG
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGC
AGTGTATTACTGTCAGCAGTATACCAACGAACATTAT
TATACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAA

170

9D11_VH

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAA
GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

171

9D11_VL

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGAACCGGACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAA

172
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9D11_VL
N95S

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGAGCCGGACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGT
CGAAATTAAA

173

9D11_VL
N95Q

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGCAGCGGACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGT
CGAAATTAAA

174

9D11_VL
T97A

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGAACCGGGCTTTTGGTCAAGGCACCAAGGT
CGAAATTAAA

175
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9D11_VL
T97N

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGAACCGGAATTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAA

176

5D9_VH

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCTCTTACATCGACATGGACTATTGGGGTCAAGGC
ACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

177

5D9 VL

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAG
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGC
AGTGTATTACTGTCAGCAGGATAACTGGAGCCCAAC
GTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAA

178




251

Descripci
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Secuencia
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6B6_VH

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCTCTTACGTTGACATGGACTATTGGGGTCAAGGC
ACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

179

6B6_VL

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACCTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAG
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGC
AGTGTATTACTGTCAGCAGGATATTTGGAGCCCAACG
TTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAA

180

14E4_VH

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTA
CAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCC
TCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTC
TCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACG
CAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAG
ACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAG
CCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGC
GAAAGACTCTTCTTACGTTGAATGGTACGCTTTCGAC
TACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGAGT

181
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14E4_VL

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAG
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTCCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGC
AGTGTATTACTGTCAGCAGCCAACCAGCAGCCCAATT
ACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAA

182

Cadena
pesada de
CD3
(VHCH1)

GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGT
GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGG
TGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCA
TCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
AGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTG
TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACAGC
TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
CTCGTGACCGTGTCAAGCGCTAGTACCAAGGGCCCC
AGCGTGTTCCCCCTGGCACCCAGCAGCAAGAGCACA
TCTGGCGGAACAGCCGCTCTGGGCTGTCTGGTGAAA
GACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCTTGGAAC
TCTGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCCA
GCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCCCTGTCC
TCCGTGGTCACCGTGCCCTCTAGCTCCCTGGGAACA
CAGACATATATCTGTAATGTCAATCACAAGCCTTCCA
ACACCAAAGTCGATAAGAAAGTCGAGCCCAAGAGCT
GC

183
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

Cadena
pesada de
CD3
cruzada
(VHCI1)

GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGT
GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGG
TGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCA
TCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
AGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGLCCGTG
TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACAGC
TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
CTCGTGACCGTGTCAAGCGCTAGTGTGGCCGCTCCC
TCCGTGTTTATCTTTCCCCCATCCGATGAACAGCTGA
AAAGCGGCACCGCCTCCGTCGTGTGTCTGCTGAACA
ATTTTTACCCTAGGGAAGCTAAAGTGCAGTGGAAAGT
GGATAACGCACTGCAGTCCGGCAACTCCCAGGAATC
TGTGACAGAACAGGACTCCAAGGACAGCACCTACTC
CCTGTCCTCCACCCTGACACTGTCTAAGGCTGATTAT
GAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGT

184

Cebador
GAB7734
de
mutagéenes
IS

N95Q

GCAGGCAAGCATTATGCAGCGGACTTTTGGTCAAGG

185

Cebador
GAB7735
de
mutagénes
is

N95S

CAGGCAAGCATTATGAGCCGGACTTTTGGTCAAGG

186
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

Cebador
GAB7736
de
mutagéenes
IS

T97A

CATTATGAACCGGGCTTTTGGTCAAGGCACCAAGGT

C

187

Cebador
GAB7737
de
mutageénes
is

TO7N

CATTATGAACCGGAATTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC

188
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[16 | GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA | 189
D5]_VHCH | AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
1[CD3]_Fc | TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
pomo_PG | GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
LALA TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
pCON999 | GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
(TCB TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
invertido TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA

con 16D5 | CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT

2+1: TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCT
pCON999 | AGCACAAAGGGCCCTAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCC

+ AGCAGCAAGAGCACAAGCGGCGGAACAGCcGCeeCT
pCON983 | GGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGT

+ GACAGTGTCTTGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGG
PETR1319 | CGTGCACACTTTCCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGG

7

CCTGTACTCCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAG
CAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAACCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAA
GGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGT
CCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAA
TCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCT
GAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCCAGGCCCCTG
GCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGATCAGAAGCA
AGTACAACAACTACGCCACCTACTACGCCGACAGCG
TGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACGACAGC
AAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGG
GCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTGCGGCAC
GGCAACTTCGGCAACAGCTATGTGTCTTGGTTTGCCT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCAAGC
GCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCA
CCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCT
CTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGC
GGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCACCGTGCCC
TCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATATCTGTAATG
TCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCGATAAGAA

AGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATG
COCCACCCTCCCCACCACCTOCAACCTCCACCCCCAC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[16 | GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA | 190
D5]_Faguj | AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
ero_PGLA | TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG

LA HYRF | GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
pCON983 | TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC

GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT
TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCT
AGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGLCCCC
AGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCT
GGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCG
GCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTG
GCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTT
CTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGA
AGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACA
CCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCG
TGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC
TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
TCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGC
AGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCGCTTCACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

CD3_cade
na ligera
comun
pETR1319
7

CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGT
GTCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAG
TTCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAA
CTGGGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAG
GACTGATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGC
ACCCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGA
AAGGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAA
GATGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGC
AACCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACA
GTCCTAGGTCAACCCAAGGCTGCCCCCAGCGTGACC
CTGTTCCCCCCCAGCAGCGAGGAACTGCAGGCCAAC
AAGGCCACCCTGGTCTGCCTGATCAGCGACTTCTAC
CCAGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACAG
CAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACCACCACCC
CCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGTACGCCGCCAGCA
GCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAAGAGC
CACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTGACCCACGAGGG
CAGCACCGTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGT
GCAGC

191
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[C | GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGT | 192
D3]_VHCH | GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
1[16D5]_F | CAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTG
cpomo_PG | GGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGG
LALA TGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
pPETR1393 | CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCA

2 TCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
(TCB AGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTG
clasico con | TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACAGC
16D5; 2+1: | TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
PETR1393 | CTCGTGACCGTGTCATCTGCTAGCACAAAGGGCCCT

2+ AGCGTGTTCCCTCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACA
pCON983 | AGCGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAA

+ GGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCTTGGAA
pPETR1319 | CAGCGGAGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTCC

7)

CTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCCCTGA
GCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCTGGGC
ACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCC
AGCAACACCAAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAG
AGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAGG
ATCCGAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCT
GGTAAAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGC
GGCTTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAG
CTGGGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGT
GGGTTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCA
CCACGGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTAC
CATTTCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTG
CAGATGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCT
ACTACTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACG
ATTATTGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTA
GCGCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGG
CACCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCC
GCTCTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAG
CCCGTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCCCTGACC
AGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGC
AGCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCACCGTG
CCCTCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATATCTGTA
ATGTCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCGATAA
GAAAGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACAC

ANTCCCOCNANCCCCTCCCCACCACCTOCANCCTCCACCCC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[C | GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGT | 193
D3]_Fcpo | GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
mo_PGLA | CAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTG

LA GGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGG
pPETR1371 | TGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA

9 (formato | CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCA

de IgG de | TCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
16D5, 1+1: | AGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTG
pPpETR1371 | TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACAGC

