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CONSTRUCTOS DE ANTICUERPO BIESPECIFICOS PARA PSMA Y
CD3 QUE SE LIGAN A CELULAS T

ANTECEDENTES

[1] Las moléculas derivadas de anticuerpos biespecificos tales como los constructos de
anticuerpo BITE® (bispecific T cell engager) son constructos de proteinas recombinantes
preparados a partir de dos dominios de unién derivados de anticuerpos, ligados flexiblemente.
Un dominio de unién de los constructos de anticuerpo BiTE® es especifico para un antigeno
de superficie sobre células diana seleccionado asociado a tumor; el segundo dominio de unién
es especifico para CD3, una subunidad del complejo de receptores de células T sobre células
T. Por su disefio particular, los constructos de anticuerpo BITE® son excepcionalmente
adecuados para conectar transitoriamente células T con células diana y, al mismo tiempo,
activar de manera potente el potencial citolitico de células T contra células diana. Un
importante desarrollo adicional de la primera generacién de constructos de anticuerpo BIiTE®
(ver WO 99/54440 y WO 2005/040220) desarrollados clinicamente como AMG 103 vy
AMG 110 fue la provisiéon de constructos de anticuerpo biespecificos que se unen a un epitope
independiente de contexto en el extremo N-terminal de la cadena CD3¢ (WO 2008/119567).
Los constructos de anticuerpo BITE® que se unen a este epitope elegido no solo muestran
especificidad de especies cruzadas para la cadena CD3e humana y de Callithrix jacchus,
Saguinus oedipus o0 Saimiri sciureus, sino también, debido a reconocer este epitope especifico
(enlugar de los epitopes previamente descriptos de ligantes a CD3 en moléculas biespecificas
que se ligan células T), no activan inespecificamente células T en el mismo grado que se
observa para la generacién anterior de anticuerpos que se ligan a células T. Esta reduccién
en la activacién de células T estaba conectada y esta correlacionada con menor o reducida
redistribucion de células T en pacientes, estando identificado esto Gltimo como un riesgo de

efectos secundarios.

[2] Los constructos de anticuerpo como se describen en WO 2008/119567 son proclives
a sufrir una rapida eliminacion del cuerpo; asi, mientras son capaces de alcanzar la mayor
parte del cuerpo rapidamente, y son rapidos de producir y faciles de manipular, sus
aplicaciones in vivo pueden estar limitadas por su breve persistencia in vivo. La administracion
prolongada mediante infusion intravenosa continua fue utilizada para lograr efectos
terapéuticos a causa de la breve vida media in vivo de estas moléculas pequefias, de cadena
simple. Sin embargo, tales infusiones intravenosas continuas estan clasificadas como
inconvenientes para los pacientes y, asi, en caso de estrategias de tratamientos alternativos
mas convenientes, dificultan la eleccion del compuesto que demostré ser mas eficiente en el
tratamiento de la respectiva enfermedad. Por ello existe la necesidad en el arte de agentes

terapéuticos biespecificos que retengan similar eficacia terapéutica, que tengan un formato
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que sea simple de producir y que tengan propiedades farmacocinéticas favorables incluyendo

una vida media mas larga.

[3] Una vida media incrementada es generalmente util en aplicaciones in vivo de
inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos y mas especialmente fragmentos de anticuerpo
de pequefio tamafio. Las estrategias descriptas en el arte para lograr tal efecto comprenden
la fusién del constructo de anticuerpo biespecifico pequefio con proteinas mas grandes, las
cuales preferiblemente no interfieran con el efecto terapéutico del BITE®. Ejemplos de tales
desarrollos adicionales de ligantes a células T biespecificos comprenden moléculas Fc
biespecificas, por ej. descriptas en US 2014/0302037, US 2014/0308285, WO 2014/144722,
WO 2014/151910 y WO 2015/048272. Una estrategia alternativa es el uso de HSA fusionada
a la molécula biespecifica o la mera fusién de péptidos de union a albimina humana (ver por
ej. WO2013/128027, WO2014/140358).

[4] Se han identificado varios marcadores para cancer de prostata, incluyendo por ej., el
antigeno especifico de préstata (PSA, por su sigla en inglés), el antigeno epitelial de seis
dominios transmembrana de la prostata (STEAP, por su sigla en inglés) (Hubert et al., PNAS
96 (1999), 14523-14528), el antigeno de célula troncal de préstata (PSCA, por su sigla en
inglés) (Reiter et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 95: 1735-1740, 1998) y el antigeno de membrana
especifico de préstata (PSMA; PSM, por su sigla en inglés) (Israeli et al., Cancer Res. 53
(1993). El PSMA fue originalmente definido mediante el anticuerpo monoclonal (MAb) 7E11
derivado de la inmunizacién con una preparacion de membrana parcialmente purificada de la
linea celular de adenocarcinoma prostatico de noédulo linfatico (LNCaP, por su sigla en inglés)
(Horoszewicz et al., Anticancer Res. 7 (1987), 927-35). Un fragmento de ADNc de 2,65-kb
que codifica la proteina PSMA fue clonado y posteriormente mapeado en el cromosoma
11p11.2 (Israeli et al., loc. cit.; O’Keefe et al., Biochem. Biophys. Acta 1443 (1998), 113-127).
El analisis inicial de PSMA demostr6 una expresion extendida dentro de las células del epitelio
secretorio prostatico. La tincion inmunohistoquimica demostré que el PSMA estaba ausente a
moderadamente expresado en tejidos hiperplasicos y benignos, mientras que los tejidos
malignos se tefilan con la mayor intensidad (Horoszewicz et al., loc. cit.). Investigaciones
posteriores han recapitulado estos resultados y puesto en evidencia la expresion de PSMA
como una caracteristica universal en practicamente todos los tejidos prostaticos examinados
hasta la fecha. Estos reportes demuestran ademas que la expresion de PSMA aumenta
precipitadamente proporcional a la agresividad del tumor (Burger et al., Int. J. Cancer 100
(2002), 228-237; Chang et al., Cancer Res. 59 (1999), 3192-98; Chang et al., Urology 57
(2001), 1179-83), Kawakami y Nakayama, Cancer Res. 57 (1997), 2321-24; Liu et al., Cancer
Res. 57 (1997), 3629-34; Lopes et al., Cancer Res. 50 (1990), 6423-29; Silver et al., Clin.
Cancer Res. 9 (2003), 6357-62; Sweat et al., Urology 52 (1998), 637-40; Troyer et al., Int. J.
Cancer 62 (1995), 552-558; Wright et al., Urology 48 (1996), 326-334). Consistente con la
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correlacion entre la expresion de PSMA y el estadio del tumor, los niveles incrementados de
PSMA estadn asociados con el cancer de prostata independiente de andrégeno (PCa). El
analisis de muestras de tejido de pacientes con cancer de prostata ha demostrado niveles de
PSMA elevados luego de la castracion fisica o de la terapia de privacion de andrégenos.
Diferentemente a la expresion del antigeno especifico de préstata, el cual es regulado
negativamente luego de ablacion de androgeno, la expresion de PSMA esta significativamente
incrementada tanto en especimenes de tumor primario como matastasico (Kawakami et al.,
Wright et al., loc. cit.). Consistente con la expresion elevada en tumores independientes de
andrdégeno, se conoce también que la transcripcion de PSMA esta regulada negativamente
por esteroides, y la administracién de testosterona media una reduccion dramatica en los
niveles de proteina y ARNm de PSMA (Israeli et al., Cancer Res. 54 (1994), 1807-11; Wright
et al., loc. cit.). EIl PSMA también est4 altamente expresado en tumores prostaticos
secundarios y enfermedad metastasica oculta. El analisis inmunohistoquimico ha revelado
una expresion relativamente intensa y homogénea de PSMA dentro de lesiones metastasicas
localizadas en los nédulos linfaticos, hueso, tejido blando y pulmones, en comparacién con
tejidos prostaticos benignos (Chang et al. (2001), loc. cit.; Murphy et al., Cancer 78 (1996),
809-818; Sweat et al., loc. cit.). Algunos reportes también han indicado una expresion limitada
de PSMA en tejidos extraprostdticos, incluyendo un subconjunto de tdbulos proximales
renales, algunas células de la membrana intestinal con borde en cepillo, y células raras en las
criptas coldnicas (Chang et al. (1999), Horoszewicz et al., Israeli et al. (1994), Lopes et al.,
Troyer et al., loc. cit.). No obstante, los niveles de PSMA en estos tejidos son generalmente
de dos a tres 6rdenes de magnitud menores a aquellos observados en la préstata (Sokoloff et
al., Prostate 43 (2000), 150-157). El PSMA también esta expresado en la neovasculatura
asociada a tumor de la mayoria de los canceres sélidos examinados, aunque esta ausente en
el endotelio vascular normal (Chang et al. (1999), Liu et al., Silver et al., loc. cit.). A pesar de
gue se desconoce la significancia de la expresion de PSMA dentro de la vasculatura, la
especificidad para endotelio asociado a tumor hace a PSMA una diana potencial para el

tratamiento de muchas formas de cancer.

RESUMEN

[5] Todos los formatos de extension de vida media (formatos HLE) de moléculas
biespecificas que se ligan a células T descriptas en el arte, las cuales incluyen el formato
hétero Fc (también designadas como Fc heterodiméricas, hetFc o hFc) y la fusion de albumina
de suero humano (también designada como HSA o hALB), tenian desventajas individuales
tales como activacion inespecifica de células T, activacion de complemento, inestabilidad, o
un perfil farmacocinético que no cumple la deseada prolongaciéon de la vida media de las
moléculas. Asi, es el objeto de la presente invencién, proveer un formato de extension de la

vida media de las moléculas biespecificas que se ligan a células T, el cual supera al menos
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uno y, por supuesto, preferiblemente mas de uno de estos defectos individuales observados
en las moléculas del estado del arte. Por consiguiente, la presente invencién provee
constructos de anticuerpo de una modalidad Fc especifica caracterizados por comprender un
primer dominio de unién a PSMA, un segundo dominio de unién que se une a un epitope
extracelular de la cadena CD3¢ humana y de Macaca, y un tercer dominio, el cual es la
modalidad Fc especifica. Mas aun, la invencion provee un polinucleétido que codifica el
constructo de anticuerpo, un vector que comprende este polinucledtido, células hospedadoras

que expresan el constructo y una composicién farmacéutica que comprende el mismo.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[6] Figura 1: La FIG. 1a muestra un diagrama de una forma de realizacion de un
constructo de anticuerpo de la invencion. La Fig. 1b muestra un constructo de anticuerpo Fc
heterodimérico y la Fig. 1¢c muestra un constructo de anticuerpo cruzado (X-body) descripto
en el arte. Los pares cargados indicados son introducidos con el objeto de imponer la
heterodimerizacion. La Fig. 1d muestra la fusién de un constructo de anticuerpo con una

albumina de suero humano (HSA, hALB).

[7] Figura 2: Evaluacién de la Activacion de Células T Independiente de la Diana
mediante constructos de anticuerpo BITE® HLE de Diana A. 2(a) constructo de anticuerpo de
la invencién en un ensayo de activacién de 48 h con PBMC humanas (3x); diluciones seriales
de BITE® HLE (inicial 20 nM; 1:5, 7x+blanco); con o sin bloqueo de FcR [10 mg/ml hulgG
(Kiovog, Baxter)]; mediciones FACS de la expresion de CD69 y CD25 [no mostradas] sobre
células T CD4*, CD8*. 2(b) Constructo de anticuerpo hetero-Fc en ensayo de activacion de
48 hs con PBMC humanas y PBMC agotadas en células CD14*/CD33* (3x); diluciones
seriales de BiTE® HLE (inicial 20 nM; 1:5, 7x+blanco); medicion FACS de expresion de CD69
y CD25 [no mostrada] sobre células T CD4+, CD8+.

[8] Figura 3: Evaluacion de la Activacion de Células T Independiente de la Diana mediante
constructos de anticuerpo BITE® HLE de Diana B. 3(a) constructo de anticuerpo de la
invencién en un ensayo de activacion de 48 h con PBMC humanas (3x); diluciones seriales
de BiTE® HLE (inicial 20 nM; 1:5, 7x+blanco); con o sin bloqueo de FcR [10 mg/ml hulgG
(Kiovog, Baxter)]; mediciones FACS de la expresion de CD69 y CD25 [no mostradas] sobre
células T CD4*, CD8*. 3(b) Constructo de anticuerpo hetero-Fc en ensayo de activacion de
48 hs con PBMC humanas y PBMC agotadas en células CD14*/CD33" (3x); diluciones
seriales de BiTE® HLE (inicial 20 nM; 1:5, 7x+blanco); medicion FACS de expresion de CD69
y CD25 [no mostrada] sobre células T CD4+, CD8+. 3(c) Constructo de X-body de Diana B en
un ensayo de activacion de 48 hs con PBMC humanas y PBMC agotadas en células
CD14*/CD33" (3x); diluciones seriales de BiTE® HLE (inicial 20 nM; 1:5, 7x+blanco); medicion
FACS de expresion de CD69 y CD25 [no mostrada] sobre células T CD4+, CD8+. 3(d) — 3(f)
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PBMC aisladas a partir de tres donantes humanos diferentes fueron cultivadas en
concentraciones crecientes de constructos de anticuerpo de anticuerpo HLE biespecificos
especificos para antigenos Diana B durante 48 h. La expresién del marcador de activacion
CD69 sobre células T CD4+ y CD8+ se determiné mediante analisis de citometria de flujo

usando un mab conjugado a PE-Cy7 especifico para CD69.

[9] Figura 4: Unién a Complemento C1q de constructos de anticuerpo de fusion BITE®
Fc. Una placa Maxisorp fue recubierta con los constructos de anticuerpo Fc de fusién BITE®
(BITE® Fc cadena simple (triangulo), BITE® hetero Fc (cuadrados), BITE® candnico (circulo)
(en diluciones seriales), antes de incubacion con conjunto de sueros humanos (pool) e
incubacion con anticuerpo policlonal murino anti-CC1q humano, visualizado mediante anti-Fc

de ratén de cabra conjugado con AP (conjugado Fc-AP).

[10] Figura 5: Perfiles PK medios para dos constructos BITE® HLE para PSMA diferentes
después de administracion de una unica dosis en monos cinomolgos. Por razones de
comparacion, las concentraciones en suero fueron normalizadas para dosis a 15 pg/kg y se

indicaron en nmol.

[11] Figura 6: Variantes de scFc biespecificos D9F (SEQ ID NO: 481), T2G (SEQ ID NO:
482), D3L (SEQ ID NO: 483, T71 (SEQ ID NO: 484) y K6C (SEQ ID NO: 485). Un constructo

de anticuerpo preferido de la presente invencion se muestra en SEQ ID NO: 481.

[12] Figura 7: Determinacion basada en resonancia de plasmones de superficie (SPR, su
sigla en inglés) de la unién a FcRn humano. Cada uno de los constructos D9F, T2G, D3L, T7I
y K6C fue evaluado en cuanto a su capacidad de unién contra FCRn humano en experimentos
SPR (Biacore). La unibn maxima durante la fase de inyeccion se midi6 para todos los
constructos como las unidades de respuesta (RU) respectivas, equivalentes al incremento en
masa molecular sobre el chip CM5 recubierto con FcRn debido a la unién del constructo.
Todos los constructos se midieron en duplicado. Los valores promedio de las determinaciones

por duplicado se muestran en la Figura 7A'y 7B.

[13] Figura 8: Cada uno de los constructos D9F, T2G, D3L, T7l y K6C y un anticuerpo
IgG1-kappa MT201 fue evaluado en cuanto a su capacidad de unién contra FcRn humano en
experimentos SPR (Biacore). La union maxima durante la fase de inyeccion se midi6 para
todos los constructos como las unidades de respuesta (RU) respectivas, equivalentes al
incremento en masa molecular sobre el chip CM5 recubierto con FcRn debido a la unién del
constructo. Todos los constructos se midieron en duplicado. Los valores promedio de las
determinaciones por duplicado se muestran incluyendo las barras de error de desviacién

estandar.

DESCRIPCION DETALLADA
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[14] Ademéas de la vida media significativamente prolongada de los constructos de
anticuerpo de la invencién, los cuales son preferiblemente biespecificos, la fusién de la
modalidad Fc especifica, es decir, en el tercer dominio de acuerdo con la presente invencion,
es responsable de un impacto significativo sorprendente en el primero y segundo dominio de
union del constructo de anticuerpo de la invencion. Asi, mientras otras modalidades
extendedoras de la vida media de constructos de anticuerpo que se ligan a células T muestran
caracteristicas preferidas individuales, la eleccion de la presente modalidad Fc especifica
permite la provision de moléculas biespecificas las cuales tipicamente muestran un amplio
espectro de caracteristicas preferidas de un formato molecular robusto y, asi, permite el

desarrollo de composiciones farmacéuticas prometedoras.

[15] Asi, la presente invencion provee un constructo de anticuerpo que comprende:

e un primer dominio de unién que se une a PSMA,

e un segundo dominio que se une a un epitope extracelular de la cadena CD3¢ humanay de
Macaca; y

e un tercer dominio que comprende dos mondémeros polipeptidicos, comprendiendo cada
uno una bhisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3, en donde dichos dos mondmeros

polipeptidicos estan fusionados entre si mediante un enlazador peptidico.

[16] La expresion “constructo de anticuerpo” se refiere a una molécula en la cual la
estructura y/o funcién esta/n basada/s en la estructura y/o funcién de un anticuerpo, por ej.,
de una molécula de inmunoglobulina de longitud completa o entera. Un constructo de
anticuerpo es por lo tanto capaz de unirse a su diana o antigeno especifico y/o esta/n
derivados de los dominios de la cadena pesada variable (VH) y/o de la cadena liviana variable
(VL) de un anticuerpo o fragmento del mismo. Ademas, el dominio de unién de un constructo
de anticuerpo de acuerdo con la invencion comprende los requerimientos estructurales
minimos de un anticuerpo que permite la union a la diana. Este requerimiento minimo puede
por ej., estar definido por la presencia de al menos las tres CDRs de la cadena liviana (es
decir, CDR1, CDR2 y CDR3 de laregion VL) y/o las tres CDRs de la cadena pesada (es decir,
CDR1, CDR2 y CDR3 de la regiéon VH), preferiblemente por la presencia de todas las seis
CDRs. Una estrategia alternativa para definir los requerimientos de estructura minimos de un
anticuerpo es la definicion del epitope del anticuerpo dentro de la estructura de la diana
especifica, respectivamente, el dominio de proteina de la proteina diana que compone la
region del epitope (cluster de epitopes) o mediante referencia a un anticuerpo especifico que
compite con el epitope del anticuerpo definido. Los anticuerpos sobre los cuales estan
basados los constructos de acuerdo con la invencién, incluyen por ejemplo, anticuerpos

monoclonales, recombinantes, quiméricos, desinmunizados, humanizados y humanos.
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[17] Eldominio de union de un constructo de anticuerpo de acuerdo con la invencion puede
por ej. comprender los grupos de CDRs antes mencionados. Preferiblemente, aquellas CDRs
estan comprendidas en la region de estructura de una region variable de cadena liviana (VL)
de anticuerpo y una region variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo; no obstante, no
necesita comprender ambas. Los fragmentos Fd, por ejemplo, tienen dos regiones VH y a
menudo retienen algo de la funcién de unidén a antigeno del dominio de unién a antigeno
intacto. Ejemplos adicionales para el formato de fragmentos de anticuerpo, variantes de
anticuerpo o dominios de unién incluyen (1) un fragmento Fab, un fragmento monovalente
que tiene los dominios VL, VH, CL y CH1, (2) un fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente
que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (3) un
fragmento Fd que tiene los dos dominios VHy CH1; (4) un fragmento Fv que tiene los dominios
VL y VH de un brazo Unico de un anticuerpo, (5) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature
341 :544-546), el cual tiene un dominio VH; (6) una region determinante de la
complementariedad (CDR) aislada, y (7) un Fv de cadena Unica (scFv), siendo preferido este
ualtimo (por ejemplo, derivado a partir de una biblioteca de scFV). Ejemplos para las formas
de realizacion de los constructos de anticuerpo de acuerdo con la invencion estan por e€j.,
descriptos en WO 00/006605, WO 2005/040220, WO 2008/119567, WO 2010/037838,
WO 2013/026837, WO 2013/026833, US 2014/0308285, US 2014/0302037,
WO 2014/144722, WO 2014/151910 y WO 2015/048272.

[18] También dentro de la definicion de “dominio de union” o “dominio que se une a” estan
los fragmentos de anticuerpos de longitud completa, tales como VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd,
Fab, Fab’, F(ab")2 o “r IgG” (“medio anticuerpo”). Los constructos de anticuerpo de acuerdo
con la invencién también pueden comprender fragmentos modificados de anticuerpos,
también denominados variantes de anticuerpo, tales como scFv, di-scFv o bi(s)-scFv, scFv-
Fc, scFv-cierre (zipper), scFab, Fab2, Fab3, diacuerpos, diacuerpos de cadena unica,
diacuerpos en tandem (Tandab’s), di-scFv en tandem, tri-scFv en tdndem, multicuerpos
(multibodies) tales como triacuerpos (triabodies) o tetracuerpos (tetrabodies) y anticuerpos de
dominio Unico tales como nanocuerpos (nanobodies) o anticuerpos de dominio variable tnico
que comprenden meramente un dominio variable, el cual puede ser VHH, VH o VL, que
especificamente se unen a un antigeno o epitope independientemente de otras regiones o

dominios V.

[19] Como se utiliza en la presente, las expresiones “Fv de cadena uUnica”, “anticuerpos de
cadena unica” o “scFv” se refieren a fragmentos de anticuerpo de cadena polipeptidica Unica
gue comprenden las regiones variables tanto de la cadena pesada como la cadena liviana,
pero carecen de las regiones constantes. Generalmente, un anticuerpo de cadena Unica

comprende ademds un enlazador polipeptidico entre los dominios VH y VL que le permite
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formar la estructura deseada la cual permitiria la unién a antigeno. Los anticuerpos de cadena
Unica estan discutidos en detalle por Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds. Springer-Verlag, Nueva York, pags. 269-315
(1994). Se conocen diversos métodos para generar anticuerpos de cadena unica, incluyendo
aguellos descriptos en las patentes US 4.694.778 y US 5.260.203; la publicacién de solicitud
internacional de patente WO 88/01649; Bird (1988) Science 242:423-442; Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Ward et al. (1989) Nature 334:54454; Skerra et al.
(1988) Science 242:1038-1041. En formas de realizacion especificas, los anticuerpos de
cadena Unica también pueden ser biespecificos, multiespecificos, humanos, y/o humanizados

y/o sintéticos.

[20] Ademas, la definicion de la expresion “constructo de anticuerpo” incluye constructos
monovalentes, bivalentes y polivalentes/multivalentes y, asi, los constructos biespecificos,
que se unen especificamente a solamente dos estructuras antigénicas, asi como los
constructos poliespecificos/multiespecificos, los cuales se unen especificamente a mas de
dos estructuras antigénicas, por €j., tres, cuatro o mas, a través de distintos dominios de union.
Ademas, la definicién de la expresion “constructo de anticuerpo” incluye moléculas que
consisten en solamente una cadena polipeptidica asi como moléculas que consisten en mas
de una cadena polipeptidica, cadenas que pueden ser, idénticas (homodimeros,
homotrimeros u homo oligdmeros) o diferentes (heterodimeros, heterotrimeros o hétero
oligbmeros). Ejemplos para los anticuerpos identificados anteriormente y variantes o
derivados de los mismos estan descriptos inter alia en Harlow y Lane, Antibodies a laboratory
manual, CSHL Press (1988) y Using Antibodies: a laboratory manual, CSHL Press (1999),
Kontermann y Diibel, Antibody Engineering, Springer, 2% ed. 2010 y Little, Recombinant

Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University Press 2009.

[21] El término “biespecifico” como se utiliza en la presente se refiere a un constructo de
anticuerpo que es “al menos biespecifico”, es decir, comprende al menos un primer dominio
de unién y un segundo dominio de union, en donde el primer dominio de unién se une a un
antigeno o diana (aqui: PSMA), y el segundo dominio de unién se une a otro antigeno o diana
(aqui: CD3). Concordantemente, los constructos de anticuerpo de acuerdo con la invencion
comprenden especificidades para al menos dos antigenos o dianas diferentes. Por ejemplo,
el primer dominio de unién preferiblemente no se une a un epitope extracelular de CD3¢ de
una o mas de las especies como se describe en la presente. La expresion “antigeno de
superficie de célula diana” se refiere a una estructura antigénica expresada por una célula y
la cual estd4 presente en la superficie de la célula de modo tal que es accesible para un
constructo de anticuerpo como se describe en la presente. Puede ser una proteina,

preferiblemente, la porcién extracelular de una proteina, 0 una estructura de carbohidrato,



10

15

20

25

30

35

Confidencial

preferiblemente, una estructura de carbohidrato de una proteina, tal como una glicoproteina.
Es preferiblemente, un antigeno tumoral. La expresion “constructo de anticuerpo biespecifico”
de la invencion también abarca constructos de anticuerpo multiespecificos tales como
constructos de anticuerpo triespecificos, incluyendo estos ultimos tres dominios de unién, o

constructos que tienen mas de tres (por €j., cuatro, cinco...) especificidades.

[22] Dado que los constructos de anticuerpo de acuerdo con la invencién son (al menos)
biespecificos, no existen en la naturaleza y son notablemente diferentes de los productos
naturales. Un constructo de anticuerpo o inmunoglobulina “biespecifico” es por lo tanto un
anticuerpo o inmunoglobulina hibrido artificial, que tiene al menos dos sitios de unién distintos
con diferentes especificidades. Los constructos de anticuerpo biespecificos pueden ser
producidos mediante una variedad de métodos incluyendo fusion de hibridomas o enlace de
fragmentos Fab'. Ver, por ej, Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990).

[23] Los al menos dos dominios de unién y los dominios variables (VH/VL) del constructo
de anticuerpo de la presente invencion pueden o no comprender enlazadores peptidicos
(péptidos espaciadores). La expresion “enlazador peptidico” comprende, de acuerdo con la
presente invencion, una secuencia de aminoacidos mediante la cual, estan unidas entre si las
secuencias de aminoacidos de un dominio (variable y/o de unién) y otro dominio (variable y/o
de unidn) del constructo de anticuerpo de la invenciéon. Los enlazadores peptidicos también
pueden usarse para fusionar el tercer dominio a los otros dominios del constructo de
anticuerpo de la invencion. Una caracteristica técnica esencial de dicho enlazador peptidico
es que no comprende ninguna actividad de polimerizacién. Entre los enlazadores peptidicos
adecuados estan aquellos descriptos en las patentes US 4.751.180 y US 4.935.233 o
WO 88/09344. Los enlazadores peptidicos también pueden ser utilizados para unir otros
dominios 0 médulos o regiones (tales como dominios que extienden la vida media) al

constructo de anticuerpo de la invencién.

[24] Los constructos de anticuerpo de la presente invencion son preferiblemente
“constructos de anticuerpo generados in vitro”. Esta expresion se refiere a un constructo de
anticuerpo de acuerdo con la definicién anterior donde toda o parte de la region variable (por
ej., al menos una CDR) es generada en una seleccién de células no inmunes, por €j., una
presentacion en fagos in vitro, chip de proteinas o cualquier otro método en el cual las
secuencias candidatas puedan ser evaluadas en cuanto a su capacidad de unirse a un
antigeno. Esta expresion asi preferiblemente excluye secuencias generadas solamente
mediante reordenamientos gendmicos en una célula inmune en un animal. Un “anticuerpo
recombinante” es un anticuerpo preparado mediante el uso de la tecnologia de ADN

recombinante o ingenieria genética.
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[25] La expresién “anticuerpo monoclonal” (mAb) o constructo de anticuerpo monoclonal
como se utiliza en la presente se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una poblacién de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones que ocurren
naturalmente y/o modificaciones post-traduccionales (por €j., isomerizaciones, amidaciones)
que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son
altamente especificos, estando dirigidos contra un unico sitio antigénico o determinante sobre
el antigeno, en contraste con las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales)
que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (o
epitopes). Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos en que
son sintetizados por cultivo de hibridomas, por ende, no contaminados por otras
inmunoglobulinas. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo como que fue
obtenido a partir de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe

interpretarse que requiere la produccién del anticuerpo mediante ningiin método particular.

[26] Para la preparacion de anticuerpos monoclonales, puede utilizarse cualquier técnica
que provea anticuerpos producidos mediante cultivos continuos de lineas celulares. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales a ser utilizados pueden ser preparados mediante el
método de hibridoma descubierto por primera vez por Koehler et al., Nature, 256: 495 (1975),
0 pueden prepararse mediante métodos de ADN recombinante (ver, por e€j., la patente
US 4.816.567). Ejemplos de técnicas adicionales para producir anticuerpos monoclonales
humanos incluyen la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de células B humanas (Kozbor,
Immunology Today 4 (1983), 72) y la técnica de hibridoma EBV (Cole et al., Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96).

[27] Los hibridomas pueden ser a continuacion relevados utilizando métodos estandar,
tales como el ensayo de inmunosorcion ligado a enzimas (ELISA) y analisis por resonancia
de plasmones de superficie (BIACORE™), para identificar uno o mas hibridomas que
producen un anticuerpo que especificamente se une a un antigeno especificado. Cualquier
forma del antigeno relevante puede ser utilizada como inmundgeno, por ej., antigeno
recombinante, formas que ocurren naturalmente, cualquier variante o fragmento del mismo,
asi como un péptido antigénico del mismo. La resonancia de plasmones de superficie como
se emplea en el sistema BlAcore puede ser utilizada para incrementar la eficiencia de los
anticuerpos de fago que se unen a un epitope de un antigeno de superficie de una célula
diana (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol.
Methods 183 (1995), 7-13).

10



10

15

20

25

30

Confidencial

[28] Otro método a modo de ejemplo para preparar anticuerpos monoclonales incluye el
relevamiento de bibliotecas de expresion de proteinas, por €j., bibliotecas de presentacion en
fago o de presentacion en ribosoma. La presentacion en fago esta descripta, por ejemplo, en
Ladner et al., Patente US 5.223.409; Smith (1985) Science 228:1315-1317, Clackson et al.,
Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991).

[29] Ademds del uso de bibliotecas de presentacion, el antigeno relevante puede ser
utilizado para inmunizar un animal no humano, por ej., un roedor (tal como un raton, hamster,
conejo o rata). En una forma de realizacion, el animal no humano incluye al menos una parte
de un gen de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, es posible preparar mediante ingenieria
cepas de ratones deficientes en la produccion de anticuerpo de ratén con grandes fragmentos
de los loci de Ig (inmunoglobulina) humana. Utilizando la tecnologia de hibridoma, se pueden
producir y seleccionar anticuerpos monoclonales especificos de antigeno, derivados a partir
de los genes con la especificidad deseada. Ver, por ej., XENOMOUSE™, Green et al. (1994)
Nature Genetics 7:13-21, US 2003-0070185, WO 96/34096 y WO 96/33735.

