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ANTICUERPOS QUE SE UNEN A STEAP-1
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general awempos que se unen a STEAP-1, incluyendo
moléculas de unién a antigeno biespecificas, pon@p, para activar linfocitos T. Ademas, la
presente invencion se refiere a polinucledtidosapaifican dichos anticuerpos y a vectores y
células hospedadoras que comprenden dichos pdiftidibs. La invencion se refiere ademas
a meétodos para producir los anticuerpos y a métgdma usarlos en el tratamiento de

enfermedades.
Antecedentes

STEAP-1 (antigeno epitelial de seis dominios trarsbirana de la préstata-1) es una proteina
de la superficie celular de 339 aminoacidos que tejidos normales se expresa
predominantemente en células de la prostata. Lesigm de la proteina STEAP-1 se mantiene
a altos niveles en diversos estados de cancer @daf y STEAP-1 también esta muy
sobreexpresada en otros canceres humanos talespedmédn y colon. El perfil de expresion
de STEAP-1 en tejidos normales y cancerosos suglirifso potencial como diana terapéutica,
por ejemplo, para inmunoterapia. El documento WQ8AW62187 informa sobre anticuerpos
anti-STEAP-1 e inmunoconjugados de los mismos. [Edoeumento WO 2014/165818 se
describe un anticuerpo biespecifico STEAP-1/CDB\(}jc

Existe la necesidad de farmacos adicionales patia wliversos tipos de cancer y metastasis de
cancer de prostata, pulmon y colon. Los farmacascpirmente Utiles para este fin incluyen
anticuerpos que se unen a STEAP-1, en particuldcuanpos biespecificos que se unen a
STEAP-1 en células diana y un antigeno activaddinflecitos T tal como CD3 en linfocitos

T. La unién simultanea de dicho anticuerpo a sisdilanas forzara una interaccion temporal
entre la célula dianay el linfocito T, provocanaactivacion de cualquier linfocito T citotdxico

y posterior lisis de la célula diana.

Con fines terapéuticos, un requisito importante daben cumplir los anticuerpos es una
estabilidad suficiente tanto vitro (para el almacenamiento del farmaco) canavo (después

de la administracion al paciente).

Modificaciones como la desamidacion de asparagoajerizacion de aspartato, formacion de
succinimida y oxidacién de triptéfano son degraolaes tipicas de los anticuerpos
recombinantes y pueden afectar tanto a la estadilidvitro como a las funciones biolégicas

in vivo.

La presente invencion proporciona nuevos anticisenmeluyendo anticuerpos biespecificos,

gue se unen a STEAP-1 y son resistentes a la degpad por ejemplo, mediante la formacién
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de succinimida y, por tanto, muestran buena egtadil Los anticuerpos (biespecificos)
proporcionados combinan ademas buena eficaciaacichgul de produccién con baja toxicidad

y propiedades farmacocinéticas favorables.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han desarrollado un naetiouerpo con propiedades mejoradas,
inesperadas, que se une a STEAP-1. En particlilantieuerpo es resistente a la degradacion,
por ejemplo, mediante la formacioén de succinimydpor tanto particularmente estable segun
sea necesario para fines terapéuticos. Asimisrsanientores han desarrollado moléculas de
union a antigeno biespecificas que se unen a STBARA antigeno activador de linfocitos T,
gue incorporan el nuevo anticuerpo de STEAP-1.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente inéerproporciona un anticuerpo que se une a
STEAP-1, en donde el anticuerpo muestra menos giapadamente 5 % de degradacion de
succinimida después de 4 semanas a pH 7,4, 376@ngnos de aproximadamente 10 % de
degradacion de succinimida después de 4 semarh$,8 40 °C, segun lo determinado por la

espectrometria de masas.

En otro aspecto, la presente invencion proporcionanticuerpo que se une a STEAP-1, en
donde el anticuerpo comprende una regién variableadena pesada (VH) que comprende una
region determinante de complementariedad de cauksada (HCDR) 1 de la SEQ ID NO: 1,
una HCDR 2 de la SEQ ID NO: 2 y una HCDR 3 selewila del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, y ungi@m variable de cadena ligera (VL)
gue comprende una region determinante de compleneatad de cadena ligera (LCDR) 1 de
la SEQ ID NO: 7, una LCDR 2 de la SEQ ID NO: 8 wWw€DR 3 de la SEQ ID NO: 9. En una
realizacion, el VH comprende una secuencia de amidos que es al menos aproximadamente
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica asataiencia de aminoacidos seleccionada
del grupo de las SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SBQNO: 13, y el VL comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximeada 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos &Ef ID NO: 14. En una realizacion, el
anticuerpo es un anticuerpo IgG, en particulargé . En una realizacion, el anticuerpo es un
anticuerpo de longitud completa. En otra realizaciél anticuerpo es un fragmento de
anticuerpo seleccionado del grupo de una moléaylaria molécula scFv, una molécula Fab y

una molécula F(ab’)En una realizacidn, el anticuerpo es un anticuerpltiespecifico.

La invencion también proporciona una molécula d&mra antigeno biespecifica, que

comprende (@) un primer resto de unidn a antigeleosg une a un primer antigeno, en donde
el primer antigeno es STEAP-1 y el primer restadi®n a antigeno comprende una region
variable de cadena pesada (VH) que comprende gitenrdeterminante de complementariedad
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de cadena pesada (HCDR) 1 de la SEQ ID NO: 1, bAR42 de la SEQ ID NO: 2 y una
HCDR 3 seleccionada del grupo que consiste enH83 19 NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID
NO: 6, y una region variable de cadena ligera (il comprende una regién determinante de
complementariedad de cadena ligera (LCDR) 1 d&E@ 8 NO: 7, una LCDR 2 de la SEQ
ID NO: 8y una LCDR 3 de la SEQ ID NO: 9y (b) wgando resto de unién a antigeno que se
une especificamente a un segundo antigeno. Erealizacion, el VH del primer resto de unién
a antigeno comprende una secuencia de aminoaaidosscpl menos aproximadamente 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a una sextaele aminoacidos seleccionada del
grupo de las SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQNO: 13, y la VL del primer resto de
union a antigeno comprende una secuencia de andosajue es al menos aproximadamente
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica selauencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 14. En unarealizacion, el segundo antiger@¥3; en particular CD3 En una realizacion,

el segundo resto de unién a antigeno comprendeé-Hunué comprende una HCDR 1 de la SEQ
ID NO: 15, una HCDR 2 de la SEQ ID NO: 16 y una HCBde la SEQ ID NO: 17, y un VL
que comprende una LCDR 1 de la SEQ ID NO: 18, ubBR 2 de la SEQ ID NO: 19 y una
LCDR 3 de la SEQ ID NO: 20. En una realizaciéryidldel segundo resto de union a antigeno
comprende una secuencia de aminoacidos que esasraproximadamente 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la secuencia de amidos de la SEQ ID NO: 21, y el VL del
segundo resto de union a antigeno comprende unarsga de aminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o%0@éntica a la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 22. En una realizaa@bprimer y/o el segundo resto de unién
a antigeno es una molécula Fab. En una realizagidagundo resto de unién a antigeno es una
molécula Fab en donde los dominios variables VLH/o/los dominios constantes CL y CH1,
en particular los dominios variables VL y VH, deckdena ligera de Fab y la cadena pesada de
Fab se reemplazan entre si. En una realizacidprireer resto de union a antigeno es una
molécula Fab en donde en el dominio constante la@ido en la posicién 124 esta sustituido
independientemente por lisina (K), arginina (R)istitina (H) (humeracion segun Kabat) y el
aminoacido en la posicion 123 esta sustituido iedd@ntemente por lisina (K), arginina (R) o
histidina (H) (numeracion segun Kabat), y en el ohdonconstante CH1 el aminoacido en la
posicion 147 esté sustituido independientementégido glutamico (E) o &cido aspértico (D)
(numeracion segun indice EU de Kabat) y el amimtmiein la posicion 213 esta sustituido
independientemente por acido glutamico (E) o aagfartico (D) (humeracion de acuerdo con
el indice EU de Kabat). En una realizacion, el primmel segundo resto de unién a antigeno se
fusionan entre si, opcionalmente a través de uaatonpeptidico. En una realizacion, el primer
y el segundo resto de union a antigeno son cadanmmolécula Fab y (i) el segundo resto de
unidn a antigeno se fusiona en el extremo C dadara pesada de Fab con el extremo N de la
cadena pesada de Fab del primer resto de uniotigeam o (i) el primer resto de unién a

antigeno se fusiona en el extremo C de la cadesslpale Fab con el extremo N de la cadena
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pesada de Fab del segundo resto de union a antigenma realizacién, la molécula de union
a antigeno biespecifica comprende un tercer restman a antigeno. En una realizacion, el
tercer resto de antigeno es idéntico al primeprdstunion a antigeno. En una realizacion, la
molécula de union a antigeno biespecifica compranad®minio Fc compuesto por una primera
y una segunda subunidad. En una realizacion, mlepriel segundo y, cuando esté presente, el
tercer resto de union a antigeno son cada uno otéecuata Fab; y (i) el segundo resto de union
a antigeno se fusiona en el extremo C de la cguksala de Fab con el extremo N de la cadena
pesada de Fab del primer resto de union a antigesh@rimer resto de union a antigeno se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada dedfadl extremo N de la primera subunidad
del dominio Fc o (ii) el primer resto de unién digeno se fusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pdsaBHab del segundo resto de unién a
antigeno y el segundo resto de union a antigefussg®a en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la primera subunidadiaiginio Fc; y el tercer resto de union a
antigeno, cuando esté presente, se fusiona enreirexC de la cadena pesada de Fab con el
extremo N de la segunda subunidad del dominio Rauria realizacion, el dominio Fc es un
dominio Fc IgG, en particular un IgGEN una realizacion, el dominio Fc es un domingo F
humano. En una realizacion, un resto de aminodaid® dominio CH3 de la primera subunidad
del dominio Fc se reemplaza con un resto de amith@§ce tiene un volumen de cadena lateral
mayor, generando de este modo una protuberancisodéel dominio CH3 de la primera
subunidad que puede posicionarse en una cavidadoddel dominio CH3 de la segunda
subunidad y un resto de aminoéacido en el domini®@ @é&lla segunda subunidad del dominio
Fc se reemplaza con un resto de aminoacido que tiervolumen de cadena lateral menor,
generando de este modo una cavidad en el domin® deéHa segunda subunidad en la que
puede posicionarse la protuberancia en el domiti@ @e la primera subunidad. En una
realizacion, el dominio Fc comprende una o mastsagines de aminoacidos que reducen la

union a un receptor de Fc y/o la funcion efectora.

Segun otro aspecto de la invencion, se proporciamano mas polinucledtidos aislados que
codifican un anticuerpo o molécula de union a a&mibgbiespecifica de la invencion. La
invencion proporciona ademas uno 0 mas vectoresxgeesion que comprenden el(los)
polinucledtido(s) aislado(s) de la invencién y wddula hospedadora que comprende el(los)
polinucledtido(s) aislado(s) o el(los) vector(e® expresion de la invencién. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora es una célutariota, en particular una célula de

mamifero.

En otro aspecto, se proporciona un método paraupiodn anticuerpo que se une a STEAP-1,
gue comprende las etapas de a) cultivar la céhdaddadora de la invencion en condiciones
adecuadas para la expresion del anticuerpo y bpeear el anticuerpo. La invencion también

abarca un anticuerpo que se une a STEAP-1 prodpoidel método de la invencion.
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La invencién proporciona ademas una composiciéndaéutica que comprende el anticuerpo
o la molécula de unién a antigeno biespecificadievencion y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

La invencion también abarca métodos para usartieLanpo, la molécula de unién a antigeno
biespecifica y la composiciéon farmacéutica de hemtién. En un aspecto, la invencion
proporciona un anticuerpo, molécula de union agent biespecifica o composicion
farmacéutica segun la invencion para su uso conticar@ento. En un aspecto se proporciona
un anticuerpo, molécula de union a antigeno biéBpg® composicion farmacéutica segun la
invencion para su uso en el tratamiento de unaraefiad. En una realizacion especifica, la

enfermedad es cancer.

También se proporciona el uso de un anticuerp@onoiécula de union a antigeno biespecifica
segun la invencion en la fabricacion de un medicampara el tratamiento de una enfermedad,;
asi como un método para tratar una enfermedad erdiwduo, que comprende administrar a
dicho individuo una cantidad terapéuticamente efwa una composicién que comprende el
anticuerpo o la molécula de unién a antigeno bid8pa segun la invencion en una forma
farmacéuticamente aceptable. En una realizacioecégm, la enfermedad es cancer. En
cualquiera de las realizaciones anteriores, eliddo es preferentemente un mamifero, en

particular, un ser humano.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Configuraciones ejemplares de las moléculas d@numiantigeno biespecificas de la
invencion. (A, D) llustracion de la molécula "1+to8sMab". (B, E) llustracion de la molécula
"2+1 IgG Crossfab" con un orden alternativo de congmtes Crossfab y Fab ("invertido”). (C,
F) llustracion de la molécula "2+1 IgG Crossfalis, K) llustracion de la molécula "1+1 IgG
Crossfab” con un orden alternativo de componentesstab y Fab (“invertido™). (H, L)
llustracion de la molécula "1+1 IgG Crossfab". M) llustracion de la molécula "2+1 1gG
Crossfab" con dos CrossFabs. (J, N) llustraciotadmolécula "2+1 IgG Crossfab" con dos
CrossFabs y un orden alternativo de los componedbtessfab y Fab ("invertido”). (O, S)
llustracion de la molécula "Fab-Crossfab”. (P,lui$tracion de la molécula "Crossfab-Fab". (Q,
U) llustracién de la molécula "(Fabrossfab". (R, V) llustracién de la molécula "CGfab-
(Fab)". (W, Y) llustracion de la molécula "Fab-(Crosstdb(X, Z) llustracion de la molécula
"(Crossfaby-Fab". Punto negro: modificacion opcional en el @oFc que promueve la
heterodimerizacion. ++, --: aminoacidos de cargagestas introducidos opcionalmente en los
dominios CH1 y CL. Las moléculas Crossfab se rgmtasm como moléculas que comprenden
un intercambio de regiones VH y VL, pero puederregatizaciones en las que no se introducen
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modificaciones de carga en los dominios CH1 y Camprender como alternativa un
intercambio de los dominios CH1 y CL.

Figura 2. llustracion de las moléculas de anticuerpos bidépes de linfocitos T (TCB)
preparadas en los Ejemplos. Todas las moléculasta®ierpos TCB ensayadas se produjeron
como "2+1 1gG CrossFab, invertido" con modifica@srde carga (intercambio de VH/VL en
el agente de unién a CD3, modificaciones de cangegentes de union a STEAPL, EE = 147E,
213E; RK = 123R, 124K).

Figura 3. Andlisis de secuencia de los dominios variablesahelortuzumab. (A) Prediccion
de las posiciones de puntos calientes en la seicu€Bf Anotacion de las regiones CDR y los
puntos calientes predichos en las secuencias dmidovariable de vandortuzumab.

Figura 4. Lisis mediada por linfocitos T de células LnCARe@gxpresan STEAP-1 después de
24 h (A) 0 48 h (B), inducida por diferentes moléswe anticuerpos TCB de STEAP-1 (E:T =
10:1, células efectoras PBMC humanas). Se repaséplicados con SD.

Figura 5. Activacion de Jurkat, segun lo determinado por ifiseencia, tras la union
simultanea de diferentes moléculas de anticueris de STEAP-1 a CD3 humano en células
indicadoras Jurkat-NFAT y STEAP-1 humano en céllaSAP (A) o 22Rv1 (B). La linea
celular CHO-K1 STEAP-1-negativa actué como coni@)! Se representan triplicados con SD.

Figura 6. Unién de moléculas de anticuerpos TCB de STEAR:dldas CHO-hSTEAP1 que
expresan STEAP-1 humano (A) y células Jurkat NFA& expresan CD3 (B).

Descripcién detallada de la invencién
Definiciones

Los términos se usan en el presente documento serasan en general en la técnica, a menos

gue se definan de otro modo a continuacion.

Como se usa en el presente documento, la exprésmlgacula de unidén a antigeno” se refiere
en su sentido mas amplio a una molécula que seespecificamente a un determinante
antigénico. Son ejemplos de moléculas de uniértigeamo inmunoglobulinas y derivados, por

ejemplo, fragmentos, de los mismos.

El término "biespecifico” significa que la molécula unidén a antigeno es capaz de unirse de
manera especifica a al menos dos determinantegéaittds distintos. Normalmente, una
molécula de unién a antigeno biespecifica comprdndssitios de union a antigeno, cada uno

de los cuales es especifico para un determinartigéaico diferente. En determinadas
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realizaciones, la molécula de unién a antigengbkmfica es capaz de unirse simultaneamente
a dos determinantes antigénicos, en particularsaddterminantes antigénicos expresados en

dos células distintas.

El término "valente” como se usa en el presentemeato indica la presencia de un niamero
especifico de sitios de unidn a antigeno en unacutad de union a antigeno. Como tal, la
expresion "union monovalente a un antigeno" inthgaresencia de un (y no mas de un) sitio

de unién a antigeno especifico para el antigeria emlécula de unidén a antigeno.

Un "sitio de unién a antigeno" se refiere al siéi®,decir, uno 0 mas restos de aminoéacidos, de
una molécula de unién a antigeno que proporcideaaiccion con el antigeno. Por ejemplo, el
sitio de unién a antigeno de un anticuerpo com@eadtos de aminoacidos de las regiones
determinantes de complementariedad (CDR). Una ml@léde inmunoglobulina nativa
normalmente tiene dos sitios de union a antigeamomplécula Fab tiene normalmente un Gnico

sitio de unién a antigeno.

Como se usa en el presente documento, la expresgin de union a antigeno” se refiere a una
molécula polipeptidica que se une especificamentm @leterminante antigénico. En una

realizacion, un resto de unidn a antigeno es capalirigir la entidad a la que esta unido (por

ejemplo, un segundo resto de unién a antigenoxéiariana, por ejemplo, a un tipo especifico

de célula tumoral que porta el determinante anidgefn otra realizacion, un resto de unién a

antigeno es capaz de activar la sefalizacion &drde su antigeno diana, por ejemplo, un
antigeno del complejo de receptor de linfocitod d@s restos de union a antigeno incluyen

anticuerpos y fragmentos de los mismos como senaldaiicionalmente en el presente

documento. Los restos de unién a antigeno partesllacluyen un dominio de unién a antigeno

de un anticuerpo, que comprende una region varidbleadena pesada de anticuerpo y una
region variable de cadena ligera de anticuerpodéisrminadas realizaciones, los restos de
unién a antigeno pueden comprender regiones caestale anticuerpo como se define

adicionalmente en el presente documento y se carot@técnica. Las regiones constantes de
cadena pesada Uutiles incluyen cualquiera de lasdsotipos:a, o, €, Y 0 U. Las regiones

constantes Utiles de cadena ligera incluyen cualguie los dos isotipos:y A.

Como se usa en el presente documento, la expragérminante antigénico” es sindbnimo de
"antigeno" y "epitopo" y se refiere a un sitio (p@mplo, un tramo contiguo de aminoacidos o
una configuracion conformacional compuesta de elifias regiones de aminoacidos no
contiguos) en una macromolécula polipeptidica quia se une un resto de unidn a antigeno,
que forma un complejo de resto de unién a antigenigeno. Pueden encontrarse determinantes
antigénicos utiles, por ejemplo, sobre las supgedide células tumorales, sobre las superficies
de células infectadas por virus, sobre las supesfae otras células enfermas, sobre la superficie

de células inmunitarias, libres en el suero sareguiio en la matriz extracelular (MEC). Las
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proteinas denominadas antigenos en el presentendatw (por ejemplo, STEAP-1, CD3)
pueden ser cualquier forma nativa de las prote@tescualquier fuente de vertebrados,
incluyendo mamiferos, tales como primates (por pjenseres humanos), primates no humanos
(por ejemplo, monos cynomolgus) y roedores (pampje, ratones y ratas), a menos que se
indique otra cosa. En una realizacion particuleanégeno es una proteina humana. Cuando se
hace referencia en el presente documento a unaiaogspecifica, la expresion abarca la
proteina de "longitud completa”, no procesadacasio cualquier forma de la proteina que
resulte de su procesamiento en la célula. La expréambién abarca variantes de origen natural
de la proteina, por ejemplo, variantes de cortenpame o variantes alélicas. Una proteina
humana ilustrativa util como antigeno es CD3, etiquaar la subunidad épsilon de CD3 (véase
UniProt n.° PO7766 (version 185), NCBI RefSeq n® B00724.1, SEQ ID NO: 24 para la
secuencia humana; o UniProt n.° Q95LI5 (version R@BI GenBank n.° BAB71849.1, SEQ
ID NO: 25 para la secuencia de cynomolghMadaca fasciculariso STEAP-1 (antigeno
epitelial de seis dominios transmembrana de lat@ia4 ; véase UniProt n.° Q9UHES (version
137); NCBI RefSeq n.° NP_036581.1, SEQ ID NO: 23apka secuencia humana). En
determinadas realizaciones, el anticuerpo o la cotdéde unién a antigeno biespecifica de la
invencion se une a un epitopo de CD3 o STEAP-1squepnserva entre los antigenos CD3 o
STEAP-1 de diferentes especies. En realizacionggares, el anticuerpo o la molécula de

unidn a antigeno biespecifica de la invencion seauSTEAP-1 humano.

Por "unién especifica” se entiende que la uniekstiva para el antigeno y puede distinguirse
de interacciones no deseadas o inespecificas.dazidad de un resto de union a antigeno para
unirse a un determinante antigénico especifico @umédirse bien mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) u o&asitas con las que esta familiarizado un
experto en la materia, por ejemplo, la técnica esomancia de plasmon superficial (RPS)
(analizada, por ejemplo, en un instrumento BlAcdtgljeblad et al, Glyco J 17, 323-329
(2000)) y ensayos de union tradicionales (Heeleydoer Res 28, 217-229 (2002)). En una
realizacion, el alcance de la unién de un restonil@én a antigeno a una proteina no relacionada
es menor de aproximadamente el 10 % de la uniamdesto de unién a antigeno al antigeno
segun se mide, por ejemplo, por RPS. En deternsnesldizaciones, un resto de union a
antigeno que se une al antigeno, o una moléculmida a antigeno que comprende ese resto
de unién a antigeno, tiene una constante de d$6uiékp) de< 1 uM, <100 nM,< 10 nM,
<1nM,<0,1 nM,<0,01 nM o< 0,001 nM (por ejemplo, OM o menos, por ejemplo, de 10
8M a 102 M, por ejemplo, de 1M a 103 M).

"Afinidad de union" se refiere a la fuerza de lanauotal de interacciones no covalentes entre
un solo sitio de unién de una molécula (por ejemmhoreceptor) y su compafiero de union (por
ejemplo, un ligando). A menos que se indique atsagccomo se usa en el presente documento,

"afinidad de union" se refiere a la afinidad dedmnintrinseca que refleja una interaccion 1:1
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entre los miembros de un par de unién (por ejempiaesto de unién a antigeno y un antigeno
0 un receptor y su ligando). La afinidad de unaémula X por su compafiero Y puede estar
representada en general por la constante de disatigko), que es la relacion de las constantes
de velocidad de disociacion y asociacios (K kon, respectivamente). Por tanto, las afinidades
equivalentes pueden comprender diferentes constdeterelocidad, siempre que la relacion
entre las constantes de velocidad siga siendodananilLa afinidad puede medirse mediante
meétodos bien establecidos conocidos en la técimchyyendo los descritos en el presente
documento. Un método particular para medir la didies la resonancia de plasmon superficial
(RPS).

"Unién reducida”, por ejemplo, unién reducida aeceptor de Fc, se refiere a una disminucién
en la afinidad para la interaccion respectiva, seggimide, por ejemplo, mediante RPS. Para
mayor claridad, la expresion incluye también lauoaibn de la afinidad a cero (o por debajo
del limite de deteccién del método analitico), @sirg abolicibn completa de la interaccién. Por
el contrario, "union aumentada" se refiere a un entm en la afinidad de union para la

interaccion respectiva.

Un "antigeno de linfocitos T activadores" como sa en el presente documento se refiere a un
determinante antigénico expresado en la supediien linfocito T, en particular un linfocito

T citotoxico, que es capaz de inducir la activaaénlinfocitos T tras la interaccion con una
molécula de union a antigeno. De manera espeddidateraccion de una molécula de union a
antigeno con un antigeno activador de linfocitgai@de inducir la activacion de linfocitos T al
desencadenar la cascada de sefalizacion del com@egptor de linfocitos T. En una
realizacion particular, el antigeno activador aéokitos T es CD3, en particular la subunidad
épsilon de CD3 (véase UniProt n.° PO7766 (versid), NCBI RefSeq n.° NP_000724.1, SEQ
ID NO: 24 para la secuencia humana; o UniProt 83L@b (version 49), NCBI GenBank n.°
BAB71849.1, SEQ ID NO: 25 para la secuencia de yigus Macaca fascicularig

"Activacion de linfocitos T" como se usa en el pre documento se refiere a una o mas
respuestas celulares de un linfocito T, en pagrauh linfocito T citotéxico, seleccionadas entre:
proliferacion, diferenciacion, secrecion de citasn liberacion de la molécula efectora
citotoxica, actividad citotoxica y expresion de oatores de activacion. Los ensayos adecuados
para medir la activaciéon de linfocitos T son codosien la técnica y se describen en el presente

documento.

Un "antigeno de célula diana”, como se usa en &epte documento, se refiere a un
determinante antigénico presentado sobre la somede una célula diana, por ejemplo, una
célula en un tumor, tal como una célula cancerosaaocélula del estroma tumoral. En una

realizacion particular, el antigeno de célula des&TEAP-1, en particular STEAP-1 humano.
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Como se usa en el presente documento, los térmymmimsero”, "segundo™ o "tercero" con

respecto a moléculas Fab, etc., se usan por canaaipara distinguir cuando hay méas de uno
de cada tipo de resto. No se pretende que el usstoetérminos confiera un orden u orientacion
especificos de la molécula de union a antigengpb@ica a menos que esto se indique

explicitamente.

Por "fusionado" se entiende que los componentes @mplo, una molécula Fab y una
subunidad del dominio Fc) estan unidos por enlpepsidicos, bien directamente o a través de

uno o0 mas conectores peptidicos.

Una "molécula Fab" se refiere a una proteina qusiste en el dominio VH y CH1 de la cadena
pesada (la "cadena pesada de Fab") y el dominip @L de la cadena ligera (la "cadena ligera

de Fab") de una inmunoglobulina.

Por una molécula Fab "cruzada" (también denomifi@dassfab”) se entiende una molécula
Fab en donde los dominios variables o los domicdostantes de la cadena pesada y ligera de
Fab se intercambian (es decir, se reemplazan sijtr&s decir, la molécula Fab cruzada
comprende una cadena peptidica compuesta por ehidovariable de cadena ligera VL y el
dominio constante de cadena pesada 1 CH1 (VL-CHhidjreccion de N a C-terminal) y una
cadena peptidica compuesta por el dominio varidelecadena pesada VH y el dominio
constante de cadena ligera CL (VH-CL, en direcciémN a C-terminal). Para mayor claridad,
en una molécula Fab cruzada en la que se interaandds dominios variables de la cadena
ligera de Fab y la cadena pesada de Fab, la cgmpiadica que comprende el dominio
constante de cadena pesada 1 CH1 se denomingsssehte documento la "cadena pesada”
de la molécula Fab (cruzada). Por el contrariouea molécula Fab cruzada en la que se
intercambian los dominios constantes de la cadgaealde Fab y la cadena pesada de Fab, la
cadena peptidica que comprende el dominio var@dbleadena pesada VH se denomina en el

presente documento la "cadena pesada” de la malEBabl (cruzada).

En contraste con esto, por molécula Fab "conventiae entiende una molécula Fab en su
formato natural, es decir, que comprende una cafdesada compuesta por los dominios
variables y constantes de cadena pesada (VH-CHillreation de N a C-terminal) y una cadena
ligera compuesta por los dominios variables y aniss de cadena ligera (VL-CL, en direccion

de N a C-terminal).

La expresidon "molécula de inmunoglobulina” se refig una proteina que tiene la estructura de
un anticuerpo de origen natural. Por ejemplo, faauinoglobulinas de la clase IgG son
glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadanEsQ.000 dalton, compuestas por dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que estas por enlaces disulfuro. Del extremo N al
C, cada cadena pesada tiene un dominio variable, (fdhhbién denominado dominio pesado
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variable o region variable de cadena pesada, segkeidres dominios constantes (CH1, CH2 y
CHB3) también denominados region constante de cagubsaa. De manera similar, del extremo
N al C, cada cadena ligera tiene un dominio vagi@¥lL), también denominado dominio ligero
variable o dominio variable de cadena ligera, stmguie un dominio ligero constante (CL),
también denominado regién constante de cadenaaligea cadena pesada de una
inmunoglobulina puede asignarse a uno de cinca tigenominados (IgA), 6 (IgD), € (IgE),

v (IgG) o pu (IgM), algunos de los cuales pueden dividirse iadadmente en subtipos, por
ejemplo,y1 (19G1), v2 (19G2), v3 (19Gs), v4 (1gG4), a1 (IgA1) y a2 (IgA2). La cadena ligera de una
inmunoglobulina puede asignarse a uno de dos tgErspyminados kappa)(y lambda %),
basandose en la secuencia de aminoacidos de suidoronstante. Una inmunoglobulina
consiste esencialmente en dos moléculas Fab y mmnaoFc, unidos a través de la region

bisagra de inmunoglobulina.

El término "anticuerpo” se usa en el presente deotonen el sentido mas amplio y abarca
diversas estructuras de anticuerpo, incluyenda gierlimitacion, anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespeasfipor ejemplo, anticuerpos biespecificos)

y fragmentos de anticuerpo en tanto que muestractiddad de unidn a antigeno deseada.

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usal@resente documento, se refiere a un
anticuerpo obtenido a partir de una poblacién dewerpos sustancialmente homogénea, es
decir, los anticuerpos individuales comprendidosagpoblacion son idénticos y/o se unen al
mismo epitopo, excepto por posibles anticuerposanis, por ejemplo, que contienen
mutaciones de origen natural o que surgen durantgrdduccion de una preparacion de
anticuerpos monoclonales, estando presentes diahastes en general en cantidades menores.
A diferencia de las preparaciones de anticuerpdgl@uales, que incluyen normalmente
diferentes anticuerpos dirigidos contra difererdeterminantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal de una preparacion de anticuerpos monalgs esta dirigido contra un solo
determinante en un antigeno. Por tanto, el modificdmonoclonal” indica la naturaleza del
anticuerpo como obtenido de una poblacion sustimeide homogénea de anticuerpos y no
debe interpretarse que requiera la produccion ml&dueerpo mediante ningun procedimiento
concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonples usar de acuerdo con la presente
invencién pueden producirse mediante una diversidadtécnicas, incluyendo, pero sin
limitacion, el método de hibridoma, métodos de Adombinante, métodos de presentacion
en fagos y métodos que utilizan animales transgérmgjoae contienen todos o parte de los loci
de inmunoglobulina humana, estando dichos métodt®yg métodos ilustrativos para producir

anticuerpos monoclonales descritos en el pres@aientento.

Un anticuerpo "aislado” es uno que se ha separadmadomponente de su ambiente natural,

es decir, que no esta en su medio natural. No @sago un nivel particular de purificacion.
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Por ejemplo, un anticuerpo aislado puede extragessu ambiente nativo o natural. Los
anticuerpos producidos de forma recombinante eadoss en células hospedadoras se
consideran aislados para los fines de la invenco@mo también anticuerpos nativos o
recombinantes que se han separado, fraccionadaifecguo parcial o sustancialmente por
cualquier técnica adecuada. Como tales, se aistaanticuerpos y las moléculas de union a
antigeno biespecificas de la presente invencionalgunas realizaciones, un anticuerpo se
purifica a mas del 95 % 0 99 % de pureza segurteendina mediante, por ejemplo, métodos
electroforéticos (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelemtfoque (IEF), electroforesis capilar) o
cromatograficos (por ejemplo, HPLC de intercambiido o de fase inversa). Para una revision
de métodos de evaluacion de la pureza de anticsievpase, por ejemplo, Flatmanal, J.
Chromatogr. B348:79-87 (2007).

Las expresiones "anticuerpo de longitud completahticuerpo intacto”, y "anticuerpo
completo” se usan indistintamente en el presentairdento para hacer referencia a un

anticuerpo que tiene una estructura sustancialnsentkar a una estructura de anticuerpo nativa.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una nubéedistinta de un anticuerpo intacto que
comprende una parte de un anticuerpo intacto quaesal antigeno al que se une el anticuerpo
intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuempluyen, pero sin limitacién, Fv, Fab, Fab',
Fab’-SH, F(ab), diacuerpos, anticuerpos lineales, moléculas dieuempos monocatenarios
(por ejemplo, scFv) y anticuerpos de un Unico damiRara una revision de determinados
fragmentos de anticuerpo, véase Hudsbal, Nat Med 9, 129-134 (2003). Para una revision
de fragmentos scFv, véase, por ejemplo, PlicktbanThe Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Sm@irVerlag, Nueva York, pags. 269-315
(1994); véase también el documento WO 93/16185atgrtes de los Estados Unidos n.°
5.571.894 y 5.587.458. Para un andlisis de fragmsdrdb y F(alz)que comprenden restos de
epitopo de union a receptor de rescate y que tisaividain vivo aumentada, véase patente
de los Estados Unidos n.° 5.869.046. Los diacueamo$fragmentos de anticuerpo con dos sitios
de union a antigeno que pueden ser bivalentespdi#icos. Véase, por ejemplo, el documento
EP 404.097; WO 1993/01161; Hudsenal, Nat Med 9, 129-134 (2003); y Hollinget al,
Proc Natl Acad Sci USA 90, 6444-6448 (1993). Loactrerpos y tetracuerpos también se
describen en Hudsagt al, Nat Med 9, 129-134 (2003). Los anticuerpos déinino dominio
son fragmentos de anticuerpos que comprenden tada parte del dominio variable de cadena
pesada o todo o una parte del dominio variable atterta ligera de un anticuerpo. En
determinadas realizaciones, un anticuerpo de wolwminio es un anticuerpo de un unico
dominio humano (Domantis, Inc., Waltham, MA; végser, ejemplo, patente de los Estados
Unidos n.° 6.248.516 B1l). Pueden prepararse frafpwethe anticuerpo mediante diversas
técnicas, incluyendo, pero sin limitacion, digestgroteolitica de un anticuerpo intacto asi

como produccion por células hospedadoras recomieimdpor ejempldk:. coli o fago), como
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se describe en el presente documento.

La expresion "dominio de unién a antigeno" se refiela parte de un anticuerpo que comprende
el area que se une especificamente a y es compbmmaete parte o la totalidad de un antigeno.
Un dominio de unién a antigeno puede proporcionarsdiante, por ejemplo, uno o mas
dominios variables de anticuerpo (también denonusadgiones variables de anticuerpo). En
particular, un dominio de unién a antigeno compeesma dominio variable de cadena ligera de

anticuerpo (VL) y un dominio variable de cadenaapdesde anticuerpo (VH).

La expresion "region variable" o "dominio variabte' refiere al dominio de una cadena ligera
0 pesada de anticuerpo que esta implicada enda del anticuerpo a su antigeno. Los dominios
variables de la cadena pesada y la cadena ligétay (WL, respectivamente) de un anticuerpo
nativo tienen, en general, estructuras similares)pcendiendo cada dominio cuatro regiones
marco conservadas (FR) y tres regiones hipervasgblVR). Véase, por ejemplo, Kineltal,
Kuby Immunology, 6ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007). Ucolsiominio VH o

VL puede ser suficiente para conferir especificidadunion a antigeno. Como se usa en el
presente documento en relacion con secuenciagide naariable, la "numeracion de Kabat" se
refiere al sistema de numeracion expuesto por Kabaal, Sequences of Proteins of
Immunological Interest5? Ed. Public Health Service, National Instituséslealth, Bethesda,
MD (1991).

Como se usa en el presente documento, las posscitenaminoacidos de todas las regiones y
dominios constantes de la cadena pesada y ligeramnseran segun el sistema de numeracion
de Kabat descrito en Kabatt al, Sequences of Proteins of Immunological Inter&&ted.,
Public Health Service, National Institutes of HealBethesda, MD (1991), denominado
"numeracion segun Kabat" o "numeracion de Kaba#! @nesente documento. Especificamente,
el sistema de numeracion de Kabat (véase pagina$@3 de Kabatet al, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 52 ed., Publéalth Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)) se usa para el dominio cotestda cadena ligera CL del isotipo kappa
y lambda y el sistema de numeracion del indice Eabat (véase paginas 661-723) se usa
para los dominios constantes de cadena pesada (@$éhra, CH2 y CH3), que se aclara
adicionalmente en el presente documento al reéedrSnumeracion segun el indice EU de

Kabat" en este caso.

La expresion "region hipervariable" o "HVR", con®ssa en el presente documento, se
refiere a cada una de las regiones de un domimiabla de anticuerpo que son de secuencia
hipervariable ("regiones determinantes de complé¢anexdad” o "CDR") y/o forman bucles
definidos estructuralmente ("bucles hipervariallgs3 contienen los restos de contacto con el
antigeno ("contactos de antigeno"). En generahmbisuerpos comprenden seis HVR; tres en
el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). k&HVR ilustrativas en el presente
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documento incluyen:

(@) bucles hipervariables que aparecen en lossrdstaminoacidos 26-32 (L1), 50-52
(L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-1(73) (Chothia y Lesk]. Mol. Biol.
196:901-917 (1987));

(b) CDR que aparecen en los restos de aminoacid8d 2L.1), 50-56 (L2), 89-97 (L3),
31-35b (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) (Kaketal, Sequences of Proteins of Immunological
Interest,52 Ed. Public Health Service, National Institusésiealth, Bethesda, MD (1991));

(c) contactos de antigeno que se producen endussrde aminoacidos 27¢-36 (L1), 46-55
(L2), 89-96 (L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2) y 93-1(HM3) (MacCallumet al J. Mol. Biol.262:
732-745 (1996)); y

(d) combinaciones de (a), (b) y/o (c), incluyeno® lestos de aminoacidos de HVR 46-56
(L2), 47-56 (L2), 48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102 (H3) y
94-102 (H3).

A menos que se indique otra cosa, los restos de HMROS restos en el dominio variable (por
ejemplo, restos de FR) se numeran en el preseotergmto segun Kabat al, mencionado

anteriormente.

"Marco conservado" o "FR" se refiere a restos dmidio variable distintos de restos de la
region hipervariable (HVR). La FR de un dominio ighle consiste en general en cuatro
dominios FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En consecuetasasecuencias de HVR y FR aparecen
en general en el siguiente orden en VH (0 VL): FHRI{L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un antpoueuimérico que comprende restos de
aminoacidos de HVR no humanas y restos de aminm&cid FR humanas. En determinadas
realizaciones, un anticuerpo humanizado comprersisstancialmente la totalidad de al menos
uno, y normalmente dos, dominios variables, emjlestodas o sustancialmente todas las HVR
(por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anfioueo humano y todas o sustancialmente
todas las FR corresponden a las de un anticuerpwarimu Dichos dominios variables se

denominan en el presente documento "region varfabiteanizada”. Un anticuerpo humanizado

puede comprender opcionalmente al menos una partaal regidn constante de anticuerpo
procedente de un anticuerpo humano. En algunagaeiaines, algunos restos de FR en un
anticuerpo humanizado se sustituyen con restossmwndientes de un anticuerpo no humano
(por ejemplo, el anticuerpo del que proceden letsde HVR), por ejemplo, para restaurar o
mejorar la especificidad o afinidad de anticuerpég® "forma humanizada" de un anticuerpo,

por ejemplo, de un anticuerpo no humano, se refiana anticuerpo que ha sido sometido a

humanizacion. Otras formas de "anticuerpos humdogaabarcadas por la presente invencion
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son aquellas en las que la regién constante setdicado o cambiado adicionalmente a partir
de la del anticuerpo original para generar lasipdgales segun la invencion, especialmente con

respecto a la union a C1q y/o la union a recepmdfa(FcR).

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una sdaud@maminoacidos que corresponde a la
de un anticuerpo producido por un ser humano a@éh#éa humana o procedente de una fuente
no humana que utiliza repertorios de anticuerpesamos u otras secuencias codificantes de
anticuerpos humanos. Esta definicion de un anguéumano excluye especificamente un
anticuerpo humanizado que comprenda restos de adtigeno no humanos. En determinadas
realizaciones, un anticuerpo humano procede de amifero transgénico no humano, por
ejemplo un ratdn, una rata o un conejo. En detexdais realizaciones, un anticuerpo humano
procede de una linea celular de hibridoma. Logsa@tpos o fragmentos de anticuerpos aislados
de bibliotecas de anticuerpos humanos también ssidaran anticuerpos humanos o

fragmentos de anticuerpos humanos en el preseotendmto.