9+ TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
pCON983 | CTCGTGACCGTGTCATCTGCTAGCACCAAGGGCCCA

+ TCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACC
pPETR1319 | TCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAA

7)

GGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAA
CTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCC
GGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCA
CCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAAT
CTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCT
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGT
GGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCT
GAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAA
AGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATGCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGTGGTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCC
CAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGC
TGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAA
CCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGG
TAAA
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7)

ACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACC

GTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT

CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCG
CTTCACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAA
A

Descripci Secuencia SEC ID
on N°
Fc_agujero | GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCT | 194
_PGLALA_ | GAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
HYRF CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
PETR1075 | CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAC

5 GAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
(16D5 GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCG
cabezaa | GGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
cola, 1+1: | CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGG
pCON999 | CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCT

+ CCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
pPETR1075 | AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGC

5+ CCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCA
pPETR1319 | GCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCG
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[9D | CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA | 195
11]_VHCL][ | AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CD3]_Fcp | CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
omo_PGL | TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG

ALA GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACG
pCON1057 | CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
(9D11 ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
formato CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
invertido, CGCGGTGACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAA

2+1: GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCACAAAG
pCON1057 | GGCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAG

+ AGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCT
pCON1051 | CGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCTGTGACCGTGTC

+ CTGGAACTCTGGCGCCCTGACAAGCGGCGTGCACAC
pCON1063 | CTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTC

+ TCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCT
pPETR1294 | GGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAA

0)

GCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCC
CAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTCCGGAGGCG
GAGGATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGC
GGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGC
TGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCC
ATGAACTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCT
GGAATGGGTGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAA
CTACGCCACCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCG
GTTCACCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCT
GTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACA
CCGCCGTGTACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCG
GCAACAGCTATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCC
AGGGCACCCTCGTGACCGTGTCAAGCGCTAGTGTGG
CCGCTCCCTCCGTGTTTATCTTTCCCCCATCCGATGA
ACAGCTGAAAAGCGGCACCGCCTCCGTCGTGTGTCT
GCTGAACAATTTTTACCCTAGGGAAGCTAAAGTGCAG
TGGAAAGTGGATAACGCACTGCAGTCCGGCAACTCC
CAGGAATCTGTGACAGAACAGGACTCCAAGGACAGC
ACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACACTGTCTAAGG
CTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGT
CACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG
CTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGACCCACACCTG

TCCCCCTTOCTCOCTCCCCCCTOOANANCCT T
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

9D11_Fca
gujero_PG
LALA_HY
RF
pCON1051

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAA
GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCACCAAG
GGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAA
GAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTGGGCTGCC
TGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGT
CCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCAC
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGGCCTGTAT
AGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAGCAGC
CTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAG
CCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCG
TGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGT
CTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATG
ATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAAC
TGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGAC
TGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATC
TCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTG
TGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAG
AACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGC
AAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCT
GCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAA

196
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
9D11 LC GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG | 197
pCON1063 | TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT

CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAG
CATTATGAACCGGACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCA
TCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAC
TGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCC
CTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGC
ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAG
TGT
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

VLCH1[CD
3]
pETR1294
0

CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGT
GTCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAG
TTCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAA
CTGGGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAG
GACTGATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGC
ACCCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGA
AAGGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAA
GATGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGC
AACCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACA
GTGCTGAGCAGCGCTTCCACCAAAGGCCCTTCCGTG
TTTCCTCTGGCTCCTAGCTCCAAGTCCACCTCTGGAG
GCACCGCTGCTCTCGGATGCCTCGTGAAGGATTATT
TTCCTGAGCCTGTGACAGTGTCCTGGAATAGCGGAG
CACTGACCTCTGGAGTGCATACTTTCCCCGCTGTGCT
GCAGTCCTCTGGACTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCTTGT

198
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCL[CD3 | GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGT | 199
]_Fcpomo_ | GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
PGLALA CAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTG
pPETR1337 | GGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGG

8 (formato | TGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
CrossMab | CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCA

de 9D11, TCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC

1+1: AGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTG
pPETR1337 | TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACAGC

8+ TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
pCON1051 | CTCGTGACCGTGTCATCTGCTAGCGTGGCCGCTCCC

+ TCCGTGTTTATCTTTCCCCCATCCGATGAACAGCTGA
pCON1063 | AAAGCGGCACCGCCTCCGTCGTGTGTCTGCTGAACA

+ ATTTTTACCCTAGGGAAGCTAAAGTGCAGTGGAAAGT
PETR1294 | GGATAACGCACTGCAGTCCGGCAACTCCCAGGAATC

0) TGTGACAGAACAGGACTCCAAGGACAGCACCTACTC

CCTGTCCTCCACCCTGACACTGTCTAAGGCTGATTAT
GAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTGACAAGACCCACACCTGTCCCCCT
TGTCCTGCCCCTGAAGCTGCTGGCGGCCCTTCTGTG
TTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCCTGATG
ATCAGCCGGACCCCCGAAGTGACCTGCGTGGTGGT
GGATGTGTCCCACGAGGACCCTGAAGTGAAGTTCAA
TTGGTACGTGGACGGCGTGGAAGTGCACAACGCCAA
GACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGT
ACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGG
ACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGG
TGTACACCCTGCCCCCATGCCGGGATGAGCTGACCA
AGAACCAGGTCAGCCTGTGGTGCCTGGTCAAAGGCT
TCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACA
GCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTG
TCTCCGGGTAAA




266

Descripci Secuencia SEC ID
on N°
16D5 GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA | 200
invertido AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC

2+1 con TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
N100Aen | GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG

CDR H3 TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
PETR1409 | GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT

6 TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
(PETR140 | TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA

96 + CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT
pCON983 | TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCT

+ AGCACAAAGGGCCCTAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCC
pPETR1319 | AGCAGCAAGAGCACAAGCGGCGGAACAGCCGCCCT

7)

GGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACAGTGTCTTGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGG
CGTGCACACTTTCCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGG
CCTGTACTCCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAG
CAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAACCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAA
GGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGT
CCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAA
TCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCT
GAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCCAGGCCCCTG
GCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGATCAGAAGCA
AGTACAACAACTACGCCACCTACTACGCCGACAGCG
TGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACGACAGC
AAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGG
GCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTGCGGCAC
GGCAACTTCGGCGCCAGCTATGTGTCTTGGTTTGCC
TACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCAAGC
GCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCA
CCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCT
CTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGC
GGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCACCGTGCCC
TCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATATCTGTAATG
TCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCGATAAGAA

AGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATG
COCCACCCTCCCCACCACCTOCAACCTCCACCCCCAC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
16D5 GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA | 201
invertido AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC

2+1 con TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG
S100aA en | GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG

CDR H3 TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
PETR1409 | GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT

7 TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
(PETR140 | TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA

97 + CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT
pCON983 | TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCT

+ AGCACAAAGGGCCCTAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCC
pPETR1319 | AGCAGCAAGAGCACAAGCGGCGGAACAGCCGCCCT

7)

GGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGT
GACAGTGTCTTGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGG
CGTGCACACTTTCCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGG
CCTGTACTCCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAG
CAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAACCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAA
GGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGT
CCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAA
TCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCT
GAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAG
CACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCCAGGCCCCTG
GCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGATCAGAAGCA
AGTACAACAACTACGCCACCTACTACGCCGACAGCG
TGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACGACAGC
AAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCTGCGG
GCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTGCGGCAC
GGCAACTTCGGCAACGCCTATGTGTCTTGGTTTGCCT
ACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCAAGC
GCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCA
CCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCT
CTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCC
GTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGC
GGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCACCGTGCCC
TCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATATCTGTAATG
TCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCGATAAGAA

AGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATG
COCCACCCTCCCCACCACCTOCAACCTCCACCCCCAC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
cadena CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGT | 202
ligera de GTCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAG
CD3 TTCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAA
fusionada | CTGGGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAG
a CH1,; GACTGATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGC
Fc_PGLAL | ACCCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGA
A; AAGGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAA
PETR1386 | GATGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGC
2 AACCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACA
GTGCTGAGCAGCGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGT
(anticuerpo | CTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGG
Kappa- GGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACT
lambda ACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAG
con GCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCT
cadena GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
ligera GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCA
comun de | GACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAA
CD3 CACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTG
fusionada | TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACC
aCHL + TGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
Fc_PGLAL | CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGAC
A. VH CCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCA
fusionadas | CGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGA
acadena | CGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGC
constante | GGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
kappa o GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
lambda GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCC
pETR1385 | TCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA
9+ AAGGGCAGCCCCGAGAACCA
PETR1386 | CAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTG
0+ ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAA
PETR1386 | GGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAG

2)

AGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTC
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAG
GCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGTAAA
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
16D5 VH GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTA | 203
fusionado | AAACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGC
acadena | TTCCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTG

kappa GGTTCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGG
constante; | TTGGTCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCAC
pPETR1385 | GGATTACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATT

9

TCCCGCGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGA
TGAACTCTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTA
CTGTACTACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTAT
TGGGGCCAGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCT
AGCGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTCATCTTCCCACCT
TCCGACGAGCAGCTGAAGTCCGGCACCGCTTCTGTC
GTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGCGAGGCC
AAGGTGCAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTGCAGTCC
GGCAACAGCCAGGAATCCGTGACCGAGCAGGACTC
CAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGAC
CCTGTCCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTA
CGCCTGCGAAGTGACCCACCAGGGCCTGTCTAGCCC
CGTGACCAAGTCTTTCAACCGGGGCGAGTGC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°

CD3 VH GAAGTGCAGCTGCTGGAATCCGGCGGAGGACTGGT | 204
fusionado | GCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCTTGTGCCGC
acadena | CTCCGGCTTCACCTTCTCCACCTACGCCATGAACTG

lambda GGTGCGACAGGCTCCTGGCAAGGGCCTGGAATGGG
constante; | TGTCCCGGATCAGATCCAAGTACAACAACTACGCCA
pPETR1386 | CCTACTACGCCGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCA

0

TCTCTCGGGACGACTCCAAGAACACCCTGTACCTGC
AGATGAACTCCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTG
TACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACTCC
TATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACC
CTCGTGACCGTGTCATCTGCTAGCCCCAAGGCTGCC
CCCAGCGTGACCCTGTTTCCCCCCAGCAGCGAGGAA
CTGCAGGCCAACAAGGCCACCCTGGTCTGCCTGATC
AGCGACTTCTACCCAGGCGCCGTGACCGTGGCCTG
GAAGGCCGACAGCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGG
AGACCACCACCCCCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGT
ACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAG
CAGTGGAAGAGCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTG
ACCCACGAGGGCAGCACC
GTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGAGTGCAGC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
VHCH1[36 | CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA | 246
F2]_VHCL[ | AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT

CD3]_Fc CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
pomo_PG | TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG

LALA GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
pCON1056 | CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCATG

ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCTCTTTCTTCACTGGTTTCCATCTGGACTATTGGG
GTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCAC
AAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCTAGCAG
CAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCCTGGGLT
GCCTCGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCTGTGACCG
TGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACAAGCGGCGTGC
ACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACTCTCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCAGCA
GCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACC
ACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAGGTGG
AGCCCAAG
AGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAGG
ATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACT
GGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGC
CGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAA
CTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAAT
GGGTGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACG
CCACCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACC
TGCAGATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCC
GTGTACTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAAC
AGCTATGTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGC
ACCCTCGTGACCGTGTCAAGCGCTAGTGTGGCCGCT
CCCTCCGTGTTTATCTTTCCCCCATCCGATGAACAGC
TGAAAAGCGGCACCGCCTCCGTCGTGTGTCTGCTGA
ACAATTTTTACCCTAGGGAAGCTAAAGTGCAGTGGAA
AGTGGATAACGCACTGCAGTCCGGCAACTCCCAGGA
ATCTGTGACAGAACAGGACTCCAAGGACAGCACCTA
CTCCCTGTCCTCCACCCTGACACTGTCTAAGGCTGAT
TATGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG

ANCCCTCCCCCCCCTOCACNANANANCNACCTTCAANCACCCCCOACANC
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Descripci Secuencia SEC ID
on N°
36F2-Fc CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA | 247
agujero AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT

PGLALA CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
pCON1050 | TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG

GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCATG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCTCTTTCTTCACTGGTTTCCATCTGGACTATTGGG
GTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCAC
CAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCA
GCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTGGGC
TGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACC
GTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGGCCT
GTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAG
CAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
CCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGT
GGAGCCCAAG
AGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCA
GCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAG
CCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGT
GGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCT
GAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAA
AGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTGCA
CCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACC
AGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
CTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAG
CTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAA
CGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCA
CAACCACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA
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Descripci

on

Secuencia

SECID
NO

36F2 LC
pCON1062

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCNnA
GACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTTC
ACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTG
CAGTGTATTACTGTCAGCAGTATACCAACGAACATTA
TTATACGTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAA
ACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCG
CCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTG
TTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGC
CAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATC
GGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGAC
GCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTA
CGCCTGCGAAGTCACCCATCANGGCCTGAGCTCGCC
CGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

97

CD3
VLCH1
pETR1294
0

CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGT
GTCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAG
TTCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAA
CTGGGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAG
GACTGATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGC
ACCCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGA
AAGGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAA
GATGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGC
AACCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACA
GTGCTGAGCAGCGCTTCCACCAAAGGCCCTTCCGTG
TTTCCTCTGGCTCCTAGCTCCAAGTCCACCTCTGGAG
GCACCGCTGCTCTCGGATGCCTCGTGAAGGATTATT
TTCCTGAGCCTGTGACAGTGTCCTGGAATAGCGGAG
CACTGACCTCTGGAGTGCATACTTTCCCCGCTGTGCT
GCAGTCCTCTGGACTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGT
GACAGTGCCCAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAGGTGGAACCCAAGTCTTGT

198




274

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

K53A

nt

CAGACCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGTG
TCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAGT
TCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAAC
TGGGTGCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCTCCCAGAGG
ACTGATCGGCGGCACCAACGCCAGAGCCCCTGGCA
CCCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGAA
AGGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGTGCAGCCTGAAG
ATGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGCA
ACCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACA
GTCCTA

205

S93A

nt

CAGACCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGTG
TCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAGT
TCTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAAC
TGGGTGCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCTCCCAGAGG
ACTGATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGCAC
CCCTGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGAAA
GGCCGCCCTGACACTGTCTGGCGTGCAGCCTGAAGA
TGAGGCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACGCCAA
CCTGTGGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACAGT
CCTA

206

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

S35H

nt

GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT
GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGCACTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGGG
TGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGATGGCGGCACC
ACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCCGTG
TACTACTGCACCACCCCCTGGGAGTGGTCTTGGTAC
GACTATTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCC
TCTGCTAGC