[30] Un anticuerpo monoclonal también puede ser obtenido a partir de un animal no
humano y luego modificado, por e€j., humanizado, desinmunizado, convertido en quimérico
etc., utilizando técnicas de ADN recombinante conocidas en el arte. Ejemplos de constructos
de anticuerpos modificados incluyen variantes humanizadas de anticuerpos no humanos,
anticuerpos "madurados por afinidad" (ver, por ej., Hawkins et al. J. Mol. Biol. 254, 889-896
(1992) y Lowman et al., Biochemistry 30, 10832- 10837 (1991)) y mutantes de anticuerpo con
funcién/es efectora/s alterada/s (ver, por €j., la patente US 5.648.260, Kontermann y Dibel
(2010), loc. cit. y Little (2009), loc. cit.).

[31] Eninmunologia, la maduracion por afinidad es el proceso mediante el cual las células
B producen anticuerpos con afinidad incrementada por el antigeno durante el transcurso de
una respuesta inmune. Con exposiciones repetidas al mismo antigeno, un hospedadora
producira anticuerpos de afinidades sucesivamente superiores. Al igual que el prototipo
natural, la maduracién por afinidad in vitro estd basada en los principios de mutacion y
seleccion. La maduracion por afinidad in vitro ha sido utilizada exitosamente para optimizar
anticuerpos, constructos de anticuerpo, y fragmentos de anticuerpo. Las mutaciones al azar
dentro de las CDRs son introducidas utilizando radiaciéon, mutdgenos quimicos o PCR proclive
a error. Ademas, la diversidad genética puede ser incrementada mediante intercambio de
cadenas (chain shuffling). Dos o tres rondas de mutacién y seleccion utilizando métodos como
presentacion en fago normalmente da por resultado fragmentos de anticuerpo con afinidades

en el rango nanomolar bajo.
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[32] Un tipo preferido de una variacidén sustitucional de aminoacido de los constructos de
anticuerpo involucra la sustitucién de uno o mas residuos de la regién hipervariable de un
anticuerpo parental (por ej. un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la/s
variante/s resultante/s seleccionada/s para ulterior desarrollo tendran propiedades bioldgicas
mejoradas en relacion con el anticuerpo parental a partir del cual son generadas. Un modo
conveniente para generar tales variantes sustitucionales involucra la maduracién por afinidad
utilizando presentacion en fagos. Brevemente, varios sitios de la region hipervariable (por ej.
6-7 sitios) son mutados para generar todas las posibles sustituciones de aminoacidos en cada
sitio. Las variantes del anticuerpo asi generadas son presentadas de una manera
monovalente desde particulas de fagos filamentosos como fusiones al producto del gen Ill de
M13 empaquetado dentro de cada particula. Las variantes presentadas en fagos son luego
relevadas en cuanto a su actividad biologica (por ej. afinidad de unién) como se describe en
la presente. Con el objeto de identificar sitios de region hipervariable candidatos para
modificacion, puede llevarse a cabo una mutagénesis de mapeo de alanina para identificar
residuos de region hipervariable que contribuyen significativamente a la uniéon a antigeno.
Alternativamente o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina
del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el dominio de union
y por ej. PSMA humano. Tales residuos de contacto y residuos vecinos son candidatos para
sustitucion de acuerdo con las técnicas elaboradas en la presente. Una vez que son
generadas dichas variantes, el panel de variantes es sometido a relevamiento como se
describe en la presente y pueden seleccionarse anticuerpos con propiedades superiores en

uno 0 MAas ensayos relevantes para desarrollo ulterior.

[33] Los anticuerpos monoclonales y constructos de anticuerpo de la presente invencién
incluyen especificamente anticuerpos “quiméricos” (inmunoglobulinas) en los cuales una
porcion de la cadena pesada y/o liviana es idéntica u homéloga a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una
clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que el resto de la/s cadenal/s es idéntico u
homdlogo a las correspondientes secuencias en anticuerpos derivados de otras especies 0
pertenecientes a otra clase o subclase de anticuerpos, asi como fragmentos de dichos
anticuerpos, mientras exhiban la actividad biol6gica deseada (patente US 4.816.567; Morrison
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 (1984)). Los anticuerpos quiméricos de
interés en la presente incluyen anticuerpos “primatizados” que comprenden secuencias de
union a antigeno del dominio variable derivadas de primate no humano (por ej. Mono del Viejo
Mundo, simio, etc.) y secuencias de la regién constante humana. Se han descripto una
variedad de enfoques para preparar anticuerpos quiméricos. Ver por ej. Morrison et al., Proc.
Natl. Acad. Sc. U.S.A. 81.6851 , 1985; Takeda et al., Nature 314:452, 1985, Cabilly et al.,
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patente US 4.816.567; Boss et al., patente US 4.816.397; Tanaguchi et al., EP 0171496;
EP 0173494 y GB 2177096.

[34] Un anticuerpo, constructo de anticuerpo, fragmento de anticuerpo o variante de
anticuerpo puede también ser modificado mediante delecion especifica de epitopes de células
T humanas (un método denominado “desinmunizacion”) por los métodos descriptos por
ejemplo en la WO 98/52976 o WO 00/34317. Brevemente, los dominios variables de la
cadena pesada y la cadena liviana de un anticuerpo pueden ser analizados en cuanto a
péptidos que se unen a MHC clase Il; estos péptidos representan potenciales epitopes de
células T (como se define en WO 98/52976 y WO 00/34317). Para la deteccion de potenciales
epitopes de células T, puede aplicarse un enfoque de modelado por computadora
denominado “enhebrado de péptidos” (peptide threading), y ademas pueden buscarse motivos
presentes en las secuencias VH y VL en una base de datos de péptidos que se unen a MHC
clase Il humano, como se describe en las WO 98/52976 y WO 00/34317. Estos motivos se
unen a cualquiera de los 18 principales alotipos DR de MHC clase I, y asi constituyen
potenciales epitopes de células T. Los potenciales epitopes de células T detectados pueden
ser eliminados sustituyendo pequefios nimeros de residuos aminoacidos en los dominios
variables, o preferiblemente, mediante sustituciones de aminoacidos individuales.
Tipicamente, se realizan sustituciones conservativas. A menudo, pero no exclusivamente,
puede utilizarse un aminoacido comun para una posicion en las secuencias de anticuerpos de
linea germinal humana. Secuencias de linea germinal humana estan descriptas en, por €j.,
Tomlinson, et al. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G.P. et al. (1995) Immunol. Today
Vol. 16 (5): 237-242; y Tomlinson et al. (1995) EMBO J. 14: 14:4628-4638. EIl directorio
V BASE provee un directorio comprensivo de secuencias de regiones variables de
inmunoglobulinas humanas (compiladas por LA. et al. MRC Centre for Protein Engineering,
Cambridge, Reino Unido). Estas secuencias pueden ser utilizadas como una fuente de
secuencia humana, por ej. para regiones de estructura y CDRs. También pueden utilizarse
regiones de estructura humanas consenso, por ejemplo como se describe en la patente US
6.300.064.

[35] Los anticuerpos, constructos de anticuerpo y variantes o fragmentos de los mismos
“humanizados” (tales como Fv, Fab, Fab’, F(ab’)2 u otras subsecuencias de anticuerpos que
se unen a antigenos) son anticuerpos o inmunoglobulinas de secuencias mayormente
humanas, que contienen una/s minima/s secuencia/s derivada/s de inmunoglobulina no
humana. Mayormente, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las cuales los residuos de una region hipervariable (también CDR)
del receptor estan reemplazados por residuos de una region hipervariable de una especie no

humana (por ej. roedor) (anticuerpo dador) tal como ratén, rata, hamster o conejo que tienen
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la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos, residuos de la region de
estructura (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana estan reemplazados por
correspondientes residuos no humanos. Ademas, “anticuerpos humanizados” como se utiliza
en la presente puede también comprender residuos que no son hallados ni en el anticuerpo
receptor ni en el anticuerpo dador. Estas modificaciones se realizan para refinar y optimizar
adicionalmente el desempefio del anticuerpo. EI anticuerpo humanizado también puede
comprender al menos una porcion de una region constante (Fc) de inmunoglobulina,
tipicamente aquella de una inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, ver Jones et
al., Nature, 321: 522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

[36] Los anticuerpos humanizados o fragmentos de los mismos pueden ser generados
reemplazando secuencias del dominio variable Fv que no estan directamente involucradas en
la union a antigeno con secuencias equivalentes de dominios variables Fv humanos. Métodos
a modo de ejemplo para generar anticuerpos humanizados o fragmentos de los mismos se
proveen en Morrison (1985) Science 229:1202-1207; por Oi et al. (1986) BioTechniques 4:214;
y por US 5.585.089; US 5.693.761; US 5.693.762; US 5.859.205; y US 6.407.213. Esos
métodos incluyen aislamiento, manipulacion y expresion de las secuencias de acido nucleico
que codifican para todos o parte de los dominios variables Fv de inmunoglobulinas de al
menos una de una cadena pesada o liviana. Dichos acidos nucleicos pueden ser obtenidos a
partir de un hibridoma que produce un anticuerpo contra una diana predeterminada, como se
describe mas arriba, asi como de otras fuentes. EI ADN recombinante que codifica para la
molécula de anticuerpo humanizado puede luego ser clonado dentro de un vector de

expresion apropiado.

[37] También pueden producirse anticuerpos humanizados utilizando animales
transgénicos tales como ratones que expresan genes de las cadenas pesada y liviana
humanas, pero son incapaces de expresar los genes enddgenos de las cadenas pesada y
liviana de ratén. Winter describe un método a modo de ejemplo de injerto de CDR que puede
ser utilizado para preparar los anticuerpos humanizados descriptos en la presente (patente
US 5.225.539). Todas las CDRs de un anticuerpo humano particular pueden ser
reemplazadas con al menos una porciéon de una CDR no humana, o solamente algunas de
las CDRs pueden ser reemplazadas con CDRs no humanas. Solo es necesario reemplazar el
namero de CDRs requerido para union del anticuerpo humanizado a un antigeno

predeterminado.

[38] Un anticuerpo humanizado puede ser optimizado mediante la introduccion de

sustituciones conservativas, sustituciones de secuencia consenso, sustituciones de linea
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germinal y/o retro-mutaciones. Tales moléculas de inmunoglobulina alteradas pueden ser
preparadas mediante cualquiera de las diversas técnicas conocidas en el arte, (por ej. Teng
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor et al., Immunology Today,
4: 7279, 1983; Olsson et al., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982, y EP 239 400).

L]

[39] Las expresiones “anticuerpo humano”, “constructo de anticuerpo humano” y “dominio
de unién humano” incluyen anticuerpos, constructos de anticuerpo y dominios de unién que
tienen regiones de anticuerpo tales como regiones o dominios variables y constantes que
corresponden sustancialmente a secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana
conocidas en el arte, incluyendo por ejemplo, aquellas descriptas por Kabat et al. (1991) (loc.
cit.). Los anticuerpos, constructos de anticuerpo o dominios de union humanos de la invencion
pueden incluir residuos aminoacidos no codificados por las secuencias de inmunoglobulina
de linea germinal humana (por ej. mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o sitio-
especifica in vitro o mediante mutacién somética in vivo), por ejemplo en las CDRs, y en
particular en CDR3. Los anticuerpos, constructos de anticuerpo o dominios de unién humanos
pueden tener al menos una, dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas posiciones reemplazadas con un
residuo aminoacido que no esta codificado por la secuencia de inmunoglobulina de la linea
germinal humana. La definicibn de anticuerpos, constructos de anticuerpos y dominios de
unién humanos como se utiliza en la presente también contempla anticuerpos completamente
humanos, que incluyen solo secuencias de anticuerpos humanos no artificialmente y/o
genéticamente alteradas como aquellas que pueden ser derivadas utilizando tecnologias o
sistemas, tales como el XenoMouse. Preferiblemente, un “anticuerpo completamente
humano” no incluye residuos aminoacido no codificados por las secuencias de

inmunoglobulina de linea germinal humana.

[40] En algunas formas de realizacion, los constructos de anticuerpo de la invencién son
constructos de anticuerpo “aislados” o “sustancialmente puros”. “Aislado” o “sustancialmente
puro” cuando se utilizan para describir los constructos de anticuerpo descriptos en la presente,
significan un constructo de anticuerpo que ha sido identificado, separado y/o recuperado de
un componente de su entorno de produccion. Preferiblemente, el constructo de anticuerpo
esta libre o sustancialmente libre de asociacién con todos los otros componentes de su
entorno de produccién. Los componentes contaminantes de su entorno de produccion, tales
como aquellos que resultan de las células transfectadas recombinantes, son materiales que
tipicamente interferirian con los usos diagndsticos o terapéuticos del polipéptido, y pueden
incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteindceos o no proteinaceos. Los constructos
de anticuerpo pueden por ej. constituir al menos aproximadamente 5%, o al menos
aproximadamente 50% en peso de la proteina total en una muestra dada. Se entiende que la

proteina aislada puede constituir desde 5% a 99,9% en peso del contenido total de proteinas,
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dependiendo de las circunstancias. El polipéptido puede ser preparado en un nivel de
concentracion significativamente mas elevado mediante el uso de un promotor inducible o
promotor de elevada expresién, de modo que sea preparado a niveles de concentraciéon
aumentados. La definicion incluye la produccién de un constructo de anticuerpo en una amplia
variedad de organismos y/o células hospedadoras que son conocidos en el arte. En formas
de realizacion preferidas, el constructo de anticuerpo sera purificado (1) hasta un grado
suficiente para obtener al menos 15 residuos de la secuencia de aminoacidos N-terminal o
interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria, o (2) hasta la homogeneidad
mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras o reductoras utlizando azul de
Coomassie o, preferiblemente, tincién con plata. Usualmente, sin embargo, un constructo de

anticuerpo aislado seré preparado mediante al menos una etapa de purificacion.

[41] La expresion “dominio de unidn” caracteriza, en conexion con la presente invencion,
un dominio que se une (especificamente) a/interactia con/reconoce un epitope diana dado o
un sitio diana dado sobre las moléculas diana (antigenos), aqui: PSMA y CDS,
respectivamente. La estructura y funcién del primer dominio de unién (reconocimiento de
PSMA) y preferiblemente también la estructura y/o funcién del segundo dominio de unién
(reconocimiento de CD3), estd/n basado/s en la estructura y/o funcion de un anticuerpo, por
ej. de una molécula de inmunoglobulina de longitud completa o total, y/o esta/n derivado/s de
los dominios de la cadena pesada variable (VH) y/o de la cadena liviana variable (VL) un
anticuerpo o fragmento del mismo. Preferiblemente, el primer dominio de uniéon esta
caracterizado por la presencia de tres CDRs de la cadena liviana (es decir CDR1, CDR2 y
CDR3 de laregion VL) y/o tres CDRs de la cadena pesada (es decir CDR1, CDR2 y CDR3 de
la regibn VH). El segundo dominio de unién preferiblemente también comprende los
requerimientos minimos estructurales de un anticuerpo que permiten la unioén a la diana. Mas
preferiblemente, el segundo domino de union comprende al menos tres CDRs de la cadena
liviana (es decir CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VL) y/o tres CDRs de la cadena pesada
(es decir CDR1, CDR2 y CDR3 de la regién VH). Se contempla que el primer y/o segundo
dominio de unién sean producidos u obtenibles mediante presentacién en fagos o métodos
de relevamiento de bibliotecas en lugar de mediante injerto de secuencias de CDR desde un

anticuerpo (monoclonal) pre-existente dentro de un esqueleto (scaffold).

[42] De acuerdo con la presente invencion, los dominios de unién estan en la forma de uno
0 mas polipéptidos. Tales polipéptidos pueden incluir partes proteindceas y partes no
proteinaceas (por ej. compuestos quimicos de unidén o agentes de entrecruzamiento quimico
tales como glutaraldehido). Las proteinas (incluyendo fragmentos de las mismas,

preferiblemente fragmentos biolégicamente activos, y péptidos, usualmente que tienen menos
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de 30 aminoacidos) comprenden dos o mas aminoacidos acoplados entre si mediante enlace

peptidico covalente (dando por resultado una cadena de aminoacidos).

[43] Eltérmino “polipéptido” como se utiliza en la presente describe un grupo de moléculas,
que usualmente consisten en mas de 30 aminoacidos. Los polipéptidos pueden ademas
formar multimeros tales como dimeros, trimeros y oligdbmeros superiores, es decir que
consisten en mas de una molécula polipeptidica. Las moléculas de polipéptidos que forman
tales dimeros, trimeros, etc. pueden ser idénticas o no idénticas. Las correspondientes
estructuras de orden superior de multimeros de este tipo son, por consiguiente, denominadas
homo- o heterodimeros, homo- o heterotrimeros, etc. Un ejemplo para un heteromultimero es
una molécula de anticuerpo, la cual, en su forma natural, consiste de dos cadenas
polipeptidicas livianas idénticas y dos cadenas polipeptidicas pesadas idénticas. Los términos
“péptido”, “polipéptido” y “proteina” se refieren también a péptidos/polipéptidos/proteinas
naturalmente modificados en donde la modificacion se efectta por ejemplo por modificaciones
pos-traduccionales tales como glicosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Cuando en
la presente se hace referencia a un “péptido”, “polipéptido” o “proteina” también pueden estar
modificados quimicamente, tal como pegilados. Tales modificaciones son bien conocidas en

la técnica y descriptas en la presente mas abajo.

[44] Preferiblemente, el dominio de unién que se une a PSMA y/o el dominio de unién que
se une a CD3t es/son dominios de uniébn humanos. Los anticuerpos y constructos de
anticuerpo que comprenden al menos un dominio de unién humano evitan algunos de los
problemas asociados con anticuerpos 0 constructos de anticuerpo que poseen regiones
variables y/o constantes no humanas, tales como de roedores (por ej. murino, rata, hamster
0 conejo). La presencia de tales proteinas derivadas de roedores puede conducir a la
eliminacion rapida de los anticuerpos o constructos de anticuerpo o pueden conducir a la
generacion de una respuesta inmune contra el anticuerpo o constructo de anticuerpo por parte
de un paciente. Con el objeto de evitar el uso de anticuerpos o constructos de anticuerpo
derivados de roedores, pueden generarse anticuerpos/constructos de anticuerpo humanos o
completamente humanos mediante la introduccion de la funcién de anticuerpo humano en un

roedor de modo que el roedor produce anticuerpos completamente humanos.

[45] La capacidad de clonar y reconstruir loci humanos de tamafio megabases en YACs y
de introducirlos dentro de la linea germinal de ratén provee un enfoque poderoso para elucidar
los componentes funcionales de loci muy grandes o mapeados de manera aproximada asi
como de generar modelos Utiles de enfermedades humanas. Adicionalmente, el uso de tal
tecnologia para sustitucion de loci de ratdon con sus equivalentes humanos podria proveer

conocimientos Unicos sobre la expresion y regulacion de productos de genes humanos
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durante el desarrollo, su comunicacion con otros sistemas y su involucramiento en la induccion

y progresion de enfermedades.

[46] Una importante aplicacién practica de dicha estrategia es la “humanizaciéon” del
sistema inmune humoral de ratén. La introduccion de loci de inmunoglobulina (Ig) humana
dentro de ratones en los cuales los genes enddgenos de Ig han sido inactivados ofrece la
oportunidad de estudiar los mecanismos que subyacen a la expresion programada y ensamble
de anticuerpos asi como su rol en el desarrollo de células B. Ademas, dicha estrategia podria
proveer una fuente ideal para la produccibn de anticuerpos monoclonales (mAbs)
completamente humanos —un hito importante hacia el cumplimiento de la promesa de terapia
de anticuerpos en enfermedades humanas. Se espera que los anticuerpos o constructos de
anticuerpo completamente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y alérgicas
intrinsecas a los mAbs de ratén o derivatizados de ratén y asi aumentar la eficacia y seguridad
de los anticuerpos/constructos de anticuerpo administrados. Puede esperarse que el uso de
anticuerpos o constructos de anticuerpo completamente humanos provea una ventaja
sustancial en el tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, tales como
inflamacién, autoinmunidad y céancer, las cuales requieren repetida administracion de

compuestos.

[47] Una aproximacién hacia ese obijetivo fue la ingenieria de cepas de ratones deficientes
en la produccién de anticuerpos de ratdén con grandes fragmentos de los loci de Ig humana
con la esperanza de que dichos ratones producirian un gran repertorio de anticuerpos
humanos en ausencia de anticuerpos de ratén. Los grandes fragmentos de Ig humana
preservarian la gran diversidad de genes variables asi como la regulacién apropiada de la
produccién y expresion de anticuerpos. Explotando la maquinaria del ratén para la
diversificacion y seleccion de anticuerpos y la falta de tolerancia inmunolégica a proteinas
humanas, el repertorio de anticuerpos humanos reproducidos en estas cepas de ratén deberia
brindar anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluyendo antigenos
humanos. Utilizando la tecnologia de hibridoma, podrian producirse y seleccionarse
facilmente mAbs humanos especificos para antigeno con la especificidad deseada. Esta
estrategia general fue demostrada en conexion con la generacion de las primeras cepas del
raton XenoMouse (ver Green et al. Nature Genetics 7:13-21 (1994)). Las cepas XenoMouse
fueron modificadas por ingenieria con cromosomas artificiales de levaduras (YACs, segun sus
siglas en inglés) que contenian fragmentos de configuracién de linea germinal de tamafio 245
kb y 190 kb del locus de cadena pesada humana y del locus de cadena liviana kappa,
respectivamente, los cuales contenian secuencias nucleo de regién variable y constante. Los
YACs que contenian Ig humana probaron ser compatibles con el sistema de raton tanto para

el reordenamiento como para la expresion de anticuerpos y fueron capaces de sustituir los
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genes de Ig de ratén inactivados. Esto fue demostrado por su capacidad de inducir el
desarrollo de células B, para producir un repertorio humano de tipo adulto de anticuerpos
completamente humanos, y generar mAbs humanos especificos para antigeno. Estos
resultados también sugirieron que la introduccion de grandes porciones de loci de Ig humana
conteniendo mayores numeros de genes V, elementos regulatorios adicionales y regiones
constantes de Ig humana, pueden recapitular sustancialmente el repertorio completo que es
caracteristico de la respuesta humoral humana a la infeccion e inmunizacion. El trabajo de
Green et al. fue recientemente extendido a la introduccion de més de aproximadamente 80%
del repertorio de anticuerpos humanos mediante la introduccién de fragmentos YAC de
configuracion de linea germinal, del tamafio de megabases, de loci de la cadena pesada y loci
de la cadena liviana kappa humanos, respectivamente. Ver Mendez et al. Nature Genetics
15:146-156 (1997) y la solicitud de patente US Ser. No. 08/759.620.

[48] La produccién del raton XenoMouse esté discutida y delineada adicionalmente en las
solicitudes de patente US Ser. No. 07/466,008, Ser. No. 07/610,515, Ser. No. 07/919,297,
Ser. No. 07/922,649, Ser. No. 08/031,801, Ser. No. 08/112,848, Ser. No. 08/234,145,
Ser. No. 08/376,279, Ser. No. 08/430,938, Ser. No. 08/464,584, Ser. No. 08/464,582,
Ser. No. 08/463,191, Ser. No. 08/462,837, Ser. No. 08/486,853, Ser. No. 08/486,857,
Ser. No. 08/486,859, Ser. No. 08/462,513, Ser. No. 08/724,752, y Ser. No. 08/759,620; y
patentes US 6.162.963; US 6.150.584; US 6.114.598; US 6.075.181, y US 5.939.598 vy
patentes JP 3 068 180 B2, JP 3 068 506 B2, y JP 3 068 507 B2. Ver también Mendez et al.
Nature Genetics 15:146-156 (1997) y Green y Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998),
EP 0463151 B1, WO 94/02602, WO 96/34096, WO 98/24893, WO 00/76310, vy
WO 03/47336.

[49] En una aproximacién alternativa, otros, incluyendo GenPharm International, Inc., han
utilizado un enfoque “minilocus”. En el enfoque minilocus, un locus de Ig exégeno es imitado
a través de la inclusion de piezas (genes individuales) del locus de Ig. Asi, se forman uno o
mas genes VH, uno o mas genes DH, uno o mas genes JH, una region constante mu, y una
segunda regidn constante (preferiblemente una regién constante gamma) dentro de un
constructo para la insercion dentro de un animal. Este enfoque esta descripto en la patente
US 5.545.807 de Surani et al. y en las patentes US 5.545.806; US 5.625.825; US 5.625.126;
US 5.633.425; US 5.661.016; US 5.770.429; US 5.789.650; US 5.814.318; US 5.877.397; US
5.874.299; y US 6.255.458 todas de Lonberg y Kay, las patentes US 5.591.669 y US
6.023.010 de Krimpenfort y Berns, las patentes US 5.612.205; US 5.721.367 y US 5.789.215
de Berns et al., y la patente US 5.643.763 de Choi y Dunn, y las solicitudes de patente de
GenPharm International Ser. No. 07/574.748, Ser. No. 07/575.962, Ser. No. 07/810.279, Ser.
No. 07/853.408, Ser. No. 07/904.068, Ser. No. 07/990.860, Ser. No. 08/053.131, Ser.
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No. 08/096.762, Ser. No. 08/155.301, Ser. No. 08/161.739, Ser. No. 08/165.699, Ser. No.
08/209.741. Ver también EP 0546 073 B1, WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647,
WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852, y
WO 98/24884 y la patente US 5.981.175. Ver ademas Taylor et al. (1992), Chen et al. (1993),
Tuaillon et al. (1993), Choi et al. (1993), Lonberg et al. (1994), Taylor et al. (1994), y Tuaillon
et al. (1995), Fishwild et al. (1996).

[50] Kirin también ha demostrado la generacion de anticuerpos humanos a partir de ratones
en los cuales, a través de fusién microcelular, se han introducido grandes piezas de
cromosomas, o0 cromosomas enteros. Ver las solicitudes de patente EP 773288 y EP 843961.
Xenerex Biosciences estd desarrollando una tecnologia para la potencial generacion de
anticuerpos humanos. En esta tecnologia, los ratones SCID son reconstituidos con células
linfaticas humanas, por ej., células B y/o T. Los ratones son luego inmunizados con un
antigeno y pueden generar una respuesta inmune contra el antigeno. Ver las patentes US
5.476.996; US 5.698.767; y US 5.958.765.

[51] Las respuestas de anticuerpo humano anti-ratén (HAMA, por sus siglas en inglés) han
conducido a la industria a preparar anticuerpos quiméricos o humanizados de otra forma. No
obstante, se espera observar ciertas respuestas de anticuerpo humano anti-quimérico (HACA,
por sus siglas en inglés), particularmente en las utilizaciones del anticuerpo crénicas o en
multidosis.  Asi, seria deseable proveer constructos de anticuerpo que comprendan un
dominio de unién humano contra PSMA y un dominio de unién humano contra CD3¢ a fin de

anular las preocupaciones y/o los efectos de una respuesta HAMA o HACA.

” [}

[52] Las expresiones “se une (especificamente) a”, “reconoce (especificamente)”, “esta
(especificamente) dirigido a”, y “reacciona (especificamente) con” significan, en concordancia
con esta invencion, que un dominio de union interactia o interactda especificamente con un
dado epitope o con un dado sitio diana sobre las moléculas diana (antigenos), aqui: PSMA 'y

CD3g, respectivamente.

[53] El término “epitope” se refiere a un sitio sobre un antigeno al cual se une
especificamente un dominio de unién, tal como un anticuerpo o inmunoglobulina, o un
derivado, fragmento o variante de un anticuerpo o de una inmunoglobulina. Un “epitope” es
antigénico y por lo tanto el término epitope es a veces también referido en la presente como
“estructura antigénica” o “determinante antigénico”. Asi, el dominio de union es un “sitio de
interaccion con antigeno”. Dicha unidn/interaccion es también entendida como definicion de

“reconocimiento especifico”.
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[54] Los “epitopes” pueden formarse tanto mediante aminoacidos contiguos como
mediante aminodcidos no contiguos yuxtapuestos mediante plegamiento terciario de una
proteina. Un “epitope lineal” es un epitope en donde una secuencia primaria de aminoacidos
comprende el epitope reconocido. Un epitope lineal tipicamente incluye al menos 3 o al
menos 4, y mas frecuentemente, al menos 5 o al menos 6 o al menos 7, por ejemplo,

aproximadamente 8 a aproximadamente 10 aminoacidos en una Unica secuencia.

[55] Un "epitope conformacional”, en contraste con un epitope lineal, es un epitope en
donde la secuencia primaria de los amino&cidos que comprenden el epitope no es el Unico
componente definitorio del epitope reconocido (por e€j., un epitope en donde la secuencia
primaria de los amino&cidos no es necesariamente reconocida por el dominio de unién).
Tipicamente, un epitope conformacional comprende un numero incrementado de aminoacidos
en relacion al epitope lineal. Con respecto al reconocimiento de epitopes conformacionales,
el dominio de unién reconoce una estructura tridimensional del antigeno, preferiblemente un
péptido o proteina o fragmento del mismo (en el contexto de la presente invencion, la
estructura antigénica para uno de los dominios de unién estd comprendida dentro de la
proteina del antigeno de superficie de célula diana). Por ejemplo, cuando una molécula de
proteina se pliega para formar una estructura tridimensional, ciertos aminoacidos y/o el
esqueleto del polipéptido que forma el epitope conformacional se yuxtaponen, permitiendo
que el anticuerpo reconozca el epitope. Los métodos para determinar la conformaciéon de
epitopes incluyen, pero no se limitan a, cristalografia por rayos X, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR, por sus siglas en inglés) y marcacion
de spin dirigida al sitio y espectroscopia de resonancia paramagnética de electrones (EPR,

por sus siglas en inglés).

[56] Un método para el mapeo de epitopes se describe a continuacion: cuando una region
(un tramo de aminoacidos contiguos) en la proteina PSMA humana es
intercambiado/reemplazado con su region correspondiente de un PSMA no humano y no
primate (por ej., PSMA de raton, pero también pueden concebirse otros como de pollo, rata,
hamster, conejo, etc.), se espera que ocurra una disminucion en la unién del dominio de unién,
a menos que el dominio de unién tenga reactividad cruzada con el PSMA no humano, no
primate, utilizado. Dicha disminucion es preferiblemente al menos 10%, 20%, 30%, 40%, o
50%; mas preferiblemente al menos 60%, 70%, u 80%, y lo mas preferible 90%, 95% o incluso
100% en comparacién con la union de la respectiva region en la proteina PSMA humano, de
manera que la unién a la respectiva region en la proteina PSMA humana se establece en
100%. Esta contemplado que las quimeras PSMA humano/PSMA no humano anteriormente

mencionadas estén expresadas en células CHO. También est4 contemplado que las quimeras
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PSMA humano/PSMA no humano, estén fusionadas con un dominio transmembrana y/o con

un dominio citoplasmatico de una proteina unida a membrana diferente tal como EpCAM.