La "clase" de un anticuerpo o inmunoglobulina $ere al tipo de dominio constante o region
constante poseido por su cadena pesada. Hay ¢ases @rincipales de anticuerpos: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM, y varios de estos pueden ademaditie en subclases (isotipos), por ejemplo,
IgG1, 19, 1gGs, 1gGs, IgA1 e IgA.. Los dominios constantes de cadena pesada que
corresponden a las diferentes clases de inmundgiabuse denominam, 96, &, v Y M,

respectivamente.

La expresion "dominio Fc" o "region Fc" se usalgresente documento para definir una region
C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobgilieacontiene al menos una parte de la
region constante. La expresion incluye regionedd-secuencia nativa y regiones Fc variantes.
Aunque los limites de la region Fc de una cadesadzede IgG podrian variar ligeramente, la
region Fc de cadena pesada de IgG humana se dtefiniialmente para extenderse desde
Cys226 o desde Pro230, hasta el extremo carbogilta @adena pesada. Sin embargo, los
anticuerpos producidos por las células hospedadguasden padecer una escision
postraduccional de uno o mas, en particular unosg @minoacidos del extremo C de la cadena
pesada. Por lo tanto, un anticuerpo producido parcélula hospedadora mediante la expresion
de una molécula de acido nucleico especifica qu#ic® una cadena pesada de longitud
completa puede incluir la cadena pesada de longitudpleta o puede incluir una variante
escindida de la cadena pesada de longitud comfiktebién denominada en el presente
documento una "cadena pesada variante escindiat®. puede ser el caso donde los dos
aminoacidos C-terminales finales de la cadena pesad glicina (G446) y lisina (K447,
numeracion segun el indice EU de Kabat). Por lttda lisina C-terminal (Lys447) o la glicina
(Gly446) y lisina (K447) C-terminal, de la regiéa pueden o no estar presentes. Las secuencias

de aminoéacidos de cadenas pesadas que incluyenidsrit (0 una subunidad de un dominio



10

15

20

25

30

35

16

Fc como se define en el presente documento) seaiméin el presente documento sin dipéptido
de glicina-lisina C-terminal si no se indica ot@sa&. En una realizacion de la invencion, una
cadena pesada que incluye una subunidad de un idoRtitomo se especifica en el presente
documento, comprendido en un anticuerpo o molé&bellanion a antigeno biespecifica segun
la invencién, comprende un dipéptido de glicinazisC-terminal adicional (G446 y K447,
numeracion segun el indice EU de Kabat). En unbzae#n de la invencion, una cadena
pesada que incluye una subunidad de un dominiooRtocse especifica en el presente
documento, comprendido en un anticuerpo o molé&bellanion a antigeno biespecifica segun
la invencién, comprende un resto de glicina C-teahadicional (G446, numeracion segun el
indice EU de Kabat). Las composiciones de la indemctales como las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documemtqrenden una poblacion de anticuerpos o
moléculas de union a antigeno biespecificas daviencion. La poblacion de anticuerpos o
moléculas de unién a antigeno biespecificas pusderender moléculas que tienen una cadena
pesada de longitud completa y moléculas que tienarcadena pesada variante escindida. La
poblacion de anticuerpos o moléculas de union igemd biespecificas puede consistir en una
mezcla de moléculas que tienen una cadena pes#nfagitead completa y moléculas que tienen
una cadena pesada variante escindida, en dondmnakrb0 %, al menos 60 %, al menos 70 %,
al menos 80 % o al menos 90 % de los anticuerpuséculas de unién a antigeno biespecificas
tienen una cadena pesada variante escindida. Enreai@acion de la invencion, una
composicion que comprende una poblacion de anpogseo moléculas de union a antigeno
biespecificas de la invencion comprende un antmuer molécula de unién a antigeno
biespecifica que comprende una cadena pesada dugeiuna subunidad de un dominio Fc
como se especifica en el presente documento catipéptido de glicina-lisina C-terminal
adicional (G446 y K447, numeracion segun el inditede Kabat). En una realizacion de la
invencion, una composicion que comprende una psiate anticuerpos o moléculas de unién
a antigeno biespecificas de la invenciéon compramd@nticuerpo o molécula de unién a
antigeno biespecifica que comprende una cadenaaege incluye una subunidad de un
dominio Fc como se especifica en el presente doctoreon un resto de glicina C-terminal
adicional (G446, numeracion segun el indice EU de&f). En una realizacion de la invencion,
dicha composicion comprende una poblacién de arfims 0 moléculas de unién a antigeno
biespecificas comprendidas por moléculas que cardpreuna cadena pesada que incluye una
subunidad de un dominio Fc como se especifica gresdente documento; moléculas que
comprenden una cadena pesada que incluye una daldwi@ un dominio Fc como se especifica
en el presente documento con un resto de glicitexr@inal adicional (G446, numeracién segun
el indice EU de Kabat); y moléculas que comprendes cadena pesada que incluye una
subunidad de un dominio Fc como se especifica presente documento con un dipéptido de
glicina-lisina C-terminal adicional (G446 y K441ymeracion segun el indice EU de Kabat). A

menos que se especifique otra cosa en el presectengnto, la numeracion de los restos de
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aminodcidos en la region Fc o en la region constessegun el sistema de numeracion de EU,
también denominado indice EU, como se describe alratét al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health SezyiNational Institutes of Health, Bethesda,
MD, 1991 (véase también anteriormente). Una "sudadii de un dominio Fc como se usa en
el presente documento se refiere a uno de los diggeptidos que forman el dominio Fc
dimérico, es decir, un polipéptido que comprendgorees constantes C-terminales de una
cadena pesada de inmunoglobulina, con capacidadtdasociacion estable. Por ejemplo, una
subunidad de un dominio IgG Fc comprende un dontoiwstante IgG CH2 y un dominio

constante IgG CH3.

Una "modificacion que promueve la asociacion derinera y la segunda subunidad del
dominio Fc" es una manipulacién de la cadena praicpeptidica o las modificaciones
postraduccionales de una subunidad del dominiouecrgduce o impide la asociacion de un
polipéptido que comprende la subunidad del donttgioon un polipéptido idéntico para formar
un homodimero. Una asociacién promotora de modificeées como se usa en el presente
documento incluye en particular modificaciones sag@s hechas a cada una de las dos
subunidades del dominio Fc que se desea asocidees la primera y la segunda subunidad
del dominio Fc), en donde las modificaciones sanglementarias entre si para promover la
asociacion de las dos subunidades del dominio éicej@mplo, una asociacion promotora de
modificacion puede alterar la estructura o cargardeo ambas de las subunidades del dominio
Fc para hacer que su asociacion sea estéricatoostéticamente favorable, respectivamente.
Por tanto, se produce (hetero)dimerizacién entrgalipéptido que comprende la primera
subunidad del dominio Fc y un polipéptido que campe la segunda subunidad del dominio
Fc, que podrian no ser no idénticos en el sengdgueé otros componentes fusionados con cada
una de las subunidades (por ejemplo, restos de nantigeno) no son iguales. En algunas
realizaciones, la asociacion promotora de modifictaccomprende una mutacion de
aminoacidos en el dominio Fc, especificamente wsditgcion de aminoacidos. En una
realizacion particular, la asociacién promotorantdificacion comprende una mutacion de
aminoacidos separada, especificamente una sustitdeiaminoacidos, en cada una de las dos

subunidades del dominio Fc.

La expresion "funciones efectoras" se refiere atdividades bioldgicas atribuibles a la region
Fc de un anticuerpo, que varian con el isotipo mlcuerpo. Los ejemplos de funciones
efectoras de anticuerpo incluyen: union a C1lq gtaxicidad dependiente del complemento
(CDC), union a receptor de Fc, citotoxicidad medigdr células dependiente de anticuerpo
(ADCC), fagocitosis celular dependiente de antipae(ADCP), secrecién de citocinas,
captacion de antigeno mediada por complejo inmimiper células presentadoras de antigenos,
regulacion negativa de receptores superficialadarels (por ejemplo, receptor de linfocitos B)

y activacion de linfocitos B.
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Como se usa en el presente documento, se congjderdas expresiones "modificar por
ingenieria genética, modificado por ingenieria geagmodificacion por ingenieria genética”
incluyen cualquier manipulacion de la cadena ppalcipeptidica o las modificaciones
postraduccionales de un polipéptido recombinarde origen natural o fragmento del mismo.
La modificacion técnica incluye modificaciones desecuencia de aminoacidos, del patron de
glucosilacion o del grupo de cadena lateral de e&uidos individuales, asi como

combinaciones de estos enfoques.

Se entiende que la expresion "mutacion de aminogtimbmo se usa en el presente documento
abarca sustituciones, supresiones, inserciones glifimaziones de aminoacidos. Puede
realizarse cualquier combinacion de sustituciopresion, insercion y modificacion para llegar
a la construccion final, siempre que la construtéidal posea las caracteristicas deseadas, por
ejemplo, unidn reducida a un receptor de Fc o asmti aumentada con otro péptido. Las
supresiones e inserciones de la secuencia de aridnsancluyen supresiones e inserciones de
aminoacidos amino y/o carboxilo terminales. Sonatiohes de aminoécidos particulares las
sustituciones de aminoacidos. Con el fin de altg@rejemplo, las caracteristicas de union de
una region Fc, se prefieren en particular sustnes de aminoacidos no conservativas, es decir,
reemplazar un aminoacido con otro aminoacido qretdiferentes propiedades estructurales
y/o quimicas. Las sustituciones de aminoacidosuymti el reemplazo por aminoacidos de
origen no natural o por derivados de aminoacidosriden natural de los veinte aminoacidos
convencionales (por ejemplo, 4-hidroxiprolina, 3tithestidina, ornitina, homoserina, 5-
hidroxilisina). Se pueden generar mutaciones de@éaidos utilizando métodos genéticos o
quimicos bien conocidos en la técnica. Los métagigeticos pueden incluir mutagénesis
dirigida, PCR, sintesis génica y similares. Se@wopila que los métodos para alterar el grupo
de cadena lateral de un aminoacido por métodostdista la ingenieria genética, tales como
modificacion quimica, también pueden ser Utilesp@sden usar diversas designaciones en el
presente documento para indicar la misma mutac®raminoacidos. Por ejemplo, una
sustitucién de prolina en la posicion 329 del damkc a glicina puede indicarse como 329G,
G329, Gz, P329G 0 Pro329Gly.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia deaagidos” con respecto a una secuencia de
polipéptido de referencia se define como el poajente restos de aminoécidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los rstasinoacidos en la secuencia de polipéptido
de referencia, después de alinear las secuenia®@ucir huecos, si es necesario, para lograr
el porcentaje maximo de identidad de secuenciany csinsiderar ninguna sustitucion
conservativa como parte de la identidad de secaehaialineacion con el fin de determinar el
porcentaje de identidad de secuencia de aminoapigede lograrse de diversas maneras que
estan dentro de la experiencia de la técnica, mynmo, usando programas informaticos

disponibles publicamente, tales como BLAST, BLAST&ustal W, software Megalign



10

15

20

25

30

35

19

(DNASTAR) o el paquete de programas FASTA. Los exgzeen la materia pueden determinar
los parametros necesarios para alinear secuelmthsyendo cualquier algoritmo necesario
para lograr un alineamiento maximo a lo largo dengitud completa de las secuencias que se
comparan. Para fines del presente documento, dvargm, los valores de % de identidad de
secuencia de aminoacidos se generan utilizandoogrgma ggsearch del paquete FASTA
version 36.3.8c o posterior con una matriz de coagid@ BLOSUMS50. El paquete de
programas FASTA fue escrito por W. R. Pearson y.[ipman (1988), "Improved Tools for
Biological Sequence Analysis”, PNAS 85:2444-2448;RVPearson (1996) “Effective protein
sequence comparison” Meth. Enzymol. 266:227- 298grsoret al (1997) Genomics 46: 24-
36 y esta disponible publicamente en

http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2/fastawdsshtml Como alternativa, se puede

utilizar un servidor publico accesible en httpgtéabioch.virginia.edu/fasta_www?2/index.cgi
para comparar las secuencias, utilizando el progmggsearch (proteina global:proteina) y las
opciones predeterminadas (BLOSUMS5O0; abierto: -X0;-2; Ktup = 2) para garantizar que se
realiza una alineacion global, en lugar de lochhdicentaje de identidad de aminoacidos se

proporciona en el encabezado de alineacion deasalid

El término "polinucledtido” se refiere a una moléco construccion de acido nucleico aislada,
por ejemplo, ARN mensajero (ARNm), ARN de origericd o ADN plasmidico (ADNp). Un
polinucledtido puede comprender un enlace fosfoeliésonvencional o un enlace no
convencional (por ejemplo, un enlace de amidasdalo se encuentra en los acidos nucleicos
peptidicos (APN)). La expresion "molécula de acidoleico" se refiere a uno cualquiera o mas
segmentos de acido nucleico, por ejemplo, fragnsed®m ADN o ARN, presentes en un

polinucledtido.

Por molécula de acido nucleico o polinucledtidsl&ado” se entiende una molécula de acido
nucleico, ADN o ARN, que se ha extraido de su antbieatural. Por ejemplo, a efectos de la
presente invencién, se considera aislado un paéntido recombinante contenido en un vector
gue codifica un polipéptido. Los ejemplos adiciesatle un polinucleétido aislado incluyen
polinucledtidos recombinantes mantenidos en célutasspedadoras heterélogas o
polinucledtidos purificados (parcial o sustanciatibeg¢ en solucion. Un polinucledtido aislado
incluye una molécula polinucleotidica contenidacétulas que normalmente contienen la
molécula polinucleotidica, pero la molécula polieotidica esta presente
extracromosomicamente o en una localizacion crom@soque es diferente de su localizacion
cromosomica natural. Las moléculas de ARN aislaudsyen transcritos de ARM vivooin
vitro de la presente invencion, asi como formas de hpbsitiva y negativa y formas
bicatenarias. Los polinucledtidos o &cidos nuckiatslados segun la presente invencion
comprenden ademas dichas moléculas producidas dmea fosintética. Ademas, un

polinucledtido o un acido nucleico puede ser o puadluir un elemento regulador, tal como
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un promotor, un sitio de unién a ribosomas o umiteador de la transcripcion.

"Polinucledtido aislado (o acido nucleico) que ¢iodi[por ejemplo, un anticuerpo o molécula
de unién a antigeno biespecifica de la invenci®g" refiere a una o mas moléculas
polinucleotidicas que codifican cadenas pesadageyak de anticuerpo (o fragmentos de las
mismas), incluyendo dicha(s) molécula(s) polinutéoa(s) en un solo vector o vectores
separados, y dicha(s) molécula(s) de acido nucf@esente(s) en una o mas localizaciones en

una ceélula hospedadora.

La expresion "casete de expresion” se refiere apolmucleétido generado de forma
recombinante o sintética, con una serie de elemetoacido nucleico especificados que
permiten la transcripcion de un &cido nucleico ipaldr en una célula diana. El casete de
expresion recombinante puede incorporarse en wmpdéd, cromosoma, ADN mitocondrial,
ADN plastidico, virus o fragmento de acido nucleidrmalmente, la parte de casete de
expresion recombinante de un vector de expresauyia, entre otras secuencias, una secuencia
de &cido nucleico que se va a transcribir y un ptomEn determinadas realizaciones, el casete
de expresion comprende secuencias polinucleotidioasodifican anticuerpos o moléculas de

unién a antigeno biespecificas de la invenciéragrfrentos de las mismas.

La expresion "vector" o "vector de expresion"” diere a una molécula de ADN que se usa para
introducir y dirigir la expresion de un gen espiecifal que esta asociado operativamente en una
célula diana. La expresion incluye el vector ermfmrde una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporadeleyenoma de una célula hospedadora en la
gue se ha introducido. El vector de expresion gedaente invencién comprende un casete de
expresion. Los vectores de expresion permiteratestripcion de grandes cantidades de ARNm
estable. Una vez que el vector de expresion seeatreudentro de la célula, se produce la
molécula de &cido ribonucleico o proteina que estiéicada por el gen mediante la maquinaria
de transcripcion y/o traduccion celular. En unalizaeion, el vector de expresion de la
invencién comprende un casete de expresion querenahp secuencias polinucleotidicas que
codifican anticuerpos o moléculas de unidén a antigbiespecificas de la invencién o

fragmentos de las mismas.

Las expresiones "célula hospedadora”, "linea celotspedadora” y "cultivo de células
hospedadoras" se usan indistintamente y se refeecétulas en las que se ha introducido acido
nucleico exdgeno, incluyendo la descendencia deadicélulas. Las células hospedadoras
incluyen "transformantes” y "células transformagagqtie incluyen la célula primaria
transformada y la descendencia procedente deneitpaendientemente del nUmero de pases. La
descendencia puede no ser completamente idéntimanéenido de &cido nucleico a una célula
progenitora, pero puede contener mutaciones. Seyacen el presente documento la

descendencia mutante que tiene la misma funcidnctividad bioldgica explorada o
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seleccionada en la célula transformada originalmesma célula hospedadora es cualquier tipo
de sistema celular que pueda usarse para gensranticuerpos o las moléculas de unién a
antigeno biespecificas de la presente invencidn. d&ulas hospedadoras incluyen células
cultivadas, por ejemplo, células de mamifero cattas, tales como células HEK, células CHO,
células BHK, células NSO, células SP2/0, célulasdéOmieloma, células P3X63 de mieloma

de raton, células PER, células PER.C6 o céluldshi@loma, células de levadura, células de
insecto y células vegetales, por nombrar solo @gyvero también células comprendidas dentro

de un animal transgénico, planta transgénica dglantivada o tejido animal.

Un "receptor de Fc activador" es un receptor dguecdespués de la interaccién con un dominio
Fc de un anticuerpo induce acontecimientos de igaiigin que estimulan a la célula portadora
de receptores para realizar funciones efectoras.reoeptores de Fc activadores humanos
incluyen FgRIlla (CD16a), FgRI (CD64), FgRIlla (CD32) y FaRI (CD89).

La citotoxicidad mediada por células dependientamticuerpos (ADCC) es un mecanismo
inmunitario que conduce a la lisis de células dieaubiertas de anticuerpos por células
efectoras inmunitarias. Las células diana son @&gl@ las que se unen especificamente
anticuerpos o derivados de los mismos que compnemda region Fc, generalmente a través
de la parte de proteina que esta en direccion iNital de la region Fc. Como se usa en el
presente documento, la expresién "ADCC reducidaleiee como una reduccion en el nimero
de células diana que se lisan en un tiempo dadoaaoncentracion dada de anticuerpo en el
medio que rodea las células diana, por el mecantem®DCC definido anteriormente y/o un
aumento en la concentracién de anticuerpo en elomge rodea las células diana, necesario
para lograr la lisis de un niumero dado de célukasaden un tiempo dado, por el mecanismo de
ADCC. La reducciéon en ADCC es relativa a la ADCCdrada por el mismo anticuerpo
producido por el mismo tipo de células hospedadoumsando los mismos métodos de
produccion, purificacion, formulacion y almacenamtieconvencionales (que son conocidos
por los expertos en la materia), pero que no smddificado por ingenieria genética. Por
ejemplo, la reduccion en ADCC mediada por un agtjpo que comprende en su dominio Fc
una sustitucion de aminoacidos que reduce ADC¢latva a la ADCC mediada por el mismo
anticuerpo sin esta sustitucion de aminoacidod dorainio Fc. Los ensayos adecuados para
medir la ADCC son bien conocidos en la técnicageéaor ejemplo, publicacion de PCT n.°
WO 2006/082515 o publicacion de PCT n.° WO 20123330.

Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere @atdidad que es necesaria para dar como

resultado un cambio fisiologico en la célula odejal que se administra.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agepte ejemplo, una composicion
farmacéutica, se refiere a una cantidad eficams#fidaciones y durante periodos de tiempo

necesarios, para lograr el resultado terapéuticprafilactico deseado. Una cantidad
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terapéuticamente eficaz de un agente, por ejemafifnjna, disminuye, retrasa, minimiza o
previene los efectos adversos de una enfermedad.

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

La expresion "composicion farmacéutica” se refeetsa preparacion que se encuentra en tal
forma que permite que la actividad biologica deptincipio activo contenido en la misma sea
eficaz y que no contiene componentes adicionalessgan inaceptablemente toxicos para un

sujeto al que se le administre la composicion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se eefeerun ingrediente en una composicion
farmacéutica, distinto de un principio activo, que es toxico para un sujeto. Un vehiculo
farmacéuticamente aceptable incluye, pero sindicioh, un tampon, excipiente, estabilizante

0 conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiéntedriaciones gramaticales del mismo,
tales como "tratar” o "tratando") se refiere ankziivencion clinica con el objetivo de alterar la
evolucion natural de una enfermedad en el indivigue se trate y puede realizarse bien para
profilaxis o bien durante el transcurso de la paf@ clinica. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen, pero sin limitacion, prevdaiaparicion o reaparicion de la enfermedad,
alivio de los sintomas, disminucion de cualquigrsezuencia patoldgica directa o indirecta de
la enfermedad, prevenir la metastasis, disminuwvelacidad de progresién de enfermedad,
alivio o paliacion de la patologia y remision o mstico mejorado. En algunas realizaciones,
los anticuerpos o moléculas de unidén a antigentadavencion se usan para retrasar el

desarrollo de una enfermedad o para ralentizaroigresion de una enfermedad.

El término "prospecto” se usa para hacer referemaiatrucciones habitualmente incluidas en
los envases comerciales de productos terapéuticescontienen informacién acerca de las
indicaciones, el uso, la dosificacion, la admiaisikbn, la terapia combinada, las

contraindicaciones y/o las advertencias con resaiso de dichos productos terapéuticos.
Descripcion detallada de las realizaciones

La invencion proporciona anticuerpos y moléculasmén a antigeno biespecificas que se unen
a STEAP-1, en particular STEAP-1 humano, y sorstestes a la degradacion, por ejemplo,

mediante la formacidn de succinimida, y por targdipularmente estables segun sea necesario
para fines terapéuticos. Ademas, las moléculasiéamtienen otras propiedades favorables para

aplicacion terapéutica, por ejemplo, con respecta eficacia y/o seguridad, asi como a la
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capacidad de produccion.

Anticuerpo de STEAP-1

Por tanto, en un primer aspecto, la presente ingerproporciona un anticuerpo que se une a
STEAP-1, en donde el anticuerpo muestra menos m&iapapdamente 5 % de degradacion de
succinimida después de 4 semanas a pH 7,4, 376@ngnos de aproximadamente 10 % de
degradacion de succinimida después de 4 semarhs,8 40 °C, segun lo determinado por la
espectrometria de masas. En una realizacion,ielanto muestra menos de aproximadamente
3 % de degradacién de succinimida, en particulanawede aproximadamente 1% de
degradacion de succinimida, después de 4 sematdg &, 37 °C, segun lo determinado por
la espectrometria de masas. En una realizacidbnangicuerpo muestra menos de
aproximadamente 7,5% de degradacion de succinim@@a particular menos de
aproximadamente 5 % de degradacion de succinirdatpués de 4 semanas a pH 6,0, 40 °C,
segun lo determinado por la espectrometria de masas

En otro aspecto, la presente invencion proporcionanticuerpo que se une a STEAP-1, en
donde el anticuerpo comprende una region variableadena pesada (VH) que comprende una
region determinante de complementariedad de cauksada (HCDR) 1 de la SEQ ID NO: 1,
una HCDR 2 de la SEQ ID NO: 2 y una HCDR 3 selewita del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6, y ungi@m variable de cadena ligera (VL)
que comprende una region determinante de complenented de cadena ligera (LCDR) 1 de
la SEQ ID NO: 7, una LCDR 2 de la SEQ ID NO: 8 wWCDR 3 de la SEQ ID NO: 9.

En una realizacion particular, el anticuerpo comgesun VH que comprende una HCDR 1 de
la SEQ ID NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ ID NO: 2 wiCDR 3 de la SEQ ID NO: 6, y un
VL que comprende una LCDR 1 de la SEQ ID NO: 7, u@G®R 2 de la SEQ ID NO: 8 y una
LCDR 3 de la SEQ ID NO: 9.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es unw@Tpo humanizado. En una realizacién, el VH
es un VH humanizado y/o el VL es un VL humanizan. una realizacion, el anticuerpo
comprende CDR como en cualquiera de las realizasianteriores y comprende ademas un
marco conservado humano aceptor, por ejemplo, ucar@nservado de inmunoglobulina

humana o un marco conservado consenso humano.

En una realizacion, el VH comprende una secueneiaaminoacidos que es al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o%0@éntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de las SEQ IDINCSEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13,

y el VL comprende una secuencia de aminoacidosegual menos aproximadamente 95 %,
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96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la sexinate aminoacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el anticuerpo comprende unaieswia de VH que es al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o%0@éntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de las SEQ IDINCSEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13,

y una secuencia de VL que es al menos aproximadand&, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 8&@@ ID NO: 14.

En determinadas realizaciones, una secuencia de VH que tiene al menos el 95 %, 96 %,
97 %, 98% o0 99 % de identidad contiene sustit@sor{por ejemplo, sustituciones
conservativas), inserciones o supresiones en éelamin la secuencia de referencia, pero un
anticuerpo que comprende esa secuencia consemvapéxidad de unirse a STEAP-1. En
determinadas realizaciones, se han sustituidostatke y/o suprimido un total de 1 a 10
aminoacidos en las SEQ ID NO: 11, 12 o 13 y/o sedustituido, insertado y/o suprimido un
total de 1 a 10 aminoacidos en la SEQ ID NO: 14.determinadas realizaciones, las
sustituciones, inserciones o supresiones se prodrcesgiones fuera de las HVR (es decir, en
las FR). Opcionalmente, el anticuerpo comprendetaiencia de VH en las SEQ ID NO: 11,
12 o 13 y/o la secuencia de VL en la SEQ ID NO: tluyendo modificaciones
postraduccionales de esa secuencia.

En una realizacion, el anticuerpo comprende un Ml¢ gomprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de las SEQ IDINOSEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 13

y un VL que comprende la secuencia de aminoacidda 8EQ ID NO: 14.

En una realizacién, el anticuerpo comprende unaes®ia de VH seleccionada del grupo de
las SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 1&wecuencia de VL de la SEQ ID NO:
14.

En una realizacion particular, el anticuerpo comgesun VH que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 13 y un VL que comgecia secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 14.

En una realizacion particular, el anticuerpo comgeela secuencia de VH de la SEQ ID NO:
13 y la secuencia de VL de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el anticuerpo comprende un@megpnstante humana. En una realizacion,
el anticuerpo es una molécula de inmunoglobulireaqumprende una region constante humana,
en particular, una molécula de inmunoglobulinaldeeclgG que comprende un dominio CH1,
CH2, CH3 y/o CL humano. Se proporcionan secuergj@splares de dominios constantes
humanos en las SEQ ID NO: 39 y 40 (dominios CL kapfambda humanos, respectivamente)
y la SEQ ID NO: 41 (dominios constantes de cadesaga de IgG1l humana CH1-CH2-CH3).
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En algunas realizaciones, el anticuerpo comprenderegion constante de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que esasraproximadamente 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 % idéntica a la secuencia de amidos de la SEQ ID NO: 39 o la SEQ ID
NO: 40, en particular la secuencia de aminoacidesladSEQ ID NO: 39. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una registante de cadena pesada que comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos agaadainente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidoa &Q ID NO: 41. En particular, la region
constante de cadena pesada puede comprender matade aminoacidos en el dominio Fc

como se describe en el presente documento.
En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpooclonal.

En unarealizacion, el anticuerpo es un anticuky@oen particular un IgGEN una realizacion,

el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa

En unarealizacion, el anticuerpo comprende un diankic, en particular un dominio Fc de IgG,
mas en particular un dominio Fc de IgG1. En unlzazon, el dominio Fc es un dominio Fc
humano. ElI dominio Fc del anticuerpo puede incapaualquiera de las caracteristicas,
individualmente o en combinacion, descrito en e@spnte documento en relacion con el

dominio Fc de la molécula de unién a antigeno leiei§iga de la invencion.

En otra realizacion, el anticuerpo es un fragmeetanticuerpo seleccionado del grupo de una
molécula Fv, una molécula scFv, una molécula Fahaymolécula F(ak;) en particular, una
molécula Fab. En otra realizacion, el fragmentawmt&cuerpo es un diacuerpo, un triacuerpo o

un tetracuerpo.

En un aspecto adicional, el anticuerpo segun ciealjule las realizaciones anteriores puede
incorporar cualquiera de las caracteristicas, iddalmente o en combinacion, como se

describe en las secciones posteriores.

Variantes de glucosilacion

En determinadas realizaciones, un anticuerpo pecopwado en el presente documento se altera
para aumentar o disminuir el grado en que el ampmuesta glucosilado. La adicién o supresion
de sitios de glucosilacion a un anticuerpo pueddizagse convenientemente alterando la

secuencia de aminoacidos de manera que se créiemirea uno o mas sitios de glucosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, palestarse el oligosacarido unido al mismo.
Los anticuerpos naturales producidos por célulamdmifero comprenden normalmente un
oligosacarido ramificado biantenario que esta urgdoeralmente mediante un enlace N al
Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase,gj@mplo, Wrightet al TIBTECH 15:26-

32 (1997). El oligosacérido puede incluir diversagbohidratos, por ejemplo, manosa, N-acetil
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glucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialicd,asno fucosa unida a un GIcNAc en el
"tallo" de la estructura de oligosacarido biantendtn algunas realizaciones, se pueden realizar
modificaciones del oligosacarido en un anticuerpola invencion para crear variantes de

anticuerpo con determinadas propiedades mejoradas.

En una realizacién, se proporcionan variantes diewsmpos que tienen un oligosacarido no
fucosilado, es decir, una estructura de oligosdoague carece de fucosa unida (directa o
indirectamente) a una region Fc. Dicho oligosacand fucosilado (también denominado
oligosacarido "afucosilado") es en particular ugasacarido ligado a N que carece de un resto
de fucosa unido al primer GIcNAc en el tallo desructura de oligosacérido biantenario. En
una realizacién, se proporcionan variantes de @nios que tienen una proporciéon aumentada
de oligosacaridos no fucosilados en la region Fcanparacion con un anticuerpo nativo o
parental. Por ejemplo, la proporcion de oligosao@ino fucosilados puede ser de al menos
aproximadamente 20 %, al menos aproximadamente, 40 fbenos aproximadamente 60 %,
al menos aproximadamente 80 % o incluso aproximadtam100 % (es decir, no estan
presentes oligosacaridos fucosilados). El porcenta oligosacaridos no fucosilados es la
cantidad (promedio) de oligosacaridos que careeaestos de fucosa, en relacion con la suma
de todos los oligosacaridos unidos a Asn 297 (jn@o, estructuras complejas, hibridas y
con alto contenido de manosa) segun lo medido goeatrometria de masas MALDI-TOF,
como se describe en el documento WO 2006/08251®&j@mplo. Asn297 se refiere al resto de
asparagina localizado aproximadamente en la posg9@ en la region Fc (numeracion EU de
restos de la region Fc); sin embargo, Asn297 tammigde localizarse a aproximadamente + 3
aminodacidos cadena arriba o cadena abajo de la@o&97, es decir, entre las posiciones 294
y 300, debido a pequefias variaciones de secuembis @nticuerpos. Dichos anticuerpos que
tienen una proporcion aumentada de oligosacariddsawosilados en la region Fc pueden tener
union al receptor R®RIlla mejorada y/o funcién efectora mejorada, ertigaar, funcion
ADCC mejorada. Véase, por ejemplo, documentos W8/AA57108; US 2004/0093621.

Los ejemplos de lineas celulares capaces de produaticuerpos con fucosilaciéon reducida
incluyen células CHO Lecl13 deficientes en fucogiacde proteinas (Ripkat al Arch.
Biochem. Biophys249:533-545 (1986); documentos US 2003/0157108;G/ 2004/056312,
especialmente en el Ejemplo 11) y lineas celulemesun gen desactivado, tales como células
CHO con el gen de alfa-1,6-fucosiltransferab&lT8, desactivado (véase, por ejemplo,
Yamane-Ohnukiet al Biotech. Bioeng87:614-622 (2004); Kanda, et al, Biotechnol.
Bioeng, 94(4):680-688 (2006); y documento WO2003/085103lulas con actividad reducida
o anulada de una sintesis de GDP-fucosa o proteanaportadora (véase, por ejemplo,
documentos US2004259150, US2005031613, US200413BRD04110282).

En una realizacién adicional, se proporcionan wem de anticuerpos con oligosacaridos
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bisecados, por ejemplo, en los que se bisecciomdignsacarido biantenario unido a la regién
Fc del anticuerpo mediante GIcNAc. Dichas variadeeanticuerpos pueden tener fucosilacion
reducida y/o funcion ADCC mejorada como se ha desanteriormente. Se describen ejemplos
de dichas variantes de anticuerpos, por ejempltJreanaet al, Nat Biotechnol 17, 176-180
(1999); Ferrarat al, Biotechn Bioeng 93, 851-861 (2006); documentd3d 99/54342; WO
2004/065540, WO 2003/011878.

También se proporcionan variantes de anticuerpnsatonenos un resto de galactosa en el
oligosacarido unido a la region Fc. Dichas variamte anticuerpos pueden tener una funciéon
CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpos s&itlen, por ejemplo, en los documentos
WO 1997/30087; WO 1998/58964; y WO 1999/22764.

Variantes de anticuerpos modificados por ingenig@ei@tica con cisteina

En determinadas realizaciones, puede ser deseaahleanticuerpos modificados por ingenieria
genética con cisteina, por ejemplo, "tioMab", ehdoe uno o mas restos de un anticuerpo se
sustituyen con restos de cisteina. En realizacigraticulares, los restos sustituidos se
encuentran en sitios accesibles del anticuerpoidvitalla sustitucion de esos restos con cisteina,
los grupos tiol reactivos se sitian de este modsiters accesibles del anticuerpo y se pueden
usar para conjugar el anticuerpo con otros rekgles, como restos farmacolégicos o conectores-
restos farmacoldgicos, para crear un inmunoconpigammo se describe adicionalmente en el
presente documento. Los anticuerpos modificadosng@nieria genética con cisteina pueden
generarse como se describe, por ejemplo, en latpatle los Estados Unidos n.° 7.521.541,
8.30.930, 7.855.275, 9.000.130 o el documento W6Q4HA856.

Derivados de anticuerpos

En determinadas realizaciones, un anticuerpo pecoptado en el presente documento puede
modificarse adicionalmente para que contenga restosproteicos adicionales que son
conocidos en la técnica y estan facilmente dispesilhos restos adecuados para derivatizacion
del anticuerpo incluyen, pero sin limitacién, padhms hidrosolubles. Los ejemplos no
limitantes de polimeros hidrosolubles incluyen,opsin limitacion, polietilenglicol (PEG),
copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carbaatilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,8;trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o copolosealeatorios) y dextrano o poli(n-
vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros geopropilenglicol, copolimeros de 6xido de
polipropileno/6xido de etileno, polioles polioxiatios (por ejemplo, glicerol), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propioreditio de polietilenglicol puede tener
ventajas en la fabricacién debido a su estabilefadgua. El polimero puede tener cualquier
peso molecular y puede estar ramificado o no raatfi. La cantidad de polimeros unidos al
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anticuerpo puede variar y, si se unen mas de umpm, estos pueden ser moléculas iguales o
diferentes. En general, el nimero y/o tipo de peton usados para la derivatizacién se puede
determinar basandose en consideraciones que imglpgeo sin limitacion, las propiedades o

funciones particulares del anticuerpo para mejaial, derivado de anticuerpo se usara en una

terapia en condiciones definidas, etc.

En otra realizacién, se proporcionan conjugadoardanticuerpo y un resto no proteico que
pueden calentarse selectivamente por exposiciarradlacion. En una realizacion, el resto no
proteico es un nanotubo de carbono (Ketral, Proc. Natl. Acad. Sci. USR202: 11600-11605
(2005)). La radiacion puede ser de cualquier laragide onda e incluye, pero sin limitacion,
longitudes de onda que no dafian las células ord@grero que calientan el resto no proteico

hasta una temperatura a la que se destruyen tdaprdéximas al anticuerpo-resto no proteico.

Inmunoconjugados

La invencién también proporciona inmunoconjugados qomprenden un anticuerpo anti-
STEAP-1 como se describe en el presente documenpogado (unido quimicamente) con uno
0 mMas agentes terapéuticos tales como agente®xaitmd, agentes quimioterapéuticos,
farmacos, agentes inhibidores del crecimientontipor ejemplo, toxinas proteicas, toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, éangiegetal o animal, o fragmentos de las

mismas) o isotopos radiactivos.

En una realizacion, un inmunoconjugado es un cadagle anticuerpo-farmaco (ADC) en el
gue un anticuerpo esta conjugado con uno o massadentes terapéuticos mencionados
anteriormente. El anticuerpo esté tipicamente dade@ uno o mas de los agentes terapéuticos
mediante conectores. Se expone una descripciérrajate la tecnologia ADC incluyendo

ejemplos de agentes terapéuticos y farmacos y tmeserPharmacol Revie\8:3-19 (2016).

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprenadenticuerpo como se describe en el
presente documento conjugado con una toxina enzema&nte activa o fragmento de la misma,
incluyendo, pero sin limitacién, cadena A de difiefragmentos activos que no se unen de la
toxina diftérica, cadena A de exotoxina (@seudomonas aerugingsaadena A de ricina,
cadena A de abrina, cadena A de modeccina, saifmaroteinas daleurites fordij proteinas

de diantina, proteinas @hytolaca american@PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor ddomordica
charantig curcina, crotina, inhibidor deSapaonaria officinalis gelonina, mitogelina,

restrictocina, fenomicina, enomicina y los tric&ecs.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprenadenticuerpo como se describe en el
presente documento conjugado con un atomo radiaptiva formar un radioconjugado. Esta
disponible una diversidad de is6topos radiactivars pa produccion de radioconjugados. Los
ejemplos incluyen At 1131 1125 Y90 Re86 R Sm®3 Bi?12 P2, PI¥12e is6topos radiactivos
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de Lu. Cuando el radioconjugado se usa para détequiede comprender un atomo radiactivo
para estudios gammagraficos, por ejemplo, tc994P8 b un marcador de espin para captura
de imagenes por resonancia magnética nuclear (Rr4N)bién conocida como captura de
imagenes por resonancia magneética, IRM), tal camauevo, yodo-123, yodo-131, indio-111,

fldor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17,aiib, manganeso o hierro.

Pueden prepararse conjugados de un anticuerponyeagiéotoxico usando una diversidad de
agentes de acoplamiento de proteinas bifuncionééss como N-succinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), succinimidil-4-(Mialeimidometil)ciclohexano-1-carboxilato
(SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionale® imidioésteres (tales como dimetil
adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disumidil suberato), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales ocdms(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diadmenzoil)-etilendiamina), diisocianatos
(tales como tolueno 2,6-diisocianato) y compuedeoiior bis-activo (tales como 1,5-difluoro-
2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede prepanar inmunotoxina de ricina como se
describe en Vitettaet al, Science 238:1098 (1987). El acido 1l-isotiocianatobencil-3-
metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcaclan carbono-14 es un agente quelante
ilustrativo para la conjugacion del radionucledtican el anticuerpo. Véase el documento
WQ094/11026. El conector puede ser un "conectondgie” que facilita la liberacion de un
farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, pueskrse un conector labil por acido, conector
sensible a peptidasa, conector fotolabil, conettatdimetilo o conector que contiene disulfuro
(Chariet al, Cancer Res52:127-131 (1992); patente de los Estados Unidos.208.020).

Los inmunoconjugados o ADC en el presente documamitemplan de forma expresa, pero
sin limitacion, dichos conjugados preparados caetieos reticuladores, incluyendo, pero sin
limitacion, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, RBH, SBAP, SIA, SIAB,
SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KNBU sulfo-MBS, sulfo-SIAB,
sulfo-SMCC y sulfo-SMPB, y SVSB (succinimidil-(4niisulfona)benzoato) que estan
disponibles en el mercado (por ejemplo, de PieiogeBhnology, Inc., Rockford, IL., Estados
Unidos).