207
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

G49S

nt

GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT
GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGGG
TGTCCCGGATCAAGAGCAAGACCGATGGCGGCACCA
CCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCACCA
TCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
AGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCCGTGT
ACTACTGCACCACCCCCTGGGAGTGGTCTTGGTACG
ACTATTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCCT
CTGCTAGC

208

R50S

nt

GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT
GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGGG
TGGGATCTATCAAGAGCAAGACCGACGGCGGCACCA
CCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCACCA
TCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGC
AGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCCGTGT
ACTACTGCACCACCCCCTGGGAGTGGTCTTGGTACG
ACTATTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCCT
CT

GCTAGC

209

WoeY

nt

GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT
GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGGG
TGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGATGGCGGCACC
ACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCCGTG
TACTACTGCACCACCCCCTACGAGTGGTCTTGGTAC
GACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCA
TCT

GCTAGC

210
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

wo8Y

nt

GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT
GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGC
CAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCTG
GGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGGG
TGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGATGGCGGCACC
ACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCACC
ATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTG
CAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCCGTG
TACTACTGCACCACCCCCTGGGAGTACTCTTGGTAC
GACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGTCA
TCT

GCTAGC

211

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

90D7

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACACTATCGTTGTTTCTCCGTTCGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTA
GC

212

90C1

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCAACTACTTCATCGGTTCTGTTGCTATGGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTA
GC

213
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

S5E8 VH

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTCTGACTTACTCTATGGACTATTGGGGTCAA
GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGC

214

SE8 VL

nt

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCACT
GCAGATTCCAAACACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAACGTACG

215

12A4 VH

nt

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTA
CAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCC
TCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCTGGG
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTC

TCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACG
CAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAG

ACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAGATGAACAG
CCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGC

GAAATACGCTTACGCTCTGGACTACTGGGGCCAAGG

AACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTAGC

216
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

12A4 VL

nt

GAAATCGTGTTAACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCTTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGT
ACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCA
TCTATGGAGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAG
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCCGGGACAGACTTCA
CTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGC
AGTGTATTACTGTCAGCAGCATGGCAGCAGCAGCAC
GTTCGGCCAGGGGACCAAAGTGGAAATCAAACGTAC
G

217

7A3 VH

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGACTTCTCTGCTGGTCGTCTGATGGACTATT
GGGGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTA
GC

218

7A3 VL

nt

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCACT
GCAGACCCCACCAATTACCTTTGGTCAAGGCACCAA
GGTCGAAATTAAACGTACG

219
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

6E10 VH

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGACTACAACGCTTTCGACTATTGGGGTCAC
GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGC

220

6E10 VL

nt

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCATG
GCATAGCCCAACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTCGA
AATTAAACGTACG

221

12F9 VH

nt

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAA
AACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCAT
CCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGT
TCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGG
GCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTACG
CGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTG
ACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAG
CCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCA
CGCGGTGCTACTTACACTATGGACTATTGGGGTCAA
GGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGC

222




280

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

12F9 VL

nt

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCG
GCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGC
AGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCACT
GCAGACCCCAATTACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGT
CGAAATTAAACGTACG

223

Nombre

Secuencia

SEC ID N°
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Nombre Secuencia SEC ID N°
pPETR1164 | CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGCGCCGAGCTCGT | 224

6 GAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCAGCTGCAAGGC

Mov19 VH- | CAGCGGCTACAGCTTCACCGGCTACTTCATGAACTG

CH1- GGTCAAGCAGAGCCACGGCAAGAGCCTGGAATGGAT

Fcagujero | CGGCAGAATCCACCCCTACGACGGCGACACCTTCTA

PG/LALA | CAACCAGAACTTCAAGGACAAGGCCACCCTGACCGT

GGACAAGAGCAGCAACACCGCCCACATGGAACTGCT
GAGCCTGACCAGCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTG
CACCAGATACGACGGCAGCCGGGCCATGGATTATTG
GGGCCAGGGCACCACCGTGACAGTGTCCAGCGCTA
GCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCA
GCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTG
ACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGG
CGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGG
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTC
TAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAA
GGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACATG
CCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGAC
CGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACAC
CCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGC
TGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTCA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
TCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGC
AGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA




282

Nombre Secuencia SEC ID N°
pPETR1164 | CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGCGCCGAGCTCGT | 225

7 GAAACCTGGCGCCTCCGTGAAGATCAGCTGCAAGGC

Mov19 VH- | CAGCGGCTACAGCTTCACCGGCTACTTCATGAACTG

CH1-CD3 | GGTCAAGCAGAGCCACGGCAAGAGCCTGGAATGGAT

VH-CL- CGGCAGAATCCACCCCTACGACGGCGACACCTTCTA

Fcpomo CAACCAGAACTTCAAGGACAAGGCCACCCTGACCGT

PG/LALA | GGACAAGAGCAGCAACACCGCCCACATGGAACTGCT

GAGCCTGACCAGCGAGGACTTCGCCGTGTACTACTG
CACCAGATACGACGGCAGCCGGGCCATGGATTATTG
GGGCCAGGGCACCACCGTGACAGTGTCCAGCGCTA
GCACAAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCTA
GCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCCCTG
GGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTTCCCGAGCCTGTG
ACCGTGTCCTGGAACTCTGGCGCCCTGACAAGCGGC
GTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGC
CTGTACTCTCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGC
AGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTG
AACCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAG
GTGGAGCCCAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTC
CGGAGGCGGAGGATCCGAAGTGCAGCTGGTGGAAA
GCGGCGGAGGCCTGGTGCAGCCTAAGGGCTCTCTG
AAGCTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTTCAAC
ACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCCAGGCCCCTGG
CAAAGGCCTGGAATGGGTGGCCCGGATCAGAAGCAA
GTACAACAATTACGCCACCTACTACGCCGACAGCGT
GAAGGACCGGTTCACCATCAGCCGGGACGACAGCC
AGAGCATCCTGTACCTGCAGATGAACAACCTGAAAAC
CGAGGACACCGCCATGTACTACTGCGTGCGGCACG
GCAACTTCGGCAACAGCTATGTGTCTTGGTTTGCCTA
CTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACAGTGTCTGCTG
CTAGCGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTTATCTTTCCCCC
ATCCGATGAACAGCTGAAAAGCGGCACCGCCTCCGT
CGTGTGTCTGCTGAACAATTTTTACCCTAGGGAAGCT
AAAGTGCAGTGGAAAGTGGATAACGCACTGCAGTCC
GGCAACTCCCAGGAATCTGTGACAGAACAGGACTCC
AAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGACA
CTGTCTAAGGCTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCG
TCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGA
CCCACACCTGTCCCCCTTGTCCTGCCCCTGAAGCTG

CTCCCCCCCCTTOCTOCTCTTCCTOTTCCCCCCAANANC,
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Nombre

Secuencia

SEC ID N°

pETR1164
4
Mov19 LC

GACATCGAGCTGACCCAGAGCCCTGCCTCTCTGGCC
GTGTCTCTGGGACAGAGAGCCATCATCAGCTGCAAG
GCCAGCCAGAGCGTGTCCTTTGCCGGCACCTCTCTG
ATGCACTGGTATCACCAGAAGCCCGGCCAGCAGCCC
AAGCTGCTGATCTACAGAGCCAGCAACCTGGAAGCC
GGCGTGCCCACAAGATTTTCCGGCAGCGGCAGCAAG
ACCGACTTCACCCTGAACATCCACCCCGTGGAAGAA
GAGGACGCCGCCACCTACTACTGCCAGCAGAGCAGA
GAGTACCCCTACACCTTCGGCGGAGGCACCAAGCTG
GAAATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCC
CAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGA
GCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAG
CACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACA
CAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCT
GAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGA
GTGT