[57] En un método alternativo o adicional para el mapeo de epitopes, se pueden generar
varias versiones truncadas del dominio extracelular de PSMA humano a fin de determinar una
region especifica que es reconocida por un dominio de unién. En estas versiones truncadas,
los diferentes dominios / sub-dominios o regiones de PSMA extracelulares, son delecionadas
paso a paso, comenzando desde el extremo N-terminal. Est& contemplado que las versiones
truncadas de PSMA puedan estar expresadas en células CHO. También esta contemplado
que las versiones truncadas de PSMA puedan estar fusionadas con un dominio
transmembrana y/o un dominio citoplasmatico de una proteina unida a membrana diferente
tal como EpCAM. También esta contemplado que las versiones truncadas de PSMA puedan
incluir un dominio de péptido sefial en su extremo N-terminal, por ejemplo un péptido sefal
derivado del péptido sefial de la cadena pesada de IgG de ratdn. Se contempla adicionalmente
gue las versiones truncadas de PSMA puedan comprender un dominio v5 en su extremo N-
terminal (siguiendo al péptido sefial) que permita verificar su correcta expresién en la
superficie celular. Se espera que ocurra una disminucion o una pérdida de unién con aquellas
versiones truncadas de PSMA que ya no abarcan una region de PSMA que es reconocida por
el dominio de uniéon. La disminucion de unién es preferiblemente al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%; mas preferiblemente al menos 60%, 70%, 80%, y mas preferiblemente 90%, 95%
o0 incluso 100%, en donde la unién a la proteina PSMA humana entera (o su region o dominio

extracelular) se establece en 100%.

[58] Un método adicional para determinar la contribucién de un residuo especifico de un
PSMA al reconocimiento por un constructo de anticuerpo o dominio de unién es el mapeo de
alaninas (ver por €j., Morrison KL & Weiss GA. Cur Opin Chem Biol. 2001 Jun; 5(3):302-7),
donde cada residuo a ser analizado es reemplazado por alanina, por ej., mediante
mutagénesis dirigida al sitio. La alanina es utilizada debido a su grupo funcional metilo de
poco volumen, inerte quimicamente, que no obstante, imita las referencias a la estructura
secundaria que muchos de los otros aminoacidos poseen. A veces, pueden ser utilizados
aminoacidos voluminosos tales como valina o leucina en casos donde se desea la
conservacion del tamafio de los residuos mutados. El mapeo de alanina es una tecnologia

madura que ha sido utilizada durante un largo periodo de tiempo.

[59] La interaccion entre el dominio de unioén y el epitope o la regiobn que comprende el
epitope implica que un dominio de unién exhibe afinidad apreciable por el epitope/la region
que comprende el epitope, sobre una proteina o antigeno en particular (aqui: PSMA y CD3,

respectivamente) y, generalmente, no exhibe reactividad significativa con proteinas o
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antigenos distintos del PSMA o CD3. “Afinidad apreciable” incluye la uniéon con una afinidad
de aproximadamente 10® M (KD) o mas fuerte. Preferiblemente, la unién es considerada
especifica cuando la afinidad de unién es aproximadamente 102 a 108 M, 102 a 10° M, 10"
122 101 M, 10 a 108 M, preferiblemente de aproximadamente 10 a 10° M. Puede
evaluarse rapidamente si un dominio de unién reacciona especificamente con, 0 se une a,
una diana, mediante, entre otros, comparacion de la reaccién de dicho dominio de unién con
una proteina o antigeno diana, con la reaccion de dicho dominio de unién con proteinas o
antigenos distintos del PSMA o CD3. Preferiblemente, un dominio de unién de la invencion
no se une esencialmente o sustancialmente a proteinas o antigenos distintos de PSMA o CD3
(es decir, el primer dominio de unién no es capaz de unirse a proteinas distintas de PSMA 'y
el segundo dominio de unién no es capaz de unirse a proteinas distintas de CD3). Es una
caracteristica contemplada de los constructos de anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion que tengan caracteristicas de afinidad superior en comparacion con otros formatos
HLE. Tal afinidad superior, en consecuencia, sugiere una vida media in vivo prolongada. La
vida media mas larga de los constructos de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién
puede reducir la duracion y frecuencia de administracion, lo cual tipicamente contribuye a un
cumplimiento mejorado por parte de los pacientes. Esto es de particular importancia, ya que
los constructos de anticuerpo de la presente invencién son particularmente beneficiosos para

pacientes altamente debilitados o incluso con cancer multimérbido.

[60] La expresion “no se une esencialmente/sustancialmente” o “no es capaz de unirse a”
significa que un dominio de union de la presente invencion no se une a una proteina o antigeno
distinto del PSMA o CD3, es decir, no muestra reactividad de mas del 30%, preferiblemente
no mas del 20%, mas preferiblemente no mas del 10%, particularmente preferiblemente no
mas del 9%, 8%, 7%, 6% 0 5% con proteinas o antigenos distintos de PSMA o CD3, en donde

la union al PSMA o CD3, respectivamente, se establece en 100%.

[61] Se cree que la union especifica es efectuada por motivos especificos en la secuencia
de aminoacidos del dominio de union y del antigeno. Asi, la unién se logra como resultado
de su estructura primaria, secundaria y/o terciaria, asi como también, como resultado de
modificaciones secundarias de dichas estructuras. La interaccién especifica del sitio de
interaccion con el antigeno con su antigeno especifico puede resultar en una unién simple de
dicho sitio al antigeno. Mas aun, la interaccion especifica del sitio de interaccion con antigeno
con su antigeno especifico puede resultar alternativamente o adicionalmente en el inicio de
una sefial, por ej., debido a la induccion de un cambio de la conformacion del antigeno, una

oligomerizacién del antigeno, etc.
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[62] El término “variable” se refiere a las porciones del anticuerpo o a los dominios de
inmunoglobulina que exhiben variabilidad en su secuencia y que estan involucrados en la
determinacion de la especificidad y afinidad de unidn de un anticuerpo particular (es decir, los
“dominios variables”). El apareamiento de una cadena pesada variable (VH) y una cadena

liviana variable (VL) en conjunto forma un Gnico sitio de unién a antigeno.

[63] La variabilidad no esta uniformemente distribuida a lo largo de los dominios variables
de los anticuerpos; esta concentrada en sub-dominios de cada una de las regiones variables
de las cadenas pesada y liviana. Estos sub-dominios son denominados “regiones
hipervariables” o "regiones determinantes de complementariedad " (CDRs, por sus siglas en
inglés). Las porciones mas conservadas (es decir, no-hipervariables) de los dominios
variables son denominadas las regiones “de estructura” (FRM o FR) y proveen un esqueleto
para las seis CDRs en el espacio tridimensional para formar una superficie de unién a
antigeno. Los dominios variables de cadenas pesada y liviana naturales comprenden cada
uno cuatro regiones FRM (FR1, FR2, FR3, y FR4), adoptando en gran medida una
configuracion de lamina B, conectadas mediante tres regiones hipervariables, las cuales
forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de lamina .
Las regiones hipervariables en cada cadena estan mantenidas juntas en proximidad cercana
mediante las FRMs y, con las regiones hipervariables de la otra cadena, contribuyen a la

formacion del sitio de unién a antigeno (ver Kabat et al., loc. cit.).

[64] Los términos “CDR”, y su plural “CDRs”, se refieren a las regiones determinantes de
complementariedad de las cuales tres forman el caracter de unién de una region variable de
cadena liviana (CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3) y tres forman el caracter de union de una region
variable de cadena pesada (CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3). Las CDRs contienen la mayoria
de los residuos responsables de las interacciones especificas del anticuerpo con el antigeno,
y por lo tanto, contribuyen a la actividad funcional de una molécula de anticuerpo: son los

principales determinantes de la especificidad de antigeno.

[65] La definicion exacta de los limites y las longitudes de las CDR estan sujetos a
diferentes sistemas de clasificacion y numeracion. Las CDRs pueden por lo tanto ser referidas
mediante Kabat, Chothia, por contacto o cualquier otra definicion de limite, incluyendo el
sistema de numeracion descripto en la presente. A pesar de que los limites difieren, cada uno
de estos sistemas tiene algin grado de solapamiento en lo que constituye las, asi
denominadas, “regiones hipervariables” dentro de las secuencias variables. Las definiciones
de CDR de acuerdo con estos sistemas pueden por lo tanto diferir en longitud y areas limite
con respecto a la region de estructura adyacente. Ver por ejemplo Kabat (una aproximacion

basada en la variabilidad de secuencias entre especies), Chothia (un enfoque basado en

24



10

15

20

25

30

35

Confidencial

estudios cristalograficos de complejos antigeno-anticuerpo), y/o MacCallum (Kabat et al., loc.
cit.; Chothia et al., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901-917; y MacCallum et al., J. Mol. Biol, 1996,
262: 732). Aln otro estandar para caracterizar el sitio de unién a antigeno es la definicion de
AbM utilizada por el programa de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. Ver,
por ej., Protein Sequence and Structure Analysis of Antibody Variable Domains. En: Antibody
Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. y Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg). En
tanto dos técnicas de identificacion de residuos definen regiones de solapamiento, pero no
regiones idénticas, las mismas pueden ser combinadas para definir una CDR hibrida. No
obstante, se prefiere la numeracion de acuerdo al, asi denominado, sistema Kabat.

[66] Tipicamente, las CDRs forman una estructura de bucle que puede ser clasificada como
una estructura candnica. La expresién “estructura canédnica” se refiere a la principal
conformacion de cadena que es adoptada por los bucles de unién a antigeno (CDR). A partir
de estudios estructurales comparativos, se ha encontrado que cinco de los seis bucles de
union a antigeno tienen solamente un limitado repertorio de conformaciones disponibles.
Cada estructura candnica puede ser caracterizada mediante angulos de torsion del esqueleto
polipeptidico. Los bucles correspondientes entre anticuerpos pueden, por lo tanto, tener
estructuras tridimensionales muy similares, a pesar de la elevada variabilidad de secuencia
de aminoécidos en la mayoria de las partes de los bucles (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 1987,
196: 901; Chothia et al., Nature, 1989, 342: 877; Martin y Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263:
800). Ademas, existe una relacion entre la estructura adoptada por el bucle y las secuencias
de aminoacidos que lo rodean. La conformacion de una clase candnica en particular esta
determinada por la longitud del bucle y los residuos aminoacidos que residen en posiciones
clave dentro del bucle, asi como también dentro de la estructura conservada (es decir, fuera
del bucle). La asignacion a una clase canénica en particular puede por lo tanto realizarse en

base a la presencia de estos residuos aminoacidos claves.

[67] La expresion “estructura candnica” también puede incluir consideraciones tales como
la secuencia lineal del anticuerpo, por ejemplo, tal como catalogado por Kabat (Kabat et al.,
loc. cit.). El esquema (sistema) de numeracion de Kabat es un estandar ampliamente
adoptado para la numeraciéon de residuos aminoacido de un dominio variable de anticuerpo
de una manera consistente y es el esquema preferido aplicado en la presente invencion como
también se menciona en otra parte en la presente. También pueden utilizarse consideraciones
estructurales adicionales para determinar la estructura canoénica de un anticuerpo. Por
ejemplo, aquellas diferencias no completamente reflejadas por la numeracién de Kabat
pueden describirse mediante el sistema de numeracion de Chothia et al. y/o pueden revelarse
mediante otras técnicas, por ejemplo, cristalografia y modelado computacional en dos o tres

dimensiones. Por consiguiente, una dada secuencia de anticuerpo puede ser ubicada dentro
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de una clase candnica lo que permite, entre otras cosas, identificar las secuencias esqueleto
apropiadas (por e€j., basadas en un deseo de incluir una variedad de estructuras candnicas en
una biblioteca). La numeracion de Kabat de las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo
y las consideraciones estructurales como se describe en Chothia et al., loc. cit. y sus
implicancias para construir aspectos candnicos de la estructura del anticuerpo estan
descriptas en la literatura. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas en el arte. Para
una revision de la estructura de un anticuerpo, ver Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow et al., 1988.

[68] La CDRS3 de la cadena liviana y, particularmente, la CDR3 de la cadena pesada,
pueden constituir los determinantes mas importantes en la unién a antigeno dentro de las
regiones variables de las cadenas liviana y pesada. En algunos constructos de anticuerpo, la
CDRS3 de la cadena pesada parece constituir la mayor area de contacto entre el antigeno y el
anticuerpo. Los esquemas de seleccion in vitro, en los cuales sélo la CDR3 es variada,
pueden ser utilizados para variar las propiedades de unién de un anticuerpo o para determinar
cudles residuos contribuyen a la unién de un antigeno. Por lo tanto, la CDR3 es tipicamente
la fuente mas grande de diversidad molecular dentro del sitio de unién del anticuerpo. La H3,
por ejemplo, puede ser tan corta como dos residuos aminoacido o0 mas grande que 26

aminoacidos.

[69] Enun anticuerpo, o inmunoglobulina, de longitud completa clasico, cada cadena liviana
(L) esta unida a una cadena pesada (H) mediante un enlace disulfuro covalente, mientras que
las dos cadenas H estan unidas entre si mediante uno o mas enlaces disulfuro, dependiendo
del isotipo de la cadena H. El dominio CH mas préximo a VH es normalmente designado
como CH1. Los dominios constantes (“C”) no estan directamente involucrados en la unién a
antigeno, pero exhiben diversas funciones efectoras, tales como citotoxicidad dependiente de
anticuerpo mediada por células y activacién de complemento. La regién Fc de un anticuerpo
esta comprendida dentro de los dominios constantes de la cadena pesada y es capaz, por

ejemplo, de interactuar con los receptores Fc ubicados en la superficie celular.

[70] Lasecuenciade los genes de anticuerpo luego del ensamblado y la mutacién soméatica
es altamente variada, y se estima que estos genes variados codifican para 10*° moléculas de
anticuerpo diferentes (Immunoglobulin Genes, 2% ed., eds. Jonio et al., Academic Press, San
Diego, CA, 1995). Por consiguiente, el sistema inmune provee un repertorio de
inmunoglobulinas. EIl término “repertorio” se refiere a al menos una secuencia nucleotidica
derivada enteramente o parcialmente de al menos una secuencia que codifica para al menos

una inmunoglobulina. La/s secuencia/s puede/n ser generada/s mediante reordenamiento in
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vivo de los segmentos V, D, y J de las cadenas pesadas, y los segmentos V y J de las cadenas
livianas. Alternativamente, la/s secuencia/s puede/n ser generada/s a partir de una célula en
respuesta a lo cual ocurre el reordenamiento, por egj., estimulacién in vitro. Alternativamente,
una parte o toda/s la/s secuencia/s puede/n ser obtenida/s mediante corte y empalme
(splicing) de ADN, sintesis de nucleotidos, mutagénesis, y otros métodos, ver por €j., la
patente US 5.565.332. Un repertorio puede incluir solamente una secuencia o puede incluir

una pluralidad de secuencias, incluyendo unas en una coleccidén genéticamente diversa.

[71] La expresion “porcion de Fc” o “mondmero de Fc” significa, en conexion con esta
invencion, un polipéptido que comprende al menos un dominio que tiene la funcion de un
dominio CH2 y al menos un dominio que tiene la funcién de un dominio CH3 de una molécula
de inmunoglobulina. Como es evidente de la expresion “mondémero de Fc”, el polipéptido que
comprende aquellos dominios CH es un “mondmero polipeptidico”. Un mondmero Fc puede
ser un polipéptido que comprende al menos un fragmento de la regién constante de una
inmunoglobulina excluyendo el primer dominio de inmunoglobulina de region constante de la
cadena pesada (CH1), pero manteniendo al menos una parte funcional de un dominio CH2 y
una parte funcional de un dominio CH3, en donde el dominio CH2 es amino terminal respecto
del dominio CH3. En un primer aspecto preferido de esta definicion, un monémero Fc puede
ser una region constante de un polipéptido que comprende una porcién de la region bisagra
Ig-Fc, unaregion CH2 y una regién CH3, en donde la regién bisagra es amino terminal respeto
del dominio CH2. Esta contemplado que la regién bisagra de la presente invencién promueva
la dimerizacién. Tales moléculas polipeptidicas Fc pueden ser obtenidas mediante digestiéon
con papaina de una regién de inmunoglobulina (por supuesto dando por resultado un dimero
de dos polipéptidos Fc), por ejemplo y sin limitaciéon. En otro aspecto de esta definicién, un
mondmero Fc puede ser una regiéon polipeptidica que comprende una porcién de una regiéon
CH2 y unaregion CH3. Tales moléculas polipeptidicas de Fc pueden ser obtenidas mediante
digestion con pepsina de una molécula de inmunoglobulina, por ejemplo y sin limitacion. En
una forma de realizacion, la secuencia polipeptidica de un monémero Fc es sustancialmente
similar a una secuencia polipeptidica Fc de: una region Fc de IgGi, una region Fc de IgG.,
una region Fc de IgGs, una region Fc de 1gGa, una regiéon Fc de IgM, una region Fc de IgA,
una region Fc de IgD y una region Fc de IgE. (Ver, por ej. Padlan, Molecular Immunology,
31(3), 169-217 (1993)). Debido a que existe alguna variacion entre inmunoglobulinas, y
solamente por claridad, monomero Fc se refiere a los dos dUltimos dominios de
inmunoglobulina de la regién constante de la cadena pesada de IgA, IgD e IgG, y los ultimos
tres dominios de inmunoglobulina de la region constante de la cadena pesada de IgE e IgM.
Como se menciono, el monémero Fc también puede incluir la bisagra flexible N-terminal
respecto de estos dominios. Para IgA e IgM, el mondémero Fc puede incluir la cadena J. Para

IgG, la porcién Fc comprende los dominios de inmunoglobulina CH2 y CH3 y la bisagra entre
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los dos primeros dominios y CH2. Aunque los limites de la porciébn Fc pueden variar, un
ejemplo para la porcion Fc de la cadena pesada de IgG humana que comprende una bisagra
funcional, dominios CH2 y CH3, puede ser definido por ej. para comprender los residuos D231
(del dominio bisagra — que corresponde a D234 en la Tabla 1 a continuacién) hasta P476,
respectivamente L476 (para 1gG4) del extremo carboxi-terminal del dominio CH3, en donde la
numeracion esta de acuerdo con Kabat. Ambos, la porcion Fc o el monémero Fc, los cuales
estan fusionados entre si mediante un enlazador peptidico, definen el tercer dominio del
constructo de anticuerpo de la invencion, el cual también puede estar definido como dominio

sckc.

[72] Enuna forma de realizacion de la invencion, se contempla que un dominio scFc como
se describe en la presente, respectivamente los mondmeros Fc fusionados entre si estan

comprendidos solamente en el tercer dominio del constructo de anticuerpo.

En linea con la presente invencién, una regién bisagra de 1gG puede ser identificada por
analogia utilizando la numeracion de Kabat como se expresa en la Tabla 1. En linea con lo
anterior, el requerimiento minimo contempla que un dominio/regién bisagra de la presente
invencién en linea con la presente invencidbn comprende los residuos aminoacido que
corresponden al tramo de la secuencia de IgG1l de D231 D234 a P243 de acuerdo con la
numeraciéon de Kabat. De manera similar, esta contemplado que un dominio/regién bisagra
de la presente invencibn comprenda o consista de la secuencia bisagra de IgGl
DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 477) (correspondiente al tramo D234 a P243 como se muestra
en la Tabla 1 a continuacién — variaciones de dicha secuencia también estan contempladas
siempre que la regién bisagra aun promueva la dimerizacién). En una forma de realizacién
preferida de la invencién, el sitio de glicosilacion en la posicion Kabat 314 de los dominios
CH2 en el tercer dominio del constructo de anticuerpo esta removido mediante una sustituciéon
N314X, en donde X es cualquier aminoacido excluyendo Q. Dicha sustitucion es
preferiblemente una sustitucion N314G. En una forma de realizacién mas preferida, dicho
dominio CH2 adicionalmente comprende las siguientes sustituciones (posiciéon de acuerdo
con Kabat) V321C y R309C (estas sustituciones introducen el puente disulfuro entre cisteinas
intradominio en las posiciones Kabat 309 y 321).

También esta contemplado que el tercer dominio del constructo de anticuerpo de la invencién
comprende o consiste, en el orden amino a carboxilo: DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 477) (es
decir, bisagra) -CH2-CH3-enlazador- DKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 477) (es decir, bisagra) -
CH2-CHS3. El enlazador peptidico del constructo de anticuerpo anteriormente mencionado
esta caracterizado, en una forma de realizacion preferida, mediante la secuencia de

aminoécidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, es decir, Gly4Ser (SEQ ID NO: 1), o polimeros de la misma,
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es decir, (Gly4Ser)x, donde x es un entero de 5 o mayor (por €j., 5, 6, 7, 8 etc. o0 mayor),
siendo preferido el 6 ((Gly4Ser)6). Dicho constructo puede ademas comprender las
sustituciones anteriormente mencionadas N314X, preferiblemente N314G, y/o las
sustituciones adicionales V321C y R309C. En una forma de realizacion preferida de los
constructos de anticuerpo de la invencién como se define anteriormente en la presente, esta
contemplado que el segundo dominio se una a un epitope extracelular de la cadena CD3¢

humana y/o de Macaca.

Tabla 1: Numeracion de Kabat de los residuos amino&cidos de la region bisagra

Numeracion TrgduE:C_iOn de Numeracién
IMGT para la aminoacidos de
bisagra 1gG1 Kabat

1 (E) 226
2 P 227
3 K 228
4 S 232
5 C 233
6 D 234
7 K 235
8 T 236
9 H 237
10 T 238
11 C 239
12 P 240
13 P 241
14 C 242
15 P 243

En formas de realizacién adicionales de la presente invencion, el dominio/region bisagra
comprende o consiste en la secuencia bisagra del subtipo IlgG2 ERKCCVECPPCP (SEQ ID
NO: 478), la secuencia bisagra del subtipo IgG3 ELKTPLDTTHTCPRCP (SEQ ID NO: 479) o
ELKTPLGDTTHTCPRCP (SEQ ID NO: 486), y/o la secuencia bisagra del subtipo 1gG4
ESKYGPPCPSCP (SEQ ID NO: 480). La secuencia bisagra del subtipo 1gG1 puede ser la
siguiente EPKSCDKTHTCPPCP (como se muestraenla Tabla1lyen SEQ ID NO: 487). Estas
regiones nucleo bisagra estan por lo tanto contempladas en el contexto de la presente

invencion.

[73] Laubicaciony secuencia de los dominios IgG CH2 e IgG CD3 pueden ser identificadas

por analogia utilizando la numeracion de Kabat como se expresa en la Tabla 2
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Subtipo de  Traduccion Numeracion Traduccién aa Numeracion
IgG aa de CH2 Kabat de CH2 de CH3 Kabat de CH3
lgG1 APE... ... KAK 244 .. ... 360 GQP...... PGK 361... ... 478
lgG2 APP... ... KTK 244... ... 360 GQP...... PGK 361... ... 478
lgGs APE... ... KTK 244... ... 360 GQP...... PGK 361... ... 478
9G4 APE... ... KAK 244... ... 360 GQP...... LGK 361... ... 478

[74] En una forma de realizacibn de la invencion, estan delecionados los residuos

aminoacido enfatizados en negrita en el dominio CH3 del primero o de ambos mondmeros Fc.

[75] El enlazador peptidico mediante el cual estan fusionados entre si los monémeros
polipeptidicos (“porcion Fc” o “mondmero Fc”) del tercer dominio, preferiblemente comprende
al menos 25 residuos aminoéacido (25, 26, 27, 28, 29, 30 etc.). Mas preferiblemente, este
enlazador peptidico comprende al menos 30 residuos aminoacido (30, 31, 32, 33, 34, 35, etc.).
También se prefiere que el enlazador comprenda hasta 40 residuos aminoécido, mas
preferiblemente hasta 35 residuos aminoéacido, lo méas preferible exactamente 30 residuos
amino&cido. Una forma de realizacién preferida de tal enlazador peptidico esta caracterizada
por la secuencia de aminoacidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, es decir GlysSer (SEQ ID NO: 1), o
polimeros de la misma, es decir (GlysSer)x, en donde x es un entero de 5 o mayor (por €j. 6,
7 u 8). Preferiblemente el entero es 6 0 7, mas preferiblemente el entero es 6.

[76] En caso de que se utilice un enlazador para fusionar el primer dominio de union al
segundo dominio de unién, o el primer o segundo dominio al tercer dominio, este enlazador
es preferiblemente de una longitud y secuencia suficientes para asegurar que cada uno de los
dominios primero y segundo puedan, independientemente entre si, retener sus
especificidades de union diferenciales. Para los enlazadores peptidicos que conectan los al
menos dos dominios de unidon (o dos dominios variables) en el constructo de anticuerpo de la
invencién, se prefieren aquellos enlazadores peptidicos que comprenden solamente un
pequefio nimero de residuos aminodcido, por €j., 12 residuos aminoacido o menos. Asi, se
prefieren los enlazadores peptidicos de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 0 5 residuos aminoacido. Un
enlazador peptidico concebido con menos de 5 aminoacidos comprende 4, 3, 2 0 un
aminoacido/s, en donde, se prefieren los enlazadores ricos en Gly. Una forma de realizacion
preferida del enlazador peptidico para una fusion del primer y el segundo dominio esta
descripta en la SEQ ID NO:1. Una forma de realizacién preferida del enlazador peptidico para

fusionar el segundo y tercer dominio es un enlazador (Gly) 4, también llamado enlazador Ga..

[77] Un aminoacido “Unico” particularmente preferido en el contexto de uno de los
anteriormente descriptos “enlazadores peptidicos” es Gly. Por consiguiente, dicho enlazador

peptidico puede consistir del Unico aminoacido Gly. En una forma de realizacion preferida de
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la invencién, un enlazador peptidico esta caracterizado por la secuencia de aminoéacidos Gly-
Gly-Gly-Gly-Ser, es decir GlysSer (SEQ ID NO: 1), o polimeros de la misma, es decir
(GlysSer)x, donde x es un entero de 1 o mayor (por €j, 2 0 3). Los enlazadores preferidos
estan mostrados en SEQ ID NOs: 1 a 12. Las caracteristicas de dicho enlazador peptidico,
que comprende la ausencia de la promocion de estructuras secundarias, son conocidas en el
arte y se describen por €j., en Dall’Acqua et al. (Biochem. (1998) 37, 9266-9273), Cheadle et
al. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) y Raag y Whitlow (FASEB (1995) 9(1), 73-80). Se prefieren
los enlazadores peptidicos que ademas no promueven ninguna estructura secundaria. La
union de dichos dominios entre si puede proveerse, por €j., mediante ingenieria genética,
como se describe en los ejemplos. Los métodos para preparar constructos de cadena Unica
biespecificos fusionados y operativamente unidos y para expresarlos en células de mamifero
0 en bacterias, son bien conocidos en el arte (por ej., WO 99/54440 o Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 2001).

[78] En una forma de realizacion preferida del constructo de anticuerpo de la presente
invencién, el primer y segundo dominio de unién forman un constructo de anticuerpo en un
formato seleccionado del grupo que consiste en (scFv);, mAb de dominio Unico scFv,

diacuerpo y oligdmeros de cualquiera de esos formatos.

[79] De acuerdo con una forma de realizacién particularmente preferida, y tal como esta
documentado en los ejemplos anexos, el primero y segundo dominios del constructo de
anticuerpo de la invencion es un “constructo de anticuerpo biespecifico de cadena Unica”, mas
preferiblemente un “Fv de cadena unica” (scFv) biespecifico. A pesar de que los dos dominios
del fragmento Fv, VL y VH, estan codificados por genes separados, pueden ser unidos,
utilizando métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético —como se describe
anteriormente en la presente— que les permite ser preparados como una Unica cadena
proteica en la cual las regiones VL y VH se aparean para formar una molécula monovalente;
ver por ej., Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci EE.UU. 85:5879-5883). Estos fragmentos
de anticuerpo son obtenidos utilizando técnicas convencionales conocidas por aquellos
expertos en el arte, y los fragmentos son evaluados en cuanto a su funcion, de la misma
manera que lo son los anticuerpos enteros o de longitud completa. Un fragmento variable de
cadena Unica (scFv) es por lo tanto una proteina de fusion de la regién variable de la cadena
pesada (VH) y de la cadena liviana (VL) de inmunoglobulinas, normalmente conectada con un
enlazador peptidico corto de aproximadamente diez a aproximadamente 25 aminoécidos,
preferiblemente aproximadamente 15 a 20 aminoacidos. EIl enlazador es normalmente rico
en glicina para flexibilidad, asi como también en serina o treonina para solubilidad, y puede

conectar ya sea el extremo N-terminal de la VH con el extremo C-terminal de la VL, o
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viceversa. Esta proteina retiene la especificidad de la inmunoglobulina original, a pesar de la

remocion de las regiones constantes y de la introduccion del enlazador.

[80] Los constructos de anticuerpo biespecificos de cadena Unica son conocidos en el arte
y se describen en WO 99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970, Mack, PNAS,
(1995), 92, 7021-7025, Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45, 193-197, Loffler,
Blood, (2000), 95, 6, 2098-2103, Bruhl, Immunol., (2001), 166, 2420-2426, Kipriyanov, J. Mol.
Biol., (1999), 293, 41-56. Las técnicas descriptas para la produccion de anticuerpos de
cadena Unica (ver, entre otros, la patente US 4.946.778, Kontermann y Dibel (2010), loc. cit.
y Little (2009), loc. cit.) pueden adaptarse para producir constructos de anticuerpo de cadena
Unica que reconocen especificamente (una/o mas) dianals elegida/s.

[81] Los fragmentos variables de cadena unica, bivalentes (también denominados
divalentes) o biespecificos (bi-scFvs o di-scFvs) que tienen el formato (scFv). pueden ser
preparados mediante ingenieria genética mediante union de dos moléculas scFv (por €j., con
los enlazadores descriptos anteriormente en la presente). Si estas dos moléculas scFv tienen
la misma especificidad de unién, la molécula resultante (scFv), sera preferiblemente
denominada bivalente (es decir, tiene dos valencias para el mismo epitope diana). Silas dos
moléculas scFv tienen diferentes especificidades de unidn, la molécula resultante (scFv); sera
preferiblemente denominada biespecifica. La unién puede realizarse produciendo una cadena
peptidica Unica con dos regiones VH y dos regiones VL, brindando scFvs en tandem (ver por
ej., Kufer P. et al., (2004) Trends in Biotechnology 22(5):238-244). Otra posibilidad es la
creacion de moléculas scFv con péptidos enlazadores que son demasiado cortos para que
las dos regiones variables se plieguen juntas (por €j., aproximadamente cinco aminoéacidos),
forzando a que las scFvs se dimericen. Este tipo es conocido como diacuerpos (ver por €j,
Hollinger, Philipp et al., (July 1993) Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 90 (14): 6444-8).

[82] En linea con esta invencion, tanto el primero como el segundo o el primero y el
segundo dominio pueden comprender un anticuerpo de dominio Unico, respectivamente el
dominio variable o al menos las CDRs de un anticuerpo de dominio Gnico. Los anticuerpos
de dominio Unico comprenden meramente un dominio (monomérico) variable de anticuerpo
gue es capaz de unirse selectivamente a un antigeno especifico, independientemente de otras
regiones o dominios V. Los primeros anticuerpos de dominio Unico fueron preparados
mediante ingenieria a partir de anticuerpos de cadena pesada encontrados en camélidos, y
estos fueron denominados fragmentos Vwu. LOs peces cartilaginosos también tienen
anticuerpos de cadena pesada (IgNAR) a partir de los cuales se pueden obtener anticuerpos

de dominio Unico denominados fragmentos Vaar. Un enfoque alternativo es dividir los
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dominios variables diméricos a partir de inmunoglobulinas comunes, por ej., a partir de
humanos o roedores en monémeros, obteniendo asi VH o VL como un Ab de dominio Unico.
A pesar de que la mayoria de las investigaciones sobre anticuerpos de dominio Unico estan
actualmente basadas en dominios variables de cadena pesada, los hanocuerpos derivados a
partir de cadenas livianas también han demostrado unirse especificamente a epitopes diana.
Ejemplos de anticuerpos de dominio Unico se denominan sdAb, nanocuerpos o anticuerpos

de dominio variable Unico.