Anticuerpos multiespecificos

En determinadas realizaciones, un anticuerpo pcapmado en el presente documento es un
anticuerpo multiespecifico, por ejemplo, un antipoe biespecifico. Los anticuerpos
multiespecificos son anticuerpos monoclonales trreen especificidades de union por al
menos dos sitios diferentes, es decir, diferenpé®m@os en diferentes antigenos o diferentes
epitopos en el mismo antigeno. En determinadaiaerines, el anticuerpo multiespecifico
tiene tres o0 mas especificidades de union. En métadas realizaciones, una de las

especificidades de union es por STEAP-1 y las dglas o mas) especificidades son por
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cualquier otro antigeno. En determinadas realir&siplos anticuerpos biespecificos pueden
unirse a dos (0 mas) epitopos diferentes de STEARS anticuerpos multiespecificos (por

ejemplo, biespecificos) también pueden usarselpeatizar agentes citotoxicos o células en
células que expresan STEAP-1. Los anticuerpos espkicificos pueden prepararse como

anticuerpos de longitud completa o fragmentos tiewerpos.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespesifincluyen, pero sin limitacion,
coexpresion recombinante de dos pares de cadeadgpeadena ligera de inmunoglobulina que
tienen diferentes especificidades (véase MilsteirCuyello, Nature 305: 537 (1983)) y
modificacion técnica de "boton en ojal" (véase, g@mplo, patente de los Estados Unidos
n.5.731.168 y Atwelkt al, J. Mol. Biol. 270:26 (1997)). Los anticuerpos ltiespecificos
también pueden prepararse mediante la manipuldei@fectos de direccion electrostatica para
preparar moléculas heterodiméricas-Fc de anticsefp@ase, por ejemplo, documento WO
2009/089004); reticulacion de dos o més anticuesfosgmentos (véase, por ejemplo, patente
de los Estados Unidos n.° 4.676.980 y Brenataral, Science 229: 81 (1985)); usando
cremalleras de leucina para producir anticuerpespecificos (véase, por ejemplo, Kostedty
al., J. Immunol, 148(5): 1547-1553 (1992) y documento WO 2011/0346 usando la
tecnologia de cadena ligera habitual para sortgaoblema del emparejamiento erréneo de la
cadena ligera (véase, por ejemplo, documento W®&048/); usando la tecnologia de
"diacuerpos” para preparar fragmentos de anticsetpespecificos (véase, por ejemplo,
Hollinger et al, Proc. Natl. Acad. Sci. US/0:6444-6448 (1993)); y usando dimeros de Fv
monocatenario (sFv) (véase, por ejemplo, Grudieal, J. Immunol, 152:5368 (1994)); y
preparando anticuerpos triespecificos como se ibes@or ejemplo, en Tuét al J. Immunol.
147: 60 (1991).

También se incluyen en el presente documento amfios modificados por ingenieria genética
con tres 0 mas sitios de union a antigeno, incldgepor ejemplo, "anticuerpos de pulpo”, o
DVD-Ig (véase, por ejemplo, documentos WO 2001/2734NV0O 2008/024715). Se pueden
encontrar otros ejemplos de anticuerpos multiefipesicon tres o0 mas sitios de union a
antigeno en los documentos WO 2010/115589, WO 202083, WO 2010/136172,
W02010/145792 y WO 2013/026831. El anticuerpo l@edwo o fragmento de unién a
antigeno del mismo también incluye un "FAb de atdidble” o "DAF" que comprende un sitio
de unién a antigeno que se une a STEAP-1 asi ctrm@ustigeno diferente o dos epitopos
diferentes de STEAP-1 (véase, por ejemplo, documserlS 2008/0069820 y WO
2015/095539).

Los anticuerpos multiespecificos también se pug@ideporcionar en forma asimétrica con un
cruce de dominio en una o mas ramas de uniénméhaa especificidad de antigeno, es decir,
intercambiando los dominios VH/VL (véase, por ejeangocumentos WO 2009/080252 y WO
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2015/150447), los dominios CH1/CL (véase, por ejemgocumento WO 2009/080253) o las
ramas de Fab completas (véase, por ejemplo, do¢as&rO 2009/080251, WO 2016/016299,
véase también Schaefer al, PNAS, 108 (2011) 1187-1191 y Klegt al., MAbs 8 (2016)
1010-20). Las ramas de Fab asimétricas tambiémedep modificar por ingenieria genética
mediante la introduccién de mutaciones de amino&aithn carga o sin carga en interfaces de
dominio para dirigir el emparejamiento de Fab atoeVéase, por ejemplo, documento WO
2016/172485.

Se conocen en la técnica diversos formatos molesuladicionales para anticuerpos
multiespecificos y se incluyen en el presente damim(véase, por ejemplo, Spiessal, Mol
Immunol 67 (2015) 95-106).

Un tipo particular de anticuerpos multiespecifidaspbién incluido en el presente documento,
son anticuerpos biespecificos disefiados para wsimsgtaneamente a un antigeno de superficie
en una célula diana, por ejemplo, una célula tumgraa un componente invariante, de
activacion, del complejo receptor de linfocitosTCR), tal como CD3, para la redireccion de
linfocitos T para destruir células diana. Por lotéa en determinadas realizaciones, un
anticuerpo proporcionado en el presente documesitane anticuerpo multiespecifico, en
particular un anticuerpo biespecifico, en donde dedas especificidades de unién es para
STEAP-1vy la otra es para CD3.

Los ejemplos de formatos de anticuerpos biespesifque pueden ser Utiles para este fin
incluyen, pero sin limitacion, las moléculas denmswlias "BIiTE" (de interaccion con linfocitos

T biespecificos) en donde dos moléculas de scRndssionadas por un conector flexible
(véase, por ejemplo, documentos W0O2004/106381, WaR61547, WO2007/042261 y
WO02008/119567, Nagorsen y Bauerle, Exp Cell Res, 3265-1260 (2011)); diacuerpos
(Holliger et al., Prot Eng 9, 299-305 (1996)) y derivados de lasmos, tales como diacuerpos
en tandem ("TandAb"; Kipriyanoet al, J Mol Biol 293, 41-56 (1999)); moléculas "DART"
(redireccién de afinidad doble) que se basan tarrakto de diacuerpo pero presentan un enlace
disulfuro C-terminal para estabilizacion adiciodhnsonet al, J Mol Biol 399, 436-449
(2010)) y denominadas triomab, que son moléculasg@e hibridas enteras de ratdn/rata
(revisado en Seimett al, Cancer Treat Rev 36, 458-467 (2010)). Los foasde anticuerpos
biespecificos de linfocitos T particulares inclsdm el presente documento se describen en los
documentos WO 2013/026833, WO2013/026839, WO 2@03M9; Bacacet al,
Oncoimmunology 5(8) (2016) e1203498.

Moléculas de union a antigeno biespecificas quewsgen a STEAP-1 y un segundo antigeno

La invencién también proporciona una molécula dérua antigeno biespecifica, es decir, una
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molécula de unién a antigeno que comprende al ndwwsestos de unién a antigeno capaces
de unirse especificamente a dos determinanteséaitag distintos (un primer y un segundo

antigeno).

Segun realizaciones particulares de la invencamréstos de unidon a antigeno comprendidos
en la molécula de unién a antigeno biespecificarsaéculas Fab (es decir, dominios de unién
a antigeno compuestos de una cadena pesada gersa iomprendiendo cada uno un dominio
variable y uno constante). En una realizacionrietgr y/o el segundo resto de unidn a antigeno
es una molécula Fab. En una realizacion, dichacul@déab es humana. En una realizacion
particular, dicha molécula Fab es humanizada. Em refalizacion més, dicha molécula Fab

comprende dominios constantes humanos de cadeadapgdigera.

Preferentemente, al menos uno de los restos da ara@tigeno es una molécula Fab cruzada.
Dicha modificacion reduce el emparejamiento inadoede cadenas pesadas y ligeras de
diferentes moléculas Fab, mejorando de este madméimiento y la pureza de la molécula de
union a antigeno biespecifica de la invencion emdyccion recombinante. En una molécula
Fab cruzada particular util para la molécula démi@i antigeno biespecifica de la invencion, se
intercambian los dominios variables de la cadegexdi de Fab y la cadena pesada de Fab (VL
y VH, respectivamente). Incluso con este intercandiei dominio, sin embargo, la preparacion
de la molécula de unién a antigeno biespecifical@uomprender determinados productos
secundarios debido a una interaccion denominadipa@&ence Jones entre cadenas pesadas y
ligeras emparejadas erroneamente (véase ScleaelePNAS, 108 (2011) 11187-11191). Para
reducir adicionalmente el emparejamiento erronecadkenas pesadas y ligeras de diferentes
moléculas Fab y por tanto aumentar la pureza emdiimiento de la molécula de unién a
antigeno biespecifica deseada, los aminoacidosadasg con cargas opuestas pueden
introducirse en posiciones de aminoacidos espasifen los dominios CH1 y CL de la(s)
molécula(s) Fab que se unen al primer antigeno AFTE) o la molécula Fab que se une al
segundo antigeno (por ejemplo, un antigeno activéeldinfocitos T tal como CD3), como se
describe adicionalmente en el presente documeeatealizan modificaciones de carga en la(s)
molécula(s) Fab convencional(es) comprendida(s)laenmolécula de union a antigeno
biespecifica (tal como se muestra, por ejempltagfiguras 1 A-C, G-J) o en la(s) molécula(s)
Fab de cruce de VH/VL comprendida(s) en la molédgainion a antigeno biespecifica (tal
como se muestra, por ejemplo, en la Figura 1 D-R) Kpero no en ambos). En realizaciones
particulares, las modificaciones de carga se @aken la(s) molécula(s) Fab convencional(es)
comprendida(s) en la molécula de union a antigelespbcifica (que en realizaciones

particulares se unen al primer antigeno, es d8TIEAP-1).

En una realizacion particular segun la invenci@mblécula de union a antigeno biespecifica

es capaz de unirse simultaneamente al primer aati¢es decir, STEAP-1) y el segundo
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antigeno (por ejemplo, un antigeno activador diditos T, en particular, CD3). En una
realizacién, la molécula de union a antigeno bigéipa es capaz de entrecruzar un linfocito T
y una célula diana mediante la union simultanes&SdBAP-1 y un antigeno activador de
linfocitos T. En una realizacion aun mas particuticha union simultanea da como resultado
lisis de la célula diana, en particular una célwimoral que expresa STEAP-1. En una
realizacion, dicha unién simultanea da como redaltactivacion del linfocito T. En otras
realizaciones, dicha unidn simultanea da como tadoiluna respuesta celular de un linfocito T,
en particular un linfocito T citotdxico, seleccialmadel grupo de: proliferacion, diferenciacion,
secrecion de citocinas, liberacion de la moléctidatera citotoxica, actividad citotdxica y
expresion de marcadores de activacion. En unazaeain, la union de la molécula de unién a
antigeno biespecifica al antigeno activador deoditds T, en particular CD3, sin unidn

simultanea a STEAP-1 no da como resultado actimadadlinfocitos T.

En unarealizacién, la molécula de union a antideespecifica es capaz de redirigir la actividad
citotoxica de un linfocito T a una célula diana. Wtfva realizacion particular, dicha redireccion
es independiente de la presentacion del antiggstadpm mediada por MHC por la célula diana

y/o la especificidad del linfocito T.

En particular, un linfocito T segun cualquiera aetealizaciones de la invencidn es un linfocito
T citotoxico. En algunas realizaciones, el linfocit es un linfocito T CD40 CD8, en

particular un linfocito T CD8

Primer resto de unidn a antigeno

La molécula de union a antigeno biespecifica deviencion comprende al menos un resto de
union a antigeno, en particular una molécula Fab,sg une a STEAP-1 (primer antigeno). En

determinadas realizaciones, la molécula de unemtigeno biespecifica comprende dos restos
de union a antigeno, en particular moléculas Fab,sg unen a STEAP-1. En una realizacion

particular de este tipo, cada uno de estos restosidn a antigeno se une al mismo determinante
antigénico. En una realizacién aun mas partictdamos estos restos de union a antigeno son
idénticos, es decir, comprenden las mismas se@agdeiaminoacidos que incluyen las mismas
sustituciones de aminoacidos en el dominio CH1 y d@mo se describe en el presente

documento (si las hubiera). En una realizaciormddécula de unidén a antigeno biespecifica

comprende no mas de dos restos de unidn a antigemayticular moléculas Fab, que se unen
a STEAP-1.

En realizaciones particulares, el(los) grupo(sud®én a antigeno que se une(n) a STEAP-1
es/son una molécula Fab convencional. En dichdzae®nes, el(los) grupo(s) de unién a
antigeno que se une(n) a un segundo antigeno asaléaula Fab cruzada como se describe
en el presente documento, es decir, una molécblaf-donde los dominios variables VH y VL



10

15

20

25

30

34

0 los dominios constantes CH1 y CL de las caderesadas y ligeras de Fab se

intercambian/reemplazan entre si.

En realizaciones alternativas, el(los) grupo(sud®n a antigeno que se une(n) a STEAP-1
es/son una molécula Fab cruzada como se describé presente documento, es decir, una
molécula Fab en donde los dominios variables VH.yoMos dominios constantes CH1 y CL
de las cadenas pesadas y ligeras de Fab se inbéacdireemplazan entre si. En dichas
realizaciones, el(los) grupo(s) de unién a antiggrese une(n) a un segundo antigeno es(son)

una molécula Fab convencional.

El resto de unién a STEAP-1 es capaz de dirigindéécula de unidén a antigeno biespecifica a
un sitio diana, por ejemplo, a un tipo especifieacdlula tumoral que expresa STEAP-1.

El primer resto de unidon a antigeno de la molédalauniéon a antigeno biespecifica puede
incorporar cualquiera de las caracteristicas, iddalmente o en combinacion, descritas en el
presente documento en relacion con el anticuerpasgune a STEAP-1, a menos que desde el
punto de vista cientifico sea claramente irrazanakimposible.

Por tanto, en un aspecto, la invencion proporcimaamolécula de union a antigeno biespecifica,
que comprende (a) un primer resto de unidn a amiigee se une a un primer antigeno, en
donde el primer antigeno es STEAP-1 y el primetorede unién a antigeno comprende una
region variable de cadena pesada (VH) que compramde region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (ig€2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID N3O (b) un segundo resto de unién a

antigeno que se une a un segundo antigeno.

En una realizacion particular, el primer resto a&mn a antigeno comprende un VH que
comprende una HCDR 1 de la SEQ ID NO: 1, una HCRR fa SEQ ID NO: 2 y una HCDR
3 de la SEQ ID NO: 6, y un VL que comprende una ECDde la SEQ ID NO: 7, una LCDR
2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

En algunas realizaciones, el primer resto de uaiantigeno es (procedente de) un anticuerpo
humanizado. En una realizacion, el VH es un VH hmigao y/o el VL es un VL humanizado.

En una realizacion, el primer resto de union agentd comprende CDR como en cualquiera de
las realizaciones anteriores y comprende ademasanoo conservado humano aceptor, por
ejemplo, un marco conservado de inmunoglobulinadnaro un marco conservado consenso

humano.
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En una realizacion, el VH del primer resto de uraédantigeno comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada ¢l daulas SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12

y SEQ ID NO: 13, y la VL del primer resto de uni@rantigeno comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el primer resto de unién agentd comprende una secuencia de VH que es
al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %% 8900 % idéntica a una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo de las SEQ IDINCSEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13,

y una secuencia de VL que es al menos aproximadand&, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o

100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 8&@ ID NO: 14,

En una realizacion, el primer resto de union agantd comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupasdeEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y
SEQ ID NO: 13 y un VL que comprende la secuenciardmoacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el primer resto de unién agentd comprende una secuencia de VH
seleccionada del grupo de las SEQ ID NO: 11, SEQ@D 12 y SEQ ID NO: 13y la secuencia
de VL de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion particular, el primer resto aén a antigeno comprende un VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SERAD13 y un VL que comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion particular, el primer resto dén a antigeno comprende la secuencia de
VH de la SEQ ID NO: 13y la secuencia de VL def)3D NO: 14.

En unarealizacion, el primer resto de unién ggentb comprende una region constante humana.
En una realizacion, el primer resto de union agantd es una molécula Fab que comprende una
region constante humana, en particular un dominimano CH1 y/o CL. Se proporcionan
secuencias ejemplares de dominios constantes hsnearlas SEQ ID NO: 39 y 40 (dominios
CL kappa y lambda humanos, respectivamente) y @ EENO: 41 (dominios constantes de
cadena pesada de IgBumana CH1-CH2-CH3). En algunas realizacioneprigier resto de
unién a antigeno comprende una region constanteadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximeada 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos &&@ ID NO: 39 o la SEQ ID NO: 40, en
particular la secuencia de aminoacidos de la SEQQ@D39. En particular, la region constante
de cadena ligera puede comprender mutaciones awacoios como se describe en el presente
documento en "modificaciones de carga" y/o puedapcender la supresion o sustituciones de
uno o mas (en particular dos) aminoacidos N-terlainsi estd en una molécula Fab cruzada.
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En algunas realizaciones, el primer resto de uaiantigeno comprende una region constante
de cadena pesada que comprende una secuencia deaeciocds que es al menos
aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % %4 0@éntica a la secuencia del dominio
CH1 comprendida en la secuencia de aminoacidasSEQ ID NO: 41. En particular, la region
constante de cadena pesada (especificamente elidddtil) puede comprender mutaciones
de aminoacidos como se describe en el presentendmta en "modificaciones de carga".

Seqgundo resto de unién a antigeno

La molécula de union a antigeno biespecifica deviencion comprende al menos un resto de
unién a antigeno, en particular una molécula Fab,sg¢ une a un segundo antigeno (diferente
de STEAP-1).

En realizaciones patrticulares, el resto de uni@ntimeno que se une al segundo antigeno es una
molécula Fab cruzada como se describe en el peedentimento, es decir, una molécula Fab
en donde los dominios variables VH y VL o los dowsnconstantes CH1 y CL de las cadenas
pesadas y ligeras de Fab se intercambian/reempéatesn si. En dichas realizaciones, el(los)
resto(s) de union a antigeno que se une(n) al pranégeno (es decir, STEAP-1) es(son)
preferiblemente una molécula Fab convencional.datizaciones donde hay mas de un resto
de unidon a antigeno, en particular molécula Fab, spiune a STEAP-1 comprendido en la
molécula de union a antigeno biespecifica, el réstanion a antigeno que se une al segundo
antigeno es preferiblemente una molécula Fab caugdds restos de unidén a antigeno que se

unen a STEAP-1 son moléculas Fab convencionales.

En realizaciones alternativas, el resto de uni@ntayeno que se une al segundo antigeno es una
molécula Fab convencional. En dichas realizaciogldss) resto(s) de unién a antigeno que se
une(n) al primer antigeno (es decir, STEAP-1) esmpolécula Fab cruzada como se describe
en este documento, es decir, una molécula Fabretedos dominios variables VH y VL o los
dominios constantes CH1 y CL de las cadenas pesadakgeras de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En realizacialegle hay mas de un resto de unién a
antigeno, en particular molécula Fab, que se une segundo antigeno comprendido en la
molécula de unién a antigeno biespecifica, el réstonion a antigeno que se une a STEAP-1
es preferiblemente una molécula Fab cruzada yelst®s de union a antigeno que se unen al

segundo antigeno son moléculas Fab convencionales.

En algunas realizaciones, el segundo antigeno astigeno activador de linfocitos T (también
denominado en el presente documento "resto de anamtigeno activador de linfocitos T o
molécula Fab de union a antigeno activadora deditds T"). En una realizacion particular, la
molécula de union a antigeno biespecifica no congi@enas de un resto de unién a antigeno

capaz de unirse especificamente a un antigenaeotive linfocitos T. En una realizacién, la
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molécula de unidn a antigeno biespecifica proponecimion monovalente al antigeno activador

de linfocitos T.

En realizaciones particulares, el segundo antiger®@D3, en particular CD3 humano (SEQ ID
NO: 24) o CD3 de cynomolgus (SEQ ID NO: 25), masparticular CD3 humano. En una
realizacion, el segundo resto de unién a antigeacciona de forma cruzada (es decir, se une
especificamente a) CD3 humano y de cynomolgus. Igunas realizaciones, el segundo

antigeno es la subunidad épsilon de CD3 (CD3 apsilo

En una realizacion, el segundo resto de unidnigema comprende una HCDR 1 de la SEQ ID
NO: 15, una HCDR 2 de la SEQ ID NO: 16, una HCD&e3a SEQ ID NO: 17, una LCDR 1
de la SEQ ID NO: 18, una LCDR 2 de la SEQ ID NOylifha LCDR 3 de la SEQ ID NO: 20.

En una realizacion, el segundo resto de unidnigemt comprende un VH que comprende una
HCDR 1 de la SEQ ID NO: 15, una HCDR 2 de la SEQNID: 16 y una HCDR 3 de la SEQ
ID NO: 17, y un VL que comprende una LCDR 1 deB&)3D NO: 18, una LCDR 2 de la SEQ
ID NO: 19 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO: 20.

En algunas realizaciones, el segundo resto de aadrigeno es (procedente de) un anticuerpo
humanizado. En una realizacion, el VH es un VH hirao y/o el VL es un VL humanizado.

En una realizacién, el segundo resto de uniénigemd comprende CDR como en cualquiera
de las realizaciones anteriores y comprende ademasrco conservado humano aceptor, por
ejemplo, un marco conservado de inmunoglobulinadgnaro un marco conservado consenso

humano.

En una realizacién, el segundo resto de uniénigemt comprende una secuencia de VH que
es al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, ¥®%q o0 100 % idéntica a la secuencia
de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 21. En una reabmael segundo resto de union a antigeno
comprende una secuencia de VL que es al menosiayaaamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % 0 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidda SEQ ID NO: 22.

En una realizacién, el segundo resto de uniénigemt comprende una secuencia de VH que
es al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 3% o 100 % idéntico a la secuencia

de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y una secuel&d. que es al menos aproximadamente
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica selauencia de aminoacidos de la SEQ ID

NO: 22.

En una realizacion, el VH del segundo resto deruai@ntigeno comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOy 21,VL del segundo resto de union a

antigeno comprende una secuencia de aminoacidossgaemenos aproximadamente 95 %,
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96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntica a la sexinate aminoacidos de la SEQ ID NO: 22.

En una realizacién, el segundo resto de unionigert comprende un VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 y ungie comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 22.

En una realizacion, el segundo resto de uniénigemd comprende la secuencia de VH de la
SEQ ID NO: 21 y la secuencia de VL de la SEQ ID 120

En una realizacion, el segundo resto de union syemd comprende una region constante
humana. En una realizacion, el segundo resto danumiantigeno es una molécula Fab que
comprende una region constante humana, en particaldominio humano CH1 y/o CL. Se
proporcionan secuencias ejemplares de dominiogartes humanos en las SEQ ID NO: 39y
40 (dominios CL kappa y lambda humanos, respecevae) y la SEQ ID NO: 41 (dominios
constantes de cadena pesada de ly@nana CH1-CH2-CH3). En algunas realizaciones, el
segundo resto de union a antigeno comprende um@nregnstante de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos que esasraproximadamente 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 % idéntica a la secuencia de amidos de la SEQ ID NO: 39 o la SEQ ID
NO: 40, en particular la secuencia de aminoaciéda 8EQ ID NO: 39. En particular, la region
constante de cadena ligera puede comprender muggoite aminoacidos como se describe en
el presente documento en "modificaciones de cayf@m'puede comprender la supresién o
sustituciones de uno o mas (en particular dos) @écidos N-terminales si esta en una molécula
Fab cruzada. En algunas realizaciones, el segweglo de unién a antigeno comprende una
region constante de cadena pesada que comprendsecuancia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, #9190 % idéntica a la secuencia del
dominio CH1 comprendida en la secuencia de amidoade la SEQ ID NO: 41. En particular,
la region constante de cadena pesada (especifitcareedominio CH1) puede comprender
mutaciones de aminoacidos como se describe erstmie documento en "maodificaciones de

carga".

En algunas realizaciones, el segundo resto de @nantigeno es una molécula Fab en donde
los dominios variables VL y VH o los dominios carges CL y CH1, en particular los dominios
variables VL y VH, de la cadena ligera de Fab gddena pesada de Fab se reemplazan entre si
(es decir, segun dicha realizacion, el segundo m@stunion a antigeno es una molécula Fab
cruzada en donde se intercambian los dominioshlasa constantes de la cadena ligera de
Fab y la cadena pesada de Fab). En una de dicdiasceones, el primer (y el tercero, si lo hay)

resto de unién a antigeno es una molécula Fab noiovel.

En una realizacion, no esta presente mas de undesinion a antigeno que se une al segundo

antigeno (por ejemplo, un antigeno activador deditos T tal como CD3) en la molécula de
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unién a antigeno biespecifica (es decir, la mo#édalunion a antigeno biespecifica proporciona

unién monovalente al segundo antigeno).

Modificaciones de carga

Las moléculas de unién a antigeno biespecificasladénvencion pueden comprender
sustituciones de aminoacidos en moléculas Fab @mdglas en las mismas que son
particularmente eficaces para reducir el empareaimierroneo de cadenas ligeras con cadenas
pesadas no coincidentes (productos secundariggalBénce-Jones), que puede producirse en
la produccion de moléculas de unidén a antigeno utiespecificas basadas en Fab con un
intercambio VH/VL en una (o mas, en el caso de més que comprenden mas de dos
moléculas Fab de unién a antigeno) de sus ramasidie (véase también publicacion de PCT
n.. WO 2015/150447, en particular los ejemplos @&misma, incorporada en el presente
documento por referencia en su totalidad). La r@ade una molécula de union a antigeno
biespecifica deseada en comparaciéon con produetasdarios no deseados, en particular
productos secundarios de tipo Bence Jones quecapaes moléculas de unién a antigeno
biespecificas con un intercambio de dominio VH/\ML wa de sus ramas de union, puede
mejorarse mediante la introduccién de aminoacidogatlos con cargas opuestas en posiciones
de aminoacidos especificas en los dominios CH1 y&lteces denominadas en el presente
documento "modificaciones de carga").

En consecuencia, en algunas realizaciones en ddrulémer y el segundo resto de union a
antigeno de la molécula de unién a antigeno biésgeson ambas moléculas Fab y en uno de
los restos de unidn a antigeno (en particulargirsgo resto de unién a antigeno) los dominios
variables VL y VH de la cadena ligera de Fab yddena pesada de Fab se reemplazan entre si,

)] en el dominio constante CL del primer resto de m@dantigeno, el aminoacido en la
posicion 124 estéa sustituido por un aminoacidoaarga positiva (hnumeracion segun Kabat) y
en donde en el dominio constante CH1 del primeo @s unién a antigeno el aminoacido en la
posicion 147 o el amino&cido en la posicion 213 ssstituido por un aminoacido con carga
negativa (numeracion segun el indice EU de Kabat);

i) en el dominio constante CL del segundo restamién a antigeno, el aminoacido en la
posicion 124 esté sustituido por un aminoacidoaarga positiva (hnumeracioén segun Kabat) y
en donde en el dominio constante CH1 del segurgio de unidn a antigeno el aminoacido en
la posicion 147 o el aminoacido en la posicion 84ta sustituido por un aminoacido con carga

negativa (numeracion segun el indice EU de Kabat).

La molécula de uniébn a antigeno biespecifica no prende las dos modificaciones
mencionadas en i) y ii). Los dominios constantesyGIH1 del resto de unidén a antigeno que
tiene el intercambio VH/VL no se reemplazan enii@s decir, permanecen sin cambios).
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En una realizacion mas especifica,

)] en el dominio constante CL del primer resto d&n a antigeno, el aminoacido en la
posicion 124 esta sustituido independientementelipioa (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracion segun Kabat) y en el dominio const@hi# del primer resto de unidén a antigeno,
el aminoacido en la posicion 147 o el aminoacido l&nposicion 213 esta sustituido
independientemente por acido glutamico (E) o aagfwrtico (D) (numeracion segun el indice
EU de Kabat); o

i) en el dominio constante CL del segundo restamién a antigeno, el aminoacido en la
posicion 124 esta sustituido independientementelipioa (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracion segun Kabat) y en el dominio const@hté del segundo resto de union a antigeno,
el aminoacido en la posicion 147 o el aminoéacido la&nposicion 213 esta sustituido
independientemente por acido glutamico (E) o aagfmartico (D) (numeracion segun el indice
EU de Kabat).

En una de dichas realizaciones, en el dominio eotsCL del primer resto de unién a antigeno,
el aminoacido en la posicion 124 esta sustituidependientemente por lisina (K), arginina (R)
o histidina (H) (numeracion segun Kabat) y en ehoigo constante CH1 del primer resto de
unién a antigeno, el aminoacido en la posicion 441 aminoacido en la posicién 213 esta
sustituido independientemente por acido glutdnm(@cido aspéartico (D) (numeracion segun
el indice EU de Kabat).

En una realizacion adicional, en el dominio const&i. del primer resto de unién a antigeno,
el aminoacido en la posicion 124 esta sustituidependientemente por lisina (K), arginina (R)
o histidina (H) (numeracion segun Kabat) y en ehofhdo constante CH1 del primer resto de
uniodn a antigeno, el aminoacido en la posicionelstd sustituido independientemente por acido

glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracioniseel indice EU de Kabat).

En una realizacion particular, en el dominio comi&taCL del primer resto de union a antigeno,
el aminoacido en la posicion 124 esta sustituidependientemente por lisina (K), arginina (R)
o histidina (H) (numeracion segun Kabat) y el aragido en la posicion 123 esté sustituido
independientemente por lisina (K), arginina (R)sditina (H) (numeracion segun Kabat) y en
el dominio constante CH1 del primer resto de umid@ntigeno, el aminoacido en la posicion
147 esta sustituido independientemente por acidwamico (E) o acido aspartico (D)
(numeracion segun el indice EU de Kabat) y el adtito en la posicion 213 esté sustituido
independientemente por acido glutamico (E) o aagfmartico (D) (numeracion segun el indice
EU de Kabat).

En una realizacibn mas particular, en el dominiostante CL del primer resto de union a

antigeno, el aminoacido en la posicion 124 esthtgig® por lisina (K) (numeracion segun
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Kabat) y el aminoacido en la posicion 123 estaitsithd por lisina (K) (numeracién segun
Kabat) y en el dominio constante CH1 del primetae® union a antigeno, el aminoécido en
la posicion 147 esta sustituido por acido glutan{iEp (numeracion segun el indice EU de
Kabat) y el aminoéacido en la posicién 213 estétsigd por acido glutamico (E) (numeracion

segun el indice EU de Kabat).

En una realizacion alun mas particular, en el damsonstante CL del primer resto de union a
antigeno, el aminoacido en la posicion 124 esttsiag® por lisina (K) (numeracion segun
Kabat) y el aminoacido en la posicion 123 estaitsickh por arginina (R) (humeracioén segun
Kabat) y en el dominio constante CH1 del primetae® union a antigeno, el aminoécido en
la posicién 147 esta sustituido por acido glutan{iEp (numeracion segun el indice EU de
Kabat) y el aminoéacido en la posicién 213 estétsitd por acido glutamico (E) (numeracion

segun el indice EU de Kabat).

En realizaciones particulares, si se realizantsiggdnes de aminoacidos segun las realizaciones
anteriores en el dominio constante CL y el domaunstante CH1 del primer resto de union a

antigeno, el dominio constante CL del primer relst@inion a antigeno es del isotipo kappa.

Como alternativa, las sustituciones de aminoacsaggin las realizaciones anteriores pueden
realizarse en el dominio constante CL y el domaanstante CH1 del segundo resto de unién
a antigeno en lugar de en el dominio constante €lldpminio constante CH1 del primer resto
de union a antigeno. En realizaciones particuldeesste tipo, el dominio constante CL del

segundo resto de union a antigeno es del isotippaka

En consecuencia, en una realizacion, en el domoristante CL del segundo resto de unién a
antigeno, el aminoacido en la posicion 124 estétsia® independientemente por lisina (K),
arginina (R) o histidina (H) (numeracion segun Kalyaen el dominio constante CH1 del
segundo resto de union a antigeno, el aminoacida eosicion 147 o el aminoacido en la
posicion 213 esta sustituido independientementégidio glutamico (E) o acido aspartico (D)

(numeracion segun el indice EU de Kabat).

En una realizacion adicional, en el dominio const&1l del segundo resto de unidén a antigeno,
el aminoacido en la posicion 124 esta sustituidependientemente por lisina (K), arginina (R)
o histidina (H) (numeracion segun Kabat) y en ehohdo constante CH1 del segundo resto de
union a antigeno, el aminoacido en la posiciéneltd sustituido independientemente por acido
glutdmico (E) o acido aspartico (D) (numeraciéoniseel indice EU de Kabat).

En otra realizacion mas, en el dominio constantal@lLsegundo resto de union a antigeno, el
aminoacido en la posicion 124 esta sustituido iedd@ntemente por lisina (K), arginina (R) o
histidina (H) (numeracién segun Kabat) y el amimbdéen la posicion 123 esta sustituido
independientemente por lisina (K), arginina (R)ssitlina (H) (numeracion segun Kabat) y en
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el dominio constante CH1 del segundo resto de umi@ntigeno, el aminoacido en la posicion
147 esta sustituido independientemente por acidwamico (E) o acido aspartico (D)
(numeracion segun el indice EU de Kabat) y el aatio en la posicion 213 esta sustituido
independientemente por acido glutamico (E) o aagfmartico (D) (numeracion segun el indice
EU de Kabat).

En una realizacién, en el dominio constante CL s#gjundo resto de unién a antigeno, el
aminoacido en la posicion 124 esta sustituido @imd (K) (numeracion segun Kabat) y el

aminoacido en la posicion 123 esta sustituido igord (K) (numeracion segun Kabat) y en el
dominio constante CH1 del segundo resto de unatigeno, el aminoacido en la posiciéon 147
esta sustituido por acido glutamico (E) (humeracs&guin el indice EU de Kabat) y el

aminoéacido en la posicidon 213 esta sustituido paicaglutamico (E) (numeracion segun el

indice EU de Kabat).

En otra realizacion, en el dominio constante CL skgfjundo resto de uniéon a antigeno, el
aminodacido en la posicion 124 esta sustituido @md (K) (numeracion segun Kabat) y el
aminoacido en la posicion 123 esta sustituido pginana (R) (numeracion segun Kabat) y en
el dominio constante CH1 del segundo resto de umi@ntigeno, el aminoacido en la posicion
147 esta sustituido por acido glutdmico (E) (numiérasegun el indice EU de Kabat) y el
aminoacido en la posicion 213 esta sustituido paoaglutdmico (E) (numeracion segun el
indice EU de Kabat).

En una realizacion particular, la molécula de uraantigeno biespecifica de la invencion

comprende

(@) un primer resto de union a antigeno que sawmeprimer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (igéf2aR) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID MOy

(b) un segundo resto de unién a antigeno que se wmesegundo antigeno, en donde el
segundo resto de union a antigeno es una moléablai-donde los dominios variables VL y

VH de la cadena ligera de Fab y la cadena pesaBalilse reemplazan entre si;

en donde en el dominio constante CL del primerdstunion a antigeno el aminoacido en la
posicion 124 esta sustituido independientementelipioa (K), arginina (R) o histidina (H)
(numeracion segun Kabat) (en una realizacion paatidgndependientemente por lisina (K) o
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arginina (R)) y el aminoéacido en la posicion 12tesistituido independientemente por lisina
(K), arginina (R) o histidina (H) (numeracion segKiabat) (en una realizacion particular
independientemente por lisina (K) o arginina (Rpryel dominio constante CH1 del primer
resto de union a antigeno el aminoacido en posicigresta sustituido independientemente por
acido glutamico (E) o acido aspartico (D) (numeracsegun el indice EU de Kabat) y el
aminoacido en la posicion 213 estd sustituido irdd@ntemente por acido glutamico (E) o

acido aspartico (D) (numeracion segun el indicedeKabat).

Formatos de moléculas de unién a antigeno biespesif

Los componentes de la molécula de unién a antibespecifica segun la presente invencion
pueden fusionarse entre si en una diversidad dgyaaaciones. Se representan configuraciones

ejemplares en Igigura 1.

En realizaciones particulares, los restos de uaiantigeno comprendidos en la molécula de
union a antigeno biespecifica son moléculas Falli&ras realizaciones, el primer, segundo,
tercer, etc. resto de unién a antigeno puede derose en el presente documento primera,

segunda, tercera, etc. molécula Fab, respectivament

En una realizacion, el primer y el segundo restardén a antigeno de la molécula de unién a
antigeno biespecifica se fusionan entre si, opkimrde a través de un conector peptidico. En
realizaciones particulares, el primer y el seguredbo de unidn a antigeno son cada uno una
molécula Fab. En una de dichas realizaciones,geingi® resto de union a antigeno se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab catresihe N de la cadena pesada de Fab del
primer resto de union a antigeno. En otra de dickakizaciones, el primer resto de unién a
antigeno se fusiona en el extremo C de la cadesslpale Fab con el extremo N de la cadena
pesada de Fab del segundo resto de unién a antigemealizaciones en donde (i) el segundo
resto de unién a antigeno se fusiona en el ext@me la cadena pesada de Fab con el extremo
N de la cadena pesada de Fab del primer restoidie aantigeno o (ii) el primer resto de union

a antigeno se fusiona en el extremo C de la cgukssa de Fab con el extremo N de la cadena
pesada de Fab del segundo resto de unién a anti@giomnalmente, la cadena ligera de Fab
del primer resto de unién a antigeno y la cadeyexdi de Fab del segundo resto de unién a

antigeno pueden fusionarse entre si, opcionalnzeméés de un conector peptidico.

Una molécula de unién a antigeno biespecifica oaimico resto de union a antigeno (tal como
una molécula Fab) capaz de unirse especificamenteamtigeno de células diana tal como
STEAP-1 (por ejemplo, como se muestra efidmura 1A, D, G, H, K, L) es util, en particular

en casos en los que es esperable la internalizdeiGantigeno de la célula diana después de la
unién de un resto de unidn a antigeno de altadafthiEn dichos casos, la presencia de mas de
un resto de unién a antigeno especifico para é@emi de la célula diana puede mejorar la
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internalizacion del antigeno de la célula dianducgendo de este modo su disponibilidad.

En otros casos, sin embargo, sera ventajoso temenaolécula de unién a antigeno biespecifica
gue comprenda dos 0 mas restos de union a ant{tgdes como moléculas Fab) especificos
para un antigeno de la célula diana (véanse lospéps mostrados en Figura 1B, 1C, 1E,

1F, 11, 1J, 1Mo 1N), por ejemplo, para optimizar la direccidn alcsifiana o para permitir la
reticulacion de antigenos de células diana.

En consecuencia, en realizaciones particularesiolécula de unién a antigeno biespecifica

segun la presente invencion comprende un tercir desunion a antigeno.

En una realizacion, el tercer resto de union aganti se une al primer antigeno, es decir,

STEAP-1. En una realizacion, el tercer resto démuaiantigeno es una molécula Fab.
En una realizacion, el tercer resto de antigendésgico al primer resto de unidén a antigeno.

El tercer resto de union a antigeno de la molédelainién a antigeno biespecifica puede
incorporar cualquiera de las caracteristicas, iddailmente o en combinacién, descritas en el
presente documento en relacion con el primer asstmidn a antigeno y/o el anticuerpo que se
une a STEAP-1, a menos que desde el punto decisttifico sea claramente irrazonable o

imposible.

En una realizacion, el tercer resto de union agganti comprende una region variable de cadena
pesada (VH) que comprende una region determinantemplementariedad de cadena pesada
(HCDR) 1 de la SEQ ID NO: 1, una HCDR 2 de la SEQNIO: 2 y una HCDR 3 seleccionada
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 4, SEQI@ 5 y SEQ ID NO: 6, y una regiéon
variable de cadena ligera (VL) que comprende ugi#@medeterminante de complementariedad
de cadena ligera (LCDR) 1 de la SEQ ID NO: 7, uB®R 2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR

3 dela SEQ ID NO: 9.

En una realizacion particular, el tercer resto d@mu a antigeno comprende un VH que
comprende una HCDR 1 de la SEQ ID NO: 1, una HCRIR &a SEQ ID NO: 2 y una HCDR
3 de la SEQ ID NO: 6, y un VL que comprende una ECDde la SEQ ID NO: 7, una LCDR
2 dela SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

En algunas realizaciones, el tercer resto de umiantigeno es (procedente de) un anticuerpo
humanizado. En una realizacion, el VH es un VH hirao y/o el VL es un VL humanizado.

En una realizacion, el tercer resto de union ayant comprende CDR como en cualquiera de
las realizaciones anteriores y comprende ademasanoo conservado humano aceptor, por
ejemplo, un marco conservado de inmunoglobulinadnaro un marco conservado consenso

humano.
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En una realizacién, el VH del tercer resto de uraéantigeno comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a una secuencia de aminoacidos seleccionada ¢l deulas SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12

y SEQ ID NO: 13, y el VL del tercer resto de unsmantigeno comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica
a la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el tercer resto de unidon ggantd comprende una secuencia de VH que es
al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %% 8900 % idéntica a una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo de las SEQ IDINCSEQ ID NO: 12y SEQ ID NO: 13,

y una secuencia de VL que es al menos aproximadand&, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o

100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos 8&@ ID NO: 14,

En una realizacion, el tercer resto de union gganti comprende un VH que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupasd@EQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 y
SEQ ID NO: 13 y un VL que comprende la secuenciardmoacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion, el tercer resto de unién agantd comprende una secuencia de VH
seleccionada del grupo de las SEQ ID NO: 11, SEQ@D 12 y SEQ ID NO: 13y la secuencia
de VL de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacion particular, el tercer resto d@mu a antigeno comprende un VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SERAD13 y un VL que comprende la

secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14.