226

Variante

Secuencia

SEC ID N°

16D5
VH_D52d
E

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTAA
AACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCTT
CCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTGGGT
TCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGGTTGG
TCGTATCAAGTCTAAAACTGAGGGTGGCACCACGGAT
TACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATTTCCCG
CGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGATGAACT
CTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTACTGTACT
ACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTATTGGGGCC
AGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

261




284

Variante

Secuencia

SEC ID N°

16D5
VH_D52d

Q

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTAA
AACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCTT
CCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTGGGT
TCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGGTTGG
TCGTATCAAGTCTAAAACTCAGGGTGGCACCACGGAT
TACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATTTCCCG
CGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGATGAACT
CTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTACTGTACT
ACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTATTGGGGCC
AGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCC

262

CD3_VH
N100A

GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGTG
CAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCC
AGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTGGG
TGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGT
CCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCACCTA
CTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAG
CCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATG
AACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTATT
GTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCGCCAGCTATGTGT
CTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGAC
CGTGTCAAGC

263

CD3_VH
S100aA

GAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGTG
CAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCC
AGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTGGG
TGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGT
CCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCACCTA
CTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAG
CCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATG
AACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTATT
GTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACGCCTATGTGTC
TTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACC
GTGTCAAGC

264




285

Variante |Secuencia SEC ID N°
16D5 GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTAA | 265
[VHCH1]- | AACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCTT

CD3[VHC | CCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTGGGT

H1- TCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGGTTGG

N100A]- | TCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCACGGAT

Fcpomo_ | TACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATTTCCCG

PGLALA | CGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGATGAACT

CTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTACTGTACT
ACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTATTGGGGCC
AGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCTAGCACAAA
GGGCCCTAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCCAGCAGCAA
GAGCACAAGCGGCGGAACAGCCGCCCTGGGLTGLCCT
CGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCT
TGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACT
TTCCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCCC
TGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAA
GAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAG
GATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGAC
TGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGC
CGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAAC
TGGGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGG
GTGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCAT
CAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCA
GATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTA
CTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCGCCAGCTAT
GTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCG
TGACCGTGTCAAGCGCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCCCTGGCACCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGC
GGAACAGCCGCTCTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACT
TCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTG
CAGAGCAGCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCA
CCGTGCCCTCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATAT
CTGTAATGTCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCG
ATAAGAAAGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGG
GGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG

CCNANCNANCCCTOCATOATCTCCCCONANCCCCTOCANCCTCACAT




286

Variante

Secuencia

SEC ID N°

16D5-
Fcagujer
o-
PGLALA

GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTAA
AACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCTT
CCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTGGGT
TCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGGTTGG
TCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCACGGAT
TACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATTTCCCG
CGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGATGAACT
CTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTACTGTACT
ACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTATTGGGGCC
AGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCTAGCACCAA
GGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAA
GAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTGGGLCTGLCCT
GGTCAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCC
TGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACC
TTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGGCCTGTATAGCC
TGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTCTAGCAGCCTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAA
GAGCTGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCA
GCACCTGAAGCTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCT
TCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCG
GACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAG
CCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTG
GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCG
CGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCT
CGGCGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCC
CCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGC
CTCTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACA
TCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA
ACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGA
CGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCGCTTCACGCA
GAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

266




287

Variante

Secuencia

SEC ID N°

CD3-CLC

CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGTG
TCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAGTT
CTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAACTG
GGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAGGACT
GATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGCACCCC
TGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGAAAGGCC
GCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAAGATGAG
GCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGCAACCTGT
GGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACAGTCCTAG
GTCAACCCAAGGCTGCCCCCAGCGTGACCCTGTTCCC
CCCCAGCAGCGAGGAACTGCAGGCCAACAAGGCCAC
CCTGGTCTGCCTGATCAGCGACTTCTACCCAGGCGCC
GTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACAGCAGCCCCGTG
AAGGCCGGCGTGGAGACCACCACCCCCAGCAAGCAG
AGCAACAACAAGTACGCCGCCAGCAGCTACCTGAGCC
TGACCCCCGAGCAGTGGAAGAGCCACAGGTCCTACA
GCTGCCAGGTGACCCACGAGGGCAGCACCGTGGAGA
AAACCGTGGCCCCCACCGAGTGCAGC

267
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Variante |Secuencia SEC ID N°
16D5 GAGGTGCAATTGGTTGAATCTGGTGGTGGTCTGGTAA | 268
[VHCH1]- | AACCGGGCGGTTCCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCTT

CD3[VHC | CCGGATTCACCTTCTCCAACGCGTGGATGAGCTGGGT

H1- TCGCCAGGCCCCGGGCAAAGGCCTCGAGTGGGTTGG

S100aA]- | TCGTATCAAGTCTAAAACTGACGGTGGCACCACGGAT

Fcpomo_ | TACGCGGCTCCAGTTAAAGGTCGTTTTACCATTTCCCG

PGLALA | CGACGATAGCAAAAACACTCTGTATCTGCAGATGAACT

CTCTGAAAACTGAAGACACCGCAGTCTACTACTGTACT
ACCCCGTGGGAATGGTCTTGGTACGATTATTGGGGCC
AGGGCACGCTGGTTACGGTGTCTTCCGCTAGCACAAA
GGGCCCTAGCGTGTTCCCTCTGGCCCCCAGCAGCAA
GAGCACAAGCGGCGGAACAGCCGCCCTGGGLTGLCCT
CGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACAGTGTCT
TGGAACAGCGGAGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACT
TTCCCTGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCCC
TGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCC
CAGCAACACCAAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAA
GAGCTGTGATGGCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAG
GATCCGAGGTGCAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGAC
TGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGC
CGCCAGCGGCTTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAAC
TGGGTGCGCCAGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGG
GTGTCCCGGATCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCA
CCTACTACGCCGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCAT
CAGCCGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCA
GATGAACAGCCTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTA
CTATTGTGTGCGGCACGGCAACTTCGGCAACGCCTAT
GTGTCTTGGTTTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCG
TGACCGTGTCAAGCGCTAGTACCAAGGGCCCCAGCGT
GTTCCCCCTGGCACCCAGCAGCAAGAGCACATCTGGC
GGAACAGCCGCTCTGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACT
TCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGC
CCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTG
CAGAGCAGCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCA
CCGTGCCCTCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATAT
CTGTAATGTCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCG
ATAAGAAAGTCGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCA
CACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGG
GGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG

CCNANCNANCCCTOCATOATCTCCCCONANCCCCTOCANCCTCACAT
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Variante |Secuencia SEC ID N°
9D11 CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAAA | 269
[VHCH1]- | ACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCATCC

CD3[VHC | GGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGTTCG

L- TCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGGGCAT

N100A]- | CATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACGCGCAG

Fcpomo_ | AAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTGACACTA

PGLALA | GCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAGCCTGCG

TTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCACGCGGT
GACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAAGGCACCC
TCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCACAAAGGGCCCCAG
CGTGTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAGCACATCT
GGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGAC
TACTTTCCCGAGCCTGTGACCGTGTCCTGGAACTCTG
GCGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCG
TGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCTCTGAGCAGCGT
GGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATG
GCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTG
CAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCT
GGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGC
TTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCC
AGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGA
TCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCACCTACTACGC
CGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGA
CGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGC
CTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTG
CGGCACGGCAACTTCGGCGCCAGCTATGTGTCTTGGT
TTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGT
CAAGCGCTAGTGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTTATCTT
TCCCCCATCCGATGAACAGCTGAAAAGCGGCACCGCC
TCCGTCGTGTGTCTGCTGAACAATTTTTACCCTAGGGA
AGCTAAAGTGCAGTGGAAAGTGGATAACGCACTGCAG
TCCGGCAACTCCCAGGAATCTGTGACAGAACAGGACT
CCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGAC
ACTGTCTAAGGCTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCG
TCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGAC
CCACACCTGTCCCCCTTGTCCTGCCCCTGAAGCTGCT
GGCGGCCCTTCTGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCA

ANCCCNANCNANCCCTOATOCONANTCACCCCCCOANCCCCCCAANCTCAN
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Variante |Secuencia SEC ID N°
9D11- CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAAA | 270
Fcagujer | ACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCATCC

(0]

GGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGTTCG
TCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGGGCAT
CATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACGCGCAG
AAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTGACACTA
GCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAGCCTGCG
TTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCACGCGGT
GACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAAGGCACCC
TCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCACCAAGGGCCCCTC
CGTGTTCCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAG
CGGCGGCACAGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGA
CTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGC
GGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCC
GTGCTGCAGAGTTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCG
TGGTCACCGTGCCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAGGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGAC
AAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAG
CTGCAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGC
AGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCAC
CGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCA
TCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCG
AGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGGGAT
GAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCA
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCT
CCCTGTCTCCGGGTAAA




201

Variante

Secuencia

SEC ID N°

9D11_LC
[N95Q]

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGGT
GACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTTCC
AGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACTATC
TCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCCCTCA
GCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTTCCGGT
GTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCCGGCACC
GATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAAGCAGAAG
ACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCAAGCATTATG
CAGCGGACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTCGAAATTA
AACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCC
GCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGG
CCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATC
GGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACG
CTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCG
TCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

271

CD3_VL
CH1

CAGGCCGTCGTGACCCAGGAACCCAGCCTGACAGTG
TCTCCTGGCGGCACCGTGACCCTGACATGTGGCAGTT
CTACAGGCGCCGTGACCACCAGCAACTACGCCAACTG
GGTGCAGGAAAAGCCCGGCCAGGCCTTCAGAGGACT
GATCGGCGGCACCAACAAGAGAGCCCCTGGCACCCC
TGCCAGATTCAGCGGATCTCTGCTGGGAGGAAAGGCC
GCCCTGACACTGTCTGGCGCCCAGCCAGAAGATGAG
GCCGAGTACTACTGCGCCCTGTGGTACAGCAACCTGT
GGGTGTTCGGCGGAGGCACCAAGCTGACAGTGCTGA
GCAGCGCTTCCACCAAAGGCCCTTCCGTGTTTCCTCT
GGCTCCTAGCTCCAAGTCCACCTCTGGAGGCACCGCT
GCTCTCGGATGCCTCGTGAAGGATTATTTTCCTGAGC
CTGTGACAGTGTCCTGGAATAGCGGAGCACTGACCTC
TGGAGTGCATACTTTCCCCGCTGTGCTGCAGTCCTCT
GGACTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCC
AGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACG
TGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAA
GGTGGAACCCAAGTCTTGT

272




292

Variante |Secuencia SEC ID N°
9D11 CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAAAA | 273
[VHCH1]- | ACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCATCC

CD3[VHC | GGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGGTTCG

H1- TCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATGGGCAT

S100aA]- | CATTAACCCAAGCGGTGGCCCTACCTCCTACGCGCAG

Fcpomo_ | AAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCGTGACACTA

PGLALA | GCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCCAGCCTGCG

TTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGTGCACGCGGT
GACTTCGCTTGGCTGGACTATTGGGGTCAAGGCACCC
TCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGCACAAAGGGCCCCAG
CGTGTTCCCTCTGGCCCCTAGCAGCAAGAGCACATCT
GGCGGAACAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGAC
TACTTTCCCGAGCCTGTGACCGTGTCCTGGAACTCTG
GCGCCCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTTCCAGCCG
TGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACTCTCTGAGCAGCGT
GGTCACCGTGCCTAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGAC
CTACATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACC
AAAGTGGACAAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATG
GCGGAGGAGGGTCCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTG
CAGCTGCTGGAATCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCT
GGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGC
TTCACCTTCAGCACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCC
AGGCCCCTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGA
TCAGAAGCAAGTACAACAACTACGCCACCTACTACGC
CGACAGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGA
CGACAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGC
CTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTG
CGGCACGGCAACTTCGGCAACGCCTATGTGTCTTGGT
TTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTGT
CAAGCGCTAGTGTGGCCGCTCCCTCCGTGTTTATCTT
TCCCCCATCCGATGAACAGCTGAAAAGCGGCACCGCC
TCCGTCGTGTGTCTGCTGAACAATTTTTACCCTAGGGA
AGCTAAAGTGCAGTGGAAAGTGGATAACGCACTGCAG
TCCGGCAACTCCCAGGAATCTGTGACAGAACAGGACT
CCAAGGACAGCACCTACTCCCTGTCCTCCACCCTGAC
ACTGTCTAAGGCTGATTATGAGAAACACAAAGTCTACG
CCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCG
TCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTGACAAGAC
CCACACCTGTCCCCCTTGTCCTGCCCCTGAAGCTGCT
GGCGGCCCTTCTGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCA

ANCCCNANCNANCCCTOATOCONANTCACCCCCCOANCCCCCCAANCTCAN




293

Nombre |Secuencia SEC ID N°
16D5 GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT | 287
variante | GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCG

W96Y/D | CCAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCT

52E GGGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGG

VH GTGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGAGGGCGGCAC

CACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCA
CCATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACC
TGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCC
GTGTACTACTGCACCACCCCCTACGAGTGGTCTTGG
TACGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGT
GTCATCT




294

Nombre |Secuencia SEC ID N°
W96Y/D | GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT | 288