[83] Un (mAb de dominio Unico), es por lo tanto, un constructo de anticuerpo monoclonal
compuesto de (al menos) dos anticuerpos monoclonales de dominio Unico, los cuales estan
individualmente seleccionados a partir del grupo que comprende VH, VL, Vun ¥ Viar. El
enlazador esta preferiblemente en la forma de un enlazador peptidico. De manera similar, un
“mAb de dominio Unico scFv” es un constructo de anticuerpo monoclonal compuesto de al
menos un anticuerpo de dominio Unico como se describié anteriormente y una molécula scFv
como se describié anteriormente. Nuevamente, el enlazador esta preferiblemente en la forma

de un enlazador peptidico.

[84] Que un constructo de anticuerpo compita o no por la unién con otro dado constructo
de anticuerpo se puede medir en un ensayo de competicion tal como un ELISA competitivo o
un ensayo de competicidbn en base a células. También pueden utilizarse microparticulas
(perlas) acopladas a avidina. De manera similar a la placa para ELISA recubierta con avidina,
cuando se hace reaccionar con una proteina biotinilada, cada una de estas perlas puede
utilizarse como sustrato sobre el cual puede llevarse a cabo un ensayo. Se recubre una perla
con el antigeno y luego se pre-recubre con el primer anticuerpo. Se agrega el segundo
anticuerpo y se determina cualquier union adicional. Posibles medios para las lecturas

incluyen citometria de flujo.

[85] Las células T o linfocitos T son un tipo de linfocito (en si, un tipo de glébulo blanco)
gue juegan un rol central en la inmunidad mediada por células. Existen varios subconjuntos
de células T, cada una con una funcion distinta. Las células T pueden distinguirse de otros
linfocitos, tales como células B y células NK, por la presencia de un receptor de célula T (TCR)
sobre la superficie celular. EI TCR es responsable del reconocimiento de antigenos unidos a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) y esta
compuesto de dos cadenas proteicas diferentes. En el 95% de las células T, los TCR consisten
en una cadena alfa (a) y una beta (B). Cuando el TCR interacciona con un péptido antigénico
y el MHC (complejo péptido / MHC), el linfocito T es activado a través de una serie de eventos
bioquimicos mediados por enzimas asociadas, co-receptores, moléculas adaptadoras

especializadas, y factores de transcripcion activados o liberados.
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[86] EI complejo de receptores CD3 es un complejo proteico y estd compuesto de cuatro
cadenas. En mamiferos, el complejo contiene una cadena CD3y (gamma), una cadena CD30
(delta), dos cadenas CD3¢ (épsilon). Estas cadenas se asocian con el receptor de célula T
(TCR) y la -asi denominada- cadena ( (zeta) para formar el complejo receptor de célula T -
CD3 y para generar una sefnal de activacion en linfocitos T. Las cadenas CD3y (gamma),
CD36 (delta), y CD3¢ (épsilon) son proteinas de la superficie celular altamente relacionadas
de la superfamilia de inmunoglobulinas que contiene un Unico dominio extracelular de
inmunoglobulina. Las colas intracelulares de las moléculas de CD3 contienen un Gnico motivo
conservado conocido como un motivo inmunorreceptor de activacion basado en tirosina, o
ITAM para abreviar, el cual es esencial para la capacidad de sefializaciéon del TCR. La
molécula de CD3 épsilon es un polipéptido que en humanos esté codificado por el gen CD3E
el cual reside en el cromosoma 11. El epitope de CD3 épsilon mas preferido estd comprendido
dentro de los residuos aminoacido 1-27 del dominio extracelular de CD3 épsilon humano. Esta
contemplado que los constructos de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion tipica y
ventajosamente muestren menor activacion de células T no especifica, la cual no es deseada

en la inmunoterapia especifica. Esto se traduce en un reducido riesgo de efectos colaterales.

[87] La lisis redirigida de células diana mediante el reclutamiento de células T por un
constructo de anticuerpo multiespecifico, al menos biespecifico, involucra la formacién de
sinapsis citolitica y la entrega de perforina y granzimas. Las células T involucradas son
capaces de lisis seriada de células diana, y no estan afectadas por los mecanismos de escape
inmune que interfieren con el procesamiento y la presentaciéon de antigeno peptidico, o la

diferenciacion clonal de células T; ver, por ejemplo, WO 2007/042261.

[88] La citotoxicidad mediada por constructos de anticuerpo de la invencion puede medirse
de diversos modos. Las células efectoras pueden ser por ej., células T CD8 positivas
(humanas) enriquecidas estimuladas o células (humanas) mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) no estimuladas. Silas células diana son de origen
de macaco o expresan o son transfectadas con PSMA de macaco que es ligado por el primer
dominio, las células efectoras deberan también ser de origen de macaco tal como una linea
de células T de macaco, por ej., 4119LnPx. Las células diana deberan expresar (al menos el
dominio extracelular de) PSMA, por ej., PSMA humano o de macaco. Las células diana
pueden ser una linea celular (tal como CHO) la cual esta transfectada de manera estable o
transiente con PSMA, por ej., PSMA humano o de macaco. Normalmente, se espera que los
valores de ECso sean menores con lineas celulares diana que expresan niveles mas altos de
PSMA sobre la superficie celular. La relacion de células efectoras a diana (E:T) es
normalmente aproximadamente 10:1, pero también puede variar. La actividad citotdxica de

los constructos de anticuerpo biespecificos PSMAXCD3 puede medirse en un ensayo de
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liberacion de >!Cr (tiempo de incubacién de aproximadamente 18 horas) o en un ensayo de
citotoxicidad basado en FACS (tiempo de incubacién de aproximadamente 48 horas).
También son posibles las modificaciones del tiempo de incubacion del ensayo (reaccion
citotoxica). Otros métodos para medir citotoxicidad son bien conocidos por la persona experta
y comprenden ensayos de MTT o de MTS, ensayos basados en ATP, que incluyen ensayos
bioluminiscentes, el ensayo de sulforrodamina B (SRB), el ensayo WST, el ensayo

clonogénico y la tecnologia ECIS.

[89] La actividad citotoxica mediada por los constructos de anticuerpo biespecificos
PSMAXCD3 de la presente invencion se mide preferiblemente en un ensayo de citotoxicidad
en base a células. También puede medirse en un ensayo de liberacién de *'Cr. Esta
representado por el valor de ECso, el cual corresponde a la mitad de la concentracion efectiva
méaxima (concentracion del constructo de anticuerpo que induce una respuesta citotoxica a
mitad de camino entre la linea de base y el maximo). Preferiblemente, el valor de ECso de los
constructos de anticuerpo biespecificos PSMAxXCD3 es <5000 pM o =4000 pM, mas
preferiblemente <3000 pM o <2000 pM, incluso mas preferiblemente <1000 pM o <500 pM,
incluso mas preferiblemente <400 pM o <300 pM, incluso mas preferiblemente <200 pM,
incluso mas preferiblemente <100 pM, incluso mas preferiblemente <50 pM, incluso mas

preferiblemente <20 pM o <10 pM, y lo mas preferible <5 pM.

[90] Los anteriores valores de ECso pueden medirse en diferentes ensayos. La persona
experta esta al tanto de que puede esperarse que el valor de ECsp sea mas bajo cuando se
utilizan células T CD8+ estimuladas/enriquecidas como células efectoras, en comparacion con
PBMC no estimuladas. Ademas, puede esperarse que los valores de ECso sean mas bajos
cuando las células expresan un elevado nimero de PSMA en comparacién con una tasa baja
de expresion de la diana. Por ejemplo, cuando se utilizan células T CD8+ humanas
estimuladas/enriquecidas como células efectoras (y ya sea que se utilicen células
transfectadas con PSMA tales como células CHO o lineas celulares humanas PSMA positivas
como células diana), el valor de ECso del constructo de anticuerpo biespecifico PSMAXCD3
es preferiblemente <1000 pM, mas preferiblemente <500 pM, incluso mas preferiblemente
<250 pM, incluso mas preferiblemente <100 pM, incluso mas preferiblemente <50 pM, incluso
mas preferiblemente <10 pM, y lo mas preferible <5 pM. Cuando se utilizan PBMCs humanas
como células efectoras, el valor de ECso del constructo de anticuerpo biespecifico PSMAXCD3
es preferiblemente <5000 pM o0 <4000 pM (en particular, cuando las células diana son lineas
celulares humanas PSMA positivas), mas preferiblemente <2000 pM (en particular, cuando
las células diana son células transfectadas con PSMA tal como células CHO), mas
preferiblemente <1000 pM o <500 pM, incluso mas preferiblemente <200 pM, incluso mas

preferiblemente <150 pM, incluso mas preferiblemente <100 pM, y lo mas preferible <50 pM,
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o menor. Cuando se utiliza una linea de células T de macaco tal como LnPx4119 como células
efectoras, y se utiliza una linea de células transfectadas con PSMA de macaco tal como
células CHO como linea celular diana, el valor de ECsy del constructo de anticuerpo
biespecifico PSMAXxCD3 es preferiblemente <2000 pM o <1500 pM, mas preferiblemente
<1000 pM o <500 pM, incluso mas preferiblemente <300 pM o <250 pM, incluso mas
preferiblemente <100 pM, y lo mas preferible <50 pM.

[91] Preferiblemente, los constructos de anticuerpo biespecificos PSMAXCD3 de la
presente invencion no inducen/median la lisis ni esencialmente inducen/median la lisis de las

”

células PSMA negativas tales como células CHO. La expresion “no induce la lisis”, “no induce

esencialmente la lisis”, “no media la lisis” 0 “no media esencialmente la lisis”, significa que un
constructo de anticuerpo de la presente invencién no induce ni media la lisis de mas del 30%,
preferiblemente no mas del 20%, méas preferiblemente no mas del 10%, particularmente
preferiblemente no mas del 9%, 8%, 7%, 6% o0 5% de las células PSMA negativas, en donde
la lisis de una linea celular humana PSMA positiva se establece en 100%. Esto aplica
normalmente para concentraciones del constructo de anticuerpo de hasta 500 nM. La
persona experta sabe cémo medir la lisis celular sin complicaciones. Ademas, la presente

descripcion ensefia las instrucciones especificas sobre como medir la lisis celular.

[92] Ladiferencia en actividad citotoxica entre la isoforma monomérica y la dimérica de los
constructos de anticuerpo biespecificos PSMAxCD3 individuales es referida como “diferencia
de potencia”. Esta diferencia de potencia puede calcularse, por €j., como la relacién entre los
valores de ECso de las formas monomérica y dimérica de la molécula. La diferencia de
potencia de los constructos de anticuerpo biespecificos PSMAXCD3 de la presente invencién
son preferiblemente < 5, mas preferiblemente < 4, incluso mas preferiblemente < 3, incluso

mas preferiblemente < 2, y lo mas preferible < 1.

[93] El primer y/o segundo dominios de union (o cualquier otro adicional) del constructo de
anticuerpo de la invencién es/son preferiblemente especifico/s para especies cruzadas para
los miembros del orden de mamiferos de primates. Los dominios de unidon a CD3 especificos
para especies cruzadas se describen por ejemplo, en WO 2008/119567. De acuerdo con una
forma de realizacion, el primer y/o segundo dominio de unién, ademas de unirse a PSMA
humano y CD3 humano, respectivamente, también se unira a PSMA/CD3 de primates
incluyendo (pero sin limitacion) los monos del Nuevo Mundo (tales como Callithrix jacchus,
Saguinus Oedipus o Saimiri sciureus), los monos del Viejo Mundo (tales como babuinos y

macacos), gibones, y homininae no humano.

[94] En una forma de realizacion del constructo de anticuerpo de la invencion, el primer

dominio de unién se une a PSMA humano y ademas se une a PSMA de macaco, tal como
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PSMA de Macaca fascicularis, y mas preferiblemente, a PSMA de macaco expresado en la
superficie de células de macaco. La afinidad del primer dominio para PSMA, preferiblemente
para PSMA humano, es preferiblemente <100 nM o <50 nM, mas preferiblemente <25 nM o
<20 nM, mas preferiblemente <15 nM o <10 nM, aiun mas preferiblemente <5 nM, adn mas
preferiblemente <2,5 nM o <2 nM, aun mas preferiblemente <1 nM, alin mas preferiblemente
<0,6 nM, aun mas preferiblemente <0,5 nM, y lo mas preferible <0,4 nM. La afinidad puede
ser medida por ejemplo en un ensayo BlAcore o0 en un ensayo Scatchard. Otros métodos para
determinar la afinidad también son bien conocidos para la persona experta. La afinidad del
primer dominio para PSMA de macaco es preferiblemente <15 nM, mas preferiblemente
<10 nM, aun mas preferiblemente <5nM, aun mas preferiblemente <1 nM, ain mas
preferiblemente <0,5 nM, aun mas preferiblemente <0,1 nM, y lo mas preferible <0,05 nM o

incluso 0,01 nM.

[95] Preferiblemente la diferencia de afinidad de los constructos de anticuerpo de acuerdo
con la invencion para unirse a PSMA de macaco versus PSMA humano [ma PSMA:hu PSMA]
(como se determina por ej., mediante BiaCore o mediante andlisis Scatchard) es <100,
preferiblemente <20, mas preferiblemente <15, adicionalmente preferiblemente <10, aln mas
preferiblemente <8, mas preferiblemente <6 y lo méas preferible <2. Los rangos preferidos
para la diferencia de afinidad de los constructos de anticuerpo de acuerdo con la invencién
para unirse a PSMA de macaco versus PSMA humano estan entre 0,1 y 20, mas
preferiblemente entre 0,2 y 10, aun mas preferiblemente entre 0,3 y 6, aun mas
preferiblemente entre 0,5y 3 o entre 0,5y 2,5, y lo méas preferible entre 0,5y 2 o entre 0,6 y
2.

[96] El segundo dominio de unién del constructo de anticuerpo de la invencién se une a
CD3 épsilon humano y/o a CD3 épsilon de Macaca. En una forma de realizacién preferida el
segundo dominio de union se une ademas a CD3 épsilon de Callithrix jacchus, Saguinus
oedipus o Saimiri sciureus. Ambas Callithrix jacchus y Saguinus oedipus son monos del nuevo
mundo que pertenecen a la familia de Callitricidae, mientras que Saimiri sciureus es un mono

del nuevo mundo que pertenece a la familia de Cebidae.

[97] Se prefiere para el constructo de anticuerpo de la presente invencion que el segundo
dominio de unién que se une a un epitope extracelular de la cadena CD3 épsilon humano y/o
de Macaca comprenda una regién VL que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3
seleccionadas a partir de:

(a) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 27 de WO 2008/119567, CDR-L2 como se
describe en SEQ ID NO: 28 de WO 2008/119567 y CDR-L3 como se describe en SEQ ID
NO: 29 de WO 2008/119567;
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(b) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 117 de WO 2008/119567, CDR-L2 como
se describe en SEQ ID NO: 118 de WO 2008/119567 y CDR-L3 como se describe en SEQ ID
NO: 119 de WO 2008/119567; y

(©) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 153 de WO 2008/119567, CDR-L2 como
se describe en SEQ ID NO: 154 de WO 2008/119567 y CDR-L3 como se describe en SEQ ID
NO: 155 de WO 2008/119567.

[98] En una forma de realizacion preferida adicional del constructo de anticuerpo de la
presente invencion, el segundo dominio de unién que se une a un epitope extracelular de la
cadena de CD3 épsilon humano y/o de Macaca comprende una regién VH que comprende
CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 seleccionada a partir de:

(a) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 12 de WO 2008/119567, CDR-H2 como se
describe en SEQ ID NO: 13 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 14 de WO 2008/119567;

(b) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 30 de WO 2008/119567, CDR-H2 como se
describe en SEQ ID NO: 31 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 32 de WO 2008/119567;

(©) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 48 de WO 2008/119567, CDR-H2 como se
describe en SEQ ID NO: 49 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 50 de WO 2008/119567;

(d) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 66 de WO 2008/119567, CDR-H2 como se
describe en SEQ ID NO: 67 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 68 de WO 2008/119567;

(e) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 84 de WO 2008/119567, CDR-H2 como se
describe en SEQ ID NO: 85 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 86 de WO 2008/119567,

0] CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 102 de WO 2008/119567, CDR-H2 como
se describe en SEQ ID NO: 103 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 104 de WO 2008/119567;

(9) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 120 de WO 2008/119567, CDR-H2 como
se describe en SEQ ID NO: 121 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 122 de WO 2008/119567;

(h) CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 138 de WO 2008/119567, CDR-H2 como
se describe en SEQ ID NO: 139 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 140 de WO 2008/119567;

0] CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 156 de WO 2008/119567, CDR-H2 como
se describe en SEQ ID NO: 157 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 158 de WO 2008/119567; y
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0] CDR-H1 como se describe en SEQ ID NO: 174 de WO 2008/119567, CDR-H2 como
se describe en SEQ ID NO: 175 de WO 2008/119567 y CDR-H3 como se describe en SEQ ID
NO: 176 de WO 2008/119567.

[99] Enuna forma de realizacién preferida del constructo de anticuerpo de la invencién los
tres grupos de CDRs VL antes descriptos estan combinados con los diez grupos de CDRs VH
antes descriptos dentro del segundo dominio de union para formar (30) grupos,
comprendiendo cada uno CDR-L 1-3 y CDR-H 1-3.

[100] Se prefiere para el constructo de anticuerpo de la presente invencion que el segundo
dominio de unién el cual se une a CD3, comprenda una region VL seleccionada del grupo que
consiste en aquellas descriptas en las SEQ ID NOs: 17, 21, 35, 39, 53, 57, 71, 75, 89, 93, 107,
111, 125, 129, 143, 147, 161, 165, 179 o 183 de WO 2008/119567 o como se describe en
SEQ ID NO: 13.

[101] También se prefiere que el segundo dominio que se une a CD3 comprenda una region
VH seleccionada a partir del grupo que consiste en aquellas descriptas en SEQ ID NO: 15,
19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91, 105, 109, 123, 127, 141, 145, 159, 163, 177 o 181 de
WO 2008/119567 o como se describe en SEQ ID NO: 14.

[102] Méas preferiblemente, el constructo de anticuerpo de la presente invencién esta
caracterizado por un segundo dominio que se une a CD3 que comprende una regién VL y una
region VH seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 17 o 21 of WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 15 0 19 de WO 2008/119567;

(b) una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 35 0 39 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 33 0 37 de WO 2008/119567;

(©) una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 53 0 57 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 51 o 55 de WO 2008/119567;

(d) una region VL como se describe en SEQ ID NO: 71 o 75 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 69 o 73 de WO 2008/119567;

(e) una region VL como se describe en SEQ ID NO: 89 o0 93 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 87 0 91 de WO 2008/119567;

f una region VL como se describe en SEQ ID NO: 107 0 111 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 105 o 109 de WO 2008/119567;

(9) una region VL como se describe en SEQ ID NO: 125 0 129 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 123 0 127 de WO 2008/119567;

(h) una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 143 0 147 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 141 o 145 de WO 2008/119567;
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0] una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 161 0 165 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 159 o0 163 de WO 2008/119567; y

0] una regién VL como se describe en SEQ ID NO: 179 0 183 de WO 2008/119567 y una
region VH como se describe en SEQ ID NO: 177 o0 181 de WO 2008/119567.

[103] También se prefiere en conexidon con el constructo de anticuerpo de la presente
invencién un segundo dominio que se une a CD3 que comprende una region VL como se
describe en SEQ ID NO: 13 y una region VH como se describe en SEQ ID NO: 14.

[104] De acuerdo con una forma de realizacion preferida del constructo de anticuerpo de la
presente invencion, el primer y segundo dominio tienen el siguiente formato: Los pares de
regiones VH y regiones VL estan en el formato de un anticuerpo de cadena simple (scFv).
Las regiones VH y VL estan dispuestas en el orden VH-VL o VL-VH. Se prefiere que la region
VH esté posicionada en el extremo N-terminal de una secuencia enlazadora, y la regién VL

esté posicionada en el extremo C-terminal de la secuencia enlazadora.

[105] Una forma de realizacion preferida del constructo de anticuerpo de la presente
invencién descripto anteriormente esta caracterizada porque el segundo dominio que se une
a CD3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste
en SEQ ID NOs: 23, 25, 41, 43,59, 61, 77, 79, 95, 97, 113, 115, 131, 133, 149, 151, 167, 169,
185 0 187 de WO 2008/119567 o como se describe en SEQ ID NO: 15.

[106] También se contempla que el primer dominio de unién del constructo de anticuerpo de
la invencion comprenda una regiéon VL que comprende CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, y una
region VH que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 seleccionadas a partir del grupo que
consiste en:
(a) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 45, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 46, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 47, CDR-H1 como se describe en SEQ ID
NO: 42, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 43, y CDR-H3 como se describe en
SEQ ID NO: 44;

(b) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 63, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 64, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 65, CDR-H1 como se describe en SEQ ID
NO: 60, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 61, y CDR-H3 como se describe en
SEQ ID NO: 62;

(© CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 81, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 82, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 83, CDR-H1 como se describe en SEQ ID
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NO: 78, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 79, y CDR-H3 como se describe en
SEQ ID NO: 80;

(d) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 99, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 100, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 101, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 96, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 97, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 98;

(e) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 117, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 118, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 119, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 114, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 115, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 116;

) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 135, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 136, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 137, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 132, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 133, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 134;

(9) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 153, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 154, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 155, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 150, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 151, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 152;

(h) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 171, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 172 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 173, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 168, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 169, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 170;

® CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 189, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 190 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 191, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 186, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 187, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 188;

)] CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 207, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 208 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 209, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 204, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 205, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 206;

(k) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 225, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 226 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 227, CDR-H1 como se describe en

41



10

15

20

25

30

Confidencial

SEQ ID NO: 222, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 223, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 224;

0] CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 243, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 244 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 245, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 240, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 241, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 242;

(m)  CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 261, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 262 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 263, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 258, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 259, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 260;

(n) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 279, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 280 CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 281, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 276, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 277,y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 278;

(o) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 297, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 298, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 299, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 294, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 295, y CDR-H3 como se describe
en SEQ ID NO: 296;

(p) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 315, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 316, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 317, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 312, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 313, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 314;

(9) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 330, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 331, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 332, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 327, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 328, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 329;

n CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 345, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 346, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 347, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 342, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 343, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 344;

(s) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 360, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 361, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 362, CDR-H1 como se describe en
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SEQ ID NO: 357, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 358, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 359;

)] CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 375, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 376, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 377, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 372, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 373, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 374;

(u) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 390, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 391, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 392, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 387, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 388, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 389;

(V) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 405, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 406, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 407, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 402, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 403, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 404;

(w) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 420, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 421, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 422, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 417, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 418, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 419;

x) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 435, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 436, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 437, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 432, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 433, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 434;

) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 450, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 451, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 452, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 447, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 448, and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 449; y

(2) CDR-L1 como se describe en SEQ ID NO: 465, CDR-L2 como se describe en SEQ ID
NO: 466, CDR-L3 como se describe en SEQ ID NO: 467, CDR-H1 como se describe en
SEQ ID NO: 462, CDR-H2 como se describe en SEQ ID NO: 463 and CDR-H3 como se
describe en SEQ ID NO: 464.
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[107] Se contempla adicionalmente que el primer dominio de unién del constructo de
anticuerpo de la invencion comprenda una region VH y una regién VL seleccionadas del grupo
que consiste en:

(a) una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 48 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 49;

(b) una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 66 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 67,

(© una region VH como se describe en SEQ ID NO: 72 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 73;

(d) una region VH como se describe en SEQ ID NO: 84 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 85;

(e) una region VH como se describe en SEQ ID NO: 90 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 91,

f una region VH como se describe en SEQ ID NO: 102 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 103;

(9) una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 108y unaregion VL como se describe
en SEQ ID NO: 109;

(h) una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 120y unaregion VL como se describe
en SEQ ID NO: 121;

® una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 126 y unaregion VL como se describe
en SEQ ID NO: 127;

0] una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 138y unaregion VL como se describe
en SEQ ID NO: 139;

(K) una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 144 y unaregion VL como se describe
en SEQ ID NO: 145;

)] una region VH como se describe en SEQ ID NO: 156 y una regién VL como se describe
en SEQ ID NO: 157;

(m)  unaregion VH como se describe en SEQ ID NO: 162 y una region VL como se describe
en SEQ ID NO: 163;
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(n) una regidon VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 181;

(o) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 193;

(p) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 199;

(q) unaregion VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 211,

() unaregiéon VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 217,

(s) unaregion VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 229;

)] unaregiéon VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 235;

(u) unaregiéon VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 247,

(v) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 253;

(w)
en SEQ ID NO: 265;

x) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 271;

) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 283;

(2) una regién VH como se describe en SEQ ID NO:

en SEQ ID NO: 289;

(aa)
en SEQ ID NO: 301;
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180y unaregion VL como se describe

192 y unaregion VL como se describe

198 y unaregion VL como se describe

210y unaregién VL como se describe

216 y unaregién VL como se describe

228y unaregiéon VL como se describe

234 y unaregién VL como se describe

246 y una region VL como se describe

252 y una regién VL como se describe

264 y una regién VL como se describe

270y una regién VL como se describe

282 y una regién VL como se describe

288 y una regiéon VL como se describe

300y unaregion VL como se describe
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(ab)
en SEQ ID NO: 307;

(ac)
en SEQ ID NO: 55;

(ad)
en SEQ ID NO: 175;

(ae)
en SEQ ID NO: 319;

(af)
en SEQ ID NO: 334;

(ag)
en SEQ ID NO: 349;

(@h)
en SEQ ID NO: 364;

(ai)
en SEQ ID NO: 379;

(aj)
en SEQ ID NO: 394;

(ak)
en SEQ ID NO: 409;

(ah)
en SEQ ID NO: 424;

(am)
en SEQ ID NO: 439;

(an)
en SEQ ID NO: 454; y

(ao)
en SEQ ID NO: 469.
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306 y unaregién VL como se describe

una regién VH como se describe en SEQ ID NO: 54 y una regién VL como se describe

174 y unaregion VL como se describe

318y unaregion VL como se describe

333y unaregion VL como se describe

348y unaregion VL como se describe

363y unaregion VL como se describe

378y unaregion VL como se describe

393y unaregiéon VL como se describe

408 y unaregién VL como se describe

423y unaregién VL como se describe

438y unaregiéon VL como se describe

453 y unaregioén VL como se describe

468 y unaregion VL como se describe
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[108] Se contempla adicionalmente que el primer dominio de unién del constructo de
anticuerpo de la invenciéon comprenda una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en aquellas descriptas en SEQ ID NOs: 50, 56, 68, 74, 86, 92, 104, 110, 122,
128, 140, 146, 158, 164, 176, 182, 194, 200, 212, 218, 230, 236, 248, 254, 266, 272, 284, 290,
302, 308, 320, 335, 350, 365, 380, 395, 410, 425, 440, 455, y 470.

[109] Lainvencién ademas provee un constructo de anticuerpo que comprende o que tiene
una secuencia de aminoacidos seleccionada a partir del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 51, 57, 69, 75, 87, 93, 105, 111, 123, 129, 141, 147, 159, 165, 177, 183, 195, 201, 213,
219, 231, 237, 249, 255, 267, 273, 285, 291, 303, 309, 321, 324, 336, 339, 351, 354, 366, 369,
381, 384, 396, 399, 411, 414, 426, 429, 441, 444, 456, 459, 471y 474.

[110] Las modificaciones covalentes de los constructos de anticuerpo también estan
incluidas dentro del alcance de esta invencion, y se realizan generalmente, pero no siempre,
post-traduccionalmente. Por ejemplo, varios tipos de modificaciones covalentes del constructo
de anticuerpo son introducidas dentro de la molécula haciendo reaccionar residuos
aminoacido especificos del constructo de anticuerpo con un agente derivatizante organico que
es capaz de reaccionar con cadenas laterales seleccionadas o con los residuos N- o C-

terminales.

[111] Los residuos cisteinilo mas comunmente se hacen reaccionar con a-haloacetatos (y
las correspondientes aminas), tales como acido cloroacético o cloroacetamida, para dar
derivados carboximetilo o carboxiamidometilo. Los residuos cisteinilo también son
derivatizados mediante reaccion con bromotrifluoroacetona, acido a-bromo-B-(5-
imidazoil)propiénico, fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo,
disulfuro de metil 2-piridilo, p-cloromercuriobenzoato, 2-cloromercurio-4-nitrofenol, o cloro-7-

nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

[112] Los residuos histidilo son derivatizados mediante reaccion con dietilpirocarbonato a pH
5,5-7,0 porque este agente es relativamente especifico para la cadena lateral de histidilo.
También es util el bromuro de para-bromofenacilo; la reaccion es preferiblemente llevada a
cabo en cacodilato de sodio 0,1 M a pH 6,0. El lisinilo y los residuos aminoterminales se hacen
reaccionar con acido succinico u otros anhidridos de acido carboxilico. La derivatizacién con
estos agentes tiene el efecto de revertir el cambio de los residuos lisinilo. Otros reactivos
adecuados para derivatizar residuos que contienen alfa-aminos incluyen los imidoésteres

tales como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; acido
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trinitrobencensulfénico; O-metilisourea; 2,4-pentanodiona; y reaccion con glioxilato catalizada

por transaminasa.

[113] Los residuos arginilo son modificados mediante reaccién con uno o varios reactivos
convencionales, entre ellos fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclohexanodiona, y ninhidrina.
La derivatizacion de los residuos de arginina requiere que la reaccion sea llevada a cabo en
condiciones alcalinas debido al elevado pKa del grupo funcional guanidina. Ademas, estos
reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asi como también con el grupo épsilon-

amino de la arginina.

[114] La modificacion especifica de residuos tirosilo puede realizarse, con particular interés
en la introduccién de etiquetas espectrales dentro de los residuos tirosilo, mediante reaccién
con compuestos de diazonio aroméaticos o tetranitrometano. Mas comunmente, se utilizan N-
acetilimidizol y tetranitrometano para formar especies de O-acetil tirosilo y 3-nitro-derivados,
respectivamente. Los residuos tirosilo son iodados utilizando %1 o 3| para preparar proteinas
marcadas para el uso en radioinmunoensayo, siendo adecuado el método de la cloramina T

anteriormente descripto.

[115] Los grupos carboxilo laterales (aspartilo o glutamilo) son selectivamente modificados
mediante reaccion con carbodiimidas (R'—N=C=N--R'), donde R y R' son opcionalmente
grupos alquilo diferentes, tales como 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-4-etil) carbodiimida o 1-etil-3-
(4-azonia-4,4-dimetilpentil) carbodiimida. Ademas, los residuos aspartilo y glutamilo son

convertidos a residuos asparaginilo y glutaminilo mediante reaccién con iones amonio.