En una realizacién particular, el tercer restoniéma antigeno comprende la secuencia de VH
de la SEQ ID NO: 13y la secuencia de VL de la 3BQO: 14.

En una realizacion, el tercer resto de unién gant comprende una region constante humana.
En una realizacion, el tercer resto de unién gyant es una molécula Fab que comprende una
region constante humana, en particular un dominimdno CH1 y/o CL. Se proporcionan
secuencias ejemplares de dominios constantes hsnearlas SEQ ID NO: 39 y 40 (dominios
CL kappa y lambda humanos, respectivamente) y @ BENO: 41 (dominios constantes de
cadena pesada de IgBumana CH1-CH2-CH3). En algunas realizacionetgrekr resto de
unién a antigeno comprende una region constanteadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximeada 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos &&@ ID NO: 39 o la SEQ ID NO: 40, en
particular la secuencia de aminoacidos de la SEQ@D39. En particular, la region constante
de cadena ligera puede comprender mutaciones a@acoios como se describe en el presente
documento en "modificaciones de carga" y/o puedapcender la supresion o sustituciones de
uno o mas (en particular dos) aminoacidos N-terlainsi estd en una molécula Fab cruzada.
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En algunas realizaciones, el tercer resto de umamtigeno comprende una region constante de
cadena pesada que comprende una secuencia de eidosague es al menos aproximadamente
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idénticasetauencia del dominio CH1 comprendida
en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOE#Iparticular, la region constante de
cadena pesada (especificamente el dominio CH1) epumamprender mutaciones de
aminoacidos como se describe en el presente dotomerimodificaciones de carga".

En realizaciones particulares, el tercer y el priresto de union a antigeno son cada uno una
molécula Fab y el tercer resto de union a antigsndéntico al primer resto de unién a antigeno.
Por tanto, en estas realizaciones, el primer grekt resto de unién a antigeno comprenden las
mismas secuencias de aminoacidos de cadena pebgedayy tienen la misma disposicion de
dominios (es decir, convencional o cruzado). Asimasen estas realizaciones, el tercer resto
de union a antigeno comprende las mismas sustiiegide aminoacidos, si las hubiera, que el
primer resto de unién a antigeno. Por ejemplosuasituciones de aminoacidos descritas en el
presente documento como "modificaciones de camyadalizaran en el dominio constante CL
y el dominio constante CH1 de cada uno de los padseestos de unidn a antigeno y el tercer
resto de unién a antigeno. Como alternativa, dichesdituciones de aminoacidos pueden
realizarse en el dominio constante CL y el domaanstante CH1 del segundo resto de unién
a antigeno (que en realizaciones particulares tamés una molécula Fab), pero no en el
dominio constante CL y el dominio constante CH1 mteher resto de unidn a antigeno y el

tercer resto de union a antigeno.

Como el primer resto de unién a antigeno, el tarestio de unién a antigeno es en particular
una molécula Fab convencional. También se contempia embargo, realizaciones en donde
el primer y el tercer resto de union a antigenorsoleculas Fab cruzadas (y el segundo resto
de unidn a antigeno es una molécula Fab convengi®ua tanto, en realizaciones particulares,
el primery el tercer resto de union a antigenocsata uno una molécula Fab convencional y el
segundo resto de unién a antigeno es una moléahlarbzada como se describe en el presente
documento, es decir, una molécula Fab en dondwlomios variables VH y VL o los dominios
constantes CL y CH1 de las cadenas pesadas ydigeraab se intercambian/reemplazan entre
si. En otras realizaciones, el primer y el teresta de unidn a antigeno son cada uno una

molécula Fab cruzada y el segundo resto de uradtigeno es una molécula Fab convencional.

Si est& presente un tercer resto de unién a aotigeruna realizacion particular, el primer y el
tercer resto de antigeno se unen a STEAP-1 y ahgegesto de union a antigeno se une a un
segundo antigeno, en particular un antigeno adivae linfocitos T, mas en particular CD3,

mas en particular CD3 épsilon.

En realizaciones particulares, la molécula de urdadantigeno biespecifica comprende un

dominio Fc compuesto por una primera y una segguntanidad. La primera y la segunda
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subunidad del dominio Fc tienen capacidad de asiociastable.

La molécula de unién a antigeno biespecifica sdgumvencién puede tener diferentes
configuraciones, es decir, el primer, segundo @ramalmente tercer) grupo de union a antigeno
pueden fusionarse entre si y con el dominio Fdfdeetites maneras. Los componentes pueden
fusionarse entre si directamente o, preferentemamtavés de uno o mas conectores peptidicos
adecuados. Cuando la fusion de una molécula Fabresl extremo N de una subunidad del

dominio Fc, normalmente es a través de una reggagita de inmunoglobulina.

En algunas realizaciones, el primer y el segundtmrde unidon a antigeno son cada uno una
molécula Fab y el segundo resto de unién a antigerfasiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la primeraeglansia subunidad del dominio Fc. En dichas
realizaciones, el primer resto de union a antigeereale fusionarse en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pdsaBHab del segundo resto de unién a
antigeno o al extremo N de la otra de las subuei&latel dominio Fc. En realizaciones
particulares de este tipo, dicho primer resto d&rura antigeno es una molécula Fab
convencional y el segundo resto de union a antigsnona molécula Fab cruzada como se
describe en el presente documento, es decir, utexut® Fab en donde los dominios variables
VH y VL o los dominios constantes CL y CH1 de |laslenas pesadas y ligeras de Fab se
intercambian/reemplazan entre si. En otras redtimas de este tipo, dicha primera molécula

Fab es una molécula Fab cruzada y la segunda neléa es una molécula Fab convencional.

En una realizacion, el primer y el segundo restordén a antigeno son cada uno una molécula
Fab, el segundo resto de union a antigeno se fusioel extremo C de la cadena pesada de Fab
con el extremo N de la primera o la segunda suladna®l dominio Fc y el primer resto de
unidn a antigeno se fusiona en el extremo C dadara pesada de Fab con el extremo N de la
cadena pesada de Fab del segundo resto de unnbigen®. En una realizacion especifica, la
molécula de union a antigeno biespecifica consiséacialmente en la primera y la segunda
molécula Fab, el dominio Fc compuesto por una pameg una segunda subunidad y
opcionalmente uno o mas conectores peptidicospededia primera molécula Fab se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab catreahe N de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab y la segunda molécula Falsiemé en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la primera o la segwutainidad del dominio Fc. Dicha
configuracién se representa esquematicamente dridasas 1G y 1K (siendo el segundo
dominio de unién a antigeno en estos ejemplos upéama Fab cruzada VH/VL).
Opcionalmente, la cadena ligera de Fab de la pammaiécula Fab y la cadena ligera de Fab

de la segunda molécula Fab pueden fusionarse adiniente entre si.

En otra realizacion, el primer y el segundo restoiion a antigeno son cada uno una molécula

Fab y el primer y el segundo resto de unién a antige fusionan cada uno en el extremo C de
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la cadena pesada de Fab con el extremo N de ulaa dabunidades del dominio Fc. En una
realizacion especifica, la molécula de unién agenid biespecifica consiste esencialmente en
la primera y la segunda molécula Fab, el dominiedfapuesto por una primera y una segunda
subunidad y opcionalmente uno o mas conectoresdio=s, en donde la primera y la segunda
molécula Fab estan cada una fusionadas en el exi@ende la cadena pesada de Fab con el
extremo N de una de las subunidades del dominioDitha configuracién se representa
esquematicamente en las Figui#@sy 1D (en estos ejemplos, siendo el segundo dominio de
uniodn a antigeno una molécula Fab cruzada VH/Vieydo el primer resto de union a antigeno
una molécula Fab convencional). La primera y laisdg molécula Fab pueden fusionarse con
el dominio Fc directamente o a través de un congeptidico. En una realizacion particular,
la primera y la segunda molécula Fab se fusionda naa con el dominio Fc a través de una
region bisagra de inmunoglobulina. En una real@acespecifica, la region bisagra de
inmunoglobulina es una regién bisagra deil@§@mana, en particular donde el dominio Fc es

un dominio Fc Ig&

En algunas realizaciones, el primer y el segundtmrde unidon a antigeno son cada uno una
molécula Fab y el primer resto de union a antigeméusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la primeraeglansia subunidad del dominio Fc. En dichas
realizaciones, el segundo resto de unién a antigeede fusionarse en el extremo C de la
cadena pesada de Fab con el extremo N de la cpdsada de Fab del segundo resto de unidn
a antigeno o (como se ha descrito anteriormente)etextremo N de la otra subunidad del

dominio Fc. En realizaciones particulares de apte tlicho primer resto de unién a antigeno

es una molécula Fab convencional y el segundo destmion a antigeno es una molécula Fab
cruzada como se describe en el presente docunentigcir, una molécula Fab en donde los
dominios variables VH y VL o los dominios constan@l. y CH1 de las cadenas pesadas y
ligeras de Fab se intercambian/reemplazan entiensbtras realizaciones de este tipo, dicha
primera molécula Fab es una molécula Fab cruzéaaggunda molécula Fab es una molécula

Fab convencional.

En una realizacion, el primer y el segundo restordén a antigeno son cada uno una molécula
Fab, el primer resto de union a antigeno se fusonal extremo C de la cadena pesada de Fab
con el extremo N de la primera o la segunda suladni®l dominio Fc y el segundo resto de
union a antigeno se fusiona en el extremo C dadar@a pesada de Fab con el extremo N de la
cadena pesada de Fab del primer resto de uniotigeram. En una realizacion especifica, la
molécula de union a antigeno biespecifica consiséacialmente en la primera y la segunda
molécula Fab, el dominio Fc compuesto por una pameg una segunda subunidad y
opcionalmente uno 0 mas conectores peptidicospededa segunda molécula Fab se fusiona
en el extremo C de la cadena pesada de Fab catreahe N de la cadena pesada de Fab de la

primera molécula Fab y la primera molécula Falusmha en el extremo C de la cadena pesada
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de Fab con el extremo N de la primera o la segwsutainidad del dominio Fc. Dicha
configuracién se representa esquematicamente eRidasas1H y 1L (en estos ejemplos,
siendo el segundo dominio de unién a antigeno wiéaaula Fab cruzada VH/VL y siendo el
primer resto de union a antigeno una molécula Balencional). Opcionalmente, la cadena
ligera de Fab de la primera molécula Fab y la cadigera de Fab de la segunda molécula Fab

pueden fusionarse adicionalmente entre si.

En algunas realizaciones, un tercer resto de uantigeno, en particular una tercera molécula
Fab, se fusiona en el extremo C de la cadena peeaBab con el extremo N de la primera o
segunda subunidad del dominio Fc. En realizacipaetculares de este tipo, dichas primeray
tercera moléculas Fab son cada una una moléculedfaencional y la segunda molécula Fab
es una molécula Fab cruzada como se describepesseinte documento, es decir, una molécula
Fab en donde los dominios variables VH y VL o lasnthios constantes CL y CH1 de las
cadenas pesadas y ligeras de Fab se intercambiaupleezan entre si. En otras realizaciones de
este tipo, dichas primera y tercera moléculas Babcada una una molécula Fab cruzada y la

segunda molécula Fab es una molécula Fab convehcion

En una realizacion particular de este tipo, el sdguwy el tercer resto de union a antigeno se
fusionan cada uno en el extremo C de la cadenagesaFab con el extremo N de una de las
subunidades del dominio Fc y el primer resto démuaiantigeno se fusiona en el extremo C de
la cadena pesada de Fab con el extremo N de laazpdsada de Fab de la segunda molécula
Fab. En una realizacion especifica, la moléculauién a antigeno biespecifica consiste
esencialmente en la primera, la segunda y la teretécula Fab, el dominio Fc compuesto por
una primera y una segunda subunidad y opcionalmemieo mas conectores peptidicos, en
donde la primera molécula Fab se fusiona en etexirC de la cadena pesada de Fab con el
extremo N de la cadena pesada de Fab de la sequoléeula Fab y la segunda molécula Fab
se fusiona en el extremo C de la cadena pesadabdmh el extremo N de la primera subunidad
del dominio Fc y en donde la tercera molécula Fakusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la segunda slaoudél dominio Fc. Dicha configuracion
se representa esquematicamente dfigara 1B y 1E (en estos ejemplos, siendo el segundo
resto de union a antigeno una molécula Fab criZeddlL y siendo el primer y el tercer resto
de unién a antigeno una molécula Fab convencigralfigura 1J y 1N (en estos ejemplos,
siendo el segundo resto de unién a antigeno unéuolalFab convencional y siendo el primer
y el tercer resto de union a antigeno una moldeaibacruzada VH/VL). La segunda y la tercera
molécula Fab pueden fusionarse con el dominio Fecdimente o a través de un conector
peptidico. En una realizacién particular, la seguyndh tercera molécula Fab se fusionan cada
una con el dominio Fc a través de una region basdgrinmunoglobulina. En una realizacion
especifica, la regidn bisagra de inmunoglobulinaires region bisagra de Igumana, en

particular donde el dominio Fc es un dominio Fcidg@pcionalmente, la cadena ligera de Fab
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de la primera molécula Fab y la cadena ligera de deala segunda molécula Fab pueden

fusionarse adicionalmente entre si.

En otra de dichas realizaciones, el primer y eeteresto de unién a antigeno se fusionan cada
uno en el extremo C de la cadena pesada de Fa# erttemo N de una de las subunidades del
dominio Fc y el segundo resto de unidn a antigenfusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pas&add del primer resto de unién a antigeno.
En una realizacion especifica, la molécula de un@rantigeno biespecifica consiste
esencialmente en la primera, la segunda y la teroetécula Fab, el dominio Fc compuesto por
una primera y una segunda subunidad y opcionalmemieo mas conectores peptidicos, en
donde la segunda molécula Fab se fusiona en @nmeatC de la cadena pesada de Fab con el
extremo N de la cadena pesada de Fab de la primw@égula Fab y la primera molécula Fab se
fusiona en el extremo C de la cadena pesada dedradl extremo N de la primera subunidad
del dominio Fc y en donde la tercera molécula Fakusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la segunda slaoudél dominio Fc. Dicha configuracion
se representa esquematicamente dfigara 1C y 1F (en estos ejemplos, siendo el segundo
resto de union a antigeno una molécula Fab criZeddlL y siendo el primer y el tercer resto
de unién a antigeno una molécula Fab convencigread)laFigura 11 y 1M (en estos ejemplos,
siendo el segundo resto de unién a antigeno unéolalFab convencional y siendo el primer
y el tercer resto de unién a antigeno una moldeaiacruzada VH/VL). La primera y la tercera
molécula Fab pueden fusionarse con el dominio Fecdimente o a través de un conector
peptidico. En una realizacion particular, la priangda tercera molécula Fab se fusionan cada
una con el dominio Fc a través de una regién basdgrinmunoglobulina. En una realizacion
especifica, la regidn bisagra de inmunoglobulinairs region bisagra de Igumana, en
particular donde el dominio Fc es un dominio Fcidg@pcionalmente, la cadena ligera de Fab
de la primera molécula Fab y la cadena ligera de deala segunda molécula Fab pueden

fusionarse adicionalmente entre si.

En configuraciones de la molécula de unién a antidggespecifica en donde una molécula Fab
se fusiona en el extremo C de la cadena pesadaldedn el extremo N de cada una de las
subunidades del dominio Fc a través de regionegtagie inmunoglobulina, las dos moléculas
Fab, las regiones bisagra y el dominio Fc formaen@salmente una molécula de
inmunoglobulina. En una realizacién particular, nfelécula de inmunoglobulina es una
inmunoglobulina de clase IgG. En una realizaciom su&s particular, la inmunoglobulina es
una inmunoglobulina de subclase lgd@&n otra realizacion, la inmunoglobulina es una
inmunoglobulina de subclase IgGen otra realizacion particular, la inmunoglobalies una
inmunoglobulina humana. En otras realizacionesjrtaunoglobulina es una inmunoglobulina
quimérica o una inmunoglobulina humanizada. En weaizacion, la inmunoglobulina

comprende una region constante humana, en particua regiéon Fc humana.
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En algunas de las moléculas de unién a antigespdxéficas de la invencion, la cadena ligera
de Fab de la primera molécula Fab y la cadenaalider~ab de la segunda molécula Fab estan
fusionadas entre si, opcionalmente a través deouector peptidico. Dependiendo de la
configuracion de la primera y la segunda molécuala, Fa cadena ligera de Fab de la primera
molécula Fab puede fusionarse en su extremo Cl@xtremo N de la cadena ligera de Fab de
la segunda molécula Fab o la cadena ligera de &&bsgunda molécula Fab puede fusionarse
en su extremo C con el extremo N de la cadenaaligerFab de la primera molécula Fab. La
fusion de las cadenas ligeras de Fab de la prigneraegunda molécula Fab reduce aun mas el
emparejamiento erréneo de cadenas pesadas y ldgfab no coincidentes y también reduce
el nimero de plasmidos necesarios para la exprési@gunas de las moléculas de union a

antigeno biespecificas de la invencion.

Los restos de unién a antigeno pueden fusionarselanminio Fc 0 entre si directamente 0 a
través de un conector peptidico, que comprende aimnas aminoacidos, normalmente
aproximadamente 2-20 aminoacidos. Se conocen @éctaca conectores peptidicos y se
describen en el presente documento. Los conegbeq@sdicos no inmunogénicos adecuados
incluyen, por ejemplo, conectores peptidicogf (SG)n, (4Sh 0 G(SGy)n. "n" €s en
general un nimero entero de 1 a 10, normalmen®eadé. En una realizacion, dicho conector
peptidico tiene una longitud de al menos 5 amimwé;ien una realizacion, una longitud de 5 a
100, en una realizacion adicional de 10 a 50 ansido&. En una realizacion, dicho conector
peptidico es (GxQ) (GxS)G m con G = glicina, S=serinay (x=3,n=3,4,50®¥0, 1,20
3)o (x=4,n=2, 3,405y m=0, 1, 2 0 3), en usairzaciéon x=4 y n=2 o 3, en una realizacién
adicional x=4 y n=2. En una realizacién, dicho aioe peptidico es (). Un conector
peptidico particularmente adecuado para fusiorsacddenas ligeras de Fab de la primera y la
segunda molécula Fab entre si esS)es Un conector peptidico ilustrativo adecuado para
conectar las cadenas pesadas de Fab del primesggehdo fragmento Fab comprende la
secuencia (D)-(&5) (SEQ ID NO 37 y 38). Otro conector adecuado de @b comprende la
secuencia (@B u. Adicionalmente, los conectores pueden comprefuher parte de) una regién
bisagra de inmunoglobulina. En particular, cuanadi® molécula Fab se fusiona con el extremo
N de una subunidad del dominio Fc, puede fusionarseavés de una region bisagra de

inmunoglobulina o una parte de la misma, con asipéptido conector adicional.

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region veziae cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (esldesigunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la regidbleale cadena pesada se reemplaza por
una region variable de cadena ligera), que a suceeparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con una subunidad del dominio Fc QHCH12)-CH2-CH3(-CH4)) y un polipéptido
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en donde la cadena pesada de Fab de la primeraut@oléab comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con una subunidad del dominio(%&l1)-CH11)-CH2-CH3(-CH4)). En
algunas realizaciones, la molécula de unién a embighiespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la region variable de cadessaga de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallagegion constante de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab (CL2) y el polipéptido de cadena ligera de Fab deilagna
molécula Fab (Vk)-CL@y). En determinadas realizaciones, los polipéptidsgan unidos

covalentemente, por ejemplo, mediante un enlacsfaiie.

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region vagidel cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es de@segunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la registaicte de cadena pesada se reemplaza por
una region constante de cadena ligera), que azgomparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con una subunidad del dominio Fc HA€L2)-CH2-CH3(-CH4)) y un polipéptido en
donde la cadena pesada de Fab de la primera mol€abl comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con una subunidad del dominio(%&l1)-CH11)-CH2-CH3(-CH4)). En
algunas realizaciones, la molécula de unién a emtigpiespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la regidn variable de cadegead de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leoregion constante de cadena pesada de
Fab de la segunda molécula Fab @¢¥CH12) y el polipéptido de cadena ligera de Fab de la
primera molécula Fab ({L-CLq). En determinadas realizaciones, los polipéptidsign

unidos covalentemente, por ejemplo, mediante wacerdisulfuro.

En algunas realizaciones, la molécula de union tgemo biespecifica comprende un
polipéptido en donde la region variable de cadegead de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leoregién constante de cadena pesada de
Fab de la segunda molécula Fab (es decir, la sagmudécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab cruzada, en donde la region vadabtadena pesada se reemplaza por una
region variable de cadena ligera), que a su vepadmmun enlace peptidico carboxilo terminal
con la cadena pesada de Fab de la primera molEablaque a su vez comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con una subunidad dighinio Fc (VLo)-CH12)-VH1)-CH11)-
CH2-CH3(-CH4)). En otras realizaciones, la molécd&a uniébn a antigeno biespecifica
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadaab de la primera molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminalleaegién variable de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab que a su vez compasdglace peptidico carboxilo terminal con
la region constante de cadena pesada de Fab dguada molécula Fab (es decir, la segunda

molécula Fab comprende una cadena pesada de Fadaren donde la region variable de
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cadena pesada se reemplaza por una region vadialadena ligera), que a su vez comparte
un enlace peptidico carboxilo terminal con una sidad del dominio Fc (VH)-CH1)-VL 2)-
CH12)-CH2-CH3(-CH4)).

En algunas de estas realizaciones, la moléculangim & antigeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido de cadena ligera de Fabdwuta la segunda molécula Fab, en donde
la regién variable de cadena pesada de Fab deglmda molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con la region constadé cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab (Vk})-CL2) y el polipéptido de cadena ligera de Fab deifagna molécula Fab
(VL@)-CL@). En otras de estas realizaciones, la moléculani@n a antigeno biespecifica
comprende ademas un polipéptido en donde la regidable de cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidrboxilo terminal con la region constante
de cadena ligera de Fab de la segunda moléculguead su vez comparte una enlace peptidico
carboxilo terminal con el polipéptido de cadenaiggde Fab de la primera molécula de Fab
(VH@2)-CL)-VL (1)-CL(1)) 0 un polipéptido en donde el polipéptido de cadéyera de Fab de

la primera molécula Fab comparte un enlace peptiidboxilo terminal con la region variable
de cadena pesada de Fab de la segunda molécujaé-alsu vez comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con la region constante de cadigera de Fab de la segunda molécula Fab
(VL @)-CL@w)yVH@)-CL(2), segun sea adecuado.

La molécula de union a antigeno biespecifica sexgias realizaciones puede comprender
ademas (i) un polipéptido de subunidad del donfai¢CH2-CH3(-CH4)) o (ii) un polipéptido
en donde la cadena pesada de Fab de una tercareutadFab comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con una subunidad del dominio(¥€lz)-CH13)-CH2-CH3(-CH4)) vy el
polipéptido de cadena ligera de Fab de una terselécula Fab (Vis)-CL3)). En determinadas
realizaciones, los polipéptidos estan unidos covaleente, por ejemplo, mediante un enlace

disulfuro.

En algunas realizaciones, la molécula de union tigemo biespecifica comprende un
polipéptido en donde la region variable de cadesaga de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallagegion constante de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab (es decir, la segunticut® Fab comprende una cadena pesada
de Fab cruzada, en donde la regién constante agmagubsada se reemplaza por una region
constante de cadena ligera), que a su vez comparalace peptidico carboxilo terminal con
la cadena pesada de Fab de la primera moléculaj&ala su vez comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con una subunidad del dominio(¥El2)-CL2)-VH 1)-CH11)-CH2-CH3(-
CH4)). En otras realizaciones, la molécula de urdéantigeno biespecifica comprende un
polipéptido en donde la cadena pesada de Fabptariara molécula Fab comparte un enlace

peptidico carboxilo terminal con la region variable cadena pesada de Fab de la segunda
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molécula Fab que a su vez comparte un enlace pmptidrboxilo terminal con la regién
constante de cadena ligera de Fab de la segundzuteoFab (es decir, la segunda molécula
Fab comprende una cadena pesada de Fab cruzadandm la region constante de cadena
pesada se reemplaza por una region constante eleeciigkra), que a su vez comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con una subunidad di@hinio Fc (VHy-CH11)-VH2)-CL2)
CH2-CH3(-CH4)).

En algunas de estas realizaciones, la moléculangim & antigeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido de cadena ligera de Fabdwutala segunda molécula Fab, en donde
la region variable de cadena ligera de Fab de darska molécula Fab comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con la region constadé cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab (VIz-CH1) y el polipéptido de cadena ligera de Fab de ilmgma molécula
Fab (VLuy)-CL(). En otras de estas realizaciones, la moléculan@n a antigeno biespecifica
comprende ademas un polipéptido en donde la regidable de cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab comparte un enlace peptidiboxilo terminal con la region constante
de cadena pesada de Fab de la segunda molécuda¢-alsu vez comparte una enlace peptidico
carboxilo terminal con el polipéptido de caden&id&ggde Fab de la primera molécula de Fab
(VL 2-CHZL2)-VL (1)-CL (1)) 0 un polipéptido en donde el polipéptido de cadeyera de Fab de

la primera molécula Fab comparte un enlace peptidiicboxilo terminal con la regién variable
de cadena pesada de Fab de la segunda molécujaé-altsu vez comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con la region constante de cadigera de Fab de la segunda molécula Fab

(VL (1-CL@)-VH(2-CL(2), segun sea adecuado.

La molécula de union a antigeno biespecifica sezgias realizaciones puede comprender
ademas (i) un polipéptido de subunidad del donfai¢CH2-CH3(-CH4)) o (ii) un polipéptido
en donde la cadena pesada de Fab de una tercefeutadFab comparte un enlace peptidico
carboxilo terminal con una subunidad del dominio(¥€lz)-CH13)-CH2-CH3(-CH4)) vy el
polipéptido de cadena ligera de Fab de una tersel@cula Fab (Vis)-CL3)). En determinadas
realizaciones, los polipéptidos estan unidos covefeente, por ejemplo, mediante un enlace

disulfuro.

En determinadas realizaciones, la molécula de umi@ntigeno biespecifica no comprende un
dominio Fc. En realizaciones particulares de égte ticha primera y, si esta presente, tercera
moléculas Fab son cada una una molécula Fab caomehg la segunda molécula Fab es una
molécula Fab cruzada como se describe en el peedentimento, es decir, una molécula Fab
en donde los dominios variables VH y VL o los dowsnconstantes CL y CH1 de las cadenas
pesadas y ligeras de Fab se intercambian/reemptatansi. En otras realizaciones de este tipo,
dicha primeray, si esta presente, tercera molédtda son cada una una molécula Fab cruzada

y la segunda molécula Fab es una molécula Fab noioreal.
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En una de dichas realizaciones, la molécula denumidéantigeno biespecifica consiste
esencialmente en el primer y el segundo resto oim @antigeno, y opcionalmente uno o mas
conectores peptidicos, en donde el primer y elrsguesto de unidén a antigeno son ambos
moléculas Fab y el primer resto de union a antigenfusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pdsaBHab del segundo resto de unién a
antigeno. Dicha configuracion se representa esdieaméente en lakiguras 10y 1S(en estos
ejemplos, siendo el segundo dominio de unién ganti una molécula Fab cruzada VH/VL y

siendo el primer resto de union a antigeno unacut@déab convencional).

En otra de dichas realizaciones, la molécula dérurd antigeno biespecifica consiste
esencialmente en el primer y el segundo resto aim @antigeno, y opcionalmente uno o mas
conectores peptidicos, en donde el primer y elrsbguesto de unidén a antigeno son ambos
moléculas Fab y el segundo resto de union a amtigeriusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pas&add del primer resto de unién a antigeno.
Dicha configuracién se representa esquematicarearée-iguras 1Py 1T (en estos ejemplos,
siendo el segundo dominio de union a antigeno wiéaaula Fab cruzada VH/VL y siendo el

primer resto de unién a antigeno una molécula Bakencional).

En algunas realizaciones, la primera molécula Fafusiona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pdedezb de la segunda molécula Fab y la
molécula de union a antigeno biespecifica compraddmas un tercer resto de unién a antigeno,
en particular una tercera molécula Fab, en doncleadiercera molécula Fab se fusiona en el
extremo C de la cadena pesada de Fab con el exttetada cadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab. En determinadas realizaciones detigstela molécula de union a antigeno
biespecifica consiste esencialmente en la prinlaraegunda y la tercera molécula Fab y
opcionalmente uno o mas enlaces peptidicos, enedangrimera molécula Fab se fusiona en
el extremo C de la cadena pesada de Fab con ehextN de la cadena pesada de Fab de la
segunda molécula Fab y la tercera molécula Falssenfa en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada dald-dd primera molécula Fab. Dicha
configuracion se representa esquematicamente efidasas 1Q y 1U (en estos ejemplos,
siendo el segundo dominio de unién a antigeno wiéaula Fab cruzada VH/VL y siendo cada
uno del primero y el resto de unién a antigenomokécula Fab convencional) o IBgjuras

1X y 1Z (en estos ejemplos, siendo el segundo dominiond® @ antigeno una molécula Fab
convencional y siendo cada uno del primer y elgeresto de unidon a antigeno una molécula
Fab cruzada VH/VL).

En algunas realizaciones, la segunda molécula &dbstona en el extremo C de la cadena
pesada de Fab con el extremo N de la cadena pdedgab de la primera molécula Fab y la

molécula de union a antigeno biespecifica compraddmas un tercer resto de unién a antigeno,
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en particular una tercera molécula Fab, en dondeadiercera molécula Fab se fusiona en el
extremo N de la cadena pesada de Fab con el ex@atada cadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab. En determinadas realizaciones detipstela molécula de unidén a antigeno
biespecifica consiste esencialmente en la prinlaraegunda y la tercera molécula Fab y
opcionalmente uno o mas enlaces peptidicos, eredarsbgunda molécula Fab esta fusionada
en el extremo C de la cadena pesada de Fab catrezhe N de la cadena pesada de Fab de la
primera molécula Fab y la tercera molécula Fab fesi@nada en el extremo N de la cadena
pesada de Fab con el extremo C de la cadena pesad&ad de la primera molécula Fab. Dicha
configuracién se representa esquematicamente dridasas 1Ry 1V (en estos ejemplos,
siendo el segundo dominio de unién a antigeno wéaula Fab cruzada VH/VL y siendo cada
uno del primero y el resto de union a antigenorankécula Fab convencional) o IBgjuras
1Wy 1Y (en estos ejemplos, siendo el segundo dominiaabea antigeno una molécula Fab
convencional y siendo cada uno del primer y elgeresto de unién a antigeno una molécula
Fab cruzada VH/VL).

En determinadas realizaciones, la molécula de umgmtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadaab de la primera molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminalleaegién variable de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab, que a su vez compagelace peptidico carboxilo terminal con
la region constante de cadena pesada de Fab dguada molécula Fab (es decir, la segunda
molécula Fab comprende una cadena pesada de Fadarien donde la region variable de
cadena pesada se reemplaza por una region vadabtadena ligera) (Mig-CHL1)-VL 2)-
CH1). En algunas realizaciones, la molécula de uni@mtéggeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido en donde la region variableatlena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab{MEL2)) y el polipéptido de cadena ligera de Fab

de la primera molécula Fab (\}-CL)).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region veziae cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (esldesigunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la regidbleale cadena pesada se reemplaza por
una region variable de cadena ligera), que a suceemarte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la cadena pesada de Fab de la primeliecula Fab (Viz-CH12)-VHa)-CHLy)).

En algunas realizaciones, la molécula de uniontigemo biespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la region variable de cadesaga de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallagegion constante de cadena ligera de Fab

de la segunda molécula Fab (MFCL2) y el polipéptido de cadena ligera de Fab deilagna
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molécula Fab (Vk)-CL).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region vaeidel cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es dacdegunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la registaicte de cadena pesada se reemplaza por
una region constante de cadena ligera), que azsgomparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la cadena pesada de Fab de la primel&cula Fab (Vih-CL@2)-VH@1)-CH1)).

En algunas realizaciones, la molécula de uniontigemo biespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la region variable de cadegead de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leoregion constante de cadena pesada de
Fab de la segunda molécula Fab @¢¥CH1) y el polipéptido de cadena ligera de Fab de la
primera molécula Fab (ML-CL ).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region veziae cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedfoinal con la region constante de cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (esldesigunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la regidbleale cadena pesada se reemplaza por
una region variable de cadena ligera), que a suceeparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la cadena pesada de Fab de la primeliecula Fab (Viz-CH1)-VHa)-CHLy)).

En algunas realizaciones, la molécula de uniontigemo biespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la region variable de cadessaga de Fab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallagegion constante de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab (MFCL2) y el polipéptido de cadena ligera de Fab deilagna
molécula Fab (Vl)-CL()).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadeab de una tercera molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leonadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab, que a su vez comparte un enlacedpepitarboxilo terminal con la region
variable de cadena ligera de Fab de la segundacuialBab, que a su vez comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con la region constadé cadena pesada de Fab de la segunda
molécula Fab (es decir, la segunda molécula Falpede una cadena pesada de Fab cruzada,
en donde la region variable de cadena pesada sgleza por una region variable de cadena
ligera) (VHgz)-CH13)-VH@)-CHL1)-VL(2-CH12). En algunas realizaciones, la molécula de
union a antigeno biespecifica comprende ademaslipéptido en donde la region variable de

cadena pesada de Fab de la segunda molécula Fagarteran enlace peptidico carboxilo
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terminal con la region constante de cadena ligerkab de la segunda molécula Fab @yH
CL(2) vy el polipéptido de cadena ligera de Fab de ilmgna molécula Fab (ML-CLq). En
algunas realizaciones, la molécula de union a embighiespecifica comprende ademas el

polipéptido de cadena ligera de Fab de una temetécula Fab (Viz)-CL3).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadeab de una tercera molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leonadena pesada de Fab de la primera
molécula Fab, que a su vez comparte un enlacedpepttarboxilo terminal con la region
variable de cadena pesada de Fab de la segundeutadi@b, que a su vez comparte un enlace
peptidico carboxilo terminal con la regidon constadé cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab (es decir, la segunda molécula Falpede una cadena pesada de Fab cruzada,
en donde la region constante de cadena pesadansglaza por una region constante de cadena
ligera) (VHz)-CH13-VH1)-CHL1)-VH2)-CL(2). En algunas realizaciones, la molécula de unioén
a antigeno biespecifica comprende ademas un ptiipégn donde la region variable de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab comparéalace peptidico carboxilo terminal con
la regidon constante de cadena pesada de Fab dguada molécula Fab (\4-CH1y2) vy el
polipéptido de cadena ligera de Fab de la primevéécnla Fab (Vi)-CL1). En algunas
realizaciones, la molécula de union a antigengbigifica comprende ademas el polipéptido de

cadena ligera de Fab de una tercera molécula Hap-@L 3)).

En determinadas realizaciones, la molécula de umgmtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la region veegialel cadena ligera de Fab de la segunda
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab (esldesgunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la regidbleale cadena pesada se reemplaza por
una region variable de cadena ligera), que a suceeparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la cadena pesada de Fab de la primelécula Fab, que a su vez comparte un
enlace peptidico carboxilo terminal con la cadeesada de Fab de una tercera molécula Fab
(VL 2-CH12)-VH1)-CH11)-VH3)-CHL3)). En algunas realizaciones, la molécula de union a
antigeno biespecifica comprende ademas un polgzépti donde la region variable de cadena
pesada de Fab de la segunda molécula Fab compaetdace peptidico carboxilo terminal con
la region constante de cadena ligera de Fab degianga molécula Fab (\#CL2) vy el
polipéptido de cadena ligera de Fab de la primesécula Fab (Vi)-CLq). En algunas
realizaciones, la molécula de union a antigen@bigiica comprende ademas el polipéptido de

cadena ligera de Fab de una tercera molécula Hap@L3)).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion

comprende un polipéptido en donde la region vaeidel cadena pesada de Fab de la segunda
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molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab (es dacdegunda molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la registaicte de cadena pesada se reemplaza por
una region constante de cadena ligera), que azgomparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la cadena pesada de Fab de la primelécula Fab, que a su vez comparte un
enlace peptidico carboxilo terminal con la cadeesagda de Fab de una tercera molécula Fab
(VH@)-CL-VH@1)-CHL1)-VH@3)-CHL3). En algunas realizaciones, la molécula de union a
antigeno biespecifica comprende ademas un polgzépti donde la region variable de cadena
ligera de Fab de la segunda molécula Fab compartalace peptidico carboxilo terminal con
la regién constante de cadena pesada de Fab dguada molécula Fab (\4-CH1z2) vy el
polipéptido de cadena ligera de Fab de la primesécula Fab (Vi)-CLq). En algunas
realizaciones, la molécula de union a antigen@bigiica comprende ademas el polipéptido de

cadena ligera de Fab de una tercera molécula Hap@L3)).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadéab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallea®gion variable de cadena ligera de Fab
de la primera molécula Fab, que a su vez comparnlace peptidico carboxilo terminal con
la region constante de cadena pesada de Fab dienkrg molécula Fab (es decir, la primera
molécula Fab comprende una cadena pesada de Fadaren donde la region variable de
cadena pesada se reemplaza por una region vadieldadena ligera), que a su vez comparte
un enlace peptidico carboxilo terminal con la ragi@riable de cadena ligera de Fab de una
tercera molécula Fab, que a su vez comparte unespégptidico carboxilo terminal con la region
constante de cadena pesada de Fab de una terdéraulad-ab (es decir, la tercera molécula
Fab comprende una cadena pesada de Fab cruzaldadenla region variable de cadena pesada
se reemplaza por una region variable de cadenea)ig®Hpz)-CH12)-VL 1)-CH1a1)-VL 3
CH13). En algunas realizaciones, la molécula de uni@mtéggeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido en donde la region variableatiena pesada de Fab de la primera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la primera molécula Fab (¥BL)) y el polipéptido de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab (MtCL(2). En algunas realizaciones, la molécula de unién a
antigeno biespecifica comprende ademas un polgzépti donde la region variable de cadena
pesada de Fab de una tercera molécula Fab corapagtéace peptidico carboxilo terminal con

la region constante de cadena ligera de Fab deetrera molécula Fab (MgCL(3).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la cadena pedadéab de la segunda molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminallaaegion variable de cadena pesada de Fab

de la primera molécula Fab, que a su vez compartnlace peptidico carboxilo terminal con
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la regidon constante de cadena ligera de Fab deneem molécula Fab (es decir, la primera
molécula Fab comprende una cadena pesada de Fanaren donde la region constante de
cadena pesada se reemplaza por una region condéacdelena ligera), que a su vez comparte
un enlace peptidico carboxilo terminal con la ragi@riable de cadena pesada de Fab de una
tercera molécula Fab, que a su vez comparte uoespégptidico carboxilo terminal con la region
constante de cadena ligera de Fab de una tercégautzoFab (es decir, la tercera molécula Fab
comprende una cadena pesada de Fab cruzada, enldardion constante de cadena pesada
se reemplaza por una region constante de cadema)liy H2-CH12)-VH1)-CL1)-VH@3)-CL3)).

En algunas realizaciones, la molécula de uniontigemo biespecifica comprende ademas un
polipéptido en donde la regién variable de cadegexd de Fab de la primera molécula Fab
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leoregion constante de cadena pesada de
Fab de la primera molécula Fab (tCHLz1)) y el polipéptido de cadena ligera de Fab de la
segunda molécula Fab (M-CL(2). En algunas realizaciones, la molécula de uniantigeno
biespecifica comprende ademas un polipéptido edaltanregidn variable de cadena ligera de
Fab de una tercera molécula Fab comparte un epégatédico carboxilo terminal con la region

constante de cadena pesada de Fab de una terdéralaéab (Vig-CHLz).

En determinadas realizaciones, la molécula de umamtigeno biespecifica segun la invencion
comprende un polipéptido en donde la regién vagialel cadena ligera de Fab de una tercera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
pesada de Fab de una tercera molécula Fab (es ldegrcera molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la regidbleale cadena pesada se reemplaza por
una regién variable de cadena ligera), que a suwceemarte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la region variable de cadena ligerkalede la primera molécula Fab, que a su vez
comparte un enlace peptidico carboxilo terminal leoregion constante de cadena pesada de
Fab de la primera molécula Fab (es decir, la pammolécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab cruzada, en donde la region vadabtadena pesada se reemplaza por una
region variable de cadena ligera), que a su vepadmun enlace peptidico carboxilo terminal
con la cadena pesada de Fab de la segunda mokatul@/Liz)-CH13)-VL (1)-CHL1)-VH 2y
CH1). En algunas realizaciones, la molécula de uni@mtéggeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido en donde la region variableatiena pesada de Fab de la primera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedioinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de la primera molécula Fab @¥BL)) y el polipéptido de cadena ligera de Fab
de la segunda molécula Fab (MtCL(2). En algunas realizaciones, la molécula de unidon a
antigeno biespecifica comprende ademas un polgzépti donde la region variable de cadena
pesada de Fab de una tercera molécula Fab corapagtdace peptidico carboxilo terminal con

la region constante de cadena ligera de Fab deetrera molécula Fab (MgHCL(3).