52E- GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCG

_CD3- CCAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCT

VHCH1_ | GGGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGG

Fc- GTGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGAGGGCGGCAC

pomo_P | CACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCA

GLALA CCATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACC

PETR149 | TGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCC

45 GTGTACTACTGCACCACCCCCTACGAGTGGTCTTGG

TACGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGT
GTCATCTGCTAGCACAAAGGGCCCTAGCGTGTTCCC
TCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACAAGCGGCGGAA
CAGCCGCCCTGGGCTGCCTCGTGAAGGACTACTTC
CCCGAGCCCGTGACAGTGTCTTGGAACAGCGGAGC
CCTGACAAGCGGCGTGCACACCTTCCCTGCCGTGCT
GCAGAGCAGC
GGCCTGTACTCCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCC
TAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAAGTGGACAA
GAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGTGATGGCGGAGGAG
GGTCCGGAGGCGGAGGATCCGAGGTGCAGCTGCTG
GAATCTGGCGGCGGACTGGTGCAGCCTGGCGGATC
TCTGAGACTGAGCTGTGCCGCCAGCGGCTTCACCTT
CAGCACCTACGCCATGAACTGGGTGCGCCAGGCCC
CTGGCAAAGGCCTGGAATGGGTGTCCCGGATCAGA
AGCAAGTACAACAACTACGCCACCTACTACGCCGAC
AGCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCAGCCGGGACGA
CAGCAAGAACACCCTGTACCTGCAGATGAACAGCCT
GCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACTATTGTGTGC
GGCACGGCAACTTCGGCAACAGCTATGTGTCTTGGT
TTGCCTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGTG
TCAAGCGCT
AGTACCAAGGGCCCCAGCGTGTTCCCCCTGGCACC
CAGCAGCAAGAGCACATCTGGCGGAACAGCCGCTC
TGGGCTGTCTGGTGAAAGACTACTTCCCCGAGCCCG
TGACCGTGTCTTGGAACTCTGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTTCCAGCCGTGCTGCAGAGCAGC
GGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTGGTCACCGTGCCC
TCTAGCTCCCTGGGAACACAGACATATATCTGTAATG
TCAATCACAAGCCTTCCAACACCAAAGTCGATAAGAA

NCTCOCNANCCCCANANCNANCCTCCCACNANNANNANNCTCACNANCNATC




295

Nombre |Secuencia SEC ID N°
WO6Y/D | GAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGAGGCGGCCTCGT | 289
52E_Fc- | GAAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGAGCTGTGCCG

agujero_ | CCAGCGGCTTCACCTTCAGCAACGCCTGGATGAGCT

PGLALA | GGGTGCGCCAGGCCCCTGGAAAAGGACTCGAGTGG

_HYRF GTGGGACGGATCAAGAGCAAGACCGAGGGCGGCAC

PETR149 | CACCGACTATGCCGCCCCTGTGAAGGGCCGGTTCA

46 CCATCAGCAGGGACGACAGCAAGAACACCCTGTACC

TGCAGATGAACAGCCTGAAAACCGAGGACACCGCC
GTGTACTACTGCACCACCCCCTACGAGTGGTCTTGG
TACGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACCGT
GTCATCTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCC
CCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCA
CAGCCGCTCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCC
CCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCC
CTGACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCT
GCAGAGTTCT
GGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCC
TTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAA
CGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAA
GAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACA
CATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGG
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG
GACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGA
GGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG
TGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAG
TACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGLCGLCCC
CCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGC
CCCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCC
CGGGATGAG
CTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGCGCAGTC
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGAC
CACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGT
GGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGC
ATGAGGCTCTGCACAACCGCTTCACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAA




296

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

14B1
VH

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCT
GGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATA
CTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTC
CAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAGAT
GAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGCGTGGTGACTACCGTTACCGTTACTTCGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGA
GT

290

14B1
VL

TCTTCTGAACTGACTCAAGATCCAGCTGTTAGCGTG
GCTCTGGGTCAGACTGTACGTATCACCTGCCAAGGC
GATTCTCTGCGCTCCTACTACGCAAGCTGGTACCAG
CAGAAACCGGGTCAGGCCCCAGTTCTGGTGATTTAC
GGCAAAAACAACCGTCCGTCTGGGATCCCGGACCG
TTTCTCCGGCAGCTCTTCCGGTAACACGGCGAGCCT
CACCATCACTGGCGCTCAAGCAGAAGACGAGGCCG
ACTATTACTGTAACTCTCGGGAAAGCCCACCAACCG
GCCTGGTTGTCTTCGGTGGCGGTACCAAGCTGACC
GTCCTA

291




297

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

14B1[EE]
_CD3[VL
CH1]_Fc
pomo_P
GLALA
pETR149
76

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCT
GGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATA
CTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTC
CAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAGAT
GAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGCGTGGTGACTACCGTTACCGTTACTTCGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGA
GTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTCCTCTGG
CCCCTTCCAGCAAGTCCACCTCTGGCGGAACTGCCG
CTCTGGGCTGCCTGGTGGAAGATTACTTCCCCGAGC
CCGTGACCGTGTCCTGGAATTCTGGCGCTCTGACCT
CCGGCGTGCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCT
CCGGCCTGTACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACAGTGC
CCTCCAGCTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCA
ACGTGAACCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACG
AGAAGGTGGAACCCAAGTCCTGCGACGGTGGCGGA
GGTTCCGGAGGCGGAGGATCCCAGGCTGTCGTGAC
CCAGGAACCCTCCCTGACAGTGTCTCCTGGCGGCA
CCGTGACCCTGACCTGTGGATCTTCTACCGGCGCTG
TGACCACCTCCAACTACGCCAATTGGGTGCAGGAAA
AGCCCGGCCAGGCCTTCAGAGGACTGATCGGCGGC
ACCAACAAGAGAGCCCCTGGCACCCCTGCCAGATTC
TCCGGTTCTCTGCTGGGCGGCAAGGCTGCCCTGAC
TCTGTCTGGTGCTCAGCCTGAGGACGAGGCCGAGT
ACTACTGCGCCCTGTGGTACTCCAACCTGTGGGTGT
TCGGCGGAGGCACCAAGCTGACCGTGCTGTCCAGC
GCTTCCACCAAGGGACCCAGTGTGTTCCCCCTGGCC
CCCAGCTCCAAGTCTACATCCGGTGGCACAGCTGCC
CTGGGATGTCTCGTGAAGGACTACTTTCCTGAGCCT
GTGACAGTGTCTTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAG
CGGAGTGCACACATTCCCTGCAGTGCTGCAGAGCA
GCGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTCGTGACCGTG
CCTTCCTCTAGCCTGGGAACACAGACATATATCTGTA
ATGTGAATCATAAGCCCAGTAATACCAAAGTGGATAA
GAAAGTGGAACCTAAGAGCTGCGATAAGACCCACAC
CTGTCCCCCCTGCCCTGCTCCTGAAGCTGCTGGTGG
CCCTAGCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGA

CANCCCTOATOATCTCCCCCACCCCCOCANANCTCCANCCTC,

292




298

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

14B1[EE]
_Fc-
agujero_
PGLALA
pETR149
77

GAGGTGCAATTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGT
ACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
CCTCCGGATTCACCTTTAGCAGTTATGCCATGAGCT
GGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATA
CTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTC
CAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAGAT
GAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTA
CTGTGCGCGTGGTGACTACCGTTACCGTTACTTCGA
CTACTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCGA
GTGCTAGCACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTG
GCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGC
CGCTCTGGGCTGCCTGGTCGAGGACTACTTCCCCG
AGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTG
ACCTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCA
GAGTTCTGGCCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCAC
CGTGCCTTCTAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACGAGAAGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAA
CTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTG
CAGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG
GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGA
GCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCT
CACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCG
CCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGC
AGCCCCGAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCA
TCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCT
CTCGTGCGCAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA
ACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACA
CGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