[116] La derivatizacién con agentes bifuncionales es Util para entrecruzar los constructos de
anticuerpo de la presente invencién a una matriz o superficies soportes insolubles en agua,
para el uso en una variedad de métodos. Los agentes de entrecruzamiento comunmente
utilizados incluyen, por ej., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldehido, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, por ejemplo, ésteres con acido 4-azidosalicilico, imidoésteres
homobifuncionales que incluyen ésteres de disuccinimidilo tales como 3,3
ditiobis(succinimidilpropionato), y maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1,8-
octano. Los agentes derivatizantes tales como metil-3-[(p-azidofenil)ditio]propioimidato rinden
intermediarios fotoactivables que son capaces de formar entrecruzamientos en presencia de
luz. Alternativamente, las matrices reactivas insolubles en agua tales como carbohidratos
activados con bromuro de ciandgeno y los sustratos reactivos descriptos en las patentes
US 3.969.287; US 3.691.016; US 4.195.128; US 4.247.642; US 4.229.537; y US 4.330.440 se

emplean para la inmovilizacion de proteinas.

48



10

15

20

25

30

35

Confidencial

[117] Los residuos glutaminilo y asparaginilo son frecuentemente desamidados a los
correspondientes residuos glutamilo y aspartilo, respectivamente. Alternativamente, estos
residuos son desamidados bajo condiciones acidas suaves. Cualquier forma de estos

residuos cae dentro del alcance de esta invencion.

[118] Otras modificaciones incluyen hidroxilacién de prolina y lisina, fosforilacion de grupos
hidroxilo de residuos serilo o treonilo, metilacién de grupos a-amino de cadenas laterales de
lisina, arginina, e histidina (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.
H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pp. 79-86), acetilacion de amina N-terminal y

amidacion de cualquier grupo carboxilo C-terminal.

[119] Otro tipo de modificacion covalente de los constructos de anticuerpo incluido dentro
del alcance de esta invencion, comprende alterar el esquema de glicosilacion de la proteina.
Tal como es conocido en el arte, los esquemas de glicosilacién pueden depender tanto de la
secuencia de la proteina (por ej., la presencia o ausencia de residuos aminoacido de
glicosilacion particulares, que se discuten a continuacién), como de la célula u organismo
hospedadora en el cual la proteina es producida. Los sistemas de expresion particulares se

discuten a continuacion.

[120] La glicosilaciéon de polipéptidos es tipicamente N-glicosilacién u O-glicosilacion. N-
glicosilacion se refiere a la unién del resto molecular carbohidrato a la cadena lateral de un
residuo asparagina. Las secuencias tri-peptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-
treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la uniéon enzimatica del resto molecular carbohidrato a la cadena lateral
de asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de estas secuencias tri-peptidicas en un
polipéptido crea un sitio de glicosilacion potencial. La O-glicosilacién se refiere a la union de
uno de los azlcares N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa, a un hidroxiaminoacido, mas
comunmente serina 0 treonina, aunque también pueden utilizarse 5-hidroxiprolina o 5-

hidroxilisina.

[121] La adicion de sitios de glicosilacion al constructo de anticuerpo es lograda
convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que la misma contenga
una o mas de las secuencias tri-peptidicas descriptas anteriormente (para sitios de N-
glicosilacién). La alteracion también puede realizarse mediante adicion de, o sustitucion por,
uno o mas residuos serina o treonina en la secuencia de partida (O-glicosilacién). Para
facilitar, la secuencia de aminoacidos de un constructo de anticuerpo es preferiblemente
alterada a través de cambios a nivel de ADN, particularmente mutando el ADN que codifica el
polipéptido en bases preseleccionadas de modo que los codones generados se traducirdn en

los aminoacidos deseados.
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[122] Otra forma de incrementar el numero de restos moleculares carbohidrato en el
constructo de anticuerpo es mediante acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos a la
proteina. Estos procedimientos son ventajosos en tanto no requieren la produccion de la
proteina en una célula hospedadora que tiene capacidades de N- u O-glicosilacion.
Dependiendo del modo de acoplamiento utilizado, el/los azlcar/es puede/n estar unido/s a (a)
arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c) grupos sulfhidrilo libres tales como aquellos
de la cisteina, (d) grupos hidroxilo libres tales como aquellos de la serina, treonina o
hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos tales como aquellos de fenilalanina, tirosina o
triptofano, o (f) el grupo amida de la glutamina. Estos métodos se describen en WO 87/05330,
y en Aplin y Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306.

[123] La eliminacion de restos moleculares carbohidrato presentes en el constructo de
anticuerpo de partida puede lograrse quimicamente o enzimaticamente. La desglicosilacion
quimica requiere la exposicion de la proteina al compuesto acido trifluorometansulfénico, o un
compuesto equivalente. Este tratamiento resulta en el clivaje de la mayoria o de todos los
azlcares excepto el azucar enlazador (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina),
mientras que deja intacto el polipéptido. La desglicosilacion quimica se describe en
Hakimuddin et al.,, 1987, Arch. Biochem. Biophys. 259:52 y en Edge et al.,, 1981, Anal.
Biochem. 118:131. EIl clivaje enzimético de restos moleculares carbohidrato sobre los
polipéptidos puede lograrse mediante el uso de una variedad de endo- y exo-glicosidasas,
como se describen en Thotakura et al., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. La glicosilacién en
sitios de glicosilacion potenciales puede evitarse mediante el uso del compuesto tunicamicina,
como se describe en Duskin et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. La tunicamicina bloquea la

formacion de enlaces N-glicésido en proteinas.

[124] Otras modificaciones del constructo de anticuerpo también estan contempladas en la
presente. Por ejemplo, otro tipo de modificacion covalente del constructo de anticuerpo
comprende la union del constructo de anticuerpo a diversos polimeros no proteicos,
incluyendo, pero sin limitarse a, diversos polioles tales como polietilenglicol, polipropilenglicol,
polioxialquilenos, o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, de la forma establecida
en las patentes US 4.640.835; US 4.496.689; US 4.301.144; US 4.670.417; US 4.791.192 o
US 4.179.337. Ademés, como se conoce en el arte, las sustituciones de aminoacidos pueden
realizarse en diversas posiciones dentro del constructo de anticuerpo, por ej., para facilitar la

adicion de polimeros tales como PEG.

[125] En algunas formas de realizacién, la modificacion covalente de los constructos de
anticuerpo de la invencion comprende la adicion de una o mas etiquetas. EIl grupo marcador

puede ser acoplado al constructo de anticuerpo mediante brazos espaciadores de diversas
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longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. Se conocen en el arte diversos

métodos para marcar proteinas y se pueden utilizar para llevar a cabo la presente invencion.

Las expresiones “etiqueta” o “grupo marcador” se refieren a cualquier etiqueta detectable. En

general, las etiquetas caen dentro de una variedad de clases, dependiendo del ensayo en el

cual seran detectadas — los siguientes ejemplos incluyen, pero no se limitan a:

a) etiquetas isotbpicas, las cuales pueden ser is6topos radioactivos o pesados, tales como
radiois6topos o radiontclidos (por €j., 3H, *C, N, 3°S, 8Zzr, 0Y, 9T¢, 111|n, 125, 131))

b) marcas etiquetas (por €j., particulas magnéticas)

c) grupos moleculares redox activos

d) colorantes oOpticos (que incluyen, pero no se limitan a, croméforos, fésforos y fluoréforos)
tales como grupos fluorescentes (por e€j., FITC, rodamina, fosforos de lantanidos), grupos
quimioluminiscentes y fluoroforos los cuales pueden ser o bien fluoros de “molécula
pequena” o fluoros proteicos

e) grupos enzimaticos (por ej., peroxidasa de rabano picante, B-galactosidasa, luciferasa,
fosfatasa alcalina)

f) grupos biotinilados

g) epitopes polipeptidicos predeterminados reconocidos por un reportero secundario (por €j.,
secuencias de pares de cierre (zipper) de leucina, sitios de unién para anticuerpos

secundarios, dominios de unién a metales, etiquetas de epitope, etc.)

[126] Se entiende por “etiqueta fluorescente” cualquier molécula que pueda ser detectada
mediante sus propiedades fluorescentes inherentes. Las etiquetas fluorescentes adecuadas
incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina, tetrametilrodamina, eosina, eritrosina,
cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde Malaquita, estilbeno, Amarillo Lucifer, Cascade
BlueJ, Rojo Texas, IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, Rojo LC 640, Cy 5, Cy 5.5, Rojo LC 705,
verde Oregon, los colorantes Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430, Alexa Fluor 488,
Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 660, Alexa
Fluor 680), Azul Cascade, Amarillo Cascade y R-ficoeritrina (PE) (Molecular Probes, Eugene,
OR), FITC, Rodamina y Rojo Texas (Pierce, Rockford, IL), Cy5, Cy5.5, Cy7 (Amersham Life
Science, Pittsburgh, PA). Los colorantes Opticos adecuados, que incluyen los fluoréforos,

estan descriptos en Molecular Probes Handbook de Richard P. Haugland.

[127] Las etiquetas fluorescentes proteicas adecuadas también incluyen, pero no se limitan
a, proteina verde fluorescente, incluyendo GFP de las especies Renilla, Ptilosarcus, o
Aequorea (Chalfie et al., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories, Inc.,
Numero de Acceso al Genbank U55762), proteina azul fluorescente (BFP, Quantum
Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8vo Piso, Montreal, Quebec, Canada
H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim et al., 1996, Curr. Biol. 6:178-182),
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proteina amarilla fluorescente mejorada (EYFP, Clontech Laboratories, Inc.), luciferasa (Ichiki
etal., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), B galactosidasa (Nolan et al., 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 85:2603-2607) y Renilla (W092/15673, WO95/07463, WQO98/14605,
WQ098/26277, W099/49019, patentes US 5.292.658; US 5.418.155; US 5.683.888; US
5.741.668; US 5.777.079; US 5.804.387; US 5.874.304; US 5.876.995; US 5.925.558).

[128] EI constructo de anticuerpo de la invencion también puede comprender dominios
adicionales, los cuales son, por €j., ttiles en el aislamiento de la molécula o se relacionan con
un perfil farmacocinético adaptado de la molécula. Los dominios utiles para el aislamiento de
un constructo de anticuerpo pueden seleccionarse a partir de motivos peptidicos o restos
moleculares introducidos secundariamente, los cuales pueden ser capturados en un método
de aislamiento, por ej., una columna de aislamiento. Las formas de realizacién no limitantes
de dichos dominios adicionales comprenden motivos peptidicos conocidos como etiqueta
Myc, etiqueta HAT, etiqueta HA, etiqueta TAP-tag, etiqueta GST, dominio de unién a quitina
(etiqueta CBD, por sus siglas en inglés), proteina de union a maltosa (etiqueta MBP, por sus
siglas eninlgés), etiqueta Flag, etiqueta Strep y variantes de la misma (por €j., etiqueta Strepll)
y etiqueta His. Todos los constructos de anticuerpo divulgados en la presente pueden
comprender un dominio con etiqueta His, el cual es generalmente conocido como una
repeticién de residuos His consecutivos en la secuencia de aminoacidos de una molécula,
preferiblemente de cinco, y mas preferiblemente de seis residuos His (hexa-histidina). La
etiqueta His puede estar ubicada por €j., en el extremo N- o C-terminal del constructo de
anticuerpo, preferiblemente esta ubicada en el extremo C-terminal. Mas preferiblemente, una
etiqueta hexa-histidina (HHHHHH) (SEQ ID NO:16) esta unida mediante enlace peptidico al
extremo C-terminal del constructo de anticuerpo de acuerdo con la invencién. Adicionalmente,
se puede combinar un sistema conjugado de PLGA-PEG-PLGA con una etiqueta polihistidina

para aplicacion de liberacion sostenida y perfil farmacocinético mejorado.

[129] Las modificaciones de la secuencia de amino&cidos de los constructos de anticuerpo
descriptos en la presente también estan contempladas. Por ejemplo, puede ser deseable
mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biol6gicas del constructo de anticuerpo.
Las variantes de la secuencia de aminoacidos de los constructos de anticuerpo se preparan
introduciendo cambios nucleotidicos apropiados dentro del acido nucleico de los constructos
de anticuerpo, o mediante sintesis de péptidos. Todas las modificaciones de la secuencia de
aminoacidos descriptas a continuacién deberan resultar en un constructo de anticuerpo que
aun retiene la actividad biol6gica deseada (unibn a PSMA y a CD3) de la molécula parental

no modificada.
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[130] La expresién “aminoacido” o “residuo aminoacido” tipicamente se refiere a un
aminoacido que tiene su definicion, reconocida en el arte, tal como un aminoacido
seleccionado a partir del grupo que consiste en: alanina (Ala o A); arginina (Arg o R);
asparagina (Asn o N); acido aspartico (Asp o D); cisteina (Cys o C); glutamina (Gln o Q); acido
glutdmico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (lle o I): leucina (Leu o L);
lisina (Lys o K); metionina (Met o M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S);
treonina (Thr o T); triptofano (Trp o W); tirosina (Tyr o Y); y valina (Val o V), aunque también
pueden utilizarse aminoacidos modificados, sintéticos o raros, como se desee. Generalmente,
los aminoacidos pueden agruparse segun tengan una cadena lateral no polar (por €j., Ala,
Cys, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Val); una cadena lateral cargada negativamente (por ej., Asp,
Glu); una cadena lateral cargada positivamente (por €j., Arg, His, Lys); o una cadena lateral
polar no cargada (por egj., Asn, Cys, GIn, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp, y Tyr).

[131] Las modificaciones de amino&cidos incluyen, por ejemplo, deleciones, y/o inserciones,
y/o sustituciones, de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos de los constructos de
anticuerpo. Cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion se realiza para llegar
al constructo final, siempre que el constructo final posea las caracteristicas deseadas. Los
cambios de aminoacidos también pueden alterar los procesos post-traduccionales de los
constructos de anticuerpo, tales como cambiar el nimero o posiciébn de los sitios de

glicosilacion.

[132] Por ejemplo, pueden insertarse, sustituirse o delecionarse 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 aminoacidos
en cada uno de las CDRs (desde luego, dependiendo de su longitud), mientras que pueden
insertarse, sustituirse o delecionarse 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, o 25 aminoacidos en cada una de las FRs. Preferiblemente, las inserciones en la
secuencia de aminoacidos dentro del constructo de anticuerpo incluyen fusiones amino- y/o
carboxilo-terminales en el rango de longitud de desde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 residuos a
polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como también inserciones intra-secuencia
de residuos aminoacido Unicos o multiples. También pueden llevarse a cabo modificaciones
correspondientes dentro del tercer dominio del constructo de anticuerpo de la invencién. Una
variante insercional del constructo de anticuerpo de la invencién incluye la fusion de una
enzima al extremo N-terminal o al extremo C-terminal del constructo de anticuerpo, o la fusién

a un polipéptido.

[133] Los sitios de mayor interés para la mutagénesis sustitucional incluyen (pero no estan
limitados a) las CDRs de la cadena pesada y/o de la liviana, en particular las regiones
hipervariables, pero también estan contempladas las alteraciones de FR en la cadena pesada

y/o en la liviana. Las sustituciones son preferiblemente sustituciones conservativas como se
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describe en la presente. Preferiblemente, se pueden sustituir 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 0 10
aminoacidos en una CDR, mientras que se pueden sustituir 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, o 25 aminoacidos en las regiones de estructura (FRS),
dependiendo de la longitud de la CDR o de la FR. Por ejemplo, si una secuencia de CDR
abarca 6 aminoacidos, esta contemplado que uno, dos o tres de estos aminoacidos sean
sustituidos. De manera similar, si una secuencia de CDR abarca 15 aminoacidos esta

contemplado que uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis de estos aminoacidos sean sustituidos.

[134] Un método util para la identificacion de ciertos residuos o regiones de los constructos
de anticuerpo que son ubicaciones preferidas para la mutagénesis, se denomina
“mutagénesis por mapeo de alaninas” como se describe en Cunningham y Wells en Science,
244:1081-1085 (1989). Aqui, un residuo o un grupo de residuos diana dentro del constructo
de anticuerpo es/son identificado/s (por €j., residuos cargados tales como arg, asp, his, lys, y
glu) y reemplazados por un aminoécido neutro o cargado negativamente (mas preferiblemente

alanina o polialanina) para afectar la interaccion de los amino&cidos con el epitope.

[135] Aquellas ubicaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las
sustituciones son entonces refinadas introduciendo variantes adicionales o distintas en, o
para, los sitios de sustitucion. Asi, mientras el sitio, o la regién, para introducir una variacion
en la secuencia de aminoacidos esta predeterminado, la naturaleza de la mutacién per se no
necesita estar predeterminada. Por ejemplo, para analizar u optimizar el desempefio de una
mutacién en un sitio dado, el mapeo de alaninas o la mutagénesis al azar, pueden llevarse a
cabo en un coddn o region diana, y las variantes del constructo de anticuerpo expresadas son
relevadas en cuanto a la combinacion 6ptima de actividad deseada. Las técnicas pararealizar
mutaciones por sustitucion en sitios predeterminados de ADN que tiene una secuencia
conocida, son bien conocidas, por ejemplo, mutagénesis con cebador M13 y mutagénesis por
PCR. El relevamiento de las mutantes se efectla utilizando ensayos de actividades de union

a antigeno, tales como uniéon a PSMA o a CD3.

[136] Generalmente, si los amino&cidos son sustituidos en una o0 mas o en todas los CDRs
de la cadena pesada y/o la liviana, se prefiere que la secuencia “sustituida” asi obtenida sea
al menos 60% o 65%, mas preferiblemente 70% o 75%, incluso mas preferiblemente 80% o
85%, y particularmente preferiblemente 90% o 95% idéntica a la secuencia de la CDR
“original”’. Esto significa que es dependiente de la longitud de la CDR al grado en que es
idéntica a la secuencia “sustituida”. Por ejemplo, una CDR que tiene 5 aminoacidos es
preferiblemente 80% idéntica a su secuencia sustituida a fin de tener al menos un aminoécido

sustituido. Concordantemente, las CDRs del constructo de anticuerpo pueden tener diferentes
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grados de identidad con sus secuencias sustituidas, por €j., la CDRL1 puede tener 80%,
mientras que la CDRL3 puede tener 90%.

[137] Las sustituciones preferidas (o reemplazos) son sustituciones conservativas. No
obstante, esta contemplada cualquier sustituciéon (incluyendo la sustitucion no conservativa o
una o mas de las “sustituciones de ejemplo” listadas en la Tabla 3, a continuacion) en tanto
que el constructo de anticuerpo retenga su capacidad de uniéon a PSMA mediante el primer
dominio y a CD3 épsilon mediante el segundo dominio y/o sus CDRs tengan una identidad a
la secuencia luego sustituida (al menos 60% o0 65%, mas preferiblemente 70% o 75%, incluso
mas preferiblemente 80% o 85%, y particularmente preferiblemente 90% o 95% idéntica a la
secuencia “original” de la CDR).

[138] Las sustituciones conservativas se muestran en la Tabla 3 bajo el encabezado de
"sustituciones preferidas". Si dichas sustituciones resultan en un cambio en la actividad
biolégica, entonces se pueden introducir mas cambios sustanciales, denominados
"sustituciones a modo de ejemplo” en la Tabla 3, o0 como se describe adicionalmente a
continuacioén en referencia a las clases de aminoacidos, y los productos pueden ser relevados

en cuanto a una caracteristica deseada.

Tabla 3: Sustituciones de aminoacidos

Original Sustituciones a modo de | Sustituciones preferidas
ejemplo

Ala (A) val, leu, ile val
Arg (R) lys, gln, asn lys
Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gin
Asp (D) glu, asn glu
Cys (C) ser, ala ser
GIn (Q) asn, glu asn
Glu (E) asp, gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn, gin, lys, arg arg
lle (1) leu, val, met, ala, phe leu
Leu (L) norleucine, ile, val, met, ala | ile
Lys (K) arg, gin, asn arg
Met (M) leu, phe, ile leu
Phe (F) leu, val, ile, ala, tyr tyr
Pro (P) ala ala
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Ser (S) thr thr
Thr (T) ter ser
Trp (W) tyr, phe tyr
Tyr (Y) trp, phe, thr, ser phe
Val (V) ile, leu, met, phe, ala leu

[139] Las modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del constructo de
anticuerpo de la presente invencién se logran mediante seleccion de sustituciones que difieren
significativamente en su efecto de mantener (a) la estructura del esqueleto del polipéptido en
el area de la sustitucion, por ejemplo, como una conformacion de lamina o helicoidal, (b) la
carga o hidrofobicidad de la molécula en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral.
Los residuos naturales estan divididos en grupos en base a las propiedades en comudn de las
cadenas laterales: (1) hidrofobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidréfilos neutros: cys,
ser, thr; asn, gin (3) &cidos: asp, glu; (4) basicos: his, lys, arg; (5) residuos que influencian la

orientacion de la cadena: gly, pro; y (6) aromaticos: trp, tyr, phe.

[140] Las sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de
estas clases por uno de otra clase. Cualquier residuo cisteina no involucrado en mantener la
conformacion apropiada del constructo de anticuerpo puede ser sustituido, generalmente con
serina, para mejorar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar entrecruzamiento
aberrante. De manera inversa, el/los enlace/s de cisteina puede/n agregarse al anticuerpo
para mejorar su estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de

anticuerpo tal como un fragmento Fv).

[141] Para las secuencias de aminoacidos, la identidad y/o similitud de secuencia es
determinada utilizando técnicas estandar conocidas en el arte, que incluyen, pero no se limitan
a, el algoritmo de identidad de secuencia local de Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math.
2:482, el algoritmo de alineamiento de identidad de secuencia de Needleman y Wunsch, 1970,
J. Mol. Biol. 48:443, el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete de Programas Wisconsin Genetics, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.), el programa de secuencias Best Fit
descripto por Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395, preferiblemente utilizando
las configuraciones por defecto, o mediante inspeccién. Preferiblemente, la identidad
porcentual es calculada mediante FastDB en base a los siguientes parametros: penalidad por
error de apareamiento de 1; penalidad por espacio (gap) de 1; penalidad por tamafio de gap

de 0,33; y penalidad por unién de 30, "Current Methods in Sequence Comparison and
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Analysis," Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications, pp
127-149 (1988), Alan R. Liss, Inc.

[142] Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea un alineamiento multiple de
secuencias a partir de un grupo de secuencias relacionadas, utilizando alineamientos
progresivos, de a pares. También puede graficar un arbol que muestra las relaciones del
conglomerado utilizadas para crear el alineamiento. PILEUP utiliza una simplificacién del
método de alineamiento progresivo de Feng & Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-360; el
método es similar a aquél descripto por Higgins y Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153. Los
parametros Utiles de PILEUP que incluyen un peso de gap por defecto de 3,00, un peso de
longitud de gap por defecto de 0,10, y gaps de extremo pesados.

[143] Otro ejemplo de algoritmo util es el algoritmo BLAST, descripto en: Altschul et al., 1990,
J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; y Karin et
al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5787. Un programa BLAST particularmente
uatil es el programa WU-BLAST-2 el cual fue obtenido de Altschul et al., 1996, Methods in
Enzymology 266:460-480. WU-BLAST-2 utiliza varios pardametros de busqueda, la mayoria
de los cuales estan configurados a los valores por defecto. Los parametros ajustables estan
configurados con los siguientes valores: longitud de solapamiento=1, fraccion de
solapamiento=0,125, umbral de palabra (T)=Il. Los pardmetros HSP Sy HSP S2 son valores
dindmicos y estan establecidos por el programa mismo, dependiendo de la composicion de la
secuencia particular y la composicion de la base de datos particular contra la cual se busca la
secuencia de interés; no obstante, los valores pueden ajustarse para incrementar la

sensibilidad.

[144] Un algoritmo util adicional es BLAST con huecos (gapped BLAST) tal como reportado
por Altschul et al., 1993, Nucl. Acids Res. 25:3389-3402. El gapped BLAST utiliza puntajes de
sustituciéon BLOSUM-62; el parametro de umbral T configurado en 9; el método de dos aciertos
para apuntar a las extensiones sin gaps, carga un costo de 10+k a las longitudes de gap de
k; Xu esta configurado en 16, y Xg esta configurado en 40 para la etapa de busqueda en base
de datos y en 67 para la etapa de resultados de los algoritmos. Los alineamientos con huecos

(gapped) son disparados por un puntaje correspondiente a aproximadamente 22 bits.

[145] Generalmente, la homologia, similitud o identidad de secuencia de aminoacidos entre
CDRs o secuencias VH/VL variantes individuales es al menos 60% con las secuencias
mostradas en la presente, y mas tipicamente con homologias o identidades preferiblemente
crecientes de al menos 65% o 70%, mas preferiblemente al menos 75% u 80%, incluso mas
preferiblemente al menos 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, y

casi 100%. De una manera similar, la “identidad de secuencia de acido nucleico porcentual
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(%)” con respecto a la secuencia de acido nucleico de las proteinas de union identificadas en
la presente esta definida como el porcentaje de residuos nucleotidicos en una secuencia
candidata que son idénticos a los residuos nucleotidicos en la secuencia codificante del
constructo de anticuerpo. Un método especifico utiliza el médulo BLASTN de WU-BLAST-2
configurado a los parametros por defecto, con longitud de solapamiento y fraccién de

solapamiento configurados a 1y 0,125, respectivamente.

[146] Generalmente, la homologia, similitud o identidad de secuencia de &acido nucleico entre
secuencias nucleotidicas que codifican CDRs o secuencias VH/VL variantes individuales y las
secuencias nucleotidicas mostradas en la presente es al menos 60%, y més tipicamente con
homologias o identidades preferiblemente crecientes de al menos 65%, 70%, 75%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99%, y casi 100%. Asi, una “CDR variante” o una “variante de region VH/VL” es una
con la homologia, similitud o identidad especificada con la CDR/VH/VL parental de la
invencién, y comparte la funcién bioldgica, incluyendo, pero no limitado a, al menos 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
949%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% de la especificidad y/o actividad de la CDR o VH/VL

parental.

[147] En una forma de realizacion, el porcentaje de identidad con la linea germinal humana
de los constructos de anticuerpo de acuerdo con la invencién es = 70% o = 75%, mas
preferiblemente = 80% o = 85%, incluso mas preferiblemente = 90%, y lo més preferible
2 91%, =2 92%, 2 93%, = 94%, = 95% o incluso = 96%. La identidad con los productos génicos
de la linea germinal de anticuerpos humanos se considera una caracteristica importante para
reducir el riesgo de que proteinas terapéuticas generen una respuesta inmune contra la droga
en un paciente durante el tratamiento. Hwang & Foote (“Immunogenicity of engineered
antibodies”; Methods 36 (2005) 3-10) demuestran que la reduccién de proteinas no humanas
de drogas de constructos de anticuerpo, conduce a una disminucion del riesgo de inducir
anticuerpos anti-droga en los pacientes durante el tratamiento. Comparando un nimero
exhaustivo de drogas de anticuerpo evaluadas clinicamente y los respectivos datos de
inmunogenicidad, la tendencia muestra que la humanizacion de las regiones V de los
anticuerpos hace a la proteina menos inmunogénica (promedio 5,1 % de los pacientes) que
los anticuerpos que portan regiones V no humanas inalteradas (promedio 23,59 % de los
pacientes). Por lo tanto, se desea un grado mas alto de identidad con las secuencias humanas
para agentes terapéuticos de proteina basados en la region V, en la forma de constructos de
anticuerpo. Con el propdsito de determinar la identidad con la linea germinal, las regiones V
de VL pueden ser alineadas con las secuencias de aminoacidos de los segmentos V y de los

segmentos J de la linea germinal humana (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) utilizando el
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programa Vector NTI y se puede calcular la secuencia de aminoécidos dividiendo los residuos
aminoacido idénticos por el numero total de residuos aminoacido del VL en porcentaje. Lo
mismo puede hacerse para los segmentos VH (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) con la
excepcién de que la CDR3 de VH puede ser excluida debido a su elevada diversidad y a la
falta de existencia de compaferos de alineamiento de CDR3 de VH de la linea germinal
humana. Las técnicas recombinantes pueden luego utilizarse para incrementar la identidad

de secuencia con los genes de anticuerpo de la linea germinal humana.

[148] En una forma de realizacion adicional, los constructos de anticuerpo biespecificos de
la presente invencion exhiben elevados rendimientos de mondémero bajo condiciones estandar
de escala de investigacion, por ej., en un proceso de purificacion estandar en dos etapas.
Preferiblemente el rendimiento de mondémero de los constructos de anticuerpo de acuerdo
con la invencién es = 0,25 mg/L de sobrenadante, mas preferiblemente = 0,5 mg/L, incluso

mas preferiblemente = 1 mg/L, y lo mas preferible 2 3 mg/L de sobrenadante.

[149] Del mismo modo, puede determinarse el rendimiento de las isoformas diméricas del
constructo de anticuerpo, y por lo tanto, el porcentaje de mondémero (es decir,
mondmero:(mondmero+dimero)) de los constructos de anticuerpo. La productividad de los
constructos de anticuerpo monomeéricos y diméricos y el porcentaje de mondémero calculado
pueden obtenerse, por gj., en la etapa de purificacion SEC del sobrenadante de cultivo a partir
de la produccion estandarizada a escala investigacion en botellas rotatorias. En una forma de
realizacion, el porcentaje de mondémero de los constructos de anticuerpo es = 80%, mas

preferiblemente = 85%, incluso mas preferiblemente = 90%, y lo mas preferible = 95%.

[150] En una forma de realizacion, los constructos de anticuerpo tienen una estabilidad en
plasma preferida (relacion de ECso con plasma a ECso sin plasma) de <5 o <4, mas
preferiblemente < 3,5 0 < 3, incluso mas preferiblemente < 2,5 0 < 2, y lo mas preferible < 1,5
0 < 1. La estabilidad en plasma de un constructo de anticuerpo puede evaluarse mediante
incubacién del constructo en plasma humano a 37°C durante 24 horas seguido de
determinacién de la ECso en un ensayo de citotoxicidad con liberacion de >*cromo. Las células
efectoras en el ensayo de citotoxicidad pueden ser células T CD8 positivas humanas
enriquecidas estimuladas. Las células diana pueden ser, por €j., células CHO transfectadas
con PSMA humano. La relacion de células efectoras a dianas (E:T) puede elegirse como 10:1.
El conjunto combinado de plasma humano utilizado para este propésito es derivado de la
sangre de donantes sanos recolectada mediante jeringas recubiertas con EDTA. Los
componentes celulares son eliminados mediante centrifugacion y la fase superior de plasma
es recolectada y posteriormente combinada. Como control, los constructos de anticuerpo son

diluidos inmediatamente antes del ensayo de citotoxicidad en medio RPMI-1640. La
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estabilidad en plasma se calcula como la relacion de ECso (luego de la incubacion con plasma)
a ECso (del control).

[151] Se prefiere adicionalmente que la conversion de monémero a dimero de los
constructos de anticuerpo de la invencién sea baja. La conversion puede medirse bajo
diferentes condiciones y analizarse mediante cromatografia de alto desempefio de exclusion
por tamafio. Por ejemplo, se puede llevar a cabo la incubacion de las isoformas monoméricas
de los constructos de anticuerpo durante 7 dias a 37°C y a concentraciones de por e€j.,
100 pg/ml o 250 yg/ml en una incubadora. Bajo estas condiciones, se prefiere que los
constructos de anticuerpo de la invencion muestren un porcentaje de dimero que sea <5%,
mas preferiblemente <4%, incluso mas preferiblemente <3%, incluso mas preferiblemente
<2,5%, incluso mas preferiblemente <2%, incluso mas preferiblemente <1,5%, y lo mas

preferible <1% 0 <0,5%, o incluso 0%.