En determinadas realizaciones, la molécula de umgmtigeno biespecifica segun la invencion
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comprende un polipéptido en donde la regién vaeidel cadena pesada de Fab de una tercera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedifoinal con la region constante de cadena
ligera de Fab de una tercera molécula Fab (es,dadercera molécula Fab comprende una
cadena pesada de Fab cruzada, en donde la registaicte de cadena pesada se reemplaza por
una region constante de cadena ligera), que azgomparte un enlace peptidico carboxilo
terminal con la regién variable de cadena pesadeabede la primera molécula Fab, que a su
vez comparte un enlace peptidico carboxilo termioal la regién constante de cadena ligera
de Fab de la primera molécula Fab (es decir, lagra molécula Fab comprende una cadena
pesada de Fab cruzada, en donde la regidon conskar@dena pesada se reemplaza por una
region constante de cadena ligera), que a su vegare un enlace peptidico carboxilo terminal
con la cadena pesada de Fab de la segunda moleabldVHaz-CL3z)-VHa)-CL1)-VHe)-
CH1). En algunas realizaciones, la molécula de uni@mtéggeno biespecifica comprende
ademas un polipéptido en donde la region variableatlena ligera de Fab de la primera
molécula Fab comparte un enlace peptidico carbtedioinal con la regién constante de cadena
pesada de Fab de la primera molécula Fah:(MH11)) y el polipéptido de cadena ligera de
Fab de la segunda molécula Fab @¢CL2). En algunas realizaciones, la molécula de union a
antigeno biespecifica comprende ademas un polgzépti donde la region variable de cadena
ligera de Fab de una tercera molécula Fab comparémlace peptidico carboxilo terminal con

la region constante de cadena pesada de Fab derces molécula Fab (\dy-CH1z)).

En una realizacion, la invencién proporciona un#awda de union a antigeno biespecifica que

comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se unggamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortigamo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (igéf2aR) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular

CD3 épsilon, y el segundo resto de unién a antigenma molécula Fab en donde los dominios
variables VL y VH o los dominios constantes CL yXCite la cadena ligera de Fab y la cadena

pesada de Fab se reemplazan entre si;

C) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarséa subunidad;
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en donde

(1) el primer resto de union a antigeno en a) sofa en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deédFabgundo resto de unién a antigeno en
b) y el segundo resto de union a antigeno en fijssena en el extremo C de la cadena pesada

de Fab con el extremo N de una de las subunidade®uhinio Fc en ¢), o

(i) el segundo resto de union a antigeno en h)sena en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deégFgbimer resto de union a antigeno en a)
y el primer resto de unién a antigeno en a) s@masen el extremo C de la cadena pesada de

Fab con el extremo N de una de las subunidadetod@hio Fc en c).

En una realizacion particular, la invencion propama una molécula de unién a antigeno

biespecifica que comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se unggamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (ig€2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular

CDa3 épsilon, y el segundo resto de union a antigenma molécula Fab en donde los dominios
variables VL y VH o los dominios constantes CL yXCite la cadena ligera de Fab y la cadena

pesada de Fab se reemplazan entre si;

C) un tercer resto de unién a antigeno que selyrereer antigeno y es idéntico al primer

resto de unién a antigeno; y
d) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarséa subunidad;
en donde

(1) el primer resto de union a antigeno en a) smhfa en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deédFabgundo resto de unién a antigeno en
b) y el segundo resto de union a antigeno en b)sreer resto de union a antigeno en c) se
fusionan cada uno en el extremo C de la cadenaaesaFab con el extremo N de una de las

subunidades del dominio Fc en d), o
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(i) el segundo resto de union a antigeno en h)sena en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deeFabimer resto de union a antigeno en a)

y el primer resto de union a antigeno en a) yrektaesto de unidén a antigeno en c) se fusionan
cada uno en el extremo C de la cadena pesada @efrabextremo N de una de las subunidades

del dominio Fc en d).

En otra realizacion, la invencién proporciona uréoula de unién a antigeno biespecifica que

comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se uneggamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (ig€2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular

CD3 épsilon, y el segundo resto de union a antigenma molécula Fab en donde los dominios
variables VL y VH o los dominios constantes CL yXCite la cadena ligera de Fab y la cadena

pesada de Fab se reemplazan entre si;
C) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarséa subunidad;
en donde

(1) el primer resto de union a antigeno en a)seglundo resto de union a antigeno en b) se
fusionan cada uno en el extremo C de la cadenaaesaFab con el extremo N de una de las

subunidades del dominio Fc en c).

En todas las diferentes configuraciones de la mitdéde union a antigeno biespecifica segun
la invencion, las sustituciones de aminoacidos ritascen el presente documento, si estan
presentes, puede estar en los dominios CH1 y Cprdekr y (si esta presente) el tercer resto
de unién a antigeno/molécula Fab o en los domi@ids y CL del segundo resto de union a
antigeno/molécula Fab. Preferentemente, estarsadoloinios CH1 y CL del primer y (si esta

presente) el tercer resto de union a antigeno/mialdeab. De acuerdo con el concepto de la
invencion, si se realizan sustituciones de amimm&cicomo se describe en el presente
documento en el primer (y, si esta presente, eétgresto de union a antigeno/molécula Fab,

no se realizan dichas sustituciones de aminoacetosel segundo resto de uniéon a
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antigeno/molécula Fab. Por el contrario, si sezaalsustituciones de aminoacidos como se
describe en el presente documento en el segunidodesinidn a antigeno/molécula Fab, no se
realizan dichas sustituciones de aminoacidos prirakr (y, si esta presente, el tercer) resto de
unidn a antigeno/molécula Fab. Las sustitucioneanti@oacidos se realizan en particular en
moléculas de union a antigeno biespecificas quem@rden una molécula Fab en donde los
dominios variables VL y VH1 de la cadena ligeraFhlb y la cadena pesada de Fab se

reemplazan entre si.

En realizaciones particulares de la molécula déruaiantigeno biespecifica segun la invencion,
en particular en donde se realizan sustitucionesrmdroacidos como se describe en el presente
documento en el primer (y, si esta presente, eeteresto de union a antigeno/molécula Fab,
el dominio constante CL de la primera (y, si est&@nte, la tercera) molécula Fab es del isotipo
kappa. En otras realizaciones de la molécula denumantigeno biespecifica segun la invencion,
en particular en donde se realizan sustitucionesrmdroacidos como se describe en el presente
documento en el segundo resto de unién a antigetédaia Fab, el dominio constante CL del
segundo resto de unién a antigeno/molécula Fablésotipo kappa. En algunas realizaciones,
el dominio constante CL del primer (y, si estd ents, el tercer) resto de union a
antigeno/molécula Fab y el dominio constante CL defundo resto de unién a
antigeno/molécula Fab son del isotipo kappa.

En una realizacion, la invencién proporciona un#awda de union a antigeno biespecifica que

comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se ungpamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (ig€2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular
CD3 épsilon, y el segundo resto de union a antigenma molécula Fab en donde los dominios

variables VL y VH de la cadena ligera de Fab yaddena pesada de Fab se reemplazan entre si;
C) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarsga subunidad;

en donde en el dominio constante CL del primeordstunion a antigeno en a) el aminoacido

en la posicion 124 esta sustituido por lisina ()rheracion segun Kabat) y el aminoacido en
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la posicidén 123 esta sustituido por lisina (K) giaina (R) (humeracion segun Kabat) (mas en
particular por arginina (R)) y en donde en el damgonstante CH1 del primer resto de union
a antigeno en a) el aminoacido en la posicion Bta sustituido por acido glutamico (E)

(numeracion segun el indice EU de Kabat) y el adtio en la posicion 213 esta sustituido

por acido glutamico (E) (numeracién segun el indicede Kabat); y
en donde

(1) el primer resto de union a antigeno en a) smhfa en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada dédFabgundo resto de unidén a antigeno en
b) y el segundo resto de unién a antigeno en fujséena en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de una de las subunidade®uhinio Fc en ¢), o

(i) el segundo resto de union a antigeno en h)sena en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deégFagbmer resto de union a antigeno en a)
y el primer resto de unidén a antigeno en a) s@fasen el extremo C de la cadena pesada de
Fab con el extremo N de una de las subunidadetod@hio Fc en c).

En una realizacion particular, la invencion propama una molécula de union a antigeno

biespecifica que comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se ungpamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una regién variable de cadiigera (VL) que comprende una regiéon
determinante de complementariedad de cadena (ig€f2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 de la SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID NO:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular
CD3 épsilon, y el segundo resto de union a antigenma molécula Fab en donde los dominios

variables VL y VH de la cadena ligera de Fab yaddena pesada de Fab se reemplazan entre si;

C) un tercer resto de unién a antigeno que selyrereer antigeno y es idéntico al primer

resto de unién a antigeno; y
d) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarséa subunidad;

en donde en el dominio constante CL del primeordstunion a antigeno en a) y el tercer resto

de unién a antigeno en c) el aminoacido en la fwsit24 esta sustituido por lisina (K)
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(numeracion segun Kabat) y el aminoacido en lacpisil23 esté sustituido por lisina (K) o
arginina (R) (numeracion segun Kabat) (mas enqaati por arginina (R)) y en donde en el
dominio constante CH1 del primer resto de uniontéggano en a) y el tercer resto de union a
antigeno en c) el aminoacido en la posicion 14@ esttituido por acido glutamico (E)
(numeracion segun el indice EU de Kabat) y el adtito en la posicion 213 esté sustituido
por acido glutamico (E) (numeracién segun el ineicede Kabat); y

en donde

(1) el primer resto de union a antigeno en a) smhfa en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deédFabgundo resto de unién a antigeno en
b) y el segundo resto de unién a antigeno en b)sgreer resto de union a antigeno en c) se
fusionan cada uno en el extremo C de la cadenaaesaFab con el extremo N de una de las

subunidades del dominio Fc en d), o

(i) el segundo resto de union a antigeno en h)sena en el extremo C de la cadena pesada
de Fab con el extremo N de la cadena pesada deefFabimer resto de union a antigeno en a)

y el primer resto de union a antigeno en a) yrektaresto de unidén a antigeno en c) se fusionan
cada uno en el extremo C de la cadena pesada @eifrabextremo N de una de las subunidades

del dominio Fc en d).

En otra realizacion, la invencién proporciona uréoula de unidén a antigeno biespecifica que

comprende

a) un primer resto de union a antigeno que se unegpamer antigeno, en donde el primer
antigeno es STEAP-1y el primer resto de uniortig@mo es una molécula Fab que comprende
una region variable de cadena pesada (VH) que @mdpruna region determinante de
complementariedad de cadena pesada (HCDR) 1 deQal3 NO: 1, una HCDR 2 de la SEQ
ID NO: 2 y una HCDR 3 seleccionada del grupo quesiste en las SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 6, y una region variable de cadiigera (VL) que comprende una region
determinante de complementariedad de cadena (ig€2R) 1 de la SEQ ID NO: 7, una LCDR

2 dela SEQ ID NO: 8 y una LCDR 3 de la SEQ ID MQ:

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno, en donde el
segundo antigeno es un antigeno activador de liofo€, en particular CD3, mas en particular
CD3 épsilon, y el segundo resto de union a antigenma molécula Fab en donde los dominios
variables VL y VH de la cadena ligera de Fab yaddemna pesada de Fab se reemplazan entre si;

C) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarsga subunidad;

en donde en el dominio constante CL del primeordstunion a antigeno en a) el aminoacido

en la posicion 124 esta sustituido por lisina ()rheracion segun Kabat) y el aminoacido en
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la posicidén 123 esta sustituido por lisina (K) giaina (R) (humeracion segun Kabat) (mas en
particular por arginina (R)) y en donde en el damgonstante CH1 del primer resto de union
a antigeno en a) el aminoacido en la posicion Bta sustituido por acido glutamico (E)

(numeracion segun el indice EU de Kabat) y el aatio en la posicion 213 esta sustituido

por acido glutamico (E) (numeracién segun el ineicede Kabat); y

en donde el primer resto de unidn a antigeno grebyegundo resto de unién a antigeno en b)
se fusionan cada uno en el extremo C de la cadesada de Fab con el extremo N de una de

las subunidades del dominio Fc en c).

Segun cualquiera de las realizaciones anteriom®ponentes de la molécula de unién a
antigeno biespecifica (por ejemplo, moléculas &atninio Fc) pueden fusionarse directamente
0 a través de diversos conectores, en particuleeatores peptidicos que comprenden uno o
mas aminoacidos, normalmente aproximadamente Z¥doacidos, que se describen en el
presente documento 0 se conocen en la técnicacdretores peptidicos no inmunogénicos
adecuados incluyen, por ejemplo, conectores pep8diGS), (SG)n, (GaSh 0 G(SG)n, €N

donde n es en general un niumero entero de 1 adalmente de 2 a 4.

En un aspecto particular, la invencion proporciam@a molécula de unién a antigeno

biespecifica que comprende

a) un primer y un tercer resto de unién a antiggmose une a un primer antigeno; en donde
el primer antigeno es STEAP-1y en donde el primarsegundo resto de unidén a antigeno son
cada uno una molécula Fab (convencional) que cardprena region variable de cadena pesada
gue comprende la secuencia de aminoacidos de laIBEND: 13 y una regioén variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de andoedte la SEQ ID NO: 14;

b) un segundo resto de unién a antigeno que sa umesegundo antigeno; en donde el
segundo antigeno es CD3 y en donde el segundodestoion a antigeno es una molécula Fab
en donde los dominios variables VL y VH de la cadéyera de Fab y la cadena pesada de Fab
se reemplazan entre si, que comprende una regi@blade cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 21 yregien variable de cadena ligera que

comprende la secuencia de aminoacidos de la SEDI?2;
C) un dominio Fc compuesto por una primera y ugarsga subunidad;
en donde

en el dominio constante CL del primer y el teresto de union a antigeno en a) el aminoacido
en la posicion 124 esta sustituido por lisina ()rheracion segun Kabat) y el aminoacido en
la posicion 123 esta sustituido por lisina (K) giaina (R) (numeracion segun Kabat) (mas en

particular por arginina (R)) y en donde en el domaonstante CH1 del primer y el tercer resto
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de unidn a antigeno en a) el aminoacido en la @osiel 7 esta sustituido por acido glutamico
(E) (numeracion segun el indice EU de Kabat) yréhaacido en la posicion 213 esta sustituido

por acido glutamico (E) (numeracion segun el in@itede Kabat);
y en donde ademas

el primer resto de unioén a antigeno en a) se fastorel extremo C de la cadena pesada de Fab
con el extremo N de la cadena pesada de Fab detdegesto de union a antigeno en b) y el
segundo resto de union a antigeno en b) y el tees&r de unidon a antigeno en a) se fusionan
cada uno en el extremo C de la cadena pesada @eifrabextremo N de una de las subunidades

del dominio Fc en c).

En una realizacion segun este aspecto de la irmenen la primera subunidad del dominio Fc,
el resto de treonina en la posicion 366 se reeragaa un resto de triptéfano (T366W) y en la
segunda subunidad del dominio Fc el resto de tieosh la posicion 407 se reemplaza con un
resto de valina (Y407V) y opcionalmente el restdrdenina en la posicion 366 se reemplaza
con un resto de serina (T366S) y el resto de laumina posicién 368 se reemplaza con un resto

de alanina (L368A) (numeraciones segun el indicalEabat).

En una realizacion adicional segun este aspecta oeencion, en la primera subunidad del
dominio Fc, se reemplaza adicionalmente el resteedea en la posicion 354 con un resto de
cisteina (S354C) o se reemplaza el resto de atidi@ngico en la posicién 356 con un resto de
cisteina (E356C) (en particular el resto de sezim#a posicion 354 se reemplaza con un resto
de cisteina) y en la segunda subunidad del dorkimiadicionalmente se reemplaza el resto de
tirosina en la posicién 349 por un resto de cist¢¥849C) (numeraciones segun el indice EU
de Kabat).

En otra realizacion adicional segun este aspecta id@encion, en cada una de la primera y la
segunda subunidad del dominio Fc, el resto denauen la posicion 234 se reemplaza con un
resto de alanina (L234A), el resto de leucina goolsicion 235 se reemplaza con un resto de
alanina (L235A) y el resto de prolina en la posicB29 se reemplaza por un resto de glicina
(P329G) (numeracién segun el indice EU de Kabat).

En otra realizacion adicional segun este aspecta ohevencion, el dominio Fc es un dominio

Fc de 1I9G humano.

En unarealizacién especifica particular, la mdEde unidén a antigeno biespecifica comprende
un polipéptido que comprende una secuencia de aciohas que es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID 3un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 99 %, 98 % o0 99 % idéntica a la

secuencia de la SEQ ID NO: 33, un polipéptido quragrende una secuencia de aminoacidos
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gue es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %iaeatla secuencia de la SEQ ID NO: 34
y un polipéptido que comprende una secuencia daauidos que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la IBEIQO: 35. En una realizacion especifica
particular adicional, la molécula de unién a am@bkiespecifica comprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SBQOD32, un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3palipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34 y un polipéptifiee comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 35.

En otra realizacion especifica, la molécula de mradéantigeno biespecifica comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de amohagicue es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID28Jun polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 99 %, 98 % o 99 % idéntica a la
secuencia de la SEQ ID NO: 29, un polipéptido qurapgrende una secuencia de aminoacidos
gue es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %iaeatla secuencia de la SEQ ID NO: 34
y un polipéptido que comprende una secuencia dec@uidos que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la IBEIQO: 35. En una realizacion especifica
adicional, la molécula de unién a antigeno biedecicomprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SBQOLRS, un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29olipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34 y un polipéptiiee comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 35.

En otra realizacion especifica mas, la moléculardén a antigeno biespecifica comprende un
polipéptido que comprende una secuencia de amohmggue es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID30Qun polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95 %, 99 %, 98 % o 99 % idéntica a la
secuencia de la SEQ ID NO: 61, un polipéptido qurapgrende una secuencia de aminoacidos
gue es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 %iaeatla secuencia de la SEQ ID NO: 34
y un polipéptido que comprende una secuencia dea@midos que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la secuencia de la IBEIQO: 35. En una realizacion especifica
adicional, la molécula de unién a antigeno biedecicomprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SBQOD30, un polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3polipéptido que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34 y un polipéptifiee comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 35.
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Dominio Fc

En realizaciones particulares, la molécula de umiGmntigeno biespecifica de la invencion
comprende un dominio Fc compuesto por una primaragysegunda subunidad. Se entiende
que las caracteristicas del dominio Fc descrit@lgoresente documento en relacion con la
molécula de unidon a antigeno biespecifica pueddicasge igualmente a un dominio Fc

comprendido en un anticuerpo de la invencion.

El dominio Fc de la molécula de unién a antigerssjpécifica consiste en un par de cadenas
polipeptidicas que comprenden dominios de cadensadpe de una molécula de
inmunoglobulina. Por ejemplo, el dominio Fc de amaécula de inmunoglobulina G (IgG) es
un dimero, cada subunidad del cual comprende lognilos constantes de cadena pesada de
IgG CH2 y CHS3. Las dos subunidades del dominioi€iten capacidad de asociacion estable
entre si. En una realizacion, la molécula de umi@ntigeno biespecifica de la invencion no

comprende mas de un dominio Fc.

En una realizacion, el dominio Fc de la moléculamién a antigeno biespecifica es un dominio
Fc de IgG. En una realizacion particular, el domiRt es un dominio Fc de IgGEn otra
realizacion, el dominio Fc es un dominio Fc dedgBn una realizacion mas especifica, el
dominio Fc es un dominio Fc de lg@Que comprende una sustitucion de aminoacidos en la
posicién S228 (numeracién del indice EU de Kaleatparticular, la sustitucién de aminoacidos
S228P. Esta sustitucion de aminoéacidos reducetercambio de rama de Fabvivo de los
anticuerpos Ig@(véase Stubenrauet al, Drug Metabolism and Disposition 38, 84-91 (2010)
En una realizacion particular adicional, el domifio es un dominio Fc humano. En una
realizacién alin mas particular, el dominio Fc edaminio Fc de Igghumano. Se proporciona

una secuencia ilustrativa de una region Fc de lg@nana en la SEQ ID NO: 36.

Modificaciones de dominio Fc gue promueven la loelienerizacion

Las moléculas de union a antigeno biespecificadns&ginvencion comprenden diferentes
restos de union a antigeno, que pueden fusionarsa a a la otra de las dos subunidades del
dominio Fc, por tanto, las dos subunidades del dionfic estan comprendidos normalmente en
dos cadenas polipeptidicas no idénticas. La coskpreecombinante de estos polipéptidos y
la posterior dimerizacion conduce a varias comlamass posibles de los dos polipéptidos. Para
mejorar el rendimiento y la pureza de moléculasrdén a antigeno biespecificas en produccion
recombinante, sera ventajoso por tanto introducieledominio Fc de la molécula de union a
antigeno biespecifica una modificacion que promukwvasociacion de los polipéptidos

deseados.

En consecuencia, en realizaciones particularégreinio Fc de la molécula de unién a antigeno

biespecifica segun la invencién comprende una neadibn que promueve la asociacion de la
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primera y la segunda subunidad del dominio Fcittel de interaccion proteina-proteina mas
extensa entre las dos subunidades de un domirde FgG humana se encuentra en el dominio
CHS3 del dominio Fc. Por tanto, en una realizaciticha modificacion esta en el dominio CH3

del dominio Fc.

Existen varios enfoques para modificaciones emelidio CH3 del dominio Fc para provocar
la heterodimerizacion, que estan bien descritasejgmplo, en los documentos WO 96/27011,
WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2@rra1, WO 2009/089004, WO
2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO @b8268, WO 2013157954,
WO 2013096291. Normalmente, en todos estos enfogledominio CH3 de la primera
subunidad del dominio Fc y el dominio CH3 de lausetp subunidad del dominio Fc estan
ambos disefiados de manera complementaria de ma&dcagia dominio CH3 (o la cadena
pesada que lo comprende) ya no pueda homodimezizanrssigo mismo, sino que se vea
obligado a heterodimerizarse con el otro domini8Cl$efiado de forma complementaria (de
modo que el primer y segundo dominio CH3 se hetererizan y no se forman homodimeros
entre los dos primeros o los dos segundos domitité3). Estos diferentes enfoques para
mejorar la heterodimerizacion de la cadena pesadargemplan como alternativas diferentes
en combinacién con las modificaciones de la cadegmesada (por ejemplo,
intercambio/reemplazo de VH y VL en una rama déwiyila introduccion de sustituciones de
aminoacidos cargados con cargas opuestas en tlam@H1/CL) en la molécula de union a
antigeno biespecifica que reduce el emparejamiemtimeo de cadena pesadalligera y los

productos secundarios de tipo Bence Jones.

En una realizacion especifica, dicha modificaciae gromueve la asociacion de la primera y
la segunda subunidad del dominio Fc es una modifinadenominada "boton en ojal", que
comprende una modificacion de "boton" en una delésssubunidades del dominio Fc y una

modificacion de "ojal" en la otra de las dos subdades del dominio Fc.

La tecnologia de boton en ojal se describe, pon@@ en los documentos US 5.731.168; US
7.695.936; Ridgwat al, Prot Eng 9, 617-621 (1996) y Carter, J Immuneitiv248, 7-15
(2001). En general, el método implica introduciaymmotuberancia ("boton") en la interfaz de
un primer polipéptido y una correspondiente caviflagal") en la interfaz de un segundo
polipéptido, de modo que la protuberancia puede&iposrse en la cavidad para promover la
formacion de heterodimeros e impedir la formaciérhdmodimeros. Las protuberancias se
construyen reemplazando cadenas laterales de aridnsdequefias de la interfaz del primer
polipéptido con cadenas mayores (por ejemplo, itieco® triptdfano). Se crean cavidades
compensatorias de tamafio idéntico o similar a tatiperancias en la interfaz del segundo
polipéptido reemplazando cadenas laterales de @ciolas grandes con otras mas pequefas

(por ejemplo, alanina o treonina).
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En consecuencia, en una realizacion particulae] dominio CH3 de la primera subunidad del
dominio Fc de la molécula de union a antigeno leieifisa se reemplaza un resto de aminoacido
con un resto de aminoacido que tenga un mayor \@iuthe cadena lateral, generando de este
modo una protuberancia dentro del dominio CH3 deprimera subunidad que puede
posicionarse en una cavidad dentro del dominio @&l segunda subunidad y en el dominio
CHS3 de la segunda subunidad del dominio Fc se rfegmpn resto de aminoacido con un resto
de aminoacido que tenga un menor volumen de caddéral, generando de este modo una
cavidad en el dominio CH3 de la segunda subunidadaeque puede posicionarse la

protuberancia en el dominio CH3 de la primera sidach

Preferentemente dicho resto de aminoacido que tieneayor volumen de cadena lateral se

selecciona del grupo que consiste en argininad€Rijalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W).

Preferentemente dicho resto de aminoacido que tisnaenor volumen de cadena lateral se

selecciona del grupo que consiste en alanina éiina (S), treonina (T) y valina (V).

La protuberancia y la cavidad pueden realizarsgaaitio el acido nucleico que codifica los

polipéptidos, por ejemplo, mediante mutagénesis@ipa o mediante sintesis peptidica.

En una realizacion especifica, en (el dominio CEBla primera subunidad del dominio Fc (la
subunidad de "botones") se reemplaza el restoedaitra en la posicion 366 con un resto de
triptéfano (T366W) y en (el dominio CH3 de) la seda subunidad del dominio Fc (la

subunidad de "ojal") se reemplaza el resto deitigosn la posicion 407 con un resto de valina
(Y407V). En una realizacion, en la segunda subuhidal dominio Fc se reemplaza

adicionalmente el resto de treonina en la posi@6é& con un resto de serina (T366S) y se
reemplaza el resto de leucina en la posicion 36&ioaesto de alanina (L368A) (numeraciones

segun el indice EU de Kabat).

En una realizacién adicional mas, en la primerausiglad del dominio Fc, se reemplaza

adicionalmente el resto de serina en la posicioh & un resto de cisteina (S354C) o se
reemplaza el resto de acido glutamico en la pasi8&H con un resto de cisteina (E356C) (en
particular el resto de serina en la posicion 35#esmplaza con un resto de cisteina) y en la
segunda subunidad del dominio Fc, adicionalmenteesmplaza el resto de tirosina en la

posicion 349 por un resto de cisteina (Y349C) (mawienes segun el indice EU de Kabat). La
introduccion de estos dos restos de cisteina da aesultado la formacion de un enlace

disulfuro entre las dos subunidades del dominioeStabilizando adicionalmente el dimero

(Carter, J Immunol Methods 248, 7-15 (2001)).

En una realizacion particular, la primera subunidelddominio Fc comprende las sustituciones
de aminoacidos S354C y T366W y la segunda subunighdilominio Fc comprende las
sustituciones de aminoacidos Y349C, T366S, L368A@7V (numeracion segun el indice EU
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de Kabat).

En una realizacién particular, el resto de uni@mtigeno que se une al segundo antigeno (por
ejemplo, un antigeno activador de linfocitos TYussona (opcionalmente a través del primer
resto de union a antigeno, que se une a STEAP-lirykmnector peptidico) con la primera
subunidad del dominio Fc (que comprende la modifizade "botén"). Sin pretender quedar
ligados a teoria alguna, la fusién del resto démuniantigeno que se une a un segundo antigeno,
tal como un antigeno activador de linfocitos T, Bosubunidad que contiene botén del dominio
Fc minimizara (adicionalmente) la generacion de énalas de unidbn a antigeno que
comprenden dos restos de union a antigeno queesealnn antigeno activador de linfocitos T

(choque estérico de dos polipéptidos que contiboé&in).

Se contemplan otras técnicas de modificacion de @&ta provocar la heterodimerizacion
como alternativas segun la invencion y se descripen ejemplo, en los documentos WO
96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110208) 2007/147901, WO
2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 20mb45, WO 2012/058768, WO
2013/157954, WO 2013/096291.

En una realizacién, se usa como alternativa elgerefade heterodimerizacion descrito en el
documento EP 1870459. Este enfoque se basa endduocion de aminoacidos cargados con
cargas opuestas en posiciones de aminoacidos fsgpeen la interfaz de dominios CH3/CH3

entre las dos subunidades del dominio Fc. Unazeeadin preferida para la molécula de union
a antigeno biespecifica de la invencion son lascmnes de aminoacidos R409D; K370E en
uno de los dos dominios CH3 (del dominio Fc) ynlagaciones de aminoacidos D399K; E357K
en el otro de los dominios CH3 del dominio Fc (ntan&n segun el indice EU de Kabat).

En otra realizacion, la molécula de unién a antidgirspecifica de la invencion comprende la
mutacion de aminoacidos T366W en el dominio CH&darimera subunidad del dominio Fc

y las mutaciones de aminoacidos T366S, L368A, Y4@r\el dominio CH3 de la segunda

subunidad del dominio Fc y adicionalmente las matas de aminoacidos R409D; K370E en
el dominio CH3 de la primera subunidad del domiR@y las mutaciones de aminoéacidos
D399K; E357K en el dominio CH3 de la segunda sutachidel dominio Fc (numeraciones

segun el indice EU de Kabat).

En otra realizacion, la molécula de unién a antigaaspecifica de la invencion comprende las
mutaciones de aminoacidos S354C, T366W en el don@i3 de la primera subunidad del
dominio Fc y las mutaciones de aminoacidos Y349KE65, L368A, Y407V en el dominio
CHS3 de la segunda subunidad del dominio Fc o diabiécula de unidén a antigeno biespecifica
comprende las mutaciones de aminoécidos Y349C,W3&6 el dominio CH3 de la primera
subunidad del dominio Fc y las mutaciones de angsidoa S354C, T366S, L368A, Y407V en
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los dominios CH3 de la segunda subunidad del danfiaiy adicionalmente las mutaciones de
aminoacidos R409D; K370E en el dominio CH3 de imgra subunidad del dominio Fc y las
mutaciones de aminoacidos D399K; E357K en el damBi3 de la segunda subunidad del

dominio Fc (todas las numeraciones segun el iritlitele Kabat).

En una realizacién, se usa como alternativa elgprEfale heterodimerizacion descrito en el
documento WO 2013/157953. En una realizacién, umewr dominio CH3 comprende la

mutacion de aminoacidos T366K y un segundo dom@it8 comprende la mutacion de

aminoacidos L351D (numeraciones segun el indice&Kabat). En una realizacion adicional,
el primer dominio CH3 comprende la mutacién de a&didos adicional L351K. En una

realizacion adicional, el segundo dominio CH3 caenpe ademas una mutacion de
aminoacidos seleccionada de Y349E, Y349D y L368&¢pentemente L368E) (numeraciones
segun el indice EU de Kabat).

En una realizacién, se usa como alternativa elggrefale heterodimerizacion descrito en el
documento WO 2012/058768. En una realizacion, umgsrdominio CH3 comprende las
mutaciones de aminoacidos L351Y, Y407A y un seguddminio CH3 comprende las
mutaciones de aminoacidos T366A, K409F. En unazaeabn adicional, el segundo dominio
CHS3 comprende una mutacion de aminoacidos adicemia posiciéon T411, D399, S400, F405,
N390 o K392, por ejemplo, seleccionada de a) T4ATWN1R, T411Q, T411K, T411D, T411E
0 T411W, b) D399R, D399W, D399Y o D399K, c) S408E200D, S400R o S400K, d) F405lI,
F405M, F405T, F405S, F405V o F405W, e) N390R, N3@0K390D, f) K392V, K392M,
K392R, K392L, K392F o K392E (numeraciones segurindice EU de Kabat). En una
realizacion adicional, un primer dominio CH3 compte las mutaciones de aminoacidos
L351Y, Y407A y un segundo dominio CH3 comprendenagaciones de aminoacidos T366V,
K409F. En una realizacion adicional, un primer dumiCH3 comprende la mutacion de
aminoacidos Y407A y un segundo dominio CH3 compeelad mutaciones de aminoacidos
T366A, K409F. En una realizacion adicional, el sefpudominio CH3 comprende ademas las
mutaciones de aminoécidos K392E, T411E, D399R YRB4Aumeraciones segun el indice EU
de Kabat).

En una realizacién, se usa como alternativa elgerefade heterodimerizacion descrito en el
documento WO 2011/143545, por ejemplo, con la naatifon de aminoacidos en una posicion
seleccionada del grupo que consiste en 368 y 40fdracion segun el indice EU de Kabat).

En una realizacién, se usa como alternativa elger&fade heterodimerizacion descrito en el
documento WO 2011/090762, que también usa la tegfelde botones en ojales descrita
anteriormente. En una realizacién, un primer domi@H3 comprende la mutacion de
aminoacidos T366W y un segundo dominio CH3 commeladmutacion de aminoéacidos

Y407A. En una realizacion, un primer dominio CH3ngwende la mutacion de aminoacidos
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T366Y y un segundo dominio CH3 comprende la mutacite aminoacidos Y407T
(numeraciones segun el indice EU de Kabat).

En una realizacion, la molécula de unién a antigeeepecifica 0 su dominio Fc es de la
subclase Igoy se usa como alternativa el enfoque de heterothaweon descrito en el
documento WO 2010/129304.

En una realizacion alternativa, una modificaciér gromueve la asociacion de la primera y la
segunda subunidad del dominio Fc comprende unafitedon que media en los efectos de
direccion electrostatica, por ejemplo, como se rigscen la publicacion de PCT WO
2009/089004. En general, este método implica ehpéezo de uno 0 mas restos de aminoacidos
en la interfaz de las dos subunidades del domiaipdf restos de aminoacidos con carga de
modo que la formacion de homodimeros se hace edtaticamente desfavorable pero la
heterodimerizacion se hace electrostaticamentadaie En una de dichas realizaciones, un
primer dominio CH3 comprende la sustitucion de aaaidos de K392 o N392 con un
aminoacido con carga negativa (por ejemplo, aciddagico (E) o &cido aspartico (D),
preferentemente K392D o N392D) y un segundo dom@H#3 comprende la sustitucion de
aminoacidos de D399, E356, D356 0 E357 con un awido con carga positiva (por ejemplo,
lisina (K) o arginina (R), preferentemente D399K35BK, D356K o E357K y mas
preferentemente D399K y E356K). En una realiza@dlitional, el primer dominio CH3
comprende ademas la sustitucion de aminoacidogld® K R409 con un aminoacido con carga
negativa (por ejemplo, acido glutamico (E) o acidpartico (D), preferentemente K409D o
R409D). En una realizacion adicional, el primer dosnCH3 comprende adicionalmente o
como alternativa la sustitucion de aminoacidos d8%y/o K370 con un aminodacido con carga
negativa (por ejemplo, acido glutamico (E) o a@dpartico (D)) (todas las numeraciones segun
el indice EU de Kabat).

En una realizacion adicional mas, se usa comonaliga el enfoque de heterodimerizacion
descrito en el documento WO 2007/147901. En unkzae#n, un primer dominio CH3
comprende las mutaciones de aminoécidos K253E, ©038R322D y un segundo dominio
CHS3 comprende las mutaciones de aminoacidos D2B2K0OK y K292D (numeraciones segun
el indice EU de Kabat).

En otra realizacibn mas, se puede usar como diteanal enfoque de heterodimerizacién
descrito en el documento WO 2007/110205.

En una realizacion, la primera subunidad del domift comprende las sustituciones de
aminoacidos K392D y K409D y la segunda subunidad dieninio Fc comprende las

sustituciones de aminoacidos D356K y D399K (numérasegun el indice EU de Kabat).
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Modificaciones del dominio Fc que reducen la urabreceptor de Fc y/o la funcién efectora

El dominio Fc confiere a la molécula de unién aigerio biespecifica (o al anticuerpo)
propiedades farmacocinéticas favorables, incluyenda larga semivida en suero que
contribuye a una buena acumulacion en el tejidoadiauna relacion de distribucion tejido-
sangre favorable. Al mismo tiempo puede, sin enthacpnducir a un direccionamiento
indeseable de la molécula de unién a antigeno éxésga (0 el anticuerpo) a células que
expresan receptores de Fc en lugar de a las c@lottedoras de antigeno preferidas. Por otra
parte, la coactivacion de rutas de sefializaciomedelptor de Fc puede conducir a la liberacion
de citocinas que, en combinacion con las propieslddactivacion de linfocitos T (por ejemplo,
en realizaciones de la molécula de union a antip@specifica en donde el segundo resto de
unidon a antigeno se une a un antigeno activaddinfbeitos T) y la larga semivida de la
molécula de unién a antigeno biespecifica, da a@sultado activacion excesiva de receptores
de citocinas y efectos secundarios graves trasif@ngstracion sistémica. La activacién de
células inmunitarias (portadoras de receptor dedigt)jntas de linfocitos T puede incluso
reducir la eficacia de la molécula de union a amdgbiespecifica (en particular una molécula
de union a antigeno biespecifica en donde el segregio de union a antigeno se une a un
antigeno activador de linfocitos T) debido a laegion potencial de linfocitos T, por ejempilo,

por linfocitos NK.

En consecuencia, en realizaciones particularésminio Fc de la molécula de union a antigeno
biespecifica segun la invencién muestra afinidadirdén reducida por un receptor de Fc y/o
funcién efectora reducida, en comparacion con umigio Fc de IgG nativo. En una de dichas
realizaciones, el dominio Fc (o la molécula de nradantigeno biespecifica que comprende
dicho dominio Fc) muestra menos de 50 %, prefereetdée menos de 20 %, mas
preferentemente menos de 10 % y lo mas preferentenmeenos de 5 % de la afinidad de unién
por un receptor de Fc, en comparacion con un donfiaide IgG nativo (0 una molécula de
unién a antigeno biespecifica que comprende unrdorAc de IgG nativo) y/o menos de 50 %,
preferentemente menos de 20 %, més preferentemenias de 10 % y lo mas preferentemente
menos de 5 % de la funcidn efectora, en comparamarun dominio de dominio Fc de 1gG
nativo (0 una molécula de union a antigeno biefipague comprende un dominio Fc de 1gG
nativo). En una realizacion, el dominio de domiRio (0 la molécula de unién a antigeno
biespecifica que comprende dicho dominio Fc) norgesustancialmente a un receptor de Fc
y/o induce funcion efectora. En un aspecto padicudl receptor de Fc es un receptoy. En
una realizacion, el receptor de Fc es un recedtcchumano. En una realizacion, el receptor
de Fc es un receptor de Fc activador. En una esaédia especifica, el receptor de Fc es un
receptor Fg humano activador, mas especificamentgRi¢éa, FeyRI o FegyRlla humano, lo
mas especificamente fRllla humano. En una realizacion, la funcion efexctes una o mas

seleccionadas del grupo de CDC, ADCC, ADCP y sémmede citocinas. En una realizacion
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particular, la funcién efectora es ADCC. En undizaaion, el dominio de dominio Fc muestra
afinidad de union sustancialmente similar al remegde Fc neonatal (FCRn), en comparacion
con un dominio de dominio Fc de Ig@ativo. Se logra union sustancialmente similacRr-
cuando el dominio Fc (o la molécula de union agamid biespecifica que comprende dicho
dominio Fc) muestra mas de aproximadamente 70 %adicular mas de aproximadamente
80 %, mas en particular mas de aproximadamente 86 P& afinidad de uniéon de un dominio
Fc de 1gG nativo (o la molécula de union a antigeno biedjgacgue comprende un dominio

Fc de 1gG nativo) por FcRn.