293




299

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

14B1 LC
[KK]
Lambda
constant
e
pETR149
79

TCTTCTGAACTGACTCAAGATCCAGCTGTTAGCGTG
GCTCTGGGTCAGACTGTACGTATCACCTGCCAAGGC
GATTCTCTGCGCTCCTACTACGCAAGCTGGTACCAG
CAGAAACCGGGTCAGGCCCCAGTTCTGGTGATTTAC
GGCAAAAACAACCGTCCGTCTGGGATCCCGGACCG
TTTCTCCGGCAGCTCTTCCGGTAACACGGCGAGCCT
CACCATCACTGGCGCTCAAGCAGAAGACGAGGCCG
ACTATTACTGTAACTCTCGGGAAAGCCCACCAACCG
GCCTGGTTGTCTTCGGTGGCGGTACCAAGCTGACC
GTCCTAGGTCAACCCAAGGCTGCCCCCAGCGTGAC
CCTGTTCCCCCCCAGCAGCAAGAAACTGCAGGCCAA
CAAGGCCACCCTGGTCTGCCTGATCAGCGACTTCTA
CCCAGGCGCCGTGACCGTGGCCTGGAAGGCCGACA
GCAGCCCCGTGAAGGCCGGCGTGGAGACCACCACC
CCCAGCAAGCAGAGCAACAACAAGTACGCCGCCAG
CAGCTACCTGAGCCTGACCCCCGAGCAGTGGAAGA
GCCACAGGTCCTACAGCTGCCAGGTGACCCACGAG
GGCAGCACCGTGGAGAAAACCGTGGCCCCCACCGA
GTGCAGC

294

9C7 VH

CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAA
AAACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCA
TCCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGG
TTCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATG
GGCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTAC
GCGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCG
TGACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCC
AGCCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGT
GCACGCGGTGACTGGTCTTACTACATGGACTATTGG
GGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCT

295




300

Nombre

Secuencia

SEC ID N°

9C7 VL

GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG
TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT
CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT
ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC
CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCC
GGCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAA
GCAGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCA
CGGCAGACCCCAACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAA

296




301

Nombre |Secuencia SEC ID N°
9C7[EE] | CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAA | 297
_CD3[VL | AAACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCA

CH1]_Fc | TCCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGG

- TTCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATG

pomo_P | GGCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTAC

GLALA GCGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCG

PETR149 | TGACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCC

74

AGCCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGT
GCACGCGGTGACTGGTCTTACTACATGGACTATTGG
GGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGC
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTTCCTCTGGCCCCTTCC
AGCAAGTCCACCTCTGGCGGAACTGCCGCTCTGGG
CTGCCTGGTGGAAGATTACTTCCCCGAGCCCGTGAC
CGTGTCCTGGAATTCTGGCGCTCTGACCTCCGGCGT
GCACACCTTTCCAGCTGTGCTGCAGTCCTCCGGCCT
GTACTCCCTGTCCTCCGTCGTGACAGTGCCCTCCAG
CTCTCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAA
CCACAAGCCCTCCAACACCAAGGTGGACGAGAAGG
TGGAACCCAAGTCCTGCGACGGTGGCGGAGGTTCC
GGAGGCGGAGGATCCCAGGCTGTCGTGACCCAGGA
ACCCTCCCTGACAGTGTCTCCTGGCGGCACCGTGAC
CCTGACCTGTGGATCTTCTACCGGCGCTGTGACCAC
CTCCAACTACGCCAATTGGGTGCAGGAAAAGCCCGG
CCAGGCCTTCAGAGGACTGATCGGCGGCACCAACA
AGAGAGCCCCTGGCACCCCTGCCAGATTCTCCGGTT
CTCTGCTGGGCGGCAAGGCTGCCCTGACTCTGTCT
GGTGCTCAGCCTGAGGACGAGGCCGAGTACTACTG
CGCCCTGTGGTACTCCAACCTGTGGGTGTTCGGCG
GAGGCACCAAGCTGACCGTGCTGTCCAGCGCTTCC
ACCAAGGGACCCAGTGTGTTCCCCCTGGCCCCCAG
CTCCAAGTCTACATCCGGTGGCACAGCTGCCCTGGG
ATGTCTCGTGAAGGACTACTTTCCTGAGCCTGTGAC
AGTGTCTTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGAG
TGCACACATTCCCTGCAGTGCTGCAGAGCAGCGGC
CTGTATAGCCTGAGCAGCGTCGTGACCGTGCCTTCC
TCTAGCCTGGGAACACAGACATATATCTGTAATGTGA
ATCATAAGCCCAGTAATACCAAAGTGGATAAGAAAGT
GGAACCTAAGAGCTGCGATAAGACCCACACCTGTCC
CCCCTGCCCTGCTCCTGAAGCTGCTGGTGGCCCTA
GCGTGTTCCTGTTCCCCCCAAAGCCCAAGGACACCC

TOATOCATCTCCCCCCONCCCCCOCANCTOCNCCTCCCCTC,




302

75

GCGCAGAAATTCCAGGGTCGCGTCACGATGACCCG
TGACACTAGCACCTCTACCGTTTATATGGAGCTGTCC
AGCCTGCGTTCTGAAGATACTGCAGTGTACTACTGT
GCACGCGGTGACTGGTCTTACTACATGGACTATTGG
GGTCAAGGCACCCTCGTAACGGTTTCTTCTGCTAGC
ACCAAGGGCCCCTCCGTGTTCCCCCTGGCCCCCAG
CAGCAAGAGCACCAGCGGCGGCACAGCCGCTCTGG
GCTGCCTGGTCGAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTG
ACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGG
CGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGTTCTGG
CCTGTATAGCCTGAGCAGCGTGGTCACCGTGCCTTC
TAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGT
GAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACGAGA
AGGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAAACTCACACAT
GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAAGCTGCAGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGT
CAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTC
CTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAA
GTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCGGCGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCC
GAGAACCACAGGTGTGCACCCTGCCCCCATCCCGG
GATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTCTCGTGC
GCAGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTA
CAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCT
CCTTCTTCCTCGTGAGCAAGCTCACCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCC
GTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

Nombre |Secuencia SEC ID N°
9C7[EE] | CAGGTGCAATTGGTTCAATCTGGTGCTGAAGTAAAA | 298

_Fec- AAACCGGGCGCTTCCGTTAAAGTGAGCTGCAAAGCA

agujero_ | TCCGGATACACCTTCACTTCCTATTACATGCACTGGG

PGLALA | TTCGTCAAGCCCCGGGCCAGGGTCTGGAATGGATG

PETR149 | GGCATCATTAACCCAAGCGGTGGCTCTACCTCCTAC




303

Nombre |Secuencia SEC ID N°
9C7 LC GATATTGTTATGACTCAATCTCCACTGTCTCTGCCGG | 299

[RK] TGACTCCAGGCGAACCGGCGAGCATTTCTTGCCGTT

PETR149 | CCAGCCAGTCTCTGCTGCACTCCAACGGCTACAACT

80 ATCTCGATTGGTACCTGCAAAAACCGGGTCAGAGCC

CTCAGCTGCTGATCTACCTGGGCTCTAACCGCGCTT
CCGGTGTACCGGACCGTTTCAGCGGCTCTGGATCC
GGCACCGATTTCACGTTGAAAATCAGCCGTGTTGAA
GCAGAAGACGTGGGCGTTTATTACTGTATGCAGGCA
CGGCAGACCCCAACTTTTGGTCAAGGCACCAAGGTC
GAAATTAAACGTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATCGGAAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATC
CCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAAC
GCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACA
GAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAG
CAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGG
CCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGG
GAGAGTGT

Aunque la invencion anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y
ejemplo para propoésitos de claridad de comprension, las descripciones y ejemplos
no deben entenderse como limitantes del alcance de la invencion- Las divulgaciones
de toda bibliografia de patente y cientifica citadas en el presente documento se

incorporan expresamente en su integridad por referencia.