[152] También se prefiere que los constructos de anticuerpo biespecificos de la presente
invencion tengan una muy baja conversién a dimero luego de una cantidad de ciclos de
congelamiento/descongelamiento. Por ejemplo, el monémero de constructo de anticuerpo se
ajusta a una concentraciéon de 250 pg/ml por €j., en un buffer de formulaciéon genérico y
sometido a tres ciclos de congelamiento/descongelamiento (congelamiento a -80°C durante
30 min seguido de descongelamiento durante 30 min a temperatura ambiente), seguido de
SEC de alto desempefio para determinar el porcentaje de constructo de anticuerpo
inicialmente monomérico, que haya sido convertido en constructo de anticuerpo dimérico.
Preferiblemente, los porcentajes de dimero de los constructos de anticuerpo biespecificos son
<5%, mas preferiblemente <4%, incluso mas preferiblemente <3%, incluso mas
preferiblemente <2,5%, incluso mas preferiblemente <2%, incluso mas preferiblemente <1,5%,
y lo mas preferible 1% o incluso <0,5%, por ejemplo luego de tres ciclos de

congelamiento/descongelamiento.

[153] Los constructos de anticuerpo biespecificos de la presente invencién preferiblemente
muestran una termoestabilidad favorable con temperaturas de agregacion 245°C o 250°C,
mas preferiblemente 252°C o0 254°C, incluso mas preferiblemente 256°C o 257°C, y lo mas
preferible 258°C o 259°C. El parametro de termoestabilidad se puede determinar en términos
de temperatura de agregacion del anticuerpo como sigue: una soluciéon de anticuerpo a una
concentracion de 250 pug/ml se transfiere a una cubeta de uso Unico y se coloca en un
dispositivo de Dispersion Dinamica de Luz (DLS, por sus siglas en inglés). La muestra se
calienta de 40°C a 70°C a una velocidad de calentamiento de 0,5°C/min con adquisicion
constante del radio medido. El incremento del radio que indica la fusion de la proteina y la

agregacion, es utilizado para calcular la temperatura de agregacion del anticuerpo.
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[154] Alternativamente, las curvas de temperatura de fusion pueden determinarse mediante
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) para determinar
estabilidades biofisicas intrinsecas de la proteina de los constructos de anticuerpo. Estos
experimentos son llevados a cabo utilizando un dispositivo VP-DSC de MicroCal LLC
(Northampton, MA, EE.UU.). La absorcion de energia de una muestra que contiene un
constructo de anticuerpo se registra de 20°C a 90°C en comparacion con una muestra que
solamente contiene el buffer para formulacion. Los constructos de anticuerpo se ajustan a una
concentracion final de 250 ug/ml por ej., en buffer de corrida SEC. Para el registro de la
respectiva curva de fusion, la temperatura global de la muestra es incrementada
escalonadamente. A cada temperatura T, se registra la absorcion de energia de la muestra 'y
de la referencia buffer de formulacién. La diferencia en absorcién de energia Cp (kcal/mol/°C)
de la muestra menos la referencia se grafica en funcion de la temperatura respectiva. La
temperatura de fusion se define como la temperatura en el primer maximo de absorcion de

energia.

[155] También se contempla que los constructos de anticuerpo biespecificos PSMAXCD3 de
la invencién tengan una turbidez (medida mediante OD340 luego de la concentracién del
constructo de anticuerpo monomérico purificado a 2,5 mg/ml e incubacién durante la noche)
de <0,2, preferiblemente de <0,15, mas preferiblemente de <0,12, incluso mas

preferiblemente de < 0,1, y mas preferiblemente de < 0,08.

[156] En una realizacién adicional el constructo de anticuerpo de acuerdo con la invencién
es estable a pH fisiol6gico o ligeramente inferior, es decir pH de aproximadamente 7,4 a 6,0.
Cuanto mas tolerante se comporta el constructo de anticuerpo a pH no fisiol6gico tal como
pH de aproximadamente 6,0, mayor es la recuperacion del constructo de anticuerpo eluido de
una columna de intercambio iGnico en relacién con la cantidad total de proteina cargada. La
recuperacion del constructo de anticuerpo a partir de una columna de intercambio i6nico (por
ej., cationico) a pH de aproximadamente 6,0 es preferiblemente = 30%, mas preferiblemente
> 40%, mas preferiblemente = 50%, incluso mas preferiblemente = 60%, incluso mas
preferiblemente =70%, incluso mas preferiblemente = 80%, incluso mas preferiblemente

2 90%, incluso mas preferiblemente = 95%, y lo mas preferido = 99%.

[157] También estd concebido que los constructos de anticuerpo biespecificos de la
presente invencién exhiban una eficacia terapéutica o actividad anti-tumoral. Esto se puede
evaluar, por €j., en un estudio como el divulgado en el siguiente ejemplo de un modelo de

xenoimplante de tumor humano de estadio avanzado:

[158] En el dia 1 del estudio, se inyectan subcutdneamente 5x10° células positivas para

antigeno celular diana (aqui PSMA) de una linea celular de cancer humano en el flanco dorsal
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derecho de ratones hembra NOD/SCID. Cuando el volumen medio del tumor alcanza
aproximadamente los 100 mm?, las células T humanas CD3 positivas expandidas in vitro son
trasplantadas dentro de los ratones mediante inyeccién de aproximadamente 2x10’ células
dentro de la cavidad peritoneal de los animales. Los ratones del grupo 1 de control de vehiculo
no reciben células efectoras y son utilizados como un control no trasplantado para
comparacion con un grupo 2 de control de vehiculo (que recibe células efectoras) para
monitorear el impacto de las células T solas sobre el crecimiento del tumor. El tratamiento con
anticuerpo comienza cuando el volumen medio del tumor alcanza aproximadamente los
200 mm?. El tamafio medio del tumor de cada grupo tratamiento en el dia del comienzo del
tratamiento no deberia ser estadisticamente diferente de cualquier otro grupo (andlisis de
varianza). Los ratones son tratados con 0,5 mg/kg/dia de un constructo de anticuerpo
biespecifico PSMAXCD3 mediante inyeccion intravenosa en bolo durante aproximadamente
15 a 20 dias. Los tumores son medidos mediante calibre durante el estudio y el progreso es
evaluado mediante comparacion intergrupos de los volumenes de tumor (TV, por sus siglas
en inglés). La inhibicion del crecimiento tumoral T/C [%] es determinada calculando TV como
T/C% = 100 x (TV mediana del grupo analizado) / (TV mediana del grupo control 2).

[159] La persona experta sabe como modificar o adaptar ciertos parametros de este estudio,
tales como el niumero de células tumorales inyectadas, el sitio de inyeccién, el nimero de
células T transplantadas, la cantidad de constructos de anticuerpo biespecificos a ser
administrada, y las lineas de tiempo, todavia arribando a un resultado significativo y
reproducible. Preferiblemente, la inhibicion del crecimiento del tumor T/C [%] es < 70 o < 60,
mas preferiblemente < 50 o < 40, incluso mas preferiblemente < 30 o < 20 y lo més preferible

<£100=<50incluso < 2,5.

[160] En una forma de realizacion preferida del constructo de anticuerpo de la invencién el

constructo de anticuerpo es un constructo de anticuerpo de cadena simple.

[161] También en una forma de realizacion preferida del constructo de anticuerpo de la
invencién dicho tercer dominio comprende en el orden amino a carboxilo:
bisagra-CH2-CH3-enlazador-bisagra-CH2-CH3.

[162] En una forma de realizacion de la invenciéon cada uno de dichos mondémeros
polipeptidicos del tercer dominio tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90%
idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 17-24. En una
forma de realizacion preferida de la invencion cada uno de dichos monémeros polipeptidicos

tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 17-24.
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[163] También en una forma de realizacion de la invencién el dominio CH2 de uno o
preferiblemente cada uno (ambos) mondémeros polipeptidicos del tercer dominio comprende
un puente disulfuro de cisteinas intra dominio. Como es conocido en el arte, la expresion
“puente disulfuro de cisteinas” se refiere a un grupo funcional con la estructura general
R-S-S—-R. El enlace es también llamado enlace SS o un puente disulfuro y esta derivado del
acoplamiento de dos grupo tiol de residuos cisteina. Es particularmente preferido para el
constructo de anticuerpo de la invencion que las cisteinas que forman el puente disulfuro de
cisteinas en el constructo de anticuerpo maduro sean introducidas dentro de la secuencia de

aminoacidos del dominio CH2 correspondiente a 309 y 321 (numeracion de Kabat).

[164] En una forma de realizacion de la invencion se elimina un sitio de glicosilacion en la
posicion 314 de Kabat del dominio CH2. Se prefiere que esta eliminacion del sitio de
glicosilacion sea lograda mediante una sustitucion N314X, en donde X es cualquier
aminoé&cido excluyendo Q. Dicha sustitucién es preferiblemente una sustitucion N314G. En
una forma de realizacion mas preferida, dicho dominio CH2 comprende ademas las siguientes
sustituciones (posicion de acuerdo con Kabat) V321C y R309C (estas sustituciones introducen

el puente disulfuro de cisteinas intradominio en las posiciones 309 y 321 de Kabat).

[165] Se asume que las caracteristicas preferidas del constructo de anticuerpo de la
invencién comparadas por ejemplo con el constructo de anticuerpo heteroFc biespecifico
conocido en el arte (Figura 1b) pueden estar entre otros relacionadas con la introduccion de
las modificaciones antes descriptas en el dominio CH2. Asi, se prefiere para el constructo de
la invencion que los dominios CH2 en el tercer dominio del constructo de anticuerpo de la
invencién comprendan el puente disulfuro de cisteinas intra dominio en las posiciones 309 y
321 de Kabat y/o el sitio de glicosilacién en la posicion 314 de Kabat esté eliminado mediante

una sustitucion N314X como anteriormente, preferiblemente por una sustitucion N314G.

[166] En una forma de realizacién adicionalmente preferida de la invencion, los dominios
CH2 en el tercer dominio del constructo de anticuerpo de la invencién comprenden el puente
disulfuro de cisteinas intra dominio en las posiciones 309 y 321 de Kabat y el sitio de
glicosilacion en la posicion 314 de Kabat esta eliminado mediante una sustituciéon N314G. lo
mas preferible, el mondémero polipeptidico del tercer dominio del constructo de anticuerpo de
la invencidn tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 17 y 18.

[167] En una forma de realizacion, la invencion provee un constructo de anticuerpo, en
donde:
(i) el primer dominio comprende dos dominios variables de anticuerpo y el segundo dominio

comprende dos dominios variables de anticuerpo;
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(i) el primer dominio comprende un dominio variable de anticuerpo y el segundo dominio
comprende dos dominios variables de anticuerpo;

(i) el primer dominio comprende dos dominios variables de anticuerpo y el segundo dominio
comprende un dominio variable de anticuerpo; o

(iv) el primer dominio comprende un dominio variable de anticuerpo y el segundo dominio

comprende un dominio variable de anticuerpo.

[168] Por consiguiente, el primer y el segundo dominio pueden ser dominios de union que
comprenden cada uno dos dominios variables de anticuerpo tales como un dominio VH y uno
VL. Ejemplos para tales dominios de unién que comprenden dos dominios variables de
anticuerpo fueron descriptos en la presente mas arriba y comprenden por ej. fragmentos Fv,
fragmentos scFv o fragmentos Fab descriptos en la presente més arriba. Alternativamente,
ya sea uno o0 ambos de esos dominios de unién pueden comprender solamente un unico
dominio variable. Ejemplos para tales dominios de unién de dominio Unico fueron descriptos
en la presente mas arriba y comprenden por ej. nanocuerpos o anticuerpos de dominio
variable Unico que comprenden meramente un dominio variable, el cual puede ser VHH, VH
o0 VL, que se une especificamente a un antigeno o epitope independientemente de otros

dominios o regiones V.

[169] En una forma de realizacién preferida del constructo de anticuerpo de la invencién, el
primer y segundo dominio estan fusionados con el tercer dominio mediante un enlazador
peptidico. Enlazadores peptidicos preferidos han sido descriptos en la presente mas arriba y
estan caracterizados por la secuencia de aminoacidos Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, es decir Gly,Ser
(SEQ ID NO: 1), o polimeros de la misma, es decir (GlysSer)x, en donde x es un entero de 1
o mayor (por ej. 2 0 3). Un enlazador particularmente preferido para la fusién del primer y

segundo dominio al tercer dominio es ilustrado en SEQ ID No:1.

[170] En una forma de realizacion preferida el constructo de anticuerpo de la invencion esta

caracterizado por comprender en el orden amino a carboxilo:

(a) el primer dominio;

(b) un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 1-3;

(c) el segundo dominio;

(d) un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
gue consiste en SEQ IDNO: 1, 2, 3,9, 10, 11y 12;

(e) el primer monémero polipéptidico del tercer dominio;

() un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
gue consiste en SEQ ID NOs: 5,6,7y 8;y
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(g9) el segundo monémero polipeptidico del tercer dominio.

[171] EIl constructo de anticuerpo de la presente invencién comprende un primer dominio
que se une a PSMA, preferiblemente al dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés)
de PSMA. Se entiende que la expresion “que se une al dominio extracelular de PSMA”, en el
contexto de la presente invencién, implica que el dominio de unién se une a PSMA expresado
en la superficie de una célula diana. El primer dominio de acuerdo con la invencién en
consecuencia preferiblemente se une a PSMA cuando es expresado mediante células o lineas
celulares naturalmente expresadoras, y/o mediante células o lineas celulares transformadas
o transfectadas (establemente/transitoriamente) con PSMA. En una forma de realizacion
preferida el primer dominio de unién también se une a PSMA cuando PSMA es utilizado como
una molécula “diana” o “ligando” en un ensayo de union in vitro tal como BlAcore o Scatchard.
La “célula diana” puede ser cualquier célula procariota o eucariota que expresa PSMA en su
superficie; preferiblemente la célula diana es una célula que es parte del cuerpo humano o

animal, tal como una célula de cancer o tumoral que expresa PSMA.

[172] Preferiblemente, el primer dominio de unién se une a PSMA/ECD de PSMA. En una
forma de realizacion preferida adicional, se une a PSMA/ECD de PSMA de macaco. De
acuerdo con la forma de realizacibn mas preferida, este se une a ambos PSMA/ECD de
PSMA, tanto humano como de macaco. El “dominio extracelular de PSMA” o “ECD de PSMA”
se refiere a la region o secuencia de PSMA gue esta esencialmente libre de dominios de
PSMA transmembrana y citoplasmaticos. Los expertos en el arte entenderan que el dominio
transmembrana identificado por el polipéptido PSMA de la presente invencion es identificado
siguiendo criterios rutinariamente empleados en el arte para identificar ese tipo de domino
hidréfobo. Los limites exactos de un dominio transmembrana pueden variar, pero lo mas
probable es que no lo hagan en mas de 5 aminoacidos en cada extremo del dominio

especificamente mencionados en la presente.

[173] Dominios de union preferidos que se unen a PSMA estan descriptos en
WO 2010/037836, y WO 2011/121110. Cualquier dominio de unién para PSMA descripto en

estas solicitudes puede ser utilizado en el contexto de la presente invencion.

[174] En un aspecto de la presente invencion, el constructo de anticuerpo comprende en el

orden amino a carboxilo:

() el primer dominio que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 50, 56, 68, 74, 86, 92, 104, 110, 122, 128, 140, 146, 158, 164,
176, 182, 194, 200, 212, 218, 230, 236, 248, 254, 266, 272, 284, 290, 302, 308, 320, 335,
350, 365, 380, 395, 410, 425, 440, 455, 470;
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(b) un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 1-3;

(c) el segundo dominio que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NOs: 23, 25, 41, 43, 59, 61, 77, 79, 95, 97, 113, 115, 131, 133, 149,
151, 167, 169, 185 o0 187 de WO 2008/119567 o como se describe en SEQ ID NO: 15;

(d) un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NOs: 1, 2, 3,9, 10, 11y 12;

(e) el primer monomero polipeptidico del tercer dominio que tiene una secuencia
polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 17-24;

() un enlazador peptidico que tiene una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo
gue consiste en SEQ ID NOs: 5,6,7y8;y

(g) el segundo mondémero polipeptidico del tercer dominio que tiene una secuencia
polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 17-24.

[175] En linea con esta forma de realizacion preferida, el primer y segundo dominios que
estan fusionados mediante un enlazador peptidico a un polipéptido de cadena Unica
comprenden una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 51, 57, 69,
75, 87, 93, 105, 111, 123, 129, 141, 147, 159, 165, 177, 183, 195, 201, 213, 219, 231, 237,
249, 255, 267, 273, 285, 291, 303, 309, 321, 324, 336, 339, 351, 354, 366, 369, 381, 384, 396,
399, 411, 414, 426, 429, 441, 444, 456, 459, 471y 474.

[176] En un aspecto el constructo de anticuerpo de la invencién esta caracterizado por tener
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NOs: 52, 53,
58, 59, 70, 71, 76, 77, 88, 89, 94, 95, 106, 107, 112, 113, 124, 125, 130, 131, 142, 143, 148,
149, 160, 161, 166, 167, 178, 179, 184, 185, 196, 197, 202, 203, 214, 215, 220, 221, 232, 233,
238, 239, 250, 251, 256, 257, 268, 269, 274, 275, 286, 287, 292, 293, 304 305, 310, 311, 322,
323, 325, 326, 337, 338, 340, 341, 352, 353, 355, 356, 367, 368, 370, 371, 382, 383, 385, 386,
397, 398, 400, 401, 412, 413, 415, 416, 427, 428, 430, 431, 442, 443, 445, 446, 457, 458, 460,
461, 472, 473, 475y 476.

[177] Lainvencion ademas provee un polinucleétido/molécula de 4cido nucleico que codifica
un constructo de anticuerpo de la invencién. Un polinucle6tido es un biopolimero compuesto
de 13 o mas mondmeros nucleotidicos unidos covalentemente en una cadena. EI ADN (tal
como el ADNc) y el ARN (tal como el ARNm) son ejemplos de polinucleétidos con funcion
biol6gica distinta. Los nucledtidos son moléculas organicas que sirven como los monémeros
o subunidades de las moléculas de &cido nucleico como ADN o ARN. La molécula de &cido
nucleico o polinucleétido puede ser de doble hebra y de hebra simple, lineal y circular.

Preferiblemente estad comprendido en un vector que esta preferiblemente comprendido en una
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célula hospedadora. Dicha célula hospedadora es, por €j., luego de la transformacién o
transfeccion con el vector o el polinucleétido de la invencién, capaz de expresar el constructo
de anticuerpo. Con ese fin, el polinucle6tido o molécula de acido nucleico esta operativamente

unido con secuencias de control.

[178] EI cbdigo genético es el conjunto de reglas mediante las cuales la informacién
codificada dentro del material genético (4cidos nucleicos) es traducida a proteinas. La
decodificacion biolégica en células vivientes es llevada a cabo por el ribosoma el cual une los
amino&cidos en un orden especificado por el ARNm, utilizando moléculas de ARNt para
acarrear a los aminoacidos y para leer los tres nucleétidos de ARNm a la vez. El codigo define
como las secuencias de estos tripletes de nucledtidos, denominados codones, especifican
cual aminoacido sera agregado luego durante la sintesis de proteinas. Con algunas
excepciones, un codon de tres nucleétidos en una secuencia de acido nucleico especifica un
Unico aminoacido. Debido a que la vasta mayoria de genes estan codificados con
exactamente el mismo codigo, este particular codigo es a menudo referido como codigo
genético candnico o estandar. Mientras que el cddigo genético determina la secuencia
proteica para una dada region codificante, otras regiones gendmicas pueden influenciar

cuando y donde estas proteinas seran producidas.

[179] Ademas, la invencidn provee un vector que comprende un polinucleétido/molécula de
acido nucleico de la invencion. Un vector es una molécula de acido nucleico utilizada como
un vehiculo para transferir material genético (foraneo) dentro de una célula. Eltérmino “vector”
abarca — pero no esta restringido a — plasmidos, virus, césmidos y cromosomas artificiales.
En general, los vectores preparados mediante ingenieria genética comprenden un origen de
replicacion, un sitio de clonado mdltiple y un marcador seleccionable. EIl vector en si mismo
es generalmente una secuencia nucleotidica, comiunmente una secuencia de ADN, que
comprende un inserto (transgen) y una secuencia mayor que sirve como el “esqueleto” del
vector. Los vectores modernos pueden abarcar caracteristicas adicionales ademas del inserto
de transgen y un esqueleto: promotor, marcador genético, resistencia a antibidtico, gen
reportero, secuencia direccionante, etiqueta para purificacion de proteina. Los vectores
denominados vectores de expresion (constructos de expresion) especificamente son para la

expresion del transgen en la célula diana, y generalmente tienen secuencias de control.

[180] La expresién “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para
la expresién de una secuencia codificante operativamente unida en un organismo hospedador
en particular. Las secuencias de control que son adecuadas para procariotas, por ejemplo,

incluyen un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién a ribosoma.
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Se conoce que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacion y

potenciadores.

[181] Un acido nucleico esta “operativamente unido” cuando es colocado en una relacién
funcional con otra secuencia de &cido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una pre-secuencia
o un lider secretor estd operativamente unido a ADN para un polipéptido si es expresado como
una pre-proteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador esta
operativamente unido a una secuencia codificante si éste afecta la transcripcion de la
secuencia; 0 un sitio de unién a ribosoma estd operativamente unido a una secuencia
codificante si éste estd posicionado de modo de facilitar la traduccion. Generalmente,
“operativamente unido” significa que las secuencias de ADN que estan siendo unidas son
contiguas, y, en el caso de un lider secretor, contigua y en fase de lectura. No obstante, los
potenciadores no necesitan ser contiguos. La union es lograda mediante ligacién en sitios de
restriccion convenientes. Si dichos sitios no existen, se utilizan los adaptadores o enlazadores

oligonucleotidicos sintéticos de acuerdo con la practica convencional.

[182] “Transfeccion” es el proceso de introducir deliberadamente moléculas de &cido
nucleico o polinucleétidos (incluyendo vectores) dentro de células diana. El término es
mayormente utilizado para métodos no virales en células eucariotas. La transduccion es a
menudo utilizada para describir la transferencia mediada por virus de moléculas de &cido
nucleico o polinucledtidos. La transfeccion de células animales tipicamente involucra abrir
poros u “orificios” transientes en la membrana celular, para permitir la entrada del material. La
transfeccion puede ser llevada a cabo utilizando fosfato de calcio, mediante electroporacion,
mediante compresién celular o mediante mezclado con un lipido catiénico con el material para
producir liposomas, los que se fusionan con la membrana celular y depositan su carga en el

interior.

[183] EI término “transformacion” es utilizado para describir la transferencia no viral de
moléculas de &cido nucleico o polinucleétidos (incluyendo vectores) dentro de bacterias, y
también dentro de células eucariotas no animales, incluyendo células de planta. La
transformacioén es por lo tanto la alteracion genética de una célula bacteriana o eucariota no
animal que resulta de la entrada directa a través de la/s membrana/s celular/es, desde sus
entornos, y la subsiguiente incorporacién, de material genético exdgeno (moléculas de acido
nucleico). La transformacion puede ser efectuada por medios artificiales. Para que la
transformacion ocurra, las células o bacterias deben estar en un estado de competencia, lo
cual puede ocurrir como una respuesta limitada en el tiempo a condiciones ambientales tales

como inanicion y densidad celular.
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[184] Ademas, la invencion provee una célula hospedadora transformada o transfectada con
el polinucledtido / molécula de acido nucleico o con el vector de la invencién. Como se utiliza
en la presente, las expresiones “célula hospedadora” o “célula receptora” pretenden incluir
cualquier célula individual o cultivo celular que puede ser o que haya/n sido receptores de
vectores, moléculas de acido nucleico exégeno, y polinucledtidos que codifican el constructo
de anticuerpo de la presente invencion; y/o receptores del constructo de anticuerpo en si
mismo. La introduccion del respectivo material dentro de la célula es llevada a cabo por medio
de transformacion, transfeccion y lo similar. La expresién “célula hospedadora” también
pretende incluir la progenie o potencial progenie de una célula Unica. Dado que ciertas
modificaciones pueden ocurrir en generaciones sucesivas debido a ya sea mutacién natural,
accidental o deliberada, o debido a influencias ambientales, dicha progenie puede, de hecho,
no ser completamente idéntica (en morfologia o en complemento de ADN gendmico o total) a
la célula parental, pero aun esté incluida dentro del alcance del término, como se utiliza en la
presente. Las células hospedadoras adecuadas incluyen células procariotas o eucariotas, y
también incluyen, pero no se limitan a, bacterias, células de levadura, células de hongo,
células de planta, y células animales tales como células de insecto y células de mamifero, por

ej., murinas, de rata, de macaco o humanas.

[185] El constructo de anticuerpo de la invencion puede ser producido en bacterias. Luego
de la expresidn, el constructo de anticuerpo de la invencion es aislado a partir de pasta celular
de E. coli en una fraccién soluble y puede ser purificado a través de, por €j., cromatografia de
afinidad y/o de exclusién por tamafio. La purificacion final puede ser llevada a cabo de manera

similar al procedimiento para purificacién de anticuerpo expresado por €j., en células CHO.

[186] Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas tales como los hongos
filamentosos o las levaduras son adecuados hospedadores de clonado o expresion, para el
constructo de anticuerpo de la invencién. Saccharomyces cerevisiae, o levadura comudn de
panaderia, es la mas comunmente utilizada entre los microorganismos hospedadores
eucariotas inferiores. No obstante, estdn cominmente disponibles y Utiles en la presente, una
cantidad de otros géneros, especies, y cepas, tales como Schizosaccharomyces pombe,
hospedadores Kluyveromyces tales como K. lactis, K. fragilis (ATCC 12424), K. bulgaricus
(ATCC 16045), K. wickeramii (ATCC 24178), K. waltii (ATCC 56500), K. drosophilarum (ATCC
36906), K. thermotolerans, y K. marxianus; yarrowia (EP 402 226); Pichia pastoris (EP 183
070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244 234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tales
como Schwanniomyces occidentalis; y hongos filamentosos tales como Neurospora,

Penicillium, Tolypocladium, y hospedadores Aspergillus tales como A. nidulans y A. niger.
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[187] Las células hospedadoras adecuadas para la expresion del constructo de anticuerpo
glicosilado de la invencién estan derivadas a partir de organismos multicelulares. Ejemplos de
células de invertebrados incluyen células de planta y de insecto. Se han identificado
numerosas cepas de baculovirus y variantes, y las correspondientes células hospedadoras de
insecto permisivas, tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito),
Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (mosca de la fruta), y Bombyx mori.
Una variedad de cepas virales para transfeccion estan disponibles publicamente, por ej., la
variante L-1 de NPV de Autographa californica y la cepa Bm-5 de NPV de Bombyx mori, y
dichos virus pueden ser utilizados aqui como el virus de acuerdo con la presente invencion,

particularmente para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

[188] Los cultivos de células de planta de algodén, maiz, papa, soja, petunia, tomate,
Arabidopsis y tabaco, también pueden ser utilizados como hospedadores. Los vectores de
clonado y de expresion utiles en la produccién de proteinas en cultivos de células de planta
son conaocidos por aquellos expertos en el arte. Ver, por €j., Hiatt et al., Nature (1989) 342:
76-78, Owen et al. (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko et al. (1995) The Plant J 8:
745-750, y Fecker et al. (1996) Plant Mol Biol 32: 979-986.

[189] No obstante, el interés ha sido mayor en las células de vertebrados, y la propagacién
de células de vertebrados en cultivo (cultivo de tejido) se ha vuelto un procedimiento de rutina.
Ejemplos de lineas celulares Utiles hospedadoras de mamifero son la linea CV1 de rifién de
mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); la linea de rifibn embrionario
humano (células 293 0 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo en suspension, Graham
et al. , J. Gen Virol. 36 : 59 (1977)); células de rifion de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chino /-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77: 4216 (1980)); células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980));
células de rifibn de mono (CVI ATCC CCL 70); células de rifibn de mono verde Africano
(VERO-76, ATCC CRL1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2);
células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de ratas bufalo (BRL 3A,
ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado
humano (Hep G2,1413 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL5 1); células
TRI (Mather et al., Annals N. Y. Acad. Sci. (1982) 383: 44-68); células MRC 5; células FS4;y

una linea de hepatoma humano (Hep G2).

[190] En una forma de realizacion adicional, la invencién provee un procedimiento para la
produccion de un constructo de anticuerpo de la invencion, comprendiendo dicho

procedimiento cultivar una célula hospedadora de la invencién bajo condiciones que permiten
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la expresion del constructo de anticuerpo de la invencion y recuperar el constructo de

anticuerpo producido a partir del cultivo.

[191] Como se utiliza en la presente, el término “cultivar’ se refiere al mantenimiento,
diferenciacion, crecimiento, proliferacion y/o propagacién in vitro de células bajo condiciones
adecuadas en un medio. El término “expresién” incluye cualquier etapa involucrada en la
produccién de un constructo de anticuerpo de la invencion incluyendo, pero sin limitarse a,
transcripcién, modificacién post-transcripcional, traduccion, modificacion post-traduccional, y

secrecion.

[192] Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el constructo de anticuerpo puede ser
producido intracelularmente, en el espacio periplasmico, o directamente secretado dentro del
medio. Si el constructo de anticuerpo es producido intracelularmente, como primera etapa, los
restos celulares particulados, ya sean células hospedadoras o fragmentos lisados, son
eliminados, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracioén. Carter et al., Bio/Technology
10: 163-167 (1992) describen un procedimiento para aislar anticuerpos que son secretados al
espacio periplasmico de E. coli. Brevemente, la pasta celular es descongelada en presencia
de acetato de sodio (pH 3,5, EDTA, y fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) durante
aproximadamente 30 min. Los restos celulares pueden ser eliminados mediante
centrifugacion. Cuando el anticuerpo es secretado al medio, los sobrenadantes de dichos
sistemas de expresién son generalmente primero concentrados utilizando un filtro para
concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad Amicon o
Millipore Pellicon para ultrafiltracién. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como PMSF
en cualquiera de las etapas precedentes para inhibir la protedlisis y se pueden incluir

antibidticos para evitar el crecimiento de contaminantes adventicios.

[193] El constructo de anticuerpo de la invencion preparado a partir de las células
hospedadoras puede ser recuperado o purificado utilizando, por ejemplo, cromatografia con
hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis, y cromatografia por afinidad. También estan
disponibles otras técnicas para la purificacién de proteinas tales como fraccionamiento sobre
una columna de intercambio i6nico, precipitacion con etanol, HPLC de Fase Inversa,
cromatografia sobre silice, cromatografia sobre heparina SEPHAROSE™, cromatografia
sobre una resina de intercambio aniénico o catiénico (tal como una columna de acido
poliaspartico), cromato-enfoque, SDS-PAGE, y precipitacion con sulfato de amonio,
dependiendo del anticuerpo a ser recuperado. Cuando el constructo de anticuerpo de la
invencién comprende un dominio CH3, la resina Bakerbond ABX (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ)

es util para la purificacion.
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[194] La cromatografia por afinidad es una técnica de purificacion preferida. La matriz a la
cual el ligando de afinidad est4 unido es muy a menudo agarosa, pero estan disponibles otras
matrices. Las matrices mecanicamente estables tales como vidrio de poro controlado, o
poli(estirenodivinil)benceno permiten caudales mas rapidos y tiempos de procesamiento mas

cortos que los que pueden lograrse con agarosa.