En determinadas realizaciones, el dominio Fc seififnagor ingenieria genética para tener
afinidad de unién reducida por un receptor de Bdwricion efectora reducida, en comparacion
con un dominio Fc no modificado por ingenieria geae En realizaciones particulares, el
dominio Fc de la molécula de unién a antigeno leiei$iga comprende una o0 mas mutaciones
de aminoécidos que reducen la afinidad de uniémaleinio Fc por un receptor de Fc y/o la
funcién efectora. Normalmente, estan presentesmasnas una o0 mas mutaciones de
aminoacidos en cada una de las dos subunidadésrdelio Fc. En una realizacion, la mutacion
de aminoacidos reduce la afinidad de union del dmmric por un receptor de Fc. En una
realizaciéon, la mutacion de aminoéacidos reducefifddad de unién del dominio Fc por un
receptor de Fc en al menos 2 veces, al menos 5 weabmenos 10 veces. En realizaciones
donde hay mas de una mutacion de aminoacidos dueeada afinidad de union del dominio
Fc por el receptor de Fc, la combinacion de estasgiones de aminoacidos puede reducir la
afinidad de union del dominio Fc por un receptoFden al menos 10 veces, al menos 20 veces
o incluso al menos 50 veces. En una realizaciomdicula de unién a antigeno biespecifica
gue comprende un dominio Fc modificado por ingéaigenética muestra menos de 20 %, en
particular menos de 10 %, mas en particular meeoS % de la afinidad de union por un
receptor de Fc en comparacion con una moléculani@ ua antigeno biespecifica que
comprende un dominio Fc no modificado por ingeaigenética. En una realizacion particular,
el receptor de Fc es un receptoy.HeEn algunas realizaciones, el receptor de Fc @saaptor

de Fc humano. En algunas realizaciones, el receptéic es un receptor de Fc activador. En
una realizacion especifica, el receptor de Fc egegpptor Fg activador humano, mas
especificamente KRIlla, FeyRIl o FeyRIla humano, lo mas especificamenteRtla humano.
Preferentemente, se reduce la union a cada unstakereceptores. En algunas realizaciones, la
afinidad de union por un componente de complemeaspecificamente, la afinidad de union
por C1q, también se reduce. En una realizacidafjiédad de union al receptor de Fc neonatal
(FcRn) no se reduce. Se logra unién sustancialnsemiéar a FCRn, es decir, la conservacion
de la afinidad de union del dominio Fc por dicheeggor, cuando el dominio Fc (o la molécula
de union a antigeno biespecifica que comprendeodabbminio Fc) muestra mas de
aproximadamente 70 % de la afinidad de unién defaomaa no modificada por ingenieria

genética del dominio Fc (o la molécula de uniémtégano biespecifica que comprende dicha
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forma no modificada por ingenieria genética del isonFc) por FcRn. El dominio Fc, o la
molécula de unién a antigeno biespecifica de lariodn que comprende dicho dominio Fc,
puede mostrar mas de aproximadamente 80 % e intlasae aproximadamente 90 % de dicha
afinidad. En determinadas realizaciones, el domkdade la molécula de unién a antigeno
biespecifica esta modificado por ingenieria geaépiara tener funcién efectora reducida, en
comparacion con un dominio Fc no modificado poriigria genética. La funcion efectora
reducida puede incluir, pero sin limitacion, unon@s de los siguientes: citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) reducida, citotdad mediada por células dependiente
de anticuerpo (ADCC) reducida, fagocitosis celdipendiente de anticuerpo (ADCP) reducida,
secrecion de citocinas reducida, captacion de emignediada por complejo inmunitario por
células presentadoras de antigenos reducida, umidimfocitos NK reducida, union a
macrofagos reducida, unién a monocitos reducidanuacelulas polimorfonucleares reducida,
sefalizacion directa inductora de apoptosis redyicaticulacion de anticuerpos unidos a diana
reducida, maduracion de células dendriticas reduxickbado de linfocitos T reducido. En una
realizacion, la funcion efectora reducida es umas seleccionadas del grupo de CDC reducida,
ADCC reducida, ADCP reducida y secrecion de citagimeducida. En una realizacion
particular, la funcion efectora reducida es ADC@umda. En una realizacion, la ADCC
reducida es menos de 20 % de la ADCC inducida podaminio Fc no modificado por
ingenieria genética (o una molécula de union gent biespecifica que comprende un dominio

Fc no modificado por ingenieria genética).

En una realizacién, la mutacion de aminoacidosrgdece la afinidad de union del dominio Fc
por un receptor de Fc y/o funcién efectora es usttacion de aminoacidos. En una realizacion,
el dominio Fc comprende una sustitucion de amimimécen una posicién seleccionada del
grupo de E233, L234, L235, N297, P331 y P329 (namenes segun el indice EU de Kabat).
En una realizacidbn mas especifica, el dominio Fepgrende una sustitucion de aminoacidos en
una posicion seleccionada del grupo de L234, L2B330 (numeraciones segun el indice EU
de Kabat). En algunas realizaciones, el dominiodfoprende las sustituciones de aminoacidos
L234A y L235A (numeraciones segun el indice EU @bdt). En una de dichas realizaciones,
el dominio Fc es un dominio Fc de Ig@n particular un dominio Fc de IgBumano. En una
realizacion, el dominio Fc comprende una sustitucié aminoacidos en la posicion P329. En
una realizacion mas especifica, la sustitucioni@@écidos es P329A o P329G, en particular
P329G (numeraciones segun el indice EU de Kabat)ura realizacion, el dominio Fc
comprende una sustitucion de aminoacidos en laciposiP329 y una sustitucion de
aminoacidos adicional en una posicion selecciordmd233, L234, L235, N297 y P331
(numeraciones segun el indice EU de Kabat). Erresl&zacion mas especifica, la sustitucion
de aminoacidos adicional es E233P, L234A, L235A33R2, N297A, N297D o P331S. En
realizaciones particulares, el dominio Fc compresdstituciones de aminoacidos en las

posiciones P329, L234 y L235 (numeraciones segimdate EU de Kabat). En realizaciones
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mas particulares, el dominio Fc comprende las naias de aminoacidos L234A, L235A y

P329G ("P329G LALA", "PGLALA" o0 "LALAPG"). De manerespecifica, en realizaciones

particulares, cada subunidad del dominio Fc cong@elas sustituciones de aminoacidos
L234A, L235A y P329G (numeracion del indice EU dabKt), es decir, en cada una de la
primera y segunda subunidad del dominio Fc, ebr@steucina en la posicion 234 se reemplaza
con un resto de alanina (L234A), el resto de laue&n la posicion 235 se reemplaza con un
resto de alanina (L235A) y el resto de prolinaapdsicion 329 se reemplaza por un resto de

glicina (P329G) (numeracion segun el indice EU dbdf).

. En una de dichas realizaciones, el dominio Faredominio Fc de IgG en particular un
dominio Fc de Igghumano. La combinacion "P329G LALA" de sustitu@sme aminoacidos
suprime casi por completo la union al receptor fasi como al complemento) de un dominio
Fc de 1gG humano, como se describe en la publicacion de RCWO 2012/130831, que se
incorpora en el presente documento por referencissie totalidad. EI documento WO
2012/130831 también describe métodos para pregetass dominio Fc mutantes y métodos

para determinar sus propiedades, tales como uhréeeptor de Fc o funciones efectoras.

Los anticuerpos Ig&muestran afinidad de union reducida por los rexeptde Fc y funciones
efectoras reducidas en comparacion con los angiogetgG. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el dominio Fc de las moléculas dérua antigeno biespecificas de la invencion
es un dominio Fc Ig& en particular un dominio Fc de Ig@umano. En una realizacion, el
dominio Fc de IgG comprende sustituciones de aminoacidos en la iposi&228,
especificamente la sustitucion de aminoacidos SZABMeraciones segun el indice EU de
Kabat). Para reducir adicionalmente su afinidadmién por un receptor de Fc y/o su funcién
efectora, en una realizacion, el dominio Fc deslg@nprende una sustitucion de aminoacidos
en la posicion L235, especificamente la sustitud®aminoacidos L235E (numeraciones segun
el indice EU de Kabat). En otra realizacion, el aoonFc de IgG comprende una sustitucion
de aminoacidos en la posicién P329, especificamanseistitucion de aminoacidos P329G
(numeraciones segun el indice EU de Kabat). Enreaé&acion particular, el dominio Fc de
lgGs comprende sustituciones de aminoacidos en lascippes S228, L235 y P329,
especificamente sustituciones de aminoacidos S22@3E y P329G (numeraciones segun el
indice EU de Kabat). Dichos mutantes del dominial€dgG y sus propiedades de unién al
receptor Fg se describen en la publicacion de PCT n.° WO A@0&31, incorporada en el

presente documento por referencia en su totalidad.

En una realizacion particular, el dominio Fc queestra afinidad de union reducida por un
receptor de Fc y/o funcién efectora reducida, enpgaracién con un dominio Fc de Igativo,
es un dominio Fc de IgGhumano que comprende las sustituciones de amdusti234A,

L235A y opcionalmente P329G o un dominio Fc de sdGmano que comprende las
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sustituciones de aminoacidos S228P, L235A y optiocerste P329G (numeraciones segun el
indice EU de Kabat).

En determinadas realizaciones, se ha eliminadedéubbsilacion del dominio Fc. En una de

dichas realizaciones, el dominio Fc comprende untoion de aminoacidos en la posicion

N297, en particular una sustitucion de aminoacigos reemplaza asparagina por alanina
(N297A) o acido aspartico (N297D) (numeracionegisegj indice EU de Kabat).

Ademas de los dominios Fc descritos anteriormenteelepresente documento y en la

publicacion de PCT n.° WO 2012/130831, los domirioscon unién al receptor de Fc y/o

funcién efectora reducidas también incluyen los tigieen sustitucion de uno o mas de los
restos del dominio Fc 238, 265, 269, 270, 297, BZ29 (patente de los Estados Unidos
n.° 6.737.056) (numeraciones segun el indice EWatmt). Dichos mutantes de Fc incluyen

mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas g@siciones de aminoacidos 265, 269, 270,
297 y 327, incluyendo el mutante de Fc denomin&NA" con sustitucion de los restos 265

y 297 por alanina (Patente de los Estados Unidos.332.581).

Los dominios Fc mutantes se pueden preparar medsrresion, sustitucion, insercion o
modificacion de aminoacidos usando métodos gerséicpiimicos bien conocidos en la técnica.
Los métodos genéticos pueden incluir mutagénegiecédgca de la secuencia de ADN
codificante, PCR, sintesis génica y similares. tasmbios correctos de nucleétidos pueden

verificarse, por ejemplo, mediante secuenciacion.

La union a receptores de Fc puede determinarsinitie, por ejemplo, mediante ELISA o
mediante resonancia de plasmén superficial (RP&)dgasinstrumentacién convencional, tal
como un instrumento BIAcore (GE Healthcare) y réoegs de Fc, tales como los que pueden
obtenerse mediante expresion recombinante. Coemmativa, la afinidad de unidon de dominios
Fc o moléculas de unién a antigeno biespecificas aqumprenden un dominio Fc por los
receptores de Fc puede evaluarse usando linedareslque se sabe que expresan receptores

de Fc particulares, tales como linfocitos NK hungqoe expresan receptoryRta.

La funcion efectora de un dominio Fc o una moléaddaunion a antigeno biespecifica que
comprende un dominio Fc, puede medirse mediant®@dogtconocidos en la técnica. Se
describen ejemplos de ensayowitro para evaluar la actividad de ADCC de una molédala
interés en la Patente de los Estados Unidos r09362; Hellstroret al Proc Natl Acad Sci
USA 83, 7059-7063 (1986) y Hellstromb al, Proc Natl Acad Sci USA 82, 1499-1502 (1985);
patente de los Estados Unidos n.° 5.821.337; Bruggeet al, J Exp Med 166, 1351-1361
(1987). Como alternativa, pueden emplearse métddosnsayos no radiactivos (véase, por
ejemplo, ensayo de citotoxicidad no radiactivo ACTTIpara citometria de flujo
(CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y ensagte citotoxicidad no radiactivo CytoTox
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96° (Promega, Madison, WI)). Las células efectordssipara dichos ensayos incluyen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) vy linéscicitoliticos naturales (NK). Como
alternativa, o adicionalmente, la actividad de AD@Cla molécula de interés puede evaluarse
in vivo, por ejemplo, en un modelo animal, tal como elvdiglo en Clynest al, Proc Natl
Acad Sci USA 95, 652-656 (1998).

En algunas realizaciones, la union del dominio Fanacomponente del complemento,
especificamente a Cl1q, se reduce. En consecueantialgunas realizaciones en donde el
dominio Fc esta modificado por ingenieria gengbaa tener funcion efectora reducida, dicha
funcién efectora reducida incluye CDC reducidap8eden llevar a cabo ensayos de unién a
Clqg para determinar si el dominio Fc, o la moléadaunion a antigeno biespecifica que
comprende el dominio Fc, es capaz de unirse a Cagryo tanto, tiene actividad CDC. Véase,
por ejemplo, ELISA de unién a Clq y C3c en los doeatos WO 2006/029879 y WO
2005/100402. Para evaluar la activacién del comeidm se puede realizar un ensayo de CDC
(véase, por ejemplo, Gazzano-Santtral, J Immunol Methods 202, 163 (1996); Cragal,
Blood 101, 1045-1052 (2003); y Cragg y Glennie,d8ld03, 2738-2743 (2004)).

También se pueden realizar determinaciones de @nkoRn y aclaramienia vivd/'semivida
utilizando métodos conocidos en la técnica (vépee,ejemplo, Petkova, S.@t al, Int'l.
Immunol.18(12):1759-1769 (2006); documento WO 2013/120929)

Polinucleoétidos

La invencion proporciona ademas polinucleétidosades que codifican un anticuerpo o
molécula de unién a antigeno biespecifica comoeseribe en el presente documento o un
fragmento de los mismos. En algunas realizaciahiesp fragmento es un fragmento de unién

a antigeno.

Los polinucleotidos que codifican anticuerpos oéuaolas de unidn a antigeno biespecificas de
la invencion pueden expresarse como un Unico pod#dtido que codifica el anticuerpo o la
molécula de unidn a antigeno biespecifica completoesmo multiples polinucle6tidos (por
ejemplo, dos o0 mas) que se expresan conjuntaméote.polipéptidos codificados por
polinucledtidos que se expresan conjuntamente pueadeciarse a traves, por ejemplo, de
enlaces disulfuro u otros medios para formar urcaetpo o molécula de unién a antigeno
biespecifica funcionales. Por ejemplo, la parteatiena ligera de un anticuerpo o molécula de
unidn a antigeno biespecifica puede estar coddigad un polinucleotido separado de la parte
del anticuerpo o molécula de union a antigeno bigfipa que comprende la cadena pesada del
anticuerpo o molécula de unién a antigeno biespacffuando se expresan conjuntamente, los

polipéptidos de cadena pesada se asociaran cpolipéptidos de cadena ligera para formar el
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anticuerpo o la molécula de union a antigeno baBpa. En otro ejemplo, la parte del
anticuerpo o molécula de unién a antigeno biespacifjue comprende una de las dos
subunidades del dominio Fc y opcionalmente (pagjeuda o0 mas moléculas Fab podria estar
codificada por un polinucledtido separado de laepdel anticuerpo o molécula de union a
antigeno biespecifica que comprende la otra dedtss subunidades del dominio Fc y
opcionalmente (parte de) una molécula Fab. Cuargloexpresan conjuntamente, las

subunidades del dominio Fc se asociaran para faghtibminio Fc.

En algunas realizaciones, el polinucleoétido aistzmftifica el anticuerpo completo o la molécula
de unién a antigeno biespecifica segun la inveraonémo se describe en el presente documento.
En otras realizaciones, el polinucledtido aisladdifica un polipéptido comprendido en el
anticuerpo o la molécula biespecifica segun larnod®, como se describe en el presente

documento.

En determinadas realizaciones, el polinucle6tidcAcido nucleico es ADN. En otras
realizaciones, un polinucleétido de la presentemaion es ARN, por ejemplo, en forma de
ARN mensajero (ARNm). EI ARN de la presente invéncpuede ser monocatenario o

bicatenario.

Métodos recombinantes

Los anticuerpos o las moléculas de unidén a antigeespecificas de la invencion pueden
obtenerse, por ejemplo, por sintesis peptidicastade solido (por ejemplo, sintesis en fase
sélida de Merrifield) o produccién recombinantetaPla produccion recombinante, uno o0 mas
polinucledtidos que codifican el anticuerpo o laléoala de union a antigeno biespecifica
(fragmento), por ejemplo, como se ha descrito artaente, se aislan e insertan en uno o0 mas
vectores para una clonacion adicional y/o exprestnuna célula hospedadora. Dicho
polinucledtido puede aislarse y secuenciarse féecitmusando procedimientos convencionales.
En una realizacién, se proporciona un vector, peefemente un vector de expresion, que
comprende uno o mas de los polinucleétidos devianicion. Pueden usarse métodos que son
bien conocidos por los expertos en la materia gamatruir vectores de expresion que contienen
la secuencia codificante de un anticuerpo o modedd unidon a antigeno biespecifica (o
fragmento) junto con sefiales de control transaimalitraduccional adecuadas. Estos métodos
incluyen técnicas de ADN recombinantein vitro, técnicas sintéticas vy
recombinacion/recombinacién genéticavivo. Véase, por ejemplo, las técnicas descritas en
Maniatis et al, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Laboratory, N.Y. (1989); y Ausubat al, CURRENT PROTOCOLS INMOLECULAR BIOLOGY,

Greene Publishing Associates y Wiley Intersciehtd, (1989). El vector de expresiéon puede
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ser parte de un plasmido, un virus o puede seragmiento de acido nucleico. El vector de
expresion incluye un casete de expresion en ekqueona el polinucleétido que codifica el
anticuerpo o la molécula de union a antigeno baBpa (o fragmento) (es decir, la region
codificante) en asociacion operativa con un promgta otros elementos de control de la
transcripcion o la traduccion. Como se usa enaedgite documento, una "regién codificante"
es una parte de acido nucleico que consiste emesdoaducidos en aminoacidos. Aunque un
"coddén de terminacion” (TAG, TGA o TAA) no se tr@guen un aminoacido, puede
considerarse parte de una region codificante, & psesente, pero cualquier secuencia
flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios deodmnia ribosomas, terminadores
transcripcionales, intrones, regiones 5' y 3' aducidas y similares, no forman parte de una
region codificante. Pueden estar presentes dos 0 regiones codificantes en una Unica
construccion polinucleotidica, por ejemplo, en unicd vector o en construcciones
polinucleotidicas separadas, por ejemplo, en vest@meparados (diferentes). Asimismo,
cualquier vector puede contener una Unica regidlificante o puede comprender dos 0 mas
regiones codificantes, por ejemplo, un vector dprésente invencion puede codificar uno o
mas polipéptidos, que se separan después o dueamtaduccion en las proteinas finales
mediante escision proteolitica. Ademas, un vegbolinucleétido o acido nucleico de la
invencion puede codificar regiones codificantegibgas, fusionado o no fusionado con un
polinucledtido que codifica el anticuerpo o la nuoléd de union a antigeno biespecifica (o
fragmento) de la invencion, o variante o derivadolas mismos. Las regiones codificantes
heterélogas incluyen, sin limitacion, elementosatinos especializados, tales como un péptido
sefal secretor o un dominio funcional heterélogua dsociacion operativa sucede cuando una
region codificante de un producto génico, por ejemym polipéptido, se asocia con una 0 mas
secuencias reguladoras, de tal modo que sitbaxdeeson del producto génico bajo la
influencia o el control de la(s) secuencia(s) radata(s). Dos fragmentos de ADN (tales como
una regiéon codificante de polipéptido y un promasociado a la misma) estan "asociados
operativamente" si la induccién de la funcién delnpotor da como resultado la transcripcion
de ARNm que codifica el producto génico deseadoly saturaleza de la unién entre los dos
fragmentos de ADN no interfiere con la capacidathdesecuencias reguladoras de la expresion
para dirigir la expresion del producto génico @ifdrir con la capacidad del molde de ADN
para transcribirse. Por tanto, una region promastaria asociada operativamente con un acido
nucleico que codifica un polipéptido si el promaésrcapaz de efectuar la transcripcion de ese
acido nucleico. ElI promotor puede ser un promotgpeeifico de célula que dirige la
transcripcion sustancial del ADN solo en célulasdpterminadas. Otros elementos de control
de la transcripcion, aparte de un promotor, panpje, potenciadores, operadores, represores
y sefales de terminacion de la transcripcion, puedsociarse operativamente con el
polinucledtido para dirigir la transcripcion espgieai de célula. Se desvelan en el presente

documento promotores adecuados y otras regionesnti®l| de la transcripcidén. Los expertos
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en la materia conocen una diversidad de regionesmteol de la transcripcion. Estas incluyen,
sin limitacién, regiones de control de la transuidp, que actlan en células de vertebrados,
tales como, pero sin limitacién, segmentos pronaestgrpotenciadores de citomegalovirus (por
ejemplo, el promotor temprano inmediato, junto ebintron-A), virus de simio 40 (por ejemplo,
el promotor temprano) y retrovirus (tal como, p@n&plo, virus del sarcoma de Rous). Otras
regiones de control de la transcripcion incluyendeocedentes de genes de vertebrados, tales
como actina, proteina de choque térmico, hormoheréemiento bovina $-globina de conejo,
asi como otras secuencias capaces de controlapiasen geénica en celulas eucariotas. Las
regiones de control de la transcripcibn adecuadiisioaales incluyen promotores y
potenciadores especificos de tejido, asi como prane®inducibles (por ejemplo, promotores
inducibles por tetraciclinas). De manera similas, €xpertos habituales en la materia conocen
una diversidad de elementos de control de la t@dncEstos incluyen, pero sin limitacion,
sitios de unién a ribosomas, codones de iniciormiteacion de la traduccion y elementos
procedentes de sistemas viricos (en particulaitiende entrada de ribosoma interno, o IRES,
también denominado una secuencia de CITE). El eafetexpresion también puede incluir
otras caracteristicas, tales como un origen deicegpbn y/o elementos de integracion
cromosomica, tales como repeticiones terminalegataretroviricas (LTR) o repeticiones

terminales invertidas (ITR) de virus adenoasocidéa@s/).

Las regiones codificantes de polinucledtidos y @cidcleico de la presente invencion pueden
asociarse con regiones codificantes adicionalesagiéican péptidos secretores o de sefial, que
dirigen la secrecion de un polipéptido codificado ypn polinucleétido de la presente invencién.
Por ejemplo, si se desea la secrecion del antiouerpa molécula de unién a antigeno
biespecifica, puede situarse ADN que codifica usauencia sefial cadena arriba del acido
nucleico que codifica un anticuerpo o una moléddaunion a antigeno biespecifica de la
invencion o un fragmento de los mismos. Segungdétbsis de la sefial, las proteinas secretadas
por células de mamifero tienen un péptido sefisaoseécuencia lider secretora que se escinde
de la proteina madura una vez que se ha iniciagagdartaciéon de la cadena de proteina en
crecimiento a través del reticulo endoplasmatiogosn. Los expertos en la materia son
conscientes de que los polipéptidos secretadosgbalas de vertebrados tienen en general un
péptido sefial fusionado con el extremo N del pplig®, que se escinde del polipéptido
traducido para producir una forma secretada o "maéddel polipéptido. En determinadas
realizaciones, el péptido sefial nativo, por ejempio péptido sefial de cadena pesada o de
cadena ligera de inmunoglobulina o un derivado iturad de esa secuencia que conserva la
capacidad para dirigir la secrecion del polipéptide esta asociado operativamente con ella.
Como alternativa, se puede usar un péptido sefiatdhego de mamifero, o un derivado
funcional del mismo. Por ejemplo, puede sustituiasseecuencia lider de tipo silvestre por la

secuencia lider del activador de plasminogenaaiswimano (TPA) 8-glucuronidasa de ratéon.
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Puede incluirse ADN que codifica una secuencia méefna corta que podria usarse para
facilitar la purificacion posterior (por ejemplap marcador de histidina) o ayudar a marcar el
anticuerpo o la molécula de unién a antigeno baBpa dentro o en los extremos del

polinucledtido codificante de anticuerpo o la malécde union a antigeno biespecifica (o

fragmento).

En una realizacion adicional, se proporciona uhdaéospedadora que comprende uno o0 mas
polinucledtidos de la invencion. En determinadaalizaciones, se proporciona una célula
hospedadora que comprende uno o mas vectoresdeteion. Los polinucleotidos y vectores
pueden incorporar cualquiera de las caracterisiimdisidualmente o en combinacion, descritas
en el presente documento en relacion con los poédtidos y vectores, respectivamente. En
una de dichas realizaciones, una célula hospedadomaprende (por ejemplo, se ha
transformado o transfectado con) uno o mas vectgws comprenden uno 0 mas
polinucledtidos que codifican (parte de) un antippeo molécula de unién a antigeno
biespecifica de la invencion. Como se usa en elepte documento, la expresion "célula
hospedadora" se refiere a cualquier tipo de sistahdar que pueda modificarse por ingenieria
genética para generar el anticuerpo o la molécalaiddén a antigeno biespecifica de la
invencion o fragmentos de los mismos. Se conocen én la técnica células hospedadoras
adecuadas para replicar y para apoyar la expre@oanticuerpos o moléculas de unién a
antigeno biespecificas. Dichas células puedenfeetasse o transducirse segun sea necesario
con el vector de expresion concreto y pueden eules grandes cantidades de células que
contienen el vector para sembrar en fermentadorgeaia escala para obtener cantidades
suficientes del anticuerpo o la molécula de uniGantgeno biespecifica para aplicaciones
clinicas. Las células hospedadoras adecuadas @mciaicroorganismos procariotas, tales como
E. coli, o diversas células eucariotas, tales como cétldagvario de hamster chino (CHO),
células de insecto o similares. Por ejemplo, pugmeducirse polipéptidos en bacterias, en
particular cuando la glucosilacién no es necesarmpués de la expresion, puede aislarse el
polipéptido a partir de la pasta celular bacterianaina fraccién soluble y puede purificarse
adicionalmente. Ademas de procariotas, los micsbsucariotas, tales como hongos
filamentosos o levaduras, son hospedadores decifona expresion adecuados para vectores
codificantes de polipéptidos, incluyendo cepas @mghs y levaduras cuyas vias de
glucosilacion se han "humanizado"”, lo que da coesaltado la produccién de un polipéptido
con un patrén de glucosilacion parcial o complet@ambBumano. Véase Gerngross, Nat Biotech
22, 1409-1414 (2004) y lat al, Nat Biotech 24, 210-215 (2006). Las células kdsgdoras
adecuadas para la expresion de polipéptidos (glados) también proceden de organismos
multicelulares (vertebrados e invertebrados). ljesplos de células de invertebrados incluyen
células vegetales y de insecto. Se han identificashoerosas cepas baculoviricas que pueden
usarse junto con células de insecto, en partiqdsa transfeccion de células 8podoptera

frugiperda También pueden utilizarse cultivos de célulastedgs como hospedadores. Véase,
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por ejemplo, patentes de los Estados Unidos n395197, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y
6.417.429 (que describen la tecnologia PLANTIBODM$ara producir anticuerpos en
plantas transgénicas). Las células de vertebrasobién pueden usarse como hospedadores.
Por ejemplo, pueden ser utiles células de mamifer® estan adaptadas para crecer en
suspension. Otros ejemplos de lineas celularesag&fiero Gtiles son la linea CV1 de rifién de
mono trasformada mediante SV40 (COS-7); la lineafde embrionario humano (células 293
0 293T como se describen, por ejemplo, en Gradiaah, J Gen Virol 36, 59 (1977)), células
de rifion de cria de hamster (BHK), células de Seléaraton (células TM4 como se describen,
por ejemplo, en Mather, Biol Reprod 23, 243-2518()9, células de rifibn de mono (CV1),
células de riibn de mono verde africano (VERO-¢éMllas de carcinoma de cuello uterino
humano (HELA), células de rifién canino (MDCK), dakude higado de rata bafalo (BRL 3A),
células de pulmén humano (W138), células de higadoano (Hep G2), células de tumor
mamario de ratbn (MMT 060562), células TRI (comalsscriben, por ejemplo, en Mathetr

al., Annals N.Y. Acad Sci 383, 44-68 (1982)), céluMRC 5 y células FS4. Otras lineas
celulares hospedadoras de mamifero Gtiles inclaginas de ovario de hamster chino (CHO),
incluyendo células CHO dhffUrlaubet al., Proc Natl Acad Sci USA 77, 4216 (1980)); y limea
celulares de mieloma, tales como YO, NSO, P3X6B23/& Para una revision de determinadas
lineas celulares hospedadoras de mamifero adecpada$a produccién de proteinas, véase,
por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in Molecular Big{, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana
Press, Totowa, NJ), pags. 255-268 (2003). Lasashbspedadoras incluyen células cultivadas,
por ejemplo, células cultivadas de mamifero, célala levadura, células de insecto, células
bacterianas y células vegetales, por nombrar $glmas, pero también células comprendidas
dentro de un animal transgénico, planta transgénganta cultivada o tejido animal. En una
realizacion, la célula hospedadora es una célutariea, preferentemente una célula de
mamifero, tal como una célula de ovario de hamskéno (CHO), una célula de rifion

embrionario humano (HEK) o una célula linfoide (p@mplo, células YO, NSO y Sp20).

Se conocen en la técnica tecnologias convenciopales expresar genes exdgenos en estos
sistemas. Las células que expresan un polipéptidacgmprende la cadena pesada o la ligera
de un dominio de unién a antigeno tal como un aetpo, pueden modificarse por ingenieria
genética para expresar también la otra de las aad# anticuerpo de modo que el producto
expresado es un anticuerpo que tiene tanto unaagdsada como una ligera.

En una realizacion, se proporciona un método pardugir un anticuerpo o una molécula de
unidn a antigeno biespecifica segun la invencidrdande el método comprende cultivar una
célula hospedadora que comprende un polinucle@tigocodifica el anticuerpo o la molécula
de union a antigeno biespecifica, como se propua@o el presente documento, en condiciones
adecuadas para la expresion del anticuerpo o laamal de union a antigeno biespecifica y

opcionalmente recuperar el anticuerpo o la molédelainion a antigeno biespecifica de la
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célula hospedadora (o medio de cultivo de célutlspédadoras).

Los componentes de la molécula de unién a antidpgespecifica (o el anticuerpo) de la
invencion pueden fusionarse genéticamente entrd.asimolécula de union a antigeno
biespecifica se puede disefiar de modo que sus cemigs se fusionen directamente entre si o
indirectamente a través de una secuencia conet®@mposicion y longitud del conector se
pueden determinar de acuerdo con métodos bien iclmsoen la técnica y se pueden ensayar
para determinar su eficacia. En el presente doctmsenproporcionan ejemplos de secuencias
conectoras entre diferentes componentes de mogeclidaunion a antigeno biespecificas.
También se pueden incluir secuencias adicionales ipaorporar un sitio de escision para
separar los componentes individuales de la fusi@e slesea, por ejemplo, una secuencia de

reconocimiento de endopeptidasa.

El anticuerpo o la molécula de union a antigenspgseifica de la invencion comprende en
general al menos una region variable de anticugapaz de unirse a un determinante antigénico.
Las regiones variables pueden formar parte y peyced anticuerpos de origen natural o no
natural y fragmentos de los mismos. Se conocen éieta técnica métodos para producir
anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclon@eésase, por ejemplo, Harlow y Lane,
"Antibodies, a laboratory manual”, Cold Spring Harhaboratory, 1988). Pueden construirse
anticuerpos de origen no natural usando sintegiepitdos en fase sdlida, se pueden producir
de forma recombinante (por ejemplo, como se des@ibla patente de los Estados Unidos
n.° 4.186.567) o se pueden obtener, por ejemplapendo bibliotecas combinatorias que
comprenden cadenas pesadas variables y cadenas Ngeiables (véase, por ejemplo, patente
de los Estados Unidos n.° 5.969.108 de McCafferty).

Pueden usarse cualquier especie animal de antaueggmento de anticuerpo, dominio de
unidn a antigeno o region variable en el anticuerpmlécula de union a antigeno biespecifica
de la invencion. Los anticuerpos no limitantesgdnantos de anticuerpos, dominios de unién a
antigeno o regiones variables Gtiles en la presentncion pueden ser de origen murino,
primate o humano. Si el anticuerpo o la moléculardén a antigeno biespecifica esta destinado
al uso humano, se puede usar una forma quiméricanteuerpo en donde las regiones
constantes del anticuerpo son de un ser humanobiéanse puede preparar una forma
humanizada o completamente humana del anticuerpaubrdo con métodos bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, patente de dtedBs Unidos n.° 5.565.332 de Winter). La
humanizacion se puede lograr mediante diversosdogtancluyendo, pero sin limitacion, (a)
injertar las CDR no humanas (por ejemplo, antico@pnante) en el marco conservado (por
ejemplo, de anticuerpo receptor) humano y regicnastantes con o sin conservacion de restos
de marco conservado criticos (por ejemplo, los spre importantes para conservar buena

afinidad de union a antigeno o funciones de ampms, (b) injertar solo las regiones
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determinantes de especificidad no humanas (SDRC®DR: los restos criticos para la
interaccion de anticuerpo-antigeno) en el marce@wado y las regiones constantes humanos
o (c) trasplantar los dominios variables no humarwapletos, pero "ocultandolos” con una
seccion de tipo humano mediante el reemplazo desresiperficiales. Se revisan anticuerpos
humanizados y métodos para fabricarlos, por ejengmicAlmagro y Franssofront. Biosci.
13:1619-1633 (2008), y se describen adicionalmgatieejemplo, en Riechmaehal., Nature
332: 323-329 (1988); Queenal, Proc. Nat'l Acad. Sci. US86: 10029-10033 (1989); patentes
de los Estados Unidos n.° 5.821.337, 7.527.791826321 y 7.087.409; Kashmigt al,
Methods36: 25-34 (2005) (que describe el injerto de negiéterminante de especificidad
(SDR)); PadlanMol. Immunol.28: 489-498 (1991) (que describe el "rechapadad)l Acqua

et al, Métodos36: 43-60 (2005) (que describe "redistribucionRR"); y Osbournet al,
Methods36: 61-68 (2005) y Klimkat al, Br. J. Cancey83: 252-260 (2000) (que describe el
enfoque de "seleccion guiada" para redistribuciérFR). Las regiones marco conservadas
humanas que pueden usarse para la humanizaciagenclpero sin limitacién: regiones marco
conservadas seleccionadas usando el método der"ajggte” (véase, por ejemplo, Sietsal

J. Immunol.151:2296 (1993)); regiones marco conservadas gemtes de la secuencia
consenso de anticuerpos humanos de un subgrupoufsErde regiones variables de cadena
ligera o pesada (véase, por ejemplo, Cattet Proc. Natl. Acad. Sci. US&89:4285 (1992); y
Prestaet al J. Immunol. 151:2623 (1993)); regiones marco conservadas ragdwmanas
(mutadas de forma somatica) o regiones marco ccad&s de linea germinal humana (véase,
por ejemplo, Almagro y FranssoRront. Biosci.13:1619-1633 (2008)); y regiones marco
conservadas procedentes de la exploracion de teibdie de FR (véase, por ejemplo, Betcal.,

J. Biol. Chem.272: 10678-10684 (1997) y Rosek al, J. Biol. Chem.271: 22611-22618
(1996)).

Se pueden producir anticuerpos humanos usandasds/grcnicas conocidas en la técnica. Los
anticuerpos humanos se describen en general édijkanvan de Winkel, Curr Opin Pharmacol
5, 368-74 (2001) y Lonberg, Curr Opin Immunol 260459 (2008). Se pueden preparar
anticuerpos humanos administrando un inmundgenam arumal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intact anticuerpos intactos con regiones
variables humanas en respuesta a la exposiciOgéaita. Dichos animales contienen
habitualmente todos o una parte de los loci de moglobulina humana, que reemplazan los
loci de inmunoglobulina enddgena, o que estan ptes@xtracromosdmicamente o integrados
aleatoriamente en los cromosomas del animal. Enodicatones transgénicos, los loci de
inmunoglobulina enddégena en general se han inadividara una revision de métodos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgeniéase LonberdNat. Biotech23:1117-
1125 (2005). Véase también, por ejemplo, patentetosl Estados Unidos n.° 6.075.181 y
6.150.584 que describen la tecnologia XENOMOUSEpatente de los Estados Unidos
n.° 5.770.429 que describe la tecnologidlAB®; patente de los Estados Unidos n.° 7.041.870
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gue describe la tecnologia KM MOUSE® y publicaaitinsolicitud de patente de los Estados
Unidos n.° US 2007/0061900, que describgdanoLoGiA VELOCIMOUSE®R). Las regiones
variables humanas de anticuerpos intactos genepatadichos animales pueden modificarse

adicionalmente, por ejemplo, combinando con unebnegpnstante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanoamednétodos basados en hibridoma. Se
han descrito lineas celulares de mieloma humanetgrdmieloma de ratdon-humano para la
produccion de anticuerpos monoclonales humanosas@/éor ejemplo, Kozbdr Immunol.
133: 3001 (1984); Brodeuet al, Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications pags. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 198y Boerneret al, J.
Immunol, 147: 86 (1991).) También se describen anticieefponanos generados mediante
tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanosLeret al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
103:3557-3562 (2006). Los meétodos adicionales yeiulos descritos, por ejemplo, en la
patente de los Estados Unidos n.° 7.189.826 (gseride la produccién de anticuerpos
monoclonales IgM humanos a partir de lineas ceadalde hibridoma) y NXiandai Mianyixue
26(4): 265-268 (2006) (que describe hibridomas meoytaumano). También se describe
tecnologia de hibridoma humano (tecnologia de Tajoem Vollmers y Brandleirilistology
and Histopathology20(3): 927-937 (2005) y Vollmers y BrandlemMethods and Findings in
Experimental and Clinical Pharmacolog®7(3):185-91 (2005).

También pueden generarse anticuerpos humanos rteedh@siamiento de bibliotecas de

anticuerpos humanos, como se describe en el peedectmento.

Los anticuerpos utiles en la invencion pueden i@glaeleccionando bibliotecas combinatorias
para anticuerpos con la actividad o actividadesaliss. Se revisan métodos para explorar
bibliotecas combinatorias, por ejemplo, en Legetal enNature Review46: 498-508 (2016).
Por ejemplo, se conoce una diversidad de procediosesn la técnica para generar bibliotecas
de presentacion en fagos y explorar dichas bildastepara detectar anticuerpos que posean las
caracteristicas de union deseadas. Dichos métedawvisan, por ejemplo, en Freneehll en
mMADbs8: 1177-1194 (2016); Bazat al enHuman Vaccines and Immunotherapeu8c4817-
1828 (2012) y Zhaet al enCritical Reviews in Biotechnolod36: 276-289 (2016), asi como
en Hoogenboomat al enMethods in Molecular Biolog$78: 1-37 (O'Brieret al,, ed., Human
Press, Totowa, NJ, 2001) y en Marks y Bradburjethods in Molecular Biolog248: 161-
175 (Lo, ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003).

En determinados métodos de presentacion en fagadosan repertorios de genes VH y VL
por separado mediante reaccion en cadena de |lamgraba (PCR) y se recombinan
aleatoriamente en bibliotecas de fagos, que degpueden explorarse para detectar fagos de
unién a antigeno como se describe en Wietex. enAnnual Review of Immunolody: 433-

455 (1994). Los fagos tipicamente presentan fragpsexe anticuerpos, ya sea como
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fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o como fragoseRiab. Las bibliotecas de fuentes
inmunizadas proporcionan anticuerpos de alta afthidl inmundgeno sin la necesidad de
construir hibridomas. Como alternativa, el repéoton expuesto previamente se puede clonar
(por ejemplo, de ser humano) para proporcionaduig fuente de anticuerpos para una amplia
gama de antigenos no propios y también propiogisguna inmunizacion, como se describe
en Griffiths et al en EMBO Journal12: 725-734 (1993). Por ultimo, las bibliotecas si
exposicion previa también se pueden preparar miatdéente clonando segmentos de genes V
no reordenados a partir de células madre y usaebadores de PCR que contienen una
secuencia aleatoria para codificar las regiones ©mRy variables y conseguir la reordenacién
in vitro, segun lo descrito por Hoogenboom y Wintedeumrnal of Molecular Biologp27: 381-
388 (1992). Las publicaciones de patentes que idescbibliotecas de fagos de anticuerpos
humanos incluyen, por ejemplo: patentes de losdistdJnidos n.° 5.750.373; 7.985.840;
7.785.903 y 8.679.490, asi como las publicaciorepatente de los Estados Unidos n.°
2005/0079574, 2007/0117126, 2007/0237764 y 2002@2®. Otros ejemplos de métodos
conocidos en la técnica para explorar bibliotecashbinatorias para detectar anticuerpos con
una actividad o actividades deseadas incluyen pi@sén de ribosomas y ARNm, asi como
métodos para la presentacion y seleccion de anpoesesn bacterias, células de mamifero,
células de insecto o células de levadura. Se meldsamétodos para presentacion en superficie
de levadura, por ejemplo, en Schoeal enMethods in Molecular Biology03: 135-56 (2012)

y en Cherfet al enMethods in Molecular biolog$319: 155-175 (2015), asi como en Zleho
al. enMethods in Molecular Biolog889: 73-84 (2012). Se describen métodos paraneesén

de ribosomas, por ejemplo, en Eleal enNucleic Acids Resear@b: 5132-5134 (1997) y en
Haneset al enPNAS94: 4937-4942 (1997).