[195] Ademads, la invencién provee una composicién farmacéutica que comprende un
constructo de anticuerpo de la invencion o un constructo de anticuerpo producido de acuerdo
con el procedimiento de la invencion. Se prefiere para la composicion farmacéutica de la
invencion que la homogeneidad del constructo de anticuerpo sea = 80%, mas preferiblemente
2 81%,= 82%,=2 83%,= 84%, o =2 85%, adicionalmente preferiblemente = 86%,= 87%,= 88%,=
89%, 0 = 90%, aun adicionalmente preferiblemente, = 91%,2 92%,= 93%,= 94%, 0 2 95% y lo
mas preferible = 96%,= 97%,= 98% 0 = 99%.

[196] Como se utiliza en la presente, la expresion “composicion farmacéutica” se refiere a
una composicion que es adecuada para la administracion a un paciente, preferiblemente un
paciente humano. La composicion farmacéutica particularmente preferida de esta invencion
comprende uno o una pluralidad del/de los constructo/s de anticuerpo de la invencion,
preferiblemente en una cantidad terapéuticamente efectiva. Preferiblemente, la composicién
farmacéutica ademas comprende formulaciones adecuadas de uno o mas portadores,
estabilizantes, excipientes, diluyentes, solubilizantes, surfactantes, emulsionantes,
conservantes y/o adyuvantes farmacéuticamente efectivos. Los constituyentes aceptables de
la composicibn son preferiblemente no tdxicos para los receptores a las dosis y
concentraciones empleadas. Las composiciones farmacéuticas de la invencién incluyen, pero

no se limitan a, composiciones liquidas, congeladas y liofilizadas.

[197] Las composiciones de la invencibn pueden comprender un portador
farmacéuticamente aceptable. En general, como se utiliza en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” significa cualquiera y todos de: soluciones acuosas y no
acuosas, soluciones estériles, solventes, buffers, por €j., soluciones salinas tamponadas con
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés), agua, suspensiones, emulsiones, tales como
emulsiones aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, liposomas, medios de
dispersion y recubrimientos, los cuales son compatibles con la administracion farmacéutica,
en particular con la administracién parenteral. El uso de dichos medios y agentes en las
composiciones farmacéuticas es bien conocido en el arte, y las composiciones que
comprenden dichos portadores pueden ser formuladas mediante métodos convencionales

bien conocidos.
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[198] Ciertas formas de realizacion proveen composiciones farmacéuticas que comprenden
el constructo de anticuerpo de la invencidon y ademas uno o mas excipientes tales como
aguellos descriptos de manera ilustrativa en esta seccién y en otra parte en la presente.
Pueden utilizarse excipientes en la invencidén en este aspecto, para una amplia variedad de
propdsitos, tales como ajustar las propiedades fisicas, quimicas o biolégicas de las
formulaciones, tales como el ajuste de la viscosidad, y/o procedimientos de la invencién para
mejorar la efectividad y/o para estabilizar dichas formulaciones y procedimientos contra la
degradacion o el deterioro debido a, por ejemplo, las situaciones de estrés desfavorables que
ocurren durante la fabricacion, el transporte, el almacenamiento, la preparacion pre-uso, la

administracion, y posteriormente.

[199] En ciertas formas de realizacién, la composicion farmacéutica puede contener

materiales para formulacién con el objeto de modificar, mantener o conservar, por €j., el pH,

la osmolaridad, la viscosidad, la claridad, el color, la isotonicidad, el olor, la esterilidad, la
estabilidad, la tasa de disolucion o de liberacion, la adsorcion o la penetracion de la

composicion (ver, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 182. Edicion, (A.R.

Genrmo, ed.), 1990, Mack Publishing Company). En dichas formas de realizacion, los

materiales para formulacion adecuados pueden incluir, sin limitacién:

e aminoacidos tales como glicina, alanina, glutamina, asparagina, treonina, prolina, 2-
fenilalanina, incluyendo aminoacidos cargados, preferiblemente lisina, acetato de lisina,
arginina, glutamato y/o histidina;

e agentes antimicrobianos tales como agentes antibacterianos y antifingicos;

e antioxidantes tales como acido ascérbico, metionina, sulfito de sodio o hidrégeno-sulfito
de sodio;

e buffers, sistemas buffer y agentes buffer que son utilizados para mantener la composicion
a pH fisiolégico o a un pH ligeramente mas bajo; ejemplos de buffers son borato,
bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos u otros acidos organicos, succinato, fosfato e
histidina; por ejemplo buffer Tris de pH aproximadamente 7,0-8,5;

e solventes no acuosos tales como propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo;

e portadores acuosos incluyendo agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o
suspensiones, incluyendo solucion salina y medios tamponados;

e polimeros biodegradables tales como poliésteres;

e agentes de carga tales como manitol o glicina;

e agentes quelantes tales como &cido etilendiamintetraacético (EDTA);

e agentes isotdnicos y retardantes de la absorcion;
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agentes complejantes tales como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina o
hidroxipropil-beta-ciclodextrina);

agentes de relleno;

monosacéridos; disacéaridos; y otros carbohidratos (tales como glucosa, manosa o
dextrinas); los carbohidratos pueden ser azlucares no reductores, preferiblemente
trehalosa, sacarosa, octasulfato, sorbitol o xilitol;

proteinas, polipéptidos o portadores proteicos (de bajo peso molecular), tales como
albumina de suero humano o bovino, gelatina o inmunoglobulinas, preferiblemente de
origen humano;

agentes colorantes y saborizantes;

agentes reductores que contienen azufre, tales como glutatién, acido tiéctico, tioglicolato
de sodio, tioglicerol, [alfa]-monotioglicerol y tiosulfato de sodio;

agentes diluyentes;

agentes emulsionantes;

polimeros hidroéfilos tales como polivinilpirrolidona;

contraiones formadores de sales tales como sodio;

conservantes tales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes y lo similar; ejemplos son: cloruro de benzalconio, acido benzoico, acido salicilico,
timerosal, alcohol de fenetilo, metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, acido sérbico
o0 peréxido de hidrégeno;

complejos de metal tales como complejos de Zn-proteina;

solventes y co-solventes (tales como glicerina, propilenglicol o polietilenglicol);

azucares y alcoholes de azlcar, tales como trehalosa, sacarosa, octasulfato, manitol,
estaquiosa de sorbitol o xilitol, manosa, sorbosa, xilosa, ribosa, mioinisitosa, galactosa,
lactitol, ribitol, mioinisitol, galactitol, glicerol, ciclitoles (por ej., inositol), polietilenglicol; y
alcoholes de azucar polihidrico;

agentes para suspension;

surfactantes o agentes humectantes tales como plurénicos, PEG, ésteres de sorbitano,
polisorbatos tales como polisorbato 20, polisorbato, triton, trometamina, lecitina,
colesterol, tiloxapal; los surfactantes pueden ser detergentes, preferiblemente con un
peso molecular de >1,2 KD y/o un poliéter, preferiblemente con un peso molecular de
>3 KD; ejemplos no limitantes de los detergentes preferidos son Tween 20, Tween 40,
Tween 60, Tween 80 y Tween 85; ejemplos no limitantes de los poliéteres preferidos son
PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000 y PEG 5000;

agentes mejoradores de la estabilidad tales como sacarosa o sorbitol;

agentes mejoradores de la tonicidad tales como haluros de metales alcalinos,

preferiblemente cloruro de sodio o de potasio, manitol sorbitol;
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e vehiculos para suministro parenteral que incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa
de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer lactato, o aceites fijos;
e vehiculos para suministro intravenoso que incluyen repositores de fluidos y nutrientes,

repositores de electrolitos (tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer).

[200] Es evidente para los expertos en el arte que los diferentes constituyentes de la
composicion farmacéutica (por ej., aquellos listados anteriormente) pueden tener diferentes
efectos, por ejemplo, y un amino&cido puede actuar como un buffer, un estabilizador y/o un
antioxidante; el manitol puede actuar como un agente de carga y/o un agente mejorador de la
tonicidad; el cloruro de sodio puede actuar como vehiculo para suministro y/o agente
mejorador de la tonicidad; etc.

[201] Esta contemplado que la composicion de la invencion pueda comprender, ademas del
polipéptido de la invencion definido en la presente, otros agentes biolégicamente activos,
dependiendo del uso pretendido de la composicién. Dichos agentes pueden ser drogas que
actlan sobre el sistema gastrointestinal, drogas que actian como citostaticos, drogas que
previenen la hiperuricemia, drogas que inhiben inmunorreacciones (por €j., corticoesteroides),
drogas que modulan la respuesta inflamatoria, drogas que actlian sobre el sistema circulatorio
y/o agentes tales como citoquinas conocidas en el arte. También estad contemplado que el
constructo de anticuerpo de la presente invencién sea aplicado en una co-terapia, es decir,

en combinacion con otro medicamento anti-cancer.

[202] En ciertas formas de realizacién, la composicion farmacéutica Optima sera
determinada por un experto en el arte, dependiendo de, por ejemplo, la ruta de administracion
pretendida, el formato de suministro y la dosis deseada. Ver, por ejemplo, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra. En ciertas formas de realizaciéon, dichas
composiciones pueden influenciar el estado fisico, la estabilidad, la tasa de liberacion in vivo
y la tasa de eliminacion in vivo del constructo de anticuerpo de la invencion. En ciertas formas
de realizacion, el vehiculo o portador primario en una composicion farmacéutica puede ser, 0
bien de naturaleza acuosa o no acuosa. Por ejemplo, un vehiculo o portador adecuado puede
ser agua para inyeccion, solucién salina fisiolégica o liquido cefalorraquideo artificial,
posiblemente suplementado con otros materiales comunes en las composiciones para
administracién parenteral. Vehiculos de ejemplo adicionales son solucion salina tamponada
neutral o solucion salina mezclada con albdmina sérica. En ciertas formas de realizacion, las
composiciones del constructo de anticuerpo de la invencién pueden ser preparadas para
almacenamiento mezclando la composicion seleccionada que tiene el grado deseado de
pureza con agentes opcionales para formulacion (REMINGTON'S PHARMACEUTICAL

SCIENCES, supra) en la forma de una torta liofilizada o una solucion acuosa. Ademas, en
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ciertas formas de realizacién, el constructo de anticuerpo de la invencién puede estar

formulado como un liofilizado utilizando excipientes apropiados tales como sacarosa.

[203] Cuando esté contemplada la administracidbn parenteral, las composiciones
terapéuticas para el uso en esta invencion pueden ser provistas en la forma de una solucion
acuosa parenteralmente aceptable, libre de pirébgenos, que comprende el constructo de
anticuerpo deseado de la invencion en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo
particularmente adecuado para la inyeccion parenteral es el agua destilada estéril en la cual
se formula el constructo de anticuerpo de la invencidbn como una solucién isoténica, estéril,
adecuadamente conservada. En ciertas formas de realizacidn, la preparacion puede
involucrar la formulacion de la molécula deseada con un agente, tal como microesferas
inyectables, particulas bio-erosionables, compuestos poliméricos (tales como &cido polilactico
o acido poliglicolico), perlas o liposomas, que pueden proveer liberacion controlada o
sostenida del producto, el cual puede ser suministrado mediante una inyeccion de deposito.
En ciertas formas de realizacion, también puede utilizarse &cido hialurénico, que tiene el
efecto de promover una duracion sostenida en la circulacion. En ciertas formas de realizacion,
pueden utilizarse dispositivos de suministro implantables de droga para introducir el constructo

de anticuerpo deseado.

[204] Las composiciones farmacéuticas adicionales seran evidentes para aquellos expertos
en el arte, incluyendo formulaciones que involucran el constructo de anticuerpo de la invencién
en formulaciones de liberacién/suministro sostenido o controlado. Las técnicas para
formulacién de una variedad de otros medios de suministro sostenido o controlado, tales como
portadores liposomales, microparticulas bio-erosionables o perlas porosas, e inyecciones de
depdsito, también son conocidas por aquellos expertos en el arte. Ver, por ejemplo, la Solicitud
Internacional de Patente No. PCT/US93/00829, la cual describe la liberacién controlada de
microparticulas poliméricas porosas para el suministro de composiciones farmacéuticas. Las
preparaciones de liberacion sostenida pueden incluir matrices poliméricas semipermeables
en la forma de articulos conformados, por €j., peliculas o microcapsulas. Las matrices para
liberacion sostenida pueden incluir poliésteres, hidrogeles, polilactidos (como se divulga en la
patente US 3,773,919 y en la publicacion de solicitud de patente Europea No. EP 058481),
copolimeros de &cido L-glutamico y gama L-glutamato de etilo (Sidman et al., 1983,
Biopolymers 2:547-556), poli(2-hidroxietil-metacrilato) (Langer et al., 1981, J. Biomed. Mater.
Res. 15:167-277 y Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), vinilacetato de etileno (Langer et
al., 1981, supra) o acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (publicacién de solicitud de patente
Europea No. EP 133,988). Las composiciones de liberacion sostenida también pueden incluir
liposomas que pueden ser preparados mediante cualquiera de los varios métodos conocidos
en el arte. Ver, por ej., Eppstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:3688-3692;
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publicaciones de solicitudes Europeas de patente Nos. EP 036,676; EP 088,046 y EP
143,949.

[205] ElI constructo de anticuerpo también puede estar atrapado en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion
interfase (por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y microcdpsulas de
poli(metilmetacrilato), respectivamente), en sistemas de suministro coloidal de drogas (por
ejemplo, liposomas, microesferas de alblmina, microemulsiones, nanoparticulas y
nanocapsulas), o en macroemulsiones. Dichas técnicas estan descriptas en Remington's

Pharmaceutical Sciences, 16a. edicién, Oslo, A., Ed., (1980).

[206] Las composiciones farmacéuticas utilizadas para la administracion in vivo son
tipicamente provistas como preparaciones estériles. La esterilizacion puede lograrse
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles. Cuando la composicién es
liofilizada, la esterilizacién utilizando este método puede ser llevada a cabo ya sea antes o
luego de la liofilizacion y reconstitucién. Las composiciones para administracion parenteral
pueden ser almacenadas en forma liofilizada o en una solucion. Las composiciones
parenterales generalmente son ubicadas dentro de un contenedor que tiene un puerto de
acceso estéril, por ejemplo, una bolsa o vial con solucién intravenosa que tiene un tapén

perforable por una aguja para inyeccion hipodérmica.

[207] Otro aspecto de la invencion incluye formulaciones auto-tamponables de un constructo
de anticuerpo de la invencion, gue pueden ser utilizadas como composiciones farmacéuticas,
como se describe en la solicitud internacional de patente WO 06/138181A2
(PCT/US2006/022599). Hay disponibles una variedad de exposiciones sobre estabilizacion
de proteinas y materiales de formulacién y métodos Utiles en este aspecto, tal como Arakawa
et al., “Solvent interactions in pharmaceutical formulations,” Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991);
Kendrick et al., “Physical stabilization of proteins in aqueous solution” en: RATIONAL DESIGN
OF STABLE PROTEIN FORMULATIONS: THEORY AND PRACTICE, Carpenter y Manning,
eds. Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), y Randolph et al., “Surfactant-protein
interactions”, Pharm Biotechnol. 13: 159-75 (2002), ver particularmente las partes pertinentes
a excipientes y procesos de los mismos para formulaciones auto-tamponables de proteinas,
de acuerdo con la presente invencién, especialmente en cuanto a los procesos y los productos

farmacéuticos proteicos para usos veterinario y/o para medicina humana.

[208] Las sales pueden ser empleadas de acuerdo con ciertas formas de realizacion de la
invencion para, por ejemplo, ajustar la fuerza idnica y/o la isotonicidad de una formulacion y/o
para mejorar la solubilidad y/o estabilidad fisica de una proteina u otro ingrediente de una

composicion, de acuerdo con la invencion. Como es bien conocido, los iones pueden
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estabilizar el estado nativo de las proteinas al unirse a residuos cargados sobre la superficie
de la proteina, y protegiendo los grupos cargados y polares en la proteina, y reduciendo la
fuerza de sus interacciones electrostaticas, interacciones de atraccion y de repulsién. Los
iones también pueden estabilizar el estado desnaturalizado de una proteina al unirse, en
particular, a las uniones peptidicas desnaturalizadas (--CONH) de la proteina. Ademas, la
interaccion idnica con grupos cargados y polares en una proteina también puede reducir las
interacciones electrostaticas intermoleculares y, de esta forma, evitar o reducir la agregacion

e insolubilidad de la proteina.

[209] Las especies ionicas difieren significativamente en sus efectos sobre las proteinas. Se
ha establecido una cantidad de categorias de iones y sus efectos sobre las proteinas, que
pueden utilizarse en la formulacion de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
invencion. Un ejemplo es la serie Hofmeister, la cual clasifica solutos iénicos y polares no
ionicos por su efecto sobre la estabilidad conformacional de las proteinas en solucion. Los
solutos que estabilizan son referidos como “cosmotrépicos”. Los solutos que desestabilizan
son referidos como “caotrépicos”. Los cosmoétropos son comunmente utilizados a elevadas
concentraciones (por €j., >1 molar de sulfato de amonio) para precipitar las proteinas de la
solucion (“salting-out”). Los caodtropos son comunmente utilizados para desnaturalizar y/o
solubilizar proteinas (“salting-in”). La efectividad relativa de los iones para efectuar “salting-

in” y “salting-out” define su posicién en la serie Hofmeister.

[210] Pueden utilizarse aminoacidos libres en las formulaciones de constructo de anticuerpo
de la invencion, de acuerdo con diversas formas de realizacion de la invencién, como agentes
de carga, estabilizantes y antioxidantes, asi como también para otros usos estandar. Se
pueden utilizar lisina, prolina, serina y alanina para estabilizar proteinas en una formulacioén.
La glicina es util en la liofilizaciébn para asegurar una estructura de torta y propiedades
correctas. La arginina puede ser Util para inhibir la agregacion de proteina, tanto en

formulaciones liquidas como liofilizadas. La metionina es util como antioxidante.

[211] Los polioles incluyen azucares, por ej., manitol, sacarosa y sorbitol y alcoholes
polihidricos tales como, por ejemplo, glicerol y propilenglicol, y, a los efectos de la presente
descripcion, polietilenglicol (PEG) y substancias relacionadas. Los polioles son
cosmotrépicos. Los mismos son agentes estabilizantes Utiles tanto en formulaciones liquidas
como liofilizadas para proteger a las proteinas de los procesos de degradacion fisicos y
quimicos. Los polioles también son Utiles para ajustar la tonicidad de las formulaciones. Entre
los polioles utiles en formas de realizacion selectas de la invencién esta el manitol,
comunmente utilizado para asegurar la estabilidad estructural de la torta en formulaciones

liofilizadas. El mismo asegura la estabilidad estructural de la torta. Generalmente es utilizado
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con un lioprotector, por ej., sacarosa. EIl sorbitol y la sacarosa estan entre los agentes
preferidos para ajustar la tonicidad y como estabilizantes para proteger contra el estrés por
congelamiento-descongelamiento durante el transporte o la preparaciéon de lotes durante el
procedimiento de fabricacion. Los azucares reductores (los cuales contienen grupos aldehido
o cetona libres), tales como glucosa y lactosa, pueden glicar residuos lisina y arginina
superficiales. Por lo tanto, generalmente, no estan entre los polioles preferidos para el uso de
acuerdo con la invencion. Ademas, los azucares que forman dichas especies reactivas, tales
como sacarosa, la cual es hidrolizada a fructosa y glucosa bajo condiciones &acidas, y
consiguientemente ocasiona la glicacién, tampoco estd entre los polioles preferidos de la
invencién en este aspecto. El PEG es Util para estabilizar proteinas y como un crioprotector

y puede ser utilizado en la invencion en este aspecto.

[212] Las formas de realizacion de formulaciones de constructo de anticuerpo de la
invencién ademas comprenden surfactantes. Las moléculas de proteina pueden ser
susceptibles a la adsorcién sobre superficies y a desnaturalizacion y consiguiente agregacion
en interfases aire-liquido, sélido-liquido y liquido-liquido. Estos efectos generalmente escalan
de manera inversa con la concentracibn de proteina. Estas interacciones deletéreas
generalmente escalan de manera inversa con la concentracion de proteina y tipicamente son
exacerbadas mediante agitacion fisica, tal como aquella generada durante el transporte y
manipulacién de un producto. Los surfactantes son rutinariamente utilizados para prevenir,
minimizar, o reducir, la adsorcién a superficies. Los surfactantes Utiles en la invencion en este
aspecto, incluyen polisorbato 20, polisorbato 80, otros ésteres de acidos grasos de
polietoxilatos de sorbitano, y poloxamero 188. Los surfactantes también son cominmente
utilizados para controlar la estabilidad conformacional de las proteinas. El uso de surfactantes
en este aspecto es especifico de la proteina, dado que, cualquier surfactante dado estabilizara

tipicamente algunas proteinas y desestabilizara otras.

[213] Los polisorbatos son susceptibles a la degradacion oxidativa y a menudo, como son
suministrados, contienen cantidades suficientes de peréxidos para causar oxidacion de las
cadenas laterales de los residuos de la proteina, especialmente metionina.
Consiguientemente, los polisorbatos deberian ser utilizados cuidadosamente, y cuando se los
utiliza, deberian ser empleados a su concentracion efectiva mas baja. En este aspecto, los
polisorbatos ejemplifican la regla general de que los excipientes deberian ser utilizados en sus

concentraciones efectivas mas bajas.

[214] Las formas de realizacion de formulaciones del constructo de anticuerpo de la
invencién ademas comprenden uno 0 mas antioxidantes. Hasta cierto punto, la oxidacion

deletérea de proteinas puede evitarse en las formulaciones farmacéuticas manteniendo los
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niveles apropiados de oxigeno y temperatura ambientes, y evitando la exposicién a la luz.
También se pueden utilizar excipientes antioxidantes para evitar la degradacién oxidativa de
las proteinas. Entre los antioxidantes Utiles en este aspecto, estan los agentes reductores,
secuestradores de oxigeno/radicales libres, y agentes quelantes. Los antioxidantes para el
uso en formulaciones terapéuticas de proteina de acuerdo con la invencién preferiblemente
son solubles en agua y mantienen su actividad a lo largo de la vida til del producto. EI EDTA
es un antioxidante preferido de acuerdo con la invencion en este aspecto. Los antioxidantes
pueden dafar las proteinas. Por ejemplo, los agentes reductores, tales como glutation en
particular, pueden afectar las uniones disulfuro intramoleculares. Por lo tanto, los
antioxidantes para el uso en la invencion estan seleccionados para, entre otras cosas, eliminar
o reducir suficientemente la posibilidad de que ellos mismos dafien las proteinas en la

formulacion.

[215] Las formulaciones de acuerdo con la invencion pueden incluir iones de metal que son
co-factores de proteinas y que son necesarios para formar complejos de coordinacion de
proteinas, tales como el zinc, necesario para formar ciertas suspensiones de insulina. Los
iones metalicos también pueden inhibir algunos procesos que degradan proteinas. No
obstante, los iones metéalicos también catalizan procesos fisicos y quimicos que degradan
proteinas. Los iones magnesio (10-120 mM) pueden ser utilizados para inhibir la
isomerizacién de &cido aspartico a acido isoaspartico. Los iones Ca*? (hasta 100 mM) pueden
incrementar la estabilidad de la desoxirribonucleasa humana. No obstante, Mg*2, Mn*2,y Zn*?,
pueden desestabilizar rhDNasa. De manera similar, Ca*? y Sr*? pueden estabilizar el Factor
VIII, el mismo puede ser desestabilizado por Mg*?, Mn*? y Zn*2, Cu*? y Fe*?, y su agregacion

puede ser incrementada por iones Al*3,

[216] Las formas de realizaciéon de formulaciones del constructo de anticuerpo de la
invencion ademas comprenden uno o mas conservantes. Los conservantes son necesarios
cuando se desarrollan formulaciones parenterales multi-dosis que involucran mas de una
extraccion desde el mismo contenedor. Su funcion primaria es la de inhibir el crecimiento
microbiano y asegurar la esterilidad del producto a lo largo de la vida til o del término de uso
del producto de droga. Los conservantes comunmente utilizados incluyen alcohol bencilico,
fenol y m-cresol. Aunque los conservantes tienen una larga historia de uso con los agentes
parenterales de molécula pequefia, el desarrollo de formulaciones de proteina que incluye
conservantes puede ser un desafio. Los conservantes casi siempre tienen un efecto
desestabilizante (agregacion) sobre las proteinas, y esto se ha vuelto un factor principal en la
limitacion de su uso en formulaciones de proteina multi-dosis. Hasta la fecha, la mayoria de
las drogas proteicas han sido formuladas Unicamente para un solo uso. No obstante, cuando

son posibles las formulaciones multi-dosis, tienen la ventaja agregada de permitir la
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conveniencia para el paciente y la comercializacion incrementada. Un buen ejemplo es la
hormona de crecimiento humana (hGH) donde el desarrollo de formulaciones conservadas ha
conducido a la comercializacion de presentaciones tipo lapicera, mas convenientes, de
inyeccion multiuso. Al menos cuatro de dichos dispositivos lapicera que contienen
formulaciones conservadas de hGH estan actualmente disponibles en el mercado. Norditropin
(liguida, Novo Nordisk), Nutropin AQ (liquida, Genentech) y Genotropin (liofilizada—cartucho
de camara dual, Pharmacia & Upjohn) contienen fenol, mientras que Somatrope (Eli Lilly) esta
formulada con m-cresol. Varios aspectos necesitan ser considerados durante la formulacién
y el desarrollo de formas de dosificacibn conservadas. La concentracién efectiva del
conservante en el producto de droga debe ser optimizada. Esto requiere evaluar un
conservante dado en la forma de dosificacion con rangos de concentracion que confieren

efectividad anti-microbiana sin comprometer la estabilidad proteica.

[217] Tal como se puede esperar, el desarrollo de formulaciones liquidas que contienen
conservantes implica un mayor desafio que las formulaciones liofilizadas. Los productos
secados por congelamiento pueden ser liofilizados sin el conservante y reconstituidos con un
diluyente que contiene el conservante al momento del uso. Esto acorta el tiempo durante el
cual un conservante esta en contacto con la proteina, minimizando significativamente los
riesgos de estabilidad asociados. Con las formulaciones liquidas, la efectividad y la
estabilidad del conservante deberian mantenerse a lo largo del tiempo completo en estanteria
del producto (aproximadamente 18 a 24 meses). Un importante punto a considerar es que la
efectividad del conservante deberia ser demostrada en la formulacién final que contiene la

droga activa y todos los componentes excipientes.

[218] Los constructos de anticuerpo divulgados en la presente también pueden estar
formulados como inmuno-liposomas. Un “liposoma” es una pequefa vesicula compuesta de
diversos tipos de lipidos, fosfolipidos y/o surfactante que es util para el suministro de una
droga a un mamifero. Los componentes del liposoma estan cominmente dispuestos en una
formacion en bicapa, similar al arreglo lipidico de las membranas bioldgicas. Los liposomas
gue contienen el constructo de anticuerpo estan preparados mediante métodos conocidos en
el arte, tal como se describe en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985);
Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); Patentes de US4,485,045 y US
4,544,545; y W0 97/38731. Los liposomas con tiempo de circulacion mejorado se divulgan en
la Patente US 5,013, 556. Se pueden generar liposomas particularmente Utiles mediante el
método de evaporacion en fase inversa con una composicion de lipidos que comprende
fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los
liposomas son extruidos a través de filtros de tamafio de poro definido para brindar liposomas

con el didmetro deseado. Los fragmentos Fab' del constructo de anticuerpo de la presente
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invencién pueden ser conjugados a los liposomas como se describe en Martin et al. J. Biol.
Chem. 257: 286-288 (1982) mediante una reaccién de intercambio de disulfuro. Un agente
quimioterapéutico esta opcionalmente contenido dentro del liposoma. Ver Gabizon et al. J.
National Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989).

[219] Una vez que la composicién farmacéutica ha sido formulada, la misma puede ser
almacenada en viales estériles como una solucién, suspension, gel, emulsion, sélido, cristal
o0 como un polvo deshidratado o liofilizado. Dichas formulaciones pueden ser almacenadas
ya sea en una forma lista para usar o en una forma (por ej., liofilizada) que es reconstituida

previamente a la administracion.

[220] La actividad biol6gica de la composicion farmacéutica definida en la presente puede
determinarse por ejemplo mediante ensayos de citotoxicidad, como se describe en los
siguientes ejemplos, en WO 99/54440 o en Schlereth et al. (Cancer Immunol. Immunother. 20
(2005), 1-12). “Eficacia” o “eficacia in vivo” como se utiliza en la presente se refiere a la
respuesta a la terapia por la composicion farmacéutica de la invencion, utilizando por e€j.,
criterios de respuesta NCI estandarizados. El éxito o la eficacia in vivo de la terapia utilizando
una composicién farmacéutica de la invencion se refiere a la efectividad de la composicién
para su objetivo pretendido, es decir, la capacidad de la composicion de causar el efecto
deseado, es decir, agotamiento de células patolégicas, por €j., células tumorales. La eficacia
in vivo puede monitorearse mediante métodos estandar establecidos para las respectivas
entidades de enfermedad, incluyendo, pero sin limitacién, conteos de glébulos blancos
sanguineos, diferenciales, clasificacion de células activadas por fluorescencia, aspiraciéon de
médula 6sea. Ademas, se pueden utilizar diversos parametros quimicos clinicos especificos
de enfermedad y otros métodos estandar establecidos. Ademas, pueden utilizarse tomografia
auxiliada por computadora, rayos X, tomografia de resonancia magnética nuclear (por €j., para
la evaluacién de la respuesta en base a criterios del National Cancer Institute [Cheson BD,
Horning SJ, Coiffier B, Shipp MA, Fisher RI, Connors JM, Lister TA, Vose J, Grillo-Lopez A,
Hagenbeek A, Cabanillas F, Klippensten D, Hiddemann W, Castellino R, Harris NL, Armitage
JO, Carter W, Hoppe R, Canellos GP. Report of an international workshop to standardize
response criteria for non-Hodgkin's lymphomas. Grupo de Trabajo Internacional Auspiciado
por el NCI. J Clin Oncol. Abril de 1999;17(4):1244]), barrido por tomografia de emision de
positrones, conteos de glébulos blancos, diferenciales, clasificacion de células activadas por
fluorescencia, aspiracion de médula 6sea, biopsias/histologia de nédulos linfaticos, y diversos
parametros quimicos clinicos especificos de linfoma (por ej., lactato-deshidrogenasa) y otros

métodos estandar establecidos.
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[221] Otro desafio principal en el desarrollo de drogas tales como la composicién
farmacéutica de la invencibn es la modulacién predecible de las propiedades
farmacocinéticas. Con este fin, puede establecerse un perfil farmacocinético de la droga
candidato, es decir, un perfil de los pardmetros farmacocinéticos que afectan la capacidad de
una droga particular para tratar una condicion dada. Los parametros farmacocinéticos de la
droga que influencian la capacidad de una droga para tratar una entidad de enfermedad
determinada, incluyen, pero no se limitan a: vida media, volumen de distribucion, metabolismo
hepatico de primera pasada y grado de unién a suero sanguineo. La eficacia de un agente de
droga determinado puede estar influenciada por cada uno de los parametros mencionados
anteriormente. Esta concebido como caracteristica de los constructos de anticuerpo de la
presente invencion provistos con la modalidad especifica Fc que ellos comprendan, por
ejemplo, diferencias en el comportamiento farmacocinético. Un constructo de anticuerpo
dirigido con vida media extendida de acuerdo con la presente invencion preferiblemente
muestra un tiempo de residencia in vivo sorprendentemente incrementado en comparacion

con las versiones no-HLE “candnicas” de dicho constructo de anticuerpo.