Los anticuerpos o las moléculas de unidn a antigespecificas preparadas como se describe
en el presente documento pueden purificarse medi@dahicas conocidas en este campo, tales
como cromatografia liquida de alto rendimiento, n@tografia de intercambio idnico,
electroforesis en gel, cromatografia de afinidadmatografia de exclusion por tamafio y
similares. Las condiciones reales usadas paraiqauriina proteina dependeran, en parte, de
factores tales como la carga neta, hidrofobicitatofilia, etc. y resultaran evidentes para los
expertos en la materia. Para la purificacion pomatografia de afinidad, se puede usar un
anticuerpo, ligando, receptor o antigeno al querngeel anticuerpo o la molécula de unién a
antigeno biespecifica. Por ejemplo, para la patiian por cromatografia de afinidad de
anticuerpos o moléculas de union a antigeno bi@smecde la invencion, puede usarse una
matriz con proteina A o proteina G. Pueden usaeatografia de afinidad de proteina Ao G
secuencial y cromatografia de exclusién por tangafia aislar un anticuerpo o una molécula
de unién a antigeno biespecifica esencialmente cendescribe en los ejemplos. La pureza del
anticuerpo o la molécula de unién a antigeno ba8pa se puede determinar mediante

cualquiera de una diversidad de métodos analib@s conocidos, incluyendo electroforesis



10

15

20

25

30

91

en gel, cromatografia liquida de alta presién yilanes.

Ensayos

Los anticuerpos o las moléculas de union a antiberspecificas proporcionados en el presente
documento pueden identificarse, explorarse o caniaatse con respecto a sus propiedades
fisicoquimicas y/o sus actividades biologicas meiaiversos ensayos conocidos en la técnica.

Ensayos de afinidad

La afinidad del anticuerpo o la molécula de uni@mtigeno biespecifica por un receptor de Fc
0 un antigeno diana se puede determinar, por ejenmpédiante resonancia de plasmon
superficial (RPS), usando instrumentos convencesmahkles como un instrumento BlAcore
(GE Healthcare) y receptores o proteinas dianes tadmo los que pueden obtenerse mediante
expresion recombinante. Como alternativa, la umiéranticuerpos o moléculas de unién a
antigeno biespecificas para diferentes receptorastigenos diana puede evaluarse usando
lineas celulares que expresan el receptor o amtigema particular, por ejemplo, mediante
citometria de flujo (FACS). A continuacién se dé@seruna realizacion ilustrativa y ejemplar

especifica para medir la afinidad de unién.

Segun una realizacion, lapkse mide mediante resonancia de plasmén supertisgaido una
maquina BIACORE® T100 (GE Healthcare) a 25 °C.

Para analizar la interaccion entre la parte Fsydoeptores de Fc, se captura el receptor de Fc
recombinante marcado con His mediante un anticuanfiePenta His (Qiagen) inmovilizado
en chips CM5 y las construcciones biespecificagsaa como analitos. En resumen, se activan
chips biosensores de dextrano carboximetilado (O&t5,Healthcare) con clorhidrato de N-
etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) M-hidroxisuccinimida (NHS) segun las
instrucciones del proveedor. Se diluye anticuemtoRenta-His con acetato de sodio 10 mM,
pH 5,0, hasta 40 pg/ml antes de su inyeccién a audat de 5 pl/min para alcanzar
aproximadamente 6500 unidades de respuesta (URyrateina acoplada. Después de la
inyeccion del ligando, se inyecta etanolamina 1 Mapbloquear los grupos que no han
reaccionado. Posteriormente, el receptor Fc seuamturante 60s a 4 o 10 nM. Para
mediciones de cinética, se inyectan dilucioneseeie suadruples del anticuerpo o la molécula
de unidn a antigeno biespecifica (intervalo ent®® iV y 4000 nM) en HBS-EP (GE
Healthcare, HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mMsieactivo P20 al 0,05 %, pH 7,4)

a 25 °C a un caudal de 30 pl/min durante 120 s.
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Para determinar la afinidad por el antigeno diaaaapturan anticuerpos o moléculas de unién
a antigeno biespecificas mediante un anticuerpecé&m anti Fab humano (GE Healthcare)
que se inmoviliza en una superficie de chip se@db activado como se describe para el
anticuerpo anti Penta-His. La cantidad final ddgir@ acoplada es de aproximadamente 12000
UR. Los anticuerpos o moléculas de union a antidgpespecificas se capturan durante 90 s a
300 nM. Los antigenos diana se pasan a través deltdas de flujo durante 180 s en un intervalo
de concentracién de 250 a 1000 nM con un cauddDdel/min. La disociacion se supervisa
durante 180 s.

Las diferencias del indice de refraccion en brete@rigen restando la respuesta obtenida en
la celda de flujo de referencia. La respuesta dadesestacionario se usG para obtener la
constante de disociacion i mediante ajuste de curva no lineal de la isotedmanion de
Langmuir. Las tasas de asociaciop)l/ las tasas de disociaciondgkse calculan utilizando

un modelo sencillo de unién de Langmuir uno a wwdt{are de evaluacion de BIACORE®
T100 version 1.1.1) ajustando simultaneamente dasagramas de asociacion y disociacion.
La constante de disociacion en equilibrio)lse calcula como la relacionikkon. Véase, por
ejemplo, Cheret al, J Mol Biol 293, 865-881 (1999).

Ensayos de actividad

La actividad biologica de las moléculas de uni@mtigeno biespecificas (o anticuerpos) de la
invencion puede medirse mediante diversos ensayo® ce describe en los Ejemplos. Las
actividades bioldgicas pueden incluir, por ejempdanduccion de proliferacion de linfocitos
T, la inducciéon de sefalizacion en linfocitos Tjdduccion de expresion de marcadores de
activacion en linfocitos T, la induccion de secdectle citocinas por linfocitos T, la induccién
de lisis de células diana, tales como células tahesry la induccion de regresion tumoral y/o

la mejora de la supervivencia.

Composiciones, formulaciones y vias de administrami

En un aspecto adicional, la invencion proporcior@mmosiciones farmaceéuticas que
comprenden cualquiera de los anticuerpos o lasaulale de unidén a antigeno biespecificas
proporcionadas en el presente documento, por efeipgnia su uso en cualquiera de los métodos
terapéuticos posteriores. En una realizacion, uomaposicion farmacéutica comprende
cualquiera de los anticuerpos o las moléculas dmumnantigeno biespecificas proporcionadas
en el presente documento y un vehiculo farmacénéoge aceptable. En otra realizacion, una

composicién farmacéutica comprende cualquiera slamticuerpos o las moléculas de union a
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antigeno biespecificas proporcionadas en el pmsdatumento y al menos un agente

terapéutico adicional, por ejemplo, como se desgridsteriormente.

Se proporciona ademas un método para producir ticuarpo o una molécula de unién a
antigeno biespecifica de la invencion en una foatecuada para administracion vivo,
comprendiendo el método (a) obtener un anticuerpma molécula de unién a antigeno
biespecifica segun la invencion y (b) formulari@ierpo o la molécula de unién a antigeno
biespecifica con al menos un vehiculo farmacéutcaeaceptable, mediante el cual se formula
una preparacion de anticuerpo o molécula de unamntigeno biespecifica para administracion

in vivo.

Las composiciones farmacéuticas de la presentendive@ comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de anticuerpo o moléculanien a antigeno biespecifica disuelta o
dispersa en un vehiculo farmacéuticamente aceptiaddeexpresiones "farmacéuticamente o
farmacol6gicamente aceptable" se refieren a erg&lagbleculares y composiciones que en
general no son téxicas para los receptores a kEfiagdeiones y concentraciones empleadas, es
decir, no producen una reaccion adversa, alérgimagativa distinta cuando se administran a
un animal, tal como, por ejemplo, un ser humanguseea adecuado. La preparacion de una
composicién farmacéutica que contiene al menosnticleerpo 0 una molécula de unién a
antigeno biespecifica y opcionalmente un princigdtivo adicional sera conocida por los
expertos en la materia a la luz de la presentdghicion, como se ejemplifica por Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18.2 Ed. Mack Printing iamy, 1990, incorporada por referencia
en el presente documento. Por otra parte, padningtracion a animales (por ejemplo, seres
humanos), se entendera que las preparaciones ateloarhplir con las normas de esterilidad,
pirogenicidad, seguridad general y pureza segimeargla Oficina de Normas Bioldgicas de
la FDA o las autoridades correspondientes en gieises. Son composiciones preferidas
formulaciones liofilizadas o soluciones acuogasmo se usa en el presente documento, el
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye $sodoada uno de los disolventes, tampones,
medios de dispersién, recubrimientos, tensioacti@nsoxidantes, conservantes (por ejemplo,
agentes antibacterianos, agentes antifungicosytegyesotonicos, agentes de retardo de la
absorcion, sales, conservantes, antioxidantexipes, farmacos, estabilizadores de farmacos,
polimeros, geles, aglutinantes, excipientes, agedt disgregacion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes,damo materiales y combinaciones de los
mismos, como conoceria un experto habitual en kenma(véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18.2 Ed. Mack Printing gamy, 1990, pags. 1289-1329,
incorporado en el presente documento por refereri€x@epto en la medida en que cualquier
vehiculo convencional sea incompatible con el jincactivo, se contempla su uso en las

composiciones terapéuticas o farmacéuticas.



10

15

20

25

30

35

94

Un anticuerpo o molécula de unién a antigeno b@pa de la invencion (y cualquier agente
terapéutico adicional) puede administrarse poreuat medio adecuado, incluyendo parenteral,
intrapulmonar e intranasal y, si se desea parntiahto local, administracion intralesional. Las
infusiones parenterales incluyen administraciorramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion psed@or cualquier via adecuada, por ejemplo,
mediante inyecciones, tales como inyecciones iatrasas o intramusculares, dependiendo en

parte de si la administracion es breve o cronica.

Las composiciones parenterales incluyen las disefigdhra su administracion mediante
inyeccion, por ejemplo, inyeccion subcutanea, ddérmica, intralesional, intravenosa,
intraarterial, intramuscular, intratecal o intrafmereal. Para la inyeccion, los anticuerpos o las
moléculas de union a antigeno biespecificas deviencion pueden formularse en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisiolégidanoempatibles, tales como solucion de
Hanks, solucién de Ringer o tampon salino fisiatéglLa solucidon puede contener agentes de
formulacién, tales como agentes de suspensionpikzsiates y/o dispersantes. Como
alternativa, los anticuerpos o las moléculas déruai antigeno biespecificas pueden estar en
forma de polvo para su constitucion con un vehiadecuado, por ejemplo, agua apirdgena
estéril, antes de su uso. Se preparan soluciongsctables estériles incorporando los
anticuerpos o las moléculas de unidn a antigergpédaficas de la invencion en la cantidad
necesaria en el disolvente adecuado con variosodeotros ingredientes enumerados
posteriormente, segun sea necesario. Puede corssefadgiimente la esterilidad, por ejemplo,
mediante filtracion a través de membranas de dithra estériles. En general, se preparan
dispersiones incorporando los diversos principicis/as esterilizados en un vehiculo estéril
que contiene el medio basico de dispersion y/ootoss ingredientes. En el caso de polvos
estériles para la preparacion de soluciones, segpes 0 emulsiones inyectables estériles, los
métodos preferidos de preparacion son técnicasaals al vacio o liofilizacidbn que producen
un polvo del principio activo mas cualquier ingestte adicional deseado a partir de un medio
liguido previamente esterilizado por filtracion desmo. El medio liquido deberia tamponarse
de manera adecuada si es necesario y el diluyigotdd se hara en primer lugar isoténico antes
de la inyeccién con suficiente solucion salinawcgbka. La composicion debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y amasge contra la accion contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongosaBeciara que la contaminacién por
endotoxinas deberia mantenerse al minimo en uhsegero, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg
de proteina. Los vehiculos farmacéuticamente agkestaadecuados incluyen, pero sin
limitacion: tampones, tales como fosfato, citratootyos acidos organicos; antioxidantes,
incluyendo &acido ascoérbico y metionina; consenantfales como cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexameétprcloruro de benzalconio; cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilicogal parabenos tales como metil o propil

parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-geok, y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
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molecular (menos de aproximadamente 10 restodgipes, tales como seroalbumina, gelatina
o inmunoglobulinas; polimeros hidrdfilos tales copaivinilpirrolidona; aminoacidos tales
como glicina, glutamina, asparagina, histidinajrang o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, neoaextrinas; agentes quelantes tales como
EDTA, azucares tales como sacarosa, manitol, wehad sorbitol; contraiones formadores de
sales tales como sodio; complejos metalicos (pemejo, complejos de Zn-proteina); y/o
tensioactivos no iénicos tales como polietilendlil@EG). Las suspensiones acuosas para
inyeccion pueden contener compuestos que aumentestbsidad de la suspension, tales como
carboximetilcelulosa sédica, sorbitol, dextrano imilares. Opcionalmente, la suspension
también puede contener estabilizantes adecuadgsnbes que aumenten la solubilidad de los
compuestos para permitir la preparacion de solesionuy concentradas. Adicionalmente, se
pueden preparar suspensiones de los compuestessachmo suspensiones oleosas para
inyeccion adecuadas. Los disolventes o vehicupgsillbs adecuados incluyen aceites grasos,
tales como aceite de sésamo, o ésteres de acmkms@intéticos, tales como oleato de etilo 0

triglicéridos, o liposomas.

Los principios activos pueden inmovilizarse en widpsulas preparadas, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante paiaogdn interfacial, por ejemplo,
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatinenigrocapsulas de poli-(metilmetacilato),
respectivamente, en sistemas de suministro de ¢asneoloidales (por ejemplo, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, nanigp@s Yy nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan enirfiggom's Pharmaceutical Sciences (18.2
Ed. Mack Printing Company, 1990). Se pueden pregeaiegaraciones de liberacién sostenida.
Los ejemplos adecuados de preparaciones de libarasostenida incluyen matrices
semipermeables de polimeros hidrofobos solidoscquéenen el polipéptido, estando dichas
matrices en forma de articulos moldeados, por dmmpeliculas o microcapsulas. En
realizaciones particulares, puede obtenerse absorprolongada de una composicién
inyectable mediante el uso en las composicionesgéates que retarden la absorcion, tales

como, por ejemplo, monoestearato de aluminio, igala combinaciones de los mismos.

Ademas de las composiciones descritas anteriorinestanticuerpos o las moléculas de unidn
a antigeno biespecificas también pueden formutams® una preparacion de depdsito. Dichas
formulaciones de accién prolongada pueden admanggtrmediante implante (por ejemplo, por
via subcutanea o intramuscular) o mediante inyadoibamuscular. Por tanto, por ejemplo, los
anticuerpos o moléculas de unién a antigeno biésec pueden formularse con materiales
poliméricos o hidrofobos adecuados (por ejemplofaema de una emulsién en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o cdetivados poco solubles, por ejemplo, como

una sal poco soluble.



10

15

20

25

30

35

96

Pueden fabricarse composiciones farmacéuticas queprenden los anticuerpos o las
moléculas de union a antigeno biespecificas devencion mediante procesos de mezcla,
disolucidon, emulsién, encapsulacién, inmovilizacion liofilizacion convencionales. Las

composiciones farmacéuticas pueden formularse awmaaconvencional usando uno o mas
vehiculos, diluyentes, excipientes o adyuvantasldigicamente aceptables que facilitan el
procesamiento de las proteinas en preparacionepupdaen usarse farmacéuticamente. La

formulacién apropiada depende de la via de admagisin elegida.

Los anticuerpos o las moléculas de union a antigpezpecificas pueden formularse en una
composicién en una forma de acido o base librera@ude sal. Son sales farmacéuticamente
aceptables sales que conservan sustancialmentéiiad bioldgica del acido o base libre.

Estas incluyen las sales de adicion de acidosgjeanplo, las formadas con los grupos amino
libres de una composicion proteica o que se foromamacidos inorganicos, tales como, por
ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidogamicos, tales como acido acético, oxalico,
tartarico o mandélico. También pueden obtenerss $almadas con los grupos carboxilo libres
a partir de bases inorganicas tales como, por égerhroxidos de sodio, potasio, amonio,

calcio o férricos; o bases organicas, tales cormprapilamina, trimetilamina, histidina o

procaina. Las sales farmacéuticas tienden a sersahbdisles en disolventes acuosos y otros

disolventes proteicos que las formas de basedimespondientes.

Métodos terapéuticos y compaosiciones

Puede usarse cualquiera de los anticuerpos o |Ecutas de unidn a antigeno biespecificas
proporcionadas en el presente documento en métedagéuticos. Los anticuerpos o las
moléculas de union a antigeno biespecificas denancion pueden usarse como agentes

inmunoterapéuticos, por ejemplo, en el tratamieletganceres.

Para su uso en métodos terapéuticos, los anticerdas moléculas de union a antigeno
biespecificas de la invencion se formularian, dweifan y administrarian de una manera
coherente con la buena practica médica. Los fextotener en cuenta en este contexto incluyen
el trastorno particular que se trata, el mamifadiqular que se trata, el estado clinico del
paciente individual, la causa del trastorno, @bsite suministro del agente, el método de
administracion, la pauta de administracién y ofaxtores conocidos por los profesionales

sanitarios.

En un aspecto, se proporcionan anticuerpos o makede union a antigeno biespecificas de la
invencién para su uso como medicamento. En aspaditisnales, se proporcionan anticuerpos
0 moléculas de unidn a antigeno biespecificas de/émcion para su uso en el tratamiento de
una enfermedad. En determinadas realizacionesopemgionan anticuerpos o moléculas de
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unién a antigeno biespecificas de la invencion panaso en un método de tratamiento. En una
realizacion, la invencién proporciona un anticuepaina molécula de uniéon a antigeno
biespecifica como se describe en el presente dotorpara su uso en el tratamiento de una
enfermedad en un individuo que lo necesite. Enroht@das realizaciones, la invencion
proporciona un anticuerpo o una molécula de uniantigeno biespecifica para su uso en un
método para tratar a un individuo que tiene unaremédad que comprende administrar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaadgtuerpo o la molécula de unidn a antigeno
biespecifica. En determinadas realizaciones, laremdad para tratar es un trastorno
proliferativo. En una realizacién particular, lafesmedad es cancer. En determinadas
realizaciones, el método comprende ademas admainist individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un agenteétdrap adicional, por ejemplo, un agente
antineoplasico si la enfermedad para tratar esetdBa realizaciones adicionales, la invencién
proporciona un anticuerpo o una molécula de uni@mtigeno biespecifica como se describe en
el presente documento para su uso en la induceida lisis de una célula diana, en particular
una ceélula tumoral. En determinadas realizaciolaesvencion proporciona un anticuerpo o
una molécula de unidn a antigeno biespecificagareso en un método para inducir la lisis de
una célula diana, en particular una célula tumeralkin individuo que comprende administrar
al individuo una cantidad eficaz del anticuerp@arlolécula de unién a antigeno biespecifica
para inducir la lisis de una célula diana. Un "wdlio" segun cualquiera de las realizaciones

anteriores es un mamifero, preferentemente unuseaio.

En un aspecto adicional, la invencion proporcidngse de un anticuerpo o molécula de union
a antigeno biespecifica de la invencion en la ¢aloion o preparacion de un medicamento. En
una realizacion, el medicamento es para el tratamige una enfermedad en un individuo que
lo necesite. En una realizacion adicional, el mediento es para su uso en un método de
tratamiento de una enfermedad que comprende adramia un individuo que tenga la
enfermedad una cantidad terapéuticamente eficaz nuedicamento. En determinadas
realizaciones, la enfermedad para tratar es unotres proliferativo. En una realizacion
particular, la enfermedad es cancer. En una readza el método comprende ademas
administrar al individuo una cantidad terapéuticatmeficaz de al menos un agente terapéeutico
adicional, por ejemplo, un agente antineoplasida enfermedad para tratar es cancer. En una
realizacion adicional, el medicamento es para imdadisis de una célula diana, en particular
una célula tumoral. En otra realizacion mas, eliogdento es para su uso en un metodo para
inducir la lisis de una célula diana, en particulaa célula tumoral, en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidadaefidel medicamento para inducir la lisis
de una célula diana. Un "individuo" segun cualquige las realizaciones anteriores puede ser

un mamifero, preferentemente un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencidén proporcionanétodo para tratar una enfermedad. En
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una realizacion, el método comprende administam andividuo que tiene dicha enfermedad
una cantidad terapéuticamente eficaz de un angioueruna molécula de unién a antigeno
biespecifica de la invencion. En una realizaci@,administra una composicion a dicho
individuo, que comprende el anticuerpo o la moléaléd union a antigeno biespecifica de la
invenciéon en una forma farmacéuticamente aceptdbte.determinadas realizaciones, la
enfermedad para tratar es un trastorno prolifevalwn una realizacidn particular, la enfermedad
es cancer. En determinadas realizaciones, el métodprende ademas administrar al individuo
una cantidad terapéuticamente eficaz de al menagemte terapéutico adicional, por ejemplo,
un agente antineoplasico si la enfermedad pae gatcancer. Un "individuo" segun cualquiera

de las realizaciones anteriores puede ser un mampieferentemente un ser humano.

En un aspecto adicional, la invencion proporciomangétodo para inducir la lisis de una célula
diana, en particular una célula tumoral. En un#zazon, el método comprende poner en
contacto una célula diana con un anticuerpo o wiléaula de unién a antigeno biespecifica de
la invencion en presencia de un linfocito T, ertipalar un linfocito T citotoxico. En un aspecto

adicional, se proporciona un método para indudisia de una célula diana, en particular una
célula tumoral, en un individuo. En una de dichealizaciones, el método comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz deamticuerpo o molécula de unién a antigeno
biespecifica para inducir la lisis de una célukndi En una realizacion, un "individuo" es un

ser humano.

En determinadas realizaciones, la enfermedad patar tes un trastorno proliferativo, en
particular cancer. Los ejemplos no limitantes deceées incluyen cancer de vejiga, cancer de
cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer de ga@s)arancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de ovario, cancer de utero, cancer de cutdhino, cancer de endometrio, cancer de
esofago, cancer de colon, cancer colorrectal, caectal, cancer gastrico, cancer de prostata,
cancer hematoldgico, cancer de piel, carcinomatigas escamosas, cancer de hueso y cancer
de rifidn. Otros trastornos de la proliferacion keglque pueden tratarse usando un anticuerpo
0 una molécula de unién a antigeno biespecificka gwesente invencion incluyen, pero sin
limitacion, neoplasias localizadas en: abdomenshuenama, sistema digestivo, higado,
pancreas, peritoneo, glandulas endocrinas (supedygaratiroides, hipofisis, testiculos, ovario,
timo, tiroides), ojo, cabeza y cuello, sistema W (central y periférico), sistema linfatico,
pelvis, piel, tejidos blandos, bazo, regién toragicsistema urogenital. También se incluyen
afecciones o lesiones precancerosas y metastasidraer. En determinadas realizaciones, el
cancer se selecciona del grupo que consiste eercdaciiion, cancer de vejiga, cancer de piel,
cancer de pulmon, cancer colorrectal, cAncer deanaémcer de cerebro, cancer de cabezay
cuello y cancer de prostata. En una realizacionaeter es cancer de préstata. Un experto en
la materia reconoce facilmente que en muchos aasasticuerpo o la molécula de unién a

antigeno biespecifica puede no proporcionar una, @&ro puede proporcionar solo beneficio
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parcial. En algunas realizaciones, también se dersterapéuticamente beneficioso un cambio
fisiologico que tenga cierto beneficio. Por targa, algunas realizaciones, una cantidad de
anticuerpo o molécula de unién a antigeno biespadiiue proporciona un cambio fisioldgico

se considera una "cantidad eficaz" o una "cantiele@gpéuticamente eficaz". El sujeto, paciente
o individuo que necesita tratamiento es normalmentsmamifero, mas especificamente un ser

humano.

En algunas realizaciones, se administra a unaacehd cantidad eficaz de un anticuerpo o una
molécula de union a antigeno biespecifica de lariodn. En otras realizaciones, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o unaaulalée unién a antigeno biespecifica de la
invencién se administra a un individuo para ebirdento de la enfermedad.

Para la prevencion o el tratamiento de la enferhddalosificacion adecuada de un anticuerpo
0 una molécula de unién a antigeno biespecifick dievencion (cuando se usan solos o en
combinacion con otros uno 0 mas agentes terapéuéidicionales) dependera del tipo de
enfermedad para tratar, la via de administracibmeso corporal del paciente, el tipo de
anticuerpo o la molécula de union a antigeno bwfpa, la gravedad y evolucién de la
enfermedad, si el anticuerpo o la molécula de uai@ntigeno biespecifica se administra con
fines preventivos o terapéuticos, las intervengomeeapéuticas anteriores o simultaneas, el
historial clinico del paciente y la respuesta dicamerpo o la molécula de unién a antigeno
biespecifica y el criterio del médico tratante.niddico responsable de la administracion, en
cualquier caso, determinara la concentracion aeipid(s) activo(s) en una composicion y la(s)
dosis adecuada(s) para el sujeto individual. Séeogplan en el presente documento diversos
programas de dosificacion incluyendo, pero sinthgion, administraciones individuales o

multiples en diversos puntos temporales, admirtiginade embolada e infusion en pulsos.

El anticuerpo o la molécula de union a antigensgaeifica se administra adecuadamente al
paciente de una vez o durante una serie de trattoaieDependiendo del tipo y de la gravedad
de la enfermedad, de aproximadamente 1 pg/kg aglgr{por ejemplo, 0,1 mg/kg - 10 mg/kg)
de anticuerpo o molécula de unién a antigeno badfgee puede ser una dosis candidata inicial
para la administracion al paciente, ya sea, pan@@ mediante una o0 mas administraciones
separadas o mediante infusion continua. Una dasifa diaria normal podria variar de
aproximadamente Lg/g a 100 mg/kg o més, dependiendo de los factorescionados
anteriormente. Para administraciones repetidasntiuraarios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento se mantendria en genasdalgue se produzca una supresion deseada
de los sintomas de enfermedad. Una dosificacionggr del anticuerpo o la molécula de union
a antigeno biespecifica estaria en el intervalo apeoximadamente 0,005 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg. En otros ejemplos notdimés, una dosis también puede

comprender de aproximadamente 1 microgramo/kg de gerporal, aproximadamente 5
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microgramos/kg de peso corporal, aproximadamentenibtbogramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 50 microgramos/kg de peso cor@paiximadamente 100 microgramos/kg
de peso corporal, aproximadamente 200 microgramat#kpeso corporal, aproximadamente
350 microgramos/kg de peso corporal, aproximadaets#@ microgramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 1 miligramo/kg de peso corporabxamadamente 5 miligramos/kg de peso
corporal, aproximadamente 10 miligramos/kg de pesoporal, aproximadamente 50
miligramos/kg de peso corporal, aproximadamente dfiigramos/kg de peso corporal,
aproximadamente 200 miligramos/kg de peso corpambximadamente 350 miligramos/kg
de peso corporal, aproximadamente 500 miligramodé&geso corporal, a aproximadamente
1000 mg/kg de peso corporal o mas por administnagiécualquier intervalo que pueda
obtenerse de los mismos. En ejemplos no limitaseasn intervalo que puede obtenerse de los
nameros enumerados en el presente documento, pasuadnistrarse un intervalo de
aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aprad@amante 100 mg/kg de peso corporal,
de aproximadamente 5 microgramos/kg de peso cdrparaaproximadamente 500
miligramos/kg de peso corporal, etc., basandoslesnumeros descritos anteriormente. Por
tanto, pueden administrarse al paciente una o roas dle aproximadamente 0,5 mg/kg,
2,0 mg/kg, 5,0 mg/kg o 10 mg/kg (o cualquier corabian de las mismas). Dichas dosis
pueden administrarse de manera intermitente, gon@p, cada semana o cada tres semanas
(por ejemplo, de modo que el paciente reciba dexapadamente dos a aproximadamente
veinte o, por ejemplo, aproximadamente seis dosisadticuerpo o la molécula de unién
biespecifica). Puede administrarse una dosis dg daicial mayor, seguida de una o mas dosis
menores. Sin embargo, pueden ser Utiles otrasppasalogicas. El progreso de esta terapia se

supervisa facilmente mediante técnicas y ensayogeogionales.

Los anticuerpos o las moléculas de unidn a antigerspecificas de la invencion se usaran en
general en una cantidad eficaz para lograr el favipto. Para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una patologia, los anticuerpos mlagculas de unién a antigeno biespecificas
de la invencion, o composiciones farmacéutica®senismos, se administran o aplican en una
cantidad terapéuticamente eficaz. La determinagd#una cantidad terapéuticamente eficaz se
encuentra dentro de las capacidades de los exmertiasmateria, especialmente a la luz de la

divulgacién detallada proporcionada en el preséateimento.

Para administracion sistémica, puede estimarsilimente una dosis terapéuticamente eficaz
a partir de ensayas vitro, tales como ensayos de cultivo celular. Despuésdgtormularse

una dosis en modelos animales para lograr un eitede concentracion circulante que incluya
la Clsop determinada en cultivo celular. Dicha informacg® puede usar para determinar de

manera mas precisa las dosis utiles en seres hgmano

Las dosis iniciales también pueden estimarse & piartdatosn vivo, por ejemplo, modelos
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animales, usando técnicas que se conocen biemeeta@spo. Un experto habitual en la materia

podria optimizar facilmente la administracién eesdrumanos basandose en datos de animales.

La cantidad y el intervalo de dosificacion puedprstarse individualmente para proporcionar
niveles en plasma de los anticuerpos o las molgddainion a antigeno biespecificas que son
suficientes para mantener el efecto terapéutice.dosificaciones de paciente habituales para
su administracion mediante inyeccién varian entte Y 50 mg/kg/dia, normalmente de
aproximadamente 0,5 a 1 mg/kg/dia. Pueden lognaireees en plasma terapéuticamente
eficaces administrando mdltiples dosis cada dia. igeles en plasma pueden medirse, por

ejemplo, mediante HPLC.

En casos de administracion local o captacion geteda concentracidon local eficaz de los
anticuerpos o las moléculas de unidn a antigerspbaficas pueden no estar relacionadas con
la concentracion en plasma. Un experto en la na@aseria capaz de optimizar las dosificaciones

locales terapéuticamente eficaces sin experimé@mtacnecesaria.

Una dosis terapéuticamente eficaz de los anticeegptas moléculas de unién a antigeno
biespecificas descritas en el presente documerdpommionara en general un beneficio
terapéutico sin provocar toxicidad sustancial. dgicidad y la eficacia terapéutica de un
anticuerpo o una molécula de unién a antigeno éapa se pueden determinar mediante
procedimientos farmacéuticos convencionales envouttelular o animales experimentales.
Pueden usarse ensayos en cultivo celular y estedi@nimales para determinar laspila
dosis letal para el 50 % de una poblacion) y lacdl dosis terapéuticamente eficaz en el 50
% de una poblacion). La relacion de dosis entrete$etoxicos y terapéuticos es el indice
terapéutico, que puede expresarse como la reld2iGe/DEso. Se prefieren anticuerpos o
moléculas de union a antigeno biespecificas quatnameindices terapéuticos elevados. En una
realizacion, el anticuerpo o la molécula de uniéanéigeno biespecifica segun la presente
invencion muestra un indice terapéutico elevada. datos obtenidos de ensayos de cultivos
celulares y estudios en animales pueden usarsefqranalar un intervalo de dosificaciones
adecuadas para su uso en seres humanos. La dogifise encuentra preferentemente dentro
de un intervalo de concentraciones en circulacida igcluyen la Dby con poca 0 ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro g entervalo dependiendo de una diversidad
de factores, por ejemplo, la forma de dosifica@tpleada, la via de administracion utilizada,
el estado del sujeto y similares. La formulaciéaaa, la via de administracion y la dosificacion
pueden ser elegidas por el médico individual aiséavdel estado del paciente (véase, por
ejemplo, Finglet al, 1975, en: The Pharmacological Basis of TherapguC. 1, p. 1,

incorporada en el presente documento por referemcg totalidad).

El médico tratante para pacientes tratados comuarpos o moléculas de union a antigeno

biespecificas de la invencion sabra como y cuandtenér, interrumpir o ajustar la
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administracion debido a toxicidad, disfuncion oligary similares. Por el contrario, el médico

tratante también sabria como ajustar el tratamiamtiveles mayores si la respuesta clinica no
fuera adecuada (evitando la toxicidad). La magniidna dosis administrada en el control del
trastorno de interés variard con la gravedad defézcion para tratar, con la via de

administracion y similares. La gravedad de la afecpuede, por ejemplo, evaluarse, en parte,
por medio de métodos de evaluacién de pronéstiseerwionales. Ademas, la dosis y quizé la
frecuencia de dosis también variaran segun la edg@eso corporal y la respuesta del paciente

individual.

Otros agentes y tratamientos

Los anticuerpos y la molécula de union a antigemspecifica de la invencidon pueden
administrarse en combinacion con uno o0 mas agewliemnales en terapia. Por ejemplo, un
anticuerpo o una molécula de union a antigeno b@fpa de la invencion pueden
coadministrarse con al menos un agente terapédicmnal. La expresion "agente terapéutico”
abarca cualquier agente administrado para tratafnrioma o una enfermedad en un individuo
gue necesite dicho tratamienicho agente terapéutico adicional puede comprecutdquier
principio activo adecuado para la indicacién patic que se trate, preferentemente los que
tienen actividades complementarias que no se afeetgativamente entre si. En determinadas
realizaciones, un agente terapéutico adicional resagente inmunomodulador, un agente
citostatico, un inhibidor de la adhesion celularagente citotoxico, un activador de la apoptosis
celular o un agente que aumenta la sensibilidddsleélulas a inductores de la apoptosis. En
una realizacion particular, el agente terapéutidici@nal es un agente antineoplasico, por
ejemplo, un disruptor de microtibulos, un antimeliaty, un inhibidor de la topoisomerasa, un
intercalador de ADN, un agente alquilante, unapiarbormonal, un inhibidor de quinasa, un
antagonista de receptor, un activador de la apigpibs células tumorales o un agente

antiangiogénico.

Dichos otros agentes estan presentes de manersaddezn combinacion en cantidades que son
eficaces para el fin previsto. La cantidad eficazlithos otros agentes depende de la cantidad
de anticuerpo o molécula de unién a antigeno bo#fpee utilizada, el tipo de trastorno o
tratamiento y otros factores analizados anterioteméros anticuerpos o las moléculas de union
a antigeno biespecificas se usan en general enisasas dosis y con vias de administracion
como las descritas en el presente documento o miag@damente 1 a 99 % de las dosis
descritas en el presente documento o en cualgo&s ¢ por cualquier via que se haya

determinado de forma empirica/clinica como adecuada

Dichas terapias de combinacion indicadas anteriotengbarcan la administracion combinada
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(donde dos 0 mas agentes terapéuticos se inclmlam@sma composicion o en composiciones
separadas) y administracion por separado, en asm, ta administracion del anticuerpo o la
molécula de union a antigeno biespecifica de lanown puede realizarse antes de,
simultaneamente y/o después de la administracidnagente terapéutico y/o adyuvante
adicional. Los anticuerpos o las moléculas de uai@mtigeno biespecificas de la invencién

también pueden usarse en combinacién con radiggerap

Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencion, se proporcionaatditulo de fabricacion que contiene
materiales Gtiles para el tratamiento, la prevengio el diagndstico de los trastornos descritos
anteriormente. El articulo de fabricacion comprendeecipiente y una etiqueta o prospecto
sobre o asociado al recipiente. Los recipienteswatos incluyen, por ejemplo, frascos, viales,
jeringas, bolsas de solucion 1V, etc. Los recipsemiueden formarse a partir de una diversidad
de materiales tales como vidrio o plastico. Elpitite contiene una composicion que esta sola
o0 combinada con otra composicion eficaz para trat@venir y/o diagnosticar la afeccion y
puede tener un orificio de acceso estéril (por pjemel recipiente puede ser una bolsa de
solucion intravenosa o un vial que tiene un tapérfopable por una aguja de inyeccién
hipodérmica). Al menos un agente activo en la ca@igun es un anticuerpo o una molécula de
unién a antigeno biespecifica de la invencion. tigueta o el prospecto indica que la
composicion se usa para tratar la afeccion eleBideotra parte, el articulo de fabricacion puede
comprender (a) un primer recipiente con una congpisicontenida en el mismo, en donde la
composicién comprende un anticuerpo o una molé&belanién a antigeno biespecifica de la
invencion; y (b) un segundo recipiente con una amsigidn contenida en el mismo, en donde
la composicion comprende un agente citotoxico etemodo terapéutico adicional. El articulo
de fabricacion en esta realizacion de la invengdede comprender adicionalmente un
prospecto que indica que las composiciones puesiarsel para tratar una afeccién concreta.
Como alternativa, o adicionalmente, el articulofal@icacion puede comprender ademas un
segundo (o tercer) recipiente que comprende undarfggmaceuticamente aceptable, tal como
agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solusiélina tamponada con fosfato, solucion de
Ringer y solucion de dextrosa. Puede incluir adentr@s materiales deseables desde un punto
de vista comercial y de usuario, incluyendo otamsgones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

Métodos y composiciones para diagnoéstico y detecoio

En determinadas realizaciones, cualquiera de losuagnpos anti-STEAP-1 proporcionados en
el presente documento es util para detectar laapces de STEAP-1 en una muestra biologica.
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El término "detectar" como se usa en el presentardento abarca la deteccion cuantitativa o
cualitativa. En determinadas realizaciones, unastadioldégica comprende una célula o un

tejido, tal como tejido de prostata.

En una realizacion, se proporciona un anticuergdSreAP-1 para usar en un método de
diagnéstico o deteccion. En un aspecto adiciomapreporciona un método para detectar la
presencia de STEAP-1 en una muestra biolégica. déiermdinadas realizaciones, el método
comprende poner en contacto la muestra bioldginaucoanticuerpo anti-STEAP-1 como se
describe en el presente documento en condiciomgsgpeas para la union del anticuerpo anti-
STEAP-1 a STEAP-1, y detectar si se forma un cojm@etre el anticuerpo anti-STEAP-1 y

STEAP-1. Dicho método puede ser un métwdeitro o in vivo. En una realizacion, se usa un

anticuerpo anti-STEAP-1 para seleccionar sujetegileles para la terapia con un anticuerpo

anti-STEAP-1, por ejemplo, donde STEAP-1 es un himador para la seleccion de pacientes.

Los trastornos ejemplares que pueden diagnostieeaaedo un anticuerpo de la invencién

incluyen cancer, en particular cancer de prostata.

En determinadas realizaciones, se proporcionarcuempos anti-STEAP-1 marcados. Los
marcadores incluyen, pero sin limitacién, marcaslaraestos que se detectan directamente
(tales como marcadores fluorescentes, cromofériglesiron densos, quimioluminiscentes y
radiactivos), asi como restos, tales como enzimagodos, que se detectan indirectamente,
por ejemplo, mediante una reaccion enzimatica eraotion molecular. Los marcadores
ejemplares incluyen, pero sin limitacion, los rastitopos®P, 14C, 129, 3H y 34, fluor6foros
tales como quelatos de tierras raras o fluoresgesus derivados, rodamina y sus derivados,
dansilo, umbeliferona, luceriferasas, por ejempimiferasa de luciérnaga y luciferasa
bacteriana (patente de los Estados Unidos n.° 458) luciferina, 2,3-dihidroftalazinedionas,
peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasarsdcpigalactosidasa, glucoamilasa, lisozima,
sacarido oxidasas, por ejemplo, glucosa oxidasictpga oxidasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales cwita@sa y xantina oxidasa, junto con una
enzima que emplea perdxido de hidrogeno para owidarecursor de colorante tal como HRP,
lactoperoxidasa o microperoxidasa, biotina/avidinegrcadores de espin, marcadores de

bacteriéfagos, radicales libres estables y sinslare
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Secuencias de aminoacidos

Secuencia de aminoacidos SEQ ID

NO

STEAP-1 | SDYAWN 1

HCDR1

STEAP-1 | YISNSGSTSYNPSLKS 2

HCDR2

STEAP-1 ERNYDYDDYYYAMDY 3

HCDR3

(DD)

STEAP-1 ERNYDYEDYYYAMDY 4

HCDR3

(ED)

STEAP-1 | ERNYDYDEYYYAMDY 5

HCDR3

(DE)

STEAP-1 | ERNYDYEEYYYAMDY 6

HCDR3

(EE)

STEAP-1 KSSQSLLYRSNQKNYLA 7

LCDR1

STEAP-1 | WASTRES 8

LCDR2

STEAP-1 | QQYYNYPRT 9

LCDR3

STEAP-1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 10

VH (DD) KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA

EDTAVYYCARERNYDYDDYYYAMDYWGQGTLVTVSS
STEAP-1 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 11

VH (ED)

KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
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EDTAVYYCARERNYDYEDYYYAMDYWGQGTLVTVSS

STEAP-1 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 12

VH (DE) KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARERNYDYDEYYYAMDYWGQGTLVTVSS

STEAP-1 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 13

VH (EE) KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARERNYDYEEYYYAMDYWGQGTLVTVSS

STEAP-1 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYRSNQKNYLAWYQQ| 14

VL KPGKAPKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQYYNYPRTFGQGTKVEIK

CD3 TYAMN 15

HCDR1

CD3 RIRSKYNNYATYYADSVKG 16

HCDR2

CD3 HGNFGNSYVSWFAY 17

HCDR3

CD3 GSSTGAVTTSNYAN 18

LCDR1

CD3 GTNKRAP 19

LCDR2

CD3 ALWYSNLWV 20

LCDR3

CD3 VH EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGK 21
GLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSS

CD3 VL QAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTTSNYANWVQEKPG | 22
QAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGAQPEDEAE
YYCALWYSNLWVFGGGTKLTVL

hSTEAP-1 | MESRKDITNQEELWKMKPRRNLEEDDYLHKDTGETSMLKRPV | 23

LHLHQTAHADEFDCPSELQHTQELFPQWHLPIKIAAIASLTFLYT
LLREVIHPLATSHQQYFYKIPILVINKVLPMVSITLLALVYLPGVIA
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AIVQLHNGTKYKKFPHWLDKWMLTRKQFGLLSFFFAVLHAIYS
LSYPMRRSYRYKLLNWAYQQVQQNKEDAWIEHDVWRMEIYVS
LGIVGLAILALLAVTSIPSVSDSLTWREFHYIQSKLGIVSLLLGTIH
ALIFAWNKWIDIKQFVWYTPPTFMIAVFLPIVVLIFKSILFLPCLR
KKILKIRHGWEDVTKINKTEICSQL

hCD3 MQSGTHWRVLGLCLLSVGVWGQDGNEEMGGITQTPYKVSISGT 24
TVILTCPQYPGSEILWQHNDKNIGGDEDDKNIGSDEDHLSLKEFS
ELEQSGYYVCYPRGSKPEDANFYLYLRARVCENCMEMDVMSV
ATIVIVDICITGGLLLLVYYWSKNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRG
QNKERPPPVPNPDYEPIRKGQRDLYSGLNQRRI

cynoCD3 MQSGTRWRVLGLCLLSIGVWGQDGNEEMGSITQTPYQVSISGT| 25
VILTCSQHLGSEAQWQHNGKNKEDSGDRLFLPEFSEMEQSGYY
VCYPRGSNPEDASHHLYLKARVCENCMEMDVMAVATIVIVDICI
TLGLLLLVYYWSKNRKAKAKPVTRGAGAGGRQRGQNKERPPP
VPNPDYEPIRKGQQDLYSGLNQRRI

Molécula A | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 26

(STEAP-1 | KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA

VH- EDTAVYYCARERNYDYDDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP

CH1(EE)- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV

Fc (botdn, | HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

PGLALA)) | EKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTRE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQP
REPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSP

Molécula A | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 27

(STEAP-1 | KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA

VH- EDTAVYYCARERNYDYDDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP

CH1(EE)- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV

CD3 VL- HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

CH1-Fc EKVEPKSCDGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS

(boton, TGAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLL

PGLALA)) | GGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA

STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
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TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
MHEALHNHYTQKSLSLSP

~

Molécula B | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 28
(STEAP-1 | KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
VH- EDTAVYYCARERNYDYEDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
CH1(EE)- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
Fc (botdn, | HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
PGLALA)) | EKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTRE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQP
REPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSP
Molécula B | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 29
(STEAP-1 | KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
VH- EDTAVYYCARERNYDYEDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
CH1(EE)- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
CD3 VL- HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
CH1-Fc EKVEPKSCDGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
(botdn, TGAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLL
PGLALA)) | GGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSY
MHEALHNHYTQKSLSLSP
Molécula C | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 30

(STEAP-1

KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
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VH-
CH1(EE)-
Fc (botdn,
PGLALA))

EDTAVYYCARERNYDYDEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
EKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTH
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQP

REPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPE

NNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSP

E

Molécula C
(STEAP-1
VH-
CH1(EE)-
CD3 VL-
CH1-Fc
(botdn,

PGLALA))

EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG
KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARERNYDYDEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP

SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD

EKVEPKSCDGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS

TGAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLL
GGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA

STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL

TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
MHEALHNHYTQKSLSLSP

31

Molécula D
(STEAP-1
VH-
CH1(EE)-
Fc (botdn,
PGLALA))

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG
KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARERNYDYEEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
EKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTH
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQP
REPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQP
NNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSP

32

E

E
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Molécula D | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSDYAWNWVRQAPG 33
(STEAP-1 | KGLEWVGYISNSGSTSYNPSLKSRFTISRDTSKNTLYLQMNSLRA
VH- EDTAVYYCARERNYDYEEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
CHL1(EE)- | SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
CD3 VL- HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
CH1-Fc EKVEPKSCDGGGGSGGGGSQAVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
(boton, TGAVTTSNYANWVQEKPGQAFRGLIGGTNKRAPGTPARFSGSLL
PGLALA)) | GGKAALTLSGAQPEDEAEYYCALWYSNLWVFGGGTKLTVLSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLM
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYV
MHEALHNHYTQKSLSLSP
Molécula DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYRSNQKNYLAWYQQ| 34
A-D KPGKAPKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFA
(STEAP-1 | TYYCQQYYNYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDRKLKSGT]
VL-CL ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
(RK)) YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Molécula | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSTYAMNWVRQAPGK| 35
A-D (CD3 | GLEWVSRIRSKYNNYATYYADSVKGRFTISRDDSKNTLYLQMN
VH-CL) SLRAEDTAVYYCVRHGNFGNSYVSWFAYWGQGTLVTVSSASV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC
Region Fc | DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD| 36
de higGl | VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSP
conector GGGGSGGGGS 37
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conector DGGGGSGGGGS 38
Dominio RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVD | 39
CL kappa | NALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACE
humano VTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Dominio QPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKAD | 40
CL lambda | SSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQV
humano THEGSTVEKTVAPTECS

Region ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG 41
constante | ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP

de cadena | SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
pesada de | MISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
IgG1l QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
humana AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
(CH1-CH2- | SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSC$H
CH3) VMHEALHNHYTQKSLSLSP

Los siguientes son ejemplos de métodos y compossiae la invencion. Se entiende que

pueden ponerse en practica diversas otras realigzs;i dada la descripcion general

Ejemplos

proporcionada anteriormente.

Ejemplo 1

Generacion de construcciones y herramientas

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron métodos convencionales para manipukDIcomo se describe en Sambraatk
al., J.et al, Molecular cloning: A laboratory manual; Cold Bgr Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los reactiwzaeculares bioldgicos se usaron segun

las instrucciones del fabricante.

Se proporciona informacion general con respectsasécuencias de nucledtidos de cadenas
ligeras y pesadas de inmunoglobulina humana enatiK&bA.,et al, Sequences of Proteins of

Immunological Interest, 52 ed., Public Health SszyiNational Institutes of Health, Bethesda,
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MD (1991).

Sintesis génica

Los segmentos genéticos deseados, cuando fue necesageneraron bien mediante PCR
usando moldes adecuados o se sintetizaron en G&tg@éRegensburg, Alemania) a partir de
oligonucledtidos sintéticos y productos de PCR m&@ sintesis génica automatica. Los
segmentos geénicos flaqueados por sitios de esasi@ndonucleasa de restriccion singulares
se clonaron en vectores de clonacion/secuenciamaiencionales. EI ADN plasmidico se
purific6 a partir de bacterias transformadas y séerthind la concentracion mediante
espectroscopia UV. La secuencia de ADN de los feaaos génicos subclonados se confirmo
mediante secuenciacion de ADN. Se disefiaron segs@dnicos con sitios de restriccion
adecuados para permitir la subclonacion en losovestde expresion respectivos. Todas las
construcciones se diseilaron con una secuencia @ ekDel extremo 5' que codificaba un
péptido lider que se dirige a proteinas para ses@n en células eucariotas.

Secuenciacion de ADN

Las secuencias de ADN se determinaron mediantesei@cion bicatenaria.

Clonacion de anticuerpos biespecificos de linfocgol (TCB) anti-STEAP1/anti-CD3

Los dominios variables de vandortuzumab se utizgrara la generacion de diversas variantes
de anticuerpos biespecificos de linfocitos T (T@Bpecificos de STEAPL. Para la generacion
de los plasmidos de expresién respectivos, laese@s de region variable de vandortuzumab
(SEQ ID NO 10y 14) o variantes de las mismas aeoasy subclonaron en fase con las regiones
constantes respectivas que se insertan previaneentd vector de expresion de mamifero

receptor respectivo. Se muestra una ilustracionessgtica de las moléculas resultantes en la

Figura 2.

Preparacion de anticuerpos biespecificos de linfdos T (TCB) anti-STEAP1/anti-CD3

Se prepararon las siguientes moléculas, se pramaraina ilustracion esquematica de las

mismas en l&igura 2:

A. Molécula A: 2+1 IgG CrossFab "invertido" (agentewtédn CD3 C-terminal del agente
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de unién STEAP1), con modificaciones de cargar@aiabio VH/VL en agente de union
CD3, modificacion de carga en el agente de unida/ 1) (SEQ ID NO 26, 27, 34 y 35)

B. Molécula B: 2+1 IgG CrossFab "invertido” (agenteutn CD3 C-terminal del agente
de unién STEAP1), con modificaciones de cargar@atabio VH/VL en agente de union
CD3, modificacién de carga en el agente de unidBA11; MutaciérD100aEen ambos
restos de unién STEAP1) (SEQ ID NO 28, 29, 34 y 35)

C. Molécula C: 2+1 1gG CrossFab "invertido” (agenteudén CD3 C-terminal del agente
de unién STEAP1), con modificaciones de cargarg@atabio VH/VL en agente de union
CD3, modificacién de carga en el agente de unid®/1; MutaciorD100bE en ambos
restos de union STEAP1) (SEQ ID NO 30, 31, 34y 35)

D. Molécula D: 2+1 IgG CrossFab "invertido" (agenteudgdn CD3 C-terminal del agente
de unién STEAP1), con modificaciones de cargarg@atabio VH/VL en agente de union
CD3, modificacion de carga en el agente de unionEAFL; Mutaciones
D100aE/D100bEen ambos restos de unién STEAP1) (SEQ ID NO 3238¥ 35)

La expresion de las moléculas mencionadas antezitenfue conducida por un promotor
MPSV quimérico o un promotor CMV. La poliadenilatifue conducida por una secuencia
sefal de poliA sintética localizada en el extrendeBCDS. Ademas, cada vector contenia una

secuencia OriP de VEB para replicacion autosémica.

Para la produccion de todas las construccionextsgnsfectaron células HEK293-EBNA que
crecian en suspension con los respectivos veatiespresion usando polietilenimina como
reactivo de transfeccion. Como tales, para la prada de todas las construcciones "2+1 1gG
CrossFab", los vectores de expresion corresporadies cotransfectaron en una relacion
1:2:1:1 ("cadena pesada del vector (VH-CH1-VL-CHA23CH3)": "cadena ligera del vector
(VL-CL)": "cadena pesada del vector (VH-CH1-CH2-QH3cadena ligera del vector (VH-
CcL)".

Se cultivaron células HEK293 EBNA en suspensiomedio de cultivo Excell sin suero que
contenia L-Glutamina 6 mM y G418 250 mg/l. Pargiaduccion en matraces tubespin de
600 ml (volumen maximo de trabajo 400 ml), se semdor 600 millones de células HEK293
EBNA 24 horas antes de la transfeccion. Antes deatesfeccion, las células se centrifugaron
durante 5 minutos a 210 x g y el sobrenadante esapl@z6 por 20 ml de medio CD CHO
precalentado. Los vectores de expresion se menctar@0 ml de medio CD CHO hasta una

cantidad final de 40Qdg de ADN. Después de la adicion de 1080 pl de gotude PEI (2,7

pug/ml), el medio se agitd vorticialmente durante sEgundos y posteriormente se incubo
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durante 10 minutos a temperatura ambiente. A caatidn, las células se mezclaron con la
solucion de ADN/PEI, se transfirieron a un matrabdspin de 600 ml y se incubaron durante
3 horas a 37 °C en un incubador con una atmoste@@ al 5 % humidificada. Después de
esta etapa de incubacion, se afladieron 360 ml de fagcell que contenia L-glutamina 6 mM,
Pepsoy 5 g/l y VPA 1,0 mM y las células se cultivadurante 24 horas. Un dia después de la
transfeccion, se aflade 7 % de alimento 7. Despaé3 dias de cultivo, se recogio el
sobrenadante para purificacion por centrifugaciorante 20 - 30 min a 3600 x g (centrifuga
Sigma 8K), la solucion se esterilizo por filtraci@iftro de 0,22um) y se afadioé azida sodica a

una concentracion final de 0,01 % p/v y se manauddgC.

Todas las moléculas se purificaron de los sobremnadade cultivo celular mediante
cromatografia de afinidad de proteina A, seguidandeetapa cromatografica de exclusion por
tamafos. Para la cromatografia de afinidad, eles@iglante se cargd en una columna HP de
proteina A HiTrap (VC=5 ml, GE Healthcare) equiita con 25 ml de fosfato de sodio 20 mM,
citrato de sodio 20 mM, pH 7,5. La proteina no arsé retir6 mediante lavado con al menos
10 volumenes de columna de fosfato de sodio 20 nifvgto de sodio 20 mM, pH 7,5. La
proteina diana se eluy6 en 6 volimenes de columieérdto de sodio 20 mM, cloruro de sodio
100 mM, glicina 100 mM, pH 3,0. La soluciéon de piok se neutralizé afiadiendo 1/10 de
volumen de fosfato de sodio 0,5 M, pH 8,0. Pardisia&n proceso después de la cromatografia
de proteina A, se analiz6 la pureza y el peso mtdeale las moléculas en las fracciones
individuales mediante SDS-PAGE en ausencia de antageductor y se tifid con Coomassie
(InstantBlue™ de Expedeon). El sistema de gel prefado NUPAGE® (Bis-Tris 4-12 %,
Invitrogen, Estados Unidos) Se utilizé segun ladrucciones del fabricante. Las fracciones
seleccionadas de la proteina diana se concentydiltnaron antes de cargarlas en una columna
HiLoad Superdex 200 (GE Healthcare) equilibradaldstidina 20 mM, cloruro de sodio 140
mM, pH 6,0, Tween20 al 0,01 %.

La concentracion de proteina de las muestras deipagpurificada se determind por la densidad
Optica (DO) a 280 nm usando el coeficiente de eidimmolar que se calculé basandose en la
secuencia de aminoacidos. Ademas, se realiz6 Bnddisspectrometria de masas de todas las

moléculas para confirmar su identidad.

Generacion de una linea celular CHO-K1 que expresaTEAP1

Se subclon6 un gen que codificaba STEAP1 humanordgtud completa en un vector de
expresion de mamifero. El plasmido se transfect@@nlas CHO-K1 (ATCC CRL-9618)
usando el reactivo Lipofectamine LTX segun el ptoto del fabricante (Invitrogen, n.°
15338100). Las células CHO positivas para STEARDsfectadas de forma estable se
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mantuvieron en medio DMEM/F-12 (Gibco, n.° 11320083nplementado con suero bovino
fetal al 10 % (Gibco, n.° 16140063) y complemeredcdutaMAX al 1 % (Gibco; n.° 31331-
028). Dos dias después de la transfeccion, se@paddmicina (Invivogen; n.° ant-pr-1) a 6
png/mly las células se cultivaron durante variaggegaDespués de la seleccion inicial, las células
con la mayor expresion de STEAP1 en superficidaede clasificaron mediante un clasificador
celular BD FACSAria Il (BD Biosciences) y se cu#ion para establecer clones celulares
estables. El nivel de expresion y la estabilidadasdirmaron mediante analisis FACS usando
vandortuzumab e IgG anti-humano de cabra espeaifcgamma Fc conjugado con PerCP
(Jackson ImmunoResearch, n.° 109-126-097) comouamfio secundario durante un periodo

de 4 semanas.

Ejemplo 2
Generacion y caracterizacion de variantes de secuga basadas en vandortuzumab
Andlisis de secuencia de vandortuzumab

Modificaciones como la desamidacion de asparagoajerizacion de aspartato, formacion de
succinimida y oxidacion de triptéfano son degraolaes tipicas de los anticuerpos
recombinantes y pueden afectar tanto a la estadilidvitro como a las funciones biolégicas

in vivo. Se realiz6 un analisis computacional de las seiag de CDR de vandortuzumab (SEQ
IDNO 1, 2, 3,7,8y9, segun Kabat) para detdatpresencia de posibles patrones de secuencia
de aminoacidos que son propensos a la isomerizat@braspartato, desamidacion de la
asparagina o formacién de succinimida. Asimismaysdizaron las regiones CDR para detectar
la presencia de triptéfanos que tienen el potedeiaxidarse. Como se muestra eRitaura 3,

el analisis de las secuencias de vandortuzumalbreurtos criticos potenciales en las regiones

CDR de los dominios variables de cadenas tantalpesamo ligeras.

Generacion de variantes de la secuencia de vandorumab (Moléculas B-D)

Para preparar un anticuerpo anti-STEAP1 con fordmatiinima de iso-aspartato y succinimida
y estabilidad Optima, se generaron varias variamhels secuencia de vandortuzumab con una
secuencia de HCDR3 modificada. En particular, és$as de aspartato en las posiciones 100a
y 100b (numeracion de Kabat) fueron reemplazadoglptamato, ya sea individualmente o en
combinacion (SEQ ID NO 4, 5y 6) y los plasmidosutantes (SEQ ID NO 28, 29, 34y 35
(mutacién D100aE, molécula B); SEQ ID NO 30, 31y3®56 (mutacion D100bE, molécula C);
SEQ ID NO 32-35 (mutaciones D100aE/D100bE, moléB))asse generaron para la expresion

de las moléculas de anticuerpo TCB respectivas.
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Prueba de degradacion quimica

Para confirmar que las mutaciones introducidasieéimel punto caliente predicho en HCDRS,
aumentan la estabilidad y evitan la pérdida denmiiede union de los anticuerpos anti-STEAP1,
todas las construcciones (Moléculas A-D) se divatieen dos alicuotas, se volvieron a
tamponar en His/HisCl 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,8roPBS, pH 7,4, respectivamente, y se
incubaron a 40 °C (His/NaCl) o 37 °C (PBS). Adem#dms muestra de control se almacené a -
80 °C. La incubacion a pH 7,4 refleja la exposiailenla molécula a la situacion en el plasma
sanguineo y permite sacar conclusiones acercaekdhilidad de la molécuia vivo. Por el
contrario, las formulaciones de tampones con pldaidd (aqui pH 6) son mas adecuadas para
el almacenamiento a largo plazo de construccioasadas en anticuerpos y las pruebas de

tension en estas condiciones son predictivas dieldaltil de una molécula.

Después de un periodo de incubacion de 28 diasnuastras se analizaron y se compararon
para determinar la potencia de unién (concentraadiiva relativa) de los restos de unién a
STEAPL. Este analisis se realiz6 indirectamenteianéz espectrometria de masas y un ELISA

basado en células.

Caracterizaciéon de la molécula A-D en tension porspectrometria de masas

Para identificar la degradacion de proteina indugidr tension en las posiciones predichas
dentro de las CDR de vandortuzumab y variantemaho, se realizé espectrometria de masas
de moléculas A-D. Se desnaturalizaron 80 pg de trasede proteinas de referenciay en tension
y se redujeron durante 1 h en 124,5 pl de Trish®N clorhidrato de guanidinio 5,6 M, TCEP
10 mM (tris(2-carboxietil)fosfina (Pierce ProteiioB®gy Products), pH 6,0 a 37 °C. El tampdn
se cambio por cloruro de histidina 20 mM, TCEP 1©8)4, pH 6,0 en columnas desaladoras
Zeba Spin de 0,5 ml (Pierce Protein Biology Prosludtas muestras de proteinas se digirieron
durante una noche a 37 °C después de la adici@nO8gug de tripsina (Promega) por ug de
proteina en un volumen final de 140 pl. La digesté detuvo mediante la adicion de 7 ul de

solucién de acido férmico (FA) al 10 %.

Las muestras digeridas se almacenaron a -80 °@ bkasiiso. El analisis se realizé mediante
UHPLC-MS/MS usando una UPLC nanoAcquity (Watersury espectrometro de masas

Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific). Se ictgeon aproximadamente 2,4 g de proteina
de fusién digerida en 5 pl. Se realizé separaagidmatogréafica por fase inversa en una columna
Acquity BEH300 C18, 1x 150 mm, 1,7 um, 30@Waters) usando un caudal de 60 pl/min. La
fase movil A y B contenia acido formico al 0,1 %vj\en agua de calidad UPLC y acetonitrilo,

respectivamente. Se uso6 una temperatura de coldenB@ °C y se aplico un gradiente de 1 %

a 40 % de fase moévil B durante 90 minutos. El @apit-usion se uso en el modo dependiente
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de datos. Los ajustes esenciales de MS fuerorzdoidin (tension de pulverizacion: 3,6 kV,
tubo de transferencia de iones: 250 °C, vaporizatlad °C), MS completa (AGC: 2 x 105,
resolucion: 12 x 104, intervalo m/z: 300-2000, {nmaximo de inyeccion: 100 ms); MS/MS
(AGC: 1 x 104, tiempo maximo de inyeccion: 100 argshura de aislamiento: 2 Da). La energia

de colisiéon normalizada se establecié en 35 %.

Se aplicé mapeo de péptidos para cuantificar lgeles de desamidacion, isomerizacion y
oxidacion de los puntos calientes predichos (NSGR2), N97 (HCDR3), D100a (HCDR3)
y W50 (LCDR2) (numeracion de Kabat)) para moléc@lds.

En los péptidos que albergaban la region HCDR3endetecté desamidacion ni formacion de
succinimida en la posicién N97 en ninguna de lal®outas A-D, en cualquier condicion (datos
no mostrados). Sin embargo, la exposicion a tenaigg 6 dio como resultado diferentes
niveles de degradacion del aspartato en el mismptideeHCDR3 que también alberga el
aspartato de punto caliente predicho 100a. Se tdatacdiferentes niveles de formacién de
succinimida e iso-aspartato después de 4 semartdis/&aCl pH 6,0 a 40 °C en los péptidos
tripticos respectivos de las cuatro moléculas extg/Tabla 1). Después de la exposicion a
tension a pH 6,0, los mayores niveles totales sxti@on en la molécula A. La introduccion de
la mutacién de D10G&2E100a en la molécula B y D108E100b en la molécula C conduce a
disminuciones significativas del nivel de succirdmi Sin embargo, la combinacién de ambas
mutaciones (D100aE/D100bE) (molécula D) redujotraente los niveles de succinimida al
3 %, una cantidad insignificante para este largioge de exposicion a tension. Asimismo, no
se detectd iso-aspartato en la molécula D. Lodteskas indican que tanto los aspartatos (D100a
y D100b) en la molécula A como cualquiera de |Igmgatos (D100a o D100b) en las moléculas
C o B contribuyen a los niveles totales de sucdotane isoaspartato encontrados después de la
tension. Ademas, no se detecto degradacion deipasten absoluto en HCDR3 de la molécula
D después de la exposicion a tension a pH 7,4jécconfirma la integridad de esta variante de

secuencia de nuevo disefio.

Tabla 1. Cuantificacion relativa de la degradacion de prateien HCDRS3.

4 semanas en His/NaCl | 4 semanas en PBS pH His/NaCl pH 6,0

pH 6,0a40 °C 7,4a37°C control
Muestra Péptido triptico con mutaciones indicadas*
iso-asp succinimida | iso-asp succinimida | iso-asp succinimida
(%] (%] (%] (%] (%] [26]
Molécula no no
ERNYDYDDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTK | 1,4 12,7 53 4,2
A detectado detectado.
Molécula
ERNYDYEDYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTK | 5,3 5,0 2,7 0,9 2,8 1,1

B

Molécula

c ERNYDYDEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTK | 1,2 6,2 0,8 1,3 0,04 15
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Molécula no no no
ERNYDYEEYYYAMDYWGQGTLVTVSSASTK 3,0 no detectado, no detectado
D detectado detectado detectado

*Posiciones mutadas en negrita y subrayadas

El analisis del péptido que alberga la posicion BB3a cadena pesada (HCDR2) del agente de
unién STEAPL1 revel6 en todas las construcciongseguefio aumento de la desamidacion de
N53 después de 4 semanas en PBS, pH 7,4 a 37 éGtras que no se detectd un aumento
significativo a pH 6 Tabla 2). La oxidacion de W50 (LCDR2) fue inferior al 2 8ara todas
las muestrasT@bla 3). En consecuencia, no se realizaron optimizacialeemoléculas con

respecto a estos puntos calientes potenciales.

Tabla 2. Cuantificacion relativa de la degradacion de pnatgien la posicion N53 (HCDR2).

Desamidacion (%)
Muestra | Péptido triptico* pH 7,4, 37 °C| pH 6, 40 °C Sin
tension

Molécula | GLEWVGYISNSGSTSYNPSLK 3,4 L3 1,2
A b

Molécula | GLEWVGYISNSGSTSYNPSLK 3,7 L6 1,2
B ,

Molécula | GLEWVGYISNSGSTSYNPSLK 3,2 15 1,2
C b

Molécula | GLEWVGYISNSGSTSYNPSLK 3,3 15 1,4
D b

*Posiciéon del punto caliente previsto N53 en negyisubrayada
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Tabla 3. Cuantificacion relativa de la degradacion de pratgien la posicion W50 (LCDR2).

Muestra Péptido Productos de
triptico* oxidacion
[%]
Molécula A | LLIYWASTR 1,7
Molécula B | LLIYWASTR 1,2
Molécula C | LLIYWASTR 0,7
Molécula D | LLIYWASTR 1,0

*Posicion del punto caliente previsto W50 en negyisubrayada

Caracterizacién de la potencia de unién después tetension utilizando un ELISA basado

en células

Para cuantificar la reduccién de la potencia démucausada por tension de 1-4 semanas a pH
7,4 0 6,0, se empled un ELISA basado en céluléigartdo células CHO-K1 que expresan de
forma estable STEAP1 humano. Para este ELISA basadcélulas, se sembraron 10.000
células por pocillo de una placa de 96 pocillos ynsubaron durante 18 h a 37 °C, D5 %.

El sobrenadante se retir6 usando una lavadora atitam(BIOTEK) y se afiadieron a cada
pocillo 100 ul de una serie de diluciones (10 p80-nM) de construcciones de anticuerpos en
medio de cultivo. Después de 1 h de incubaciéri@, 4e vaciaron los pocillos y se afiadieron
100 ul de glutaraldehido al 0,05 % en PBS duradtaibutos a TA. Después de 4 lavados con
PBS/Tween20 al 0,025 % (PBST), se afiadieron 10@epdnti-lgG humana-HRP (Jackson)
diluido 1:20000 en tampon de blogueo (Roche) yplasas se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente (TA). Los pocillos se lavaBomeces con PBST y se generd sefial
utilizando 100 pl de TMB por pocillo, la reacciéa detuvo después de 10 minutos con 50 pl
de HCI 1 M y se midio la absorbancia a 450 nm. dat®s Tabla 4) se expresaron como "%
de unién”, dividiendo la CE50 de union de la muestr tension por la de la muestra no tratada

multiplicada por 100.

Dado que todos los anticuerpos TCB probados cordpredos restos de unién a STEAPL1 por
molécula y teniendo en cuenta que la afinidad dénumonovalente por STEAP1 esta en el
intervalo de 40-60 nM, es concebible que solo puelddectarse en este ELISA moléculas con

dos restos de uniéon a STEAP1 funcionales. Pormfraiwo, se supone que las moléculas con
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solo un resto de unién a STEAP1 funcional se mefiar lavado durante las etapas de lavado
descritas en este protocolo. Por lo tanto, el paaje acumulado de pérdida de unidn para las
moléculas con niveles elevados de succinimida egomgue la degradacion de proteinas

detectada en HCDR3 (Moléculas A-C).

Tabla 4. Cuantificacién de la potencia de union a protetn83EAP1 después de 28 dias a
40 °C, pH 6.

Potencia de union relativa (%)
sonda (después de 28 dias a 40 °C, pH p)
Molécula A 66
Molécula B 79
Molécula C 69
Molécula D 100

Caracterizaciéon bioquimica de las variantes de antuerpos TCB a base de

vandortuzumab (moléculas A-D)

Para caracterizar y comparar sus propiedades bbnicps y biofisicas, todos los TCB con
nuevas variantes de secuencia de anticuerpos BBIMS-1 (moléculas B-D) se analizaron y
compararon con el anticuerpo TCB que alberga laeseta de vandortuzumab (molécula A).
Los resultados se resumen eff ébla 5:

Cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC)

La hidrofobicidad aparente se determiné inyecta2@@g de muestra en una columna HIC-
Eter-5PW (Tosoh) equilibrada con fosfato de sodiorM, sulfato de amonio 1,5 M, pH 7,0.

Se realiz6 elucion con un gradiente lineal de 0@ % de tampodn B (fosfato de sodio 25 mM,
pH 7,0) en 60 minutos. Los tiempos de retenciécosepararon con los patrones proteicos con

hidrofobicidad conocida.
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Estabilidad térmica

Las muestras se preparan a una concentracion dgnil en histidina/clorhidrato de histidina
20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0, se transfirieron a yaca Optica de 384 pocillos mediante
centrifugacion a través de una placa de filtro , dgn y se cubrieron con aceite de parafina. El
radio hidrodinamico se mide repetidamente medidisfgersion de luz dinamica en un lector de
placas DynaPro (Wyatt) mientras que las muestraalsntan a una velocidad de 0,05 °C/min
de 25 °C a 80 °C.

Cromatoqgrafia de afinidad de FcRn

FcRn se expreso, se purificod y se biotinilo6 combaédescrito (Schlothauet al, MAbs (2013)

5 (4), 576-86). Para acoplamiento, el receptor anagp se afiadid a estreptavidina-sepharose
(GE Healthcare). La matriz resultante de FcRn-sgslease empaquetd en una carcasa de
columna. La columna se equilibré con &cido 2-(N{miora)-etanosulfénico (MES) 20 mM,
NaCl 140 mM, pH 5,5 (eluyente A) a un caudal derl/min. Se diluyeron 30 ug de muestras
de anticuerpos en una relacion en volumen de Inlekgente A y se aplicaron a la columna
de FcRn. La columna se lavo con 5 volimenes demowude eluyente A seguido de elucion
con un gradiente lineal de 20 a 100 % de Tris/HIOMM, NaCl 140 mM, pH 8,8 (eluyente B)
en 35 volumenes de columna. El andlisis se reabmdun horno de columna a 25 °C. El perfil
de elucidén se controlé mediante medicion contireitadhbsorbancia a 280 nm. Los tiempos de

retencion se compararon con patrones de protetmaafinidades conocidas.

Cromatografia de afinidad de heparina

La afinidad de heparina se determiné inyectandé@(g de muestra en una columna TSKgel
Heparina-5PW (Tosoh) equilibrada con Tris 50 mM,jp# Se realizé elucién con un gradiente
lineal de 0 a 100 % de tampdn B (Tris 50 mM, Na®i,1pH 7,4 mM) en 37 minutos. Los

tiempos de retencion se compararon con patronpsotieinas con afinidades conocidas.

No se encontraron diferencias significativas entrguno de los TCB ensayado con nuevas
variantes de secuencia de anticuerpos anti-STE@Rs[Eculas B-D) y la molécula que alberga
la secuencia de vandortuzumab (molécula A) corertem todas las propiedades biofisicas y
bioquimicas ensayada$gbla 5). Todas las muestras mostraron solo agregacioginahry
fragmentacion ante tensién, lo que apoya que latidas de actividad observadas después de
la exposicion a la tension a pH 6 (moléculas A-€)deben a la degradacién quimica de

proteinas en las posiciones identificadas en liémddCDR3.
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Tabla 5. Propiedades biofisicas y bioquimicas de varianteayadas.

Muestra Estabilidad Hidrofobicidad Afinidad de Afinidad de

térmica (°C) aparente FcRn heparina
Molécula A 58 0,10 0,61 0,85
Molécula B 58 0,16 0,69 0,85
Molécula C n.d. n.d. n.d. n.d.
Molécula D 58 0,11 0,65 0,85

n.d.: no determinado
Ejemplo 3

Caracterizacion funcional de variantes de anticuerps TCB de STEAP-1

Lisis tumoral mediada por linfocitos T, inducido pa variantes de anticuerpos TCB de
STEAP-1

La destruccion de linfocitos T mediada por difeesntariantes de anticuerpos TCB de STEAP-
1 (moléculas A-D) se evalud en células LnCAP queresan STEAP-1. Se usaron células
mononucleares de sangre periférica humana (PBM@patélulas efectoras y se detectd la
destruccion a las 24 h y 48 h de incubacion coratiguerpos biespecificos. Se recogieron
células diana adherentes con tripsina/EDTA, sedavase sembraron en placas a una densidad
de 30 000 células/pocillo usando placas de 96 Ipsdile fondo plano. Las células se dejaron
adherir durante una noche. Se prepararon PBMC medieentrifugacion por densidad
Histopaque de preparaciones de linfocitos enrigloscde sangre heparinizada obtenida de
donantes humanos sanos. Se diluyo sangre frescBR®restéril y se coloco en capas sobre
gradiente Histopaque (Sigma, n.° H8889). Despuda dentrifugacion (450 x g, 30 minutos,
temperatura ambiente), el plasma encima de lafaseique contiene PBMC se descarto y las
PBMC se transfirieron a un nuevo tubo falcon qu&tgriormente se llené con 50 ml de PBS.
La mezcla se centrifugd (400 x g, 10 minutos, tenaipea ambiente), el sobrenadante se
desecho y el sedimento de PBMC se lavo dos vecePBS estéril (etapas de centrifugacion
350 x g, 10 minutos). La poblacién de PBMC resuéiase contd automaticamente (ViCell) y
se almacen6 en medio RPMI1640 que contenia FCS 10 Rsalanil-L-glutamina 1 %
(Biochrom, K0302) a 37 °C, de G@l 5 % en la incubadora celular hasta su uso pos{eo
mas de 24 h).
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Para el ensayo de destruccion, los anticuerposiadieaon a las concentraciones indicadas
(intervalo de 0,01 pM - 1 nM por triplicado. Se diggon PBMC a células diana para obtener
una relacion de E:T final de 10:1. La destrucciércédlulas diana se evalu6 después de 24 hy
48 h de incubacion a 37 °C, €8l 5 % por cuantificacion de LDH liberado en lobienadantes
celulares por células apoptéticas/necroéticas gideteccion de LDH, Roche Applied Science,
n.° 11 644 793 001). Se logré lisis maxima de &alas diana (= 100 %) por incubacién de
células diana con Triton X-100 al 1 %. La lisis mia (= 0 %) se refiere a células diana
incubadas conjuntamente con células efectorasagistrticcion biespecifica. Los resultados
después de 24 lrigura 4A) y 48 h Figura 4B) muestran que la lisis tumoral mediada por
linfocitos T es inducida de manera similar porfaséculas ensayadas y que la modificacion
del agente de unién de STEAP-1 en moléculas B-Rfecta negativamente a la potencia de

destruccion de las moléculas.

Activacion de linfocitos T inducida por las varianes de anticuerpos TCB de STEAP-1

(ensayo de activacion de Jurkat-NFAT)

La capacidad de las variantes de anticuerpos TCBTdeAP-1 para inducir la activacion
mediada por CD3 de células efectoras tras la wirdnltanea a CD3 y STEAP-1 humano en
células, se evalu6 usando cocultivos de célulasadiasitivas para antigeno tumoral (LnCAP,
22RV1) y células indicadoras Jurkat-NFAT (una linehular indicadora de leucemia linfatica
aguda humana que expresa CD3 con un promotor NERResponse Jurkat NFAT-RE-luc2P,
Promega n.° CS176501). Tras la union simultanda deolécula TCB al antigeno STEAP-1
(expresado en células diana) y al antigeno CD3¢sagdo en células indicadoras Jurkat-NFAT),
el promotor NFAT se activa y conduce a la expresiériuciferasa de luciérnaga activa. La
intensidad de la sefal de luminiscencia (obtema I adicion del sustrato de luciferasa) es

proporcional a la intensidad de la activacion yaigécion de CD3.

Para el ensayo, se recogieron células tumoralesutnasny se determind la viabilidad usando
ViCell. Se sembraron 20 000 células/pocillo en plaga de 96 pocillos con paredes blancas de
fondo plano (n.° 655098, greiner bio-one) y se ediad anticuerpos diluidos o medio (para
controles) (intervalo de 2,6 pM - 200 nM).

Posteriormente, se recogieron células indicadan&at}NFAT y se evalud la viabilidad usando
ViCell. Las células se resuspendieron en mediouliéve celular y se afiadieron a células
tumorales para obtener una relacion final de efemto respecto a diana (E:T) de 5:1 y un
volumen final de 100 ul por pocillo. Las célulasiseubaron durante 6 h a 37 °C en una
incubadora humidificada. Al final del tiempo de ubacion, se afiadieron 100 ul/pocillo de
solucién ONE-Glo (Promega; 1:1 ONE-Glo y volumendinede ensayo por pocillo) a los
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pocillos y se incubaron durante 10 minutos a teatpest ambiente en la oscuridad. La
luminiscencia se detectd utilizando el lector déSA-WALLAC Victor3 (PerkinElmer2030),

5 s/pocillo como tiempo de deteccion.

Como se muestra enfiggura 5, todas las moléculas de anticuerpo TCB de STEAPaluadas
inducen la reticulacién de linfocitos T a través @B3 y posteriormente la activacién de
linfocitos T en células LnCAP que expresan STEAF@UWra 5A) y 22Rv1 Figura 5B). En

las células CHO-K1 negativas para STEAPiygra 5C) no se puede observar activacion de

linfocitos T.

Union de variantes de anticuerpos TCB de STEAP-1 eélulas que expresan STEAP-1 y
CD3

Se ensayo la unidon de variantes de anticuerpos d&€BTEAP-1 (moléculas A-D), usando
células CHO-hSTEAP1 que expresaban STEAP-1 (ume ltéelular epitelial procedente del
ovario de hamster que se transfectd para sobresaquie manera estable STEAP-1 humano) y
células indicadoras Jurkat-NFAT que expresaban (Blb@mega n.° CS176501).

En resumen, se recogieron células CHO-hSTEAP1 adtes, usando el tampon de disociacion
celular (Gibco, n.° 13151014), se contaron, se cobipsu viabilidad y se resuspendieron a
2x10 células/ml en tampén de FACS (100 pl de PBS BS® kbb). También se recogieron
células en suspension de Jurkat, se contaron gmsprobo su viabilidad. Se incubaron 100 pl
de suspension celular (que contenia 0,2>xculas) en una placa de 96 pocillos de fondo
redondo durante 30 min a 4 °C con concentracionesentes de los anticuerpos TCB de
STEAP-1 (31 pM - 1000 nM), se lavaron dos vecesRBB frio que contenia BSA al 0,1 %
(tampdn FACS), se volvieron a incubar durante 30 mméis a 4 °C con el anticuerpo secundario
de cabra especifico de fragmentoy lele 1IgG de ser humano fragmento F(ab’)2 AffiniPure
conjugado con Alexa Fluor 647 previamente diluid601(Jackson Immuno Research Lab,
Alexa Fluor 647 n.° 109-606-008, diluciones en thmpACS) y se lavaron dos veces con PBS
frio BSA al 0,1 %.

Las células tefiidas se resuspendieron en plOGle tampon FACS que contiene
paraformaldehido al 2 % y se incub6 durante 30afC para fijar la tincidén. Por altimo, las
células se centrifugaron durante 4 min a 350 X4g'§, los sobrenadantes se descartaron y los
sedimentos celulares se resuspendieron equl@8 tampdn de FACS. La tincidn se analiz6
mediante FACS usando un FACS Canto Il (Software EAliva). Se obtuvieron curvas de
unién usando GraphPadPrisniégura 6A, union a células CHO-hSTEAPHigura 6B, union

a células Jurkat).
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Como se muestra en kigura 6, todas las moléculas de anticuerpos TCB de STEAP-1
evaluados muestran unién dependiente de la coacér a células CHO humanas que
expresan STEAP-1 humaniigura 6A) y a CD3 humano expresado en células Jurkat NFAT
(Figura 6B), lo que indica que la modificacion del agentauden de STEAP-1 en moléculas

B-D no afecta negativamente a su unién a STEAP{ascélulas.

Aunque la invencion anterior se ha descrito cornt@ieivel de detalle a modo de ilustracion y
ejemplo a efectos de claridad de comprension, be d#erpretarse que las descripciones y
ejemplos limiten el alcance de la invencién. Laaildjaciones de toda la bibliografia cientifica
y de patentes citadas en el presente documentec@g@oran expresamente en su totalidad por

referencia.