[222] La “vida media" significa el tiempo donde el 50% de una droga administrada es
eliminada a través de procesos bioldgicos, por €]., metabolismo, excrecion, etc. Se entiende
por "metabolismo hepatico del primer paso" la tendencia de la droga a ser metabolizada al
primer contacto con el higado, es decir, durante su primer paso a través del higado. “Volumen
de distribucién" significa el grado de retencion de una droga a través de diversos
compartimentos del cuerpo, como por €j., espacios intracelulares y extracelulares, tejidos y
organos, etc. y la distribucion de la droga dentro de estos compartimentos. “Grado de unién a
suero sanguineo" significa la tendencia de una droga a interactuar con, y a unirse a, proteinas
del suero sanguineo, tales como albimina, conduciendo a una reduccién o pérdida de

actividad biologica de la droga.

[223] Los parametros farmacocinéticos también incluyen biodisponibilidad, tiempo de
latencia (Tlag), Tmax, velocidades de absorcion, mas manifestacion y/o Cmax para una dada
cantidad de droga administrada. “Biodisponibilidad” significa la cantidad de una droga en el
compartimento sanguineo. “Tiempo de latencia" significa el retraso temporal entre la
administracién de la droga y su deteccion y capacidad de medirla en sangre o en plasma.
“Tmax” es el tiempo luego del cual se alcanza la concentraciébn maxima en sangre de la droga,
y “Cmax” es la concentraciéon en sangre maxima obtenida con una dada droga. El tiempo para
alcanzar una concentracion de la droga en sangre o en tejido, que es requerida para su efecto
bioldgico, esta influenciado por todos los pardmetros. Los parametros farmacocinéticos de los
constructos de anticuerpo biespecificos que exhiben especificidad cruzada de especies, que

pueden determinarse en evaluaciones clinicas en animales en primates no chimpancés como
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se indico anteriormente, también estan establecidos por €j., en la publicacion de Schlereth et
al. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12).

[224] En un aspecto preferido de la invencién, la composicién farmacéutica es estable
durante al menos cuatro semanas a aproximadamente -20°C. Como es evidente de los
ejemplos anexos, la calidad de un constructo de anticuerpo de la invencién vs. la calidad de
los constructos del anticuerpo correspondiente del estado del arte puede ser ensayada
utilizando diferentes sistemas. Esos ensayos, segun se entiende, estan en linea con las guias
“ICH Harmonised Tripartite Guideline: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products
Q5C and Specifications: Test procedures and Acceptance Criteria for Biotech
Biotechnological/Biological Products Q6B”y, en consecuencia, son elegidos para proveer un
perfil indicador de estabilidad que proporcione certeza de que seran detectados los cambios
en la identidad, pureza y potencia del producto. Es bien aceptado que el término pureza es
un término relativo. Debido al efecto de glicosilacion, desamidacion, u otras
heterogeneidades, la pureza absoluta de un producto biotecnoldgico/biolégico debe ser
tipicamente evaluada mediante mas de un método y el valor de pureza derivado es
dependiente del método. Con el propdsito de ensayar la estabilidad, los ensayos en cuanto

a pureza deben focalizarse en métodos de determinacién de productos de degradacién.

[225] Para la evaluacién de la calidad de una composicién farmacéutica que comprende un
constructo de anticuerpo de la invencién, puede ser analizada por ej. analizando el contenido
de agregados solubles en una solucion (HMWS por sus siglas en inglés) por exclusién por
tamafio. Se prefiere que la estabilidad durante al menos cuatro semanas a -20°C esté
caracterizada por un contenido de menos de 1,5% HMWS, preferiblemente en menos de 1%
HMWS.

[226] Una formulacién preferida para el constructo de anticuerpo como una composicion
farmacéutica puede por ej. comprender los componentes de una formulacion como se

describe a continuacion:

e Formulacion:
fosfato de potasio, clorhidrato de L-arginina, dihidrato de trehalosa, polisorbato 80 a
pH 6,0

[227] Otros ejemplos para la evaluacion de la estabilidad de un constructo de anticuerpo de
la invencion en forma de una composicion farmaceéutica estan provistos en los ejemplos 4-12
anexos. En esas formas de realizacion a modo de ejemplo, constructos de anticuerpo de la
invencién son ensayados con respecto a diferentes condiciones de estrés en diferentes

formulaciones farmacéuticas y los resultados son comparados con otros formatos
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extendedores de vida media (HLE) de constructos de anticuerpo biespecificos que se ligan a
células T conocidos en el arte. En general, se contempla que los constructos de anticuerpo
provistos con la modalidad Fc especifica de acuerdo con la presente invencidon son
tipicamente mas estables frente a un amplio rango de condiciones de estrés, tal como estrés
por temperatura y luz, comparado tanto con constructos de anticuerpo provistos con diferentes
formatos HLE y sin ningun formato HLE (por €j. constructos de anticuerpo “candénicos”). Dicha
estabilidad a la temperatura puede relacionarse tanto a temperatura disminuida (debajo de la
temperatura ambiente incluyendo congelacién) como aumentada (por encima de la
temperatura ambiente incluyendo temperaturas hasta o por encima de la temperatura
corporal). Como la persona experta en el arte conocer4, tal estabilidad mejorada con respecto
al estrés, la cual es dificilmente evitable en la practica clinica, hace al constructo de anticuerpo
mas seguro debido que se produciran menos productos de degradacion en la practica clinica.
En consecuencia, dicha estabilidad aumentada significa seguridad aumentada.

[228] Una forma de realizacién provee el constructo de anticuerpo de la invencion o el
constructo de anticuerpo producido de acuerdo con el proceso de la invencién para uso en la
prevencién, tratamiento o mejora de un cancer que se correlaciona con la expresion de PSMA

o la sobreexpresion de PSMA, tal como cancer de préstata.

[229] Las formulaciones descriptas en la presente son Utiles como composiciones
farmacéuticas en el tratamiento, mejora y/o prevencién de la condicion médica patolédgica
como se describe en la presente en un paciente que asi lo necesita. El término "tratamiento”
se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas.
Tratamiento incluye la aplicacion o administracién de la formulacién al organismo, un tejido
aislado, o célula de un paciente que tiene una enfermedad/trastorno, un sintoma de una
enfermedad/trastorno, o una predisposicion hacia una enfermedad/trastorno, con el objetivo
de curar, sanar, aliviar, atenuar, alterar, remediar, mejorar, reparar, o afectar la enfermedad,

el sintoma de la enfermedad o la predisposicion hacia la enfermedad.

[230] EI término “mejora” como se utiliza en la presente se refiere a cualquier mejora del
estado de enfermedad de un paciente que tiene una enfermedad como se especifica en la
presente a continuacién, mediante la administracion de un constructo de anticuerpo de
acuerdo con la invencién a un sujeto que asi lo necesita. Dicha mejora también puede verse
como un aletargamiento o detencion en la progresién de la enfermedad del paciente. El
término “prevenciéon” como se utiliza en la presente, significa la anulacién de la ocurrencia o
re-ocurrencia de que un paciente tenga un tumor o un cancer o un cancer metastasico como
se especifica en la presente a continuacion, mediante la administracion de un constructo de

anticuerpo de acuerdo con la invencion a un sujeto que asi lo necesita.
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[231] El término “enfermedad” se refiere a cualquier condicion que podria beneficiarse del
tratamiento con el constructo de anticuerpo o la composicion farmacéutica, descriptos en la
presente. Esto incluye trastornos o enfermedades cronicos y agudos, que incluyen aquellas

condiciones patoldgicas que predisponen al mamifero a la enfermedad en cuestion.

[232] Un “neoplasma” es un crecimiento anormal de tejido, que normalmente, pero no
siempre, forma una masa. Cuando también forma una masa, se refiere a éste cominmente
como un “tumor”. Los neoplasmas o tumores pueden ser benignos, potencialmente malignos
(pre-cancerosos), o malignos. Los neoplasmas malignos se denominan cominmente cancer.
Estos normalmente invaden y destruyen el tejido circundante y pueden formar metastasis, es
decir, pueden diseminarse a otras partes, tejidos u érganos del cuerpo. Por lo tanto, la
expresion “cancer metastasico” abarca metastasis a otros tejidos u érganos diferentes del
tumor original. Los linfomas y las leucemias son neoplasmas linfoides. A los fines de la

presente invencion, estos también estan comprendidos por los términos “tumor” o “cancer”.

[233] La expresion “enfermedad viral” describe enfermedades, las cuales son el resultado

de una infeccion viral de un sujeto.

[234] La expresion “trastorno inmunoldgico” como se utiliza en la presente describe en linea
con la definicibn comun de esta expresidon, trastornos inmunoldgicos tales como

enfermedades autoinmunes, hipersensibilidades, deficiencias inmunes.

[235] En una forma de realizacion, la invencién provee un método para el tratamiento o
mejora de un cancer correlacionado con la expresion de PSMA o sobreexpresion de PSMA,
comprendiendo la etapa de administrar a un sujeto en necesidad del mismo el constructo de
anticuerpo de la invencién, o el constructo de anticuerpo producido de acuerdo con el proceso
de la invencion. El anticuerpo biespecifico de cadena Unica PSMAXCD3 es particularmente
ventajoso para la terapia de cancer, preferiblemente tumores sélidos, mas preferiblemente

carcinomas y cancer de prostata.

[236] Las expresiones “sujeto que lo necesita” o aquellos “que necesitan tratamiento”
incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, asi como también aquellos en los cuales el
trastorno sera prevenido. El sujeto que lo necesita o "paciente" incluye sujetos humanos y

otros mamiferos que reciben tratamiento ya sea profilactico o terapéutico.

[237] El constructo de anticuerpo de la invencion generalmente sera disefiado para rutas y
métodos especificos de administracién, para dosificaciones y frecuencias especificas de
administracién, para tratamientos especificos de enfermedades especificas, con rangos de

bio-disponibilidad y persistencia, entre otras cosas. Los materiales de la composicion estan
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preferiblemente formulados en concentraciones que son aceptables para el sitio de

administracion.

[238] Las formulacionesy composiciones por lo tanto pueden ser disefiadas de acuerdo con

la invencion para el suministro mediante cualquier ruta de administracién adecuada. En el

contexto de la presente invencién, las rutas de administracion incluyen, pero no se limitan a,

e rutas topicas (tales como epicutanea, por inhalacion, nasal, oftalmica, auricular/aural,
vaginal, mucosal);

e rutas entéricas (tales como oral, gastrointestinal, sublingual, sublabial, bucal, rectal); y

e rutas parenterales (tales como intravenosa, intraarterial, intradsea, intramuscular,
intracerebral, intracerebroventricular, epidural, intratecal, subcutanea, intraperitoneal,
extra-amniotica, intraarticular, intracardiaca, intradérmica, intralesional, intrauterina,
intravesical, intravitreal, transdérmica, intranasal, transmucosal, intrasinovial,

intraluminal).

[239] Las composiciones farmacéuticas y el constructo de anticuerpo de esta invenciéon son
particularmente (tiles para administracion parenteral, por ej., suministro subcutdneo o
intravenoso, por ejemplo mediante inyeccién tal como inyeccion en bolo, o mediante infusion
tal como infusion continua. Las composiciones farmacéuticas pueden ser administradas
utilizando un dispositivo médico. Ejemplos de dispositivos médicos para suministrar
composiciones farmacéuticas se describen en las Patentes US 4.475.196; US 4.439.196;
US 4.447.224; US 4.447.233; US 4.486.194; US 4.487.603; US 4.596.556; US 4.790.824;
US 4.941.880; US 5.064.413; US 5.312.335; US 5.312.335; US 5.383.851; y US 5.399.163.

[240] En particular, la presente invencion provee una administracion ininterrumpida de la
composicion adecuada. A modo de ejemplo no limitante, la administracion ininterrumpida o
sustancialmente ininterrumpida, es decir, continua, puede ser efectuada mediante un pequefio
sistema de bombeo utilizado por el paciente para medir el flujo entrante de agente terapéutico
dentro del cuerpo del paciente. La composicion farmacéutica que comprende el constructo de
anticuerpo de la invencion puede ser administrada utilizando dichos sistemas de bombeo.
Dichos sistemas de bombeo son generalmente conocidos en el arte, y cominmente se basan
en el intercambio periddico de cartuchos que contienen el agente terapéutico a ser
infusionado. Cuando se intercambia el cartucho en dicho sistema de bombeo, puede suceder
una interrupcion temporaria del flujo, de otro modo ininterrumpido, de agente terapéutico
dentro del cuerpo del paciente. En dicho caso, la fase de administracion previa al reemplazo
de cartucho y la fase de administracion luego del reemplazo de cartucho aun seria
considerada dentro del significado de los medios farmacéuticos y métodos de la invencion en

conjunto, como una “administracién ininterrumpida” de dicho agente terapéutico.
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[241] La administracién continua o ininterrumpida de los constructos de anticuerpo de la
invencién puede ser intravenosa o subcutanea por medio de un dispositivo de suministro de
fluidos o sistema pequefio de bombeo que incluye un mecanismo para direccionamiento de
fluido para dirigir el fluido hacia afuera de un reservorio y un mecanismo accionador para
accionar sobre el mecanismo para direccionamiento. Los sistemas de bombeo para
administracién subcutdnea pueden incluir una aguja o una canula para penetrar la piel de un
paciente y suministrar la composicion adecuada dentro del cuerpo del paciente. Dichos
sistemas de bombeo puede estar fijados o anexados directamente a la piel del paciente
independientemente de una vena, arteria 0 vaso sanguineo, permitiendo asi un contacto
directo entre el sistema de bombeo y la piel del paciente. El sistema de bombeo puede estar
anexado a la piel del paciente durante 24 horas hasta varios dias. El sistema de bombeo
puede ser de tamafio pequefio con un reservorio para volimenes pequefios. A modo de
ejemplo no limitante, el volumen del reservorio para la composicion farmacéutica adecuada a

ser administrada puede ser de entre 0,1 y 50 ml.

[242] La administracién continua también puede ser transdérmica por medio de un parche
llevado sobre la piel y reemplazado a intervalos. Un experto en el arte conocera de sistemas
de parche para suministro de drogas adecuados para este fin. Se debera notar que la
administraciébn transdérmica es especialmente apropiada para la administracion
ininterrumpida, dado que el intercambio de un primer parche agotado puede llevarse a cabo
ventajosamente simultdneamente con el reemplazo de un segundo, nuevo, parche, por
ejemplo sobre la superficie de la piel inmediatamente adyacente al primer parche agotado e
inmediatamente previo a la remocién del primer parche agotado. No surgen problemas por

interrupcion de flujo o falla de bateria.

[243] Si la composicion farmacéutica ha sido liofilizada, el material liofilizado es primero
reconstituido en un liquido apropiado previo a la administracion. El material liofilizado puede
ser reconstituido por ej., en agua para inyeccion bacteriostatica (BWFI, por sus siglas en
inglés), solucién salina fisioldgica, solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas

en inglés), o la misma formulacion en la cual estaba la proteina previamente a la liofilizacion.

[244] Las composiciones de la presente invencién pueden ser administradas al sujeto a una
dosis adecuada que puede ser determinada, por €j., mediante estudios de escalado de dosis
mediante administracién de dosis crecientes del constructo de anticuerpo de la invencién que
exhiben especificidad cruzada de especies descripto en la presente a primates no
chimpancés, por ejemplo macacos. Como se establece anteriormente, el constructo de
anticuerpo de la invencion, que exhibe especificidad cruzada de especies, descripto en la

presente, puede ser utilizado ventajosamente de forma idéntica en evaluacion pre-clinica en
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primates no chimpancés y como droga en humanos. EIl régimen de dosificacion sera
determinado por el médico a cargo y los factores clinicos. Tal como es bien conocido en las
artes médicas, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores,
incluyendo el tamafio del paciente, area superficial corporal, edad, el compuesto en particular
a ser administrado, sexo, tiempo y ruta de administracion, estado de salud general y otras

drogas que estén siendo administradas simultdneamente.

[245] La expresion “dosis efectiva” o “dosificacion efectiva” esta definida como una cantidad
suficiente para lograr o al menos parcialmente lograr el efecto deseado. La expresién “dosis
terapéuticamente efectiva” esta definida como una cantidad suficiente para curar o al menos
interrumpir parcialmente la enfermedad y sus complicaciones en un paciente que ya esta
sufriendo de la enfermedad. Las cantidades o dosis efectivas para este uso dependeran de la
condicion a ser tratada (la indicacion), el constructo de anticuerpo suministrado, el contexto
terapéutico y los objetivos, la severidad de la enfermedad, terapia previa, la historia clinica del
paciente y la respuesta al agente terapéutico, la ruta de administracion, el tamafio (peso
corporal, superficie corporal o tamafio de 6érganos) y/o condicion (la edad y el estado de salud
general) del paciente, y el estado general del sistema inmune propio del paciente. La dosis
apropiada puede ajustarse de acuerdo con el juicio del médico a cargo, de modo que puede
ser administrada al paciente una vez o durante una serie de administraciones, y a fin de

obtener el efecto terapéutico 6ptimo.

[246] Una dosificacion tipica puede estar en el rango de desde aproximadamente 0,1 ug/kg
hasta aproximadamente 30 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. En formas de realizacion especificas, la dosificacion puede estar en el rango
de desde 1,0 ug/kg hasta aproximadamente 20 mg/kg, opcionalmente desde 10 pg/kg hasta

aproximadamente 10 mg/kg o desde 100 ug/kg hasta aproximadamente 5 mg/kg.

[247] Una cantidad terapéutica efectiva de un constructo de anticuerpo de la invencién
preferiblemente resulta en una disminucién en la severidad de los sintomas de la enfermedad,
un incremento en la frecuencia o duracion de los periodos libres de sintomas de la enfermedad
0 una prevencion de los impedimentos o discapacidades debidas a la afliccion de la
enfermedad. Para tratar enfermedades correlacionadas con expresion de PSMA como se
describe en la presente mas arriba, una cantidad terapéuticamente efectiva del constructo de
anticuerpo de la invencién, aqui: un constructo de anticuerpo anti-PSMA/anti-CD3,
preferiblemente inhibe el crecimiento celular o el crecimiento de tumor en al menos
aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 50%,
al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos

aproximadamente 80%, o al menos aproximadamente 90% en relacibn con pacientes no
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tratados. La capacidad de un compuesto de inhibir el crecimiento de tumor puede evaluarse

en un modelo animal predictivo de la eficacia.

[248] La composicién farmacéutica puede ser administrada como un Unico agente
terapéutico o en combinacion con terapias adicionales tales como terapias anti-cancer como
sea necesario, por ej., otras drogas proteicas y no proteicas. Estas drogas pueden ser
administradas simultdneamente con la composicion que comprende el constructo de
anticuerpo de la invencion como se define en la presente, o separadamente antes o después
de la administracién de dicho constructo de anticuerpo en intervalos de tiempo y a dosis
definidas.

[249] La expresion “dosis efectiva y no toxica” como se utiliza en la presente se refiere a una
dosis tolerable de un constructo de anticuerpo de la invencidon que es suficientemente alta
para causar agotamiento de células patoldgicas, eliminacion de tumores, encogimiento de
tumores o estabilizacion de la enfermedad, sin, o esencialmente sin, efectos tdéxicos mayores.
Dichas dosis efectivas y no toxicas pueden determinarse, por ej., mediante estudios de
escalado de dosis descriptos en el arte y deberian estar por debajo de la dosis que induce
eventos secundarios adversos severos (toxicidad limitante de la dosis, DLT por sus siglas en

inglés).

[250] El término “toxicidad” como se utiliza en la presente se refiere a los efectos toxicos de
una droga manifestados en eventos adversos o eventos adversos severos. Estos eventos
secundarios podrian referirse a una falta de tolerancia de la droga en general y/o a una falta
de tolerancia local luego de la administraciéon. La toxicidad también podria incluir efectos

teratogénicos o carcinogénicos causados por la droga.

[251] Los términos “seguridad”, “seguridad in vivo” o “tolerancia” como se utilizan en la
presente, definen la administracibn de una droga sin inducir eventos adversos severos
directamente luego de la administracién (tolerancia local) y durante un periodo prolongado de
aplicacion de la droga. “Seguridad”, “seguridad in vivo” o “tolerancia” pueden evaluarse, por
€j., a intervalos regulares durante el tratamiento y el periodo de seguimiento. Las mediciones
incluyen evaluacion clinica, por ej., manifestaciones orgénicas, y monitoreo de anormalidades
de laboratorio. Se puede llevar a cabo la evaluacion clinica y se pueden registrar/codificar los
hallazgos de desviaciones a lo normal de acuerdo con estandares NCI-CTC y/o MedDRA. Las
manifestaciones organicas pueden incluir criterios tales como alergia/inmunologia,
sangre/médula 6sea, arritmia cardiaca, coagulacion y lo similar, como se establece, por €;j.,
en los Criterios Comunes de Terminologia para Eventos Adversos v3.0 (CTCAE, por sus
siglas en inglés). Los pardmetros de laboratorio que pueden ser evaluados incluyen por

ejemplo hematologia, quimica clinica, perfil de coagulacion y andlisis de orina y examen de
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otros fluidos corporales tales como suero, plasma, fluido linfoide o espinal, liquido
cefalorraquideo y lo similar. La seguridad también por lo tanto puede evaluarse por €j.,
mediante examen fisico, técnicas de imagenes (es decir, ultrasonido, rayos-x, barridos CT,
Imagenes de Resonancia Magnética (MRI, por sus siglas en inglés), otras mediciones con
dispositivos técnicos (es decir, electrocardiograma), signos vitales, mediante medicién de
parametros de laboratorio y registrando eventos adversos. Por ejemplo, los eventos adversos
en los primates no chimpancé en los usos y métodos de acuerdo con la invencion pueden

examinarse mediante métodos histopatoldgicos y/o histoquimicos.

[252] Los términos anteriores también son referidos, por ej., en la evaluacién de Seguridad
preclinica de los agentes farmacéuticos derivados de biotecnologia S6; Directrices Tripartitas
Armonizadas ICH; Reunion de Comité Directivo ICH del 16 de julio de 1997.

[253] Finalmente, la invencién provee un kit que comprende un constructo de anticuerpo de
la invencion, o producido de acuerdo con el procedimiento de la invencion, una composicion
farmacéutica de la invencién, un polinucleétido de la invencién, un vector de la invencién, y/o

una célula hospedante de la invencion.

[254] En el contexto de la presente invencion, el término “kit” significa dos o mas
componentes — uno de los cuales corresponde al constructo de anticuerpo, la composicion
farmacéutica, el vector o la célula hospedante de la invencién — envasados juntos en un
contenedor, recipiente o de otro modo. Un kit puede por lo tanto, describirse como un conjunto
de productos y/o utensilios que son suficientes para alcanzar un determinado objetivo, el cual

puede ser comercializado como una Unica unidad.

[255] El kit puede comprender uno o mas recipientes (tales como viales, ampollas,
contenedores, jeringas, botellas, bolsas) de cualquier forma, tamafio y material apropiados
(preferiblemente a prueba de agua, por €j., plastico o vidrio) que contienen el constructo de
anticuerpo o la composicién farmacéutica de la presente invencién en una dosificacion
apropiada para administracion (ver mas arriba). El kit puede ademas contener instrucciones
para su uso (por €j., en la forma de un folleto o manual de instrucciones), medios para
administrar el constructo de anticuerpo de la presente invencion, tales como una jeringa,
bomba, infusor o lo similar, medios para reconstituir el constructo de anticuerpo de la invencion

y/o medios para diluir el constructo de anticuerpo de la invencion.

[256] La invencion también provee kits para una unidad de administracion de dosis Unica. El
kit de la invencion también puede contener un primer recipiente que comprende un constructo
de anticuerpo secolliofilizado y un segundo recipiente que comprende una formulacién

acuosa. En ciertas formas de realizacion de esta invencion, se proveen los kits que contienen
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jeringas pre-llenadas de Unica cdmara y multi-cdmaras (por €j., jeringas de liquido y lio-

jeringas).
*kkkk

[257] Se debe hacer notar que, tal como se utiliza en la presente, las formas en singular “un”,
“‘una”, y “el/la” incluyen las referencias al plural a menos que el contexto lo indique claramente
de otro modo. Asi, por ejemplo, la referencia a “un reactivo” incluye uno o mas de dichos
reactivos diferentes y la referencia a “el método” incluye la referencia a etapas y métodos
equivalentes, conocidos por aquellos con conocimientos medios en el arte, que podrian ser

modificados o sustituidos por los métodos descriptos en la presente.

[258] A menos que se indique de otro modo, la expresion “al menos” precediendo una serie
de elementos debe entenderse como refiriéendose a cada elemento en la serie. Aquellos
expertos en el arte reconoceran, o seran capaces de inferir, utilizando no méas que
experimentacion de rutina, muchos equivalentes a las formas de realizacion especificas de la
invencioén, descriptas en la presente. Se contempla que dichos equivalentes estén abarcados

por la presente invencion.

[T TP 1]

[259] El término “y/o” siempre que se utiliza en la presente incluye el significado de “y”, “0” y

“todos o cualquier otra combinacion de los elementos conectados por dicho término”.

[260] EIl término “alrededor” o “aproximadamente” como se utiliza en la presente significa
dentro de 20%, preferiblemente dentro de 10%, y mas preferiblemente dentro de 5% de un
valor o rango dados. Incluye, sin embargo, también un namero concreto, por ej.

aproximadamente 20 incluye 20.

[261] La expresion “menor que” o “mayor que” incluyen el nimero concreto. Por ejemplo,
menor gue 20 significa menos que o igual a. De manera similar, mas de o mayor que significa

mas de o igual a, o mayor que o igual a, respectivamente.

[262] A lo largo de esta descripcion y de las reivindicaciones que le siguen, a menos que el
contexto lo requiera de otro modo, la palabra “comprende”, y variaciones tales como
“‘comprenden” y “que comprende”, seran entendidas como implicando la inclusién de un entero
0 etapa o grupo de enteros o etapas establecido, pero no la exclusion de cualquier otro entero
0 etapa o grupo de enteros o etapas. Como se utiliza en la presente, la expresion “que
comprende” puede ser sustituida con la expresion “que contiene” o “que incluye” o a veces

cuando se la utiliza en la presente, con la expresion “que tiene”.

[263] Cuando se utiliza en la presente “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa

o ingrediente no especificado en los elementos de la reivindicaciéon. Cuando se utiliza en la
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presente, “que consiste esencialmente en” no excluye materiales o etapas que no afectan

materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la reivindicacion.

LTS

[264] En cadainstancia de la presente, cualquiera de las expresiones “que comprende”, “que
consiste esencialmente en” y “que consiste en” pueden ser reemplazadas con cualquiera de

las otras dos expresiones.

[265] Debe entenderse que esta invencién no esta limitada a la metodologia, protocolos,
material, reactivos y sustancias, etc. particulares descriptos en la presente y como tales
pueden variar. La terminologia utilizada en la presente es con propésitos de describir formas
de realizacion particulares solamente, y no esta destinada a limitar el alcance de la presente

invencidn, el cual esta definido solamente por las reivindicaciones.

[266] Todas las publicaciones y patentes citadas a lo largo del texto de esta descripcion
(incluyendo todas las patentes, solicitudes de patente, publicaciones cientificas,
especificaciones de fabricantes, instrucciones, etc.) mas arriba 0 mas adelante, estan de este
modo incorporadas como referencia en su totalidad. Nada en la presente debe interpretarse
como una admisién de que la invencién no esta habilitada para anteceder dicha descripcion
en virtud de invencion previa. Hasta el grado en que el material incorporado como referencia
contradice 0 es inconsistente con esta descripcién, la descripcidn sustituye cualquiera de

dichos materiales.

[267] Una mejor comprension de la presente invencién y de sus ventajas sera obtenida de
los siguientes ejemplos, ofrecidos con propdésitos ilustrativos solamente. Los ejemplos no

estan destinados a limitar el alcance de la presente invencion de ninguna manera.

[268] Ejemplo 1: Expresion de CD69 Inducida por BiTE® en Células T en Ausencia de

Células Diana

PBMC aisladas de dadores humanos sanos fueron cultivadas con crecientes constructos de
anticuerpo biespecificos HLE para Diana B/CD3 o Diana A/CD3 durante 48 h. La expresion
del marcador de activacion CD69 en células T fue determinada mediante inmunotefiido y

citometria de flujo y conjugados mAb especificos para antigeno.

Se observé la activacion de células T independiente de diana en términos de regulacion
positiva de CD69 para todos los 19 constructos anti-CDH pero fue lo mas pronunciado para
moléculas heteroFc y anticuerpos cruzados (crossbodies). La regulacion positiva de CD69
mediante scFc anti-Diana B ocurri6 a mayores concentraciones y la amplitud fue en parte

menor comparada con los otros dos constructos basados en Fc.
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Para el anti-Diana A casi no se observo activacion de células T independiente de diana para
la molécula que contenia scFc, mientras que el constructo heteroFc indujo una fuerte

regulacién positiva de CD69 en la superficie celular de células T en ausencia de células diana.

Se evalud la activacion de células T independiente de diana inducida por constructos de
anticuerpo BiTE® que contenian una Fc de cadena simple, o la fusién hetero-Fc en el extremo
C terminal, para los siguientes constructos:

Constructos de anticuerpo BITE® (diluciones seriales: 0,1 pM — 2 uM)

a. 12C de scFc para Diana A; 1,14 mg/ml;

b. Hetero Fc para Diana A; 1,02 mg/
Células efectoras PBMC humanas (3 dadores; #065, #823, #836 (scFc) #401, #415, #433
(heteroFc); #590, #595, 598, #605 (X-body, anticuerpo cruzado)).

Tiempo de incubacion 48 h.

Determinacion de la expresion de CD69 en células T CD4+ y CD8+ con citometria de flujo y
conjugados mAb especificos para antigeno. Ver resultados en Figura 2.

Se evalud la activacion de células T independiente de diana inducida por constructos de
anticuerpo BITE® que contenian una Fc de cadena simple, hetero-Fc o fusién de anticuerpo
cruzado en el extremo C terminal, para los siguientes constructos:

Constructos de anticuerpo BiTE® (diluciones seriales: 0,1 pM — 2 uM)

c. 12C de scFc para Diana B; 245,3 pug/ml (

d. Hetero Fc para Diana B; 1 mg/ml

e. Anticuerpo cruzado para Diana B (crossbhody); 6,3 mg/mi
Células efectoras PBMC humanas (3 a 4 dadores; #386, #392, #401 (scFc) #282, #284, #287
(heteroFc)).

Tiempo de incubacion 48 h.

Determinacion de la expresion de CD69 en células T CD4+ y CD8+ con citometria de flujo y

conjugados mAb especificos para antigeno. Ver resultados en Figura 3.

La activacion de células T independiente de diana en términos de regulacion positiva de CD69
fue observada para varios constructos de anticuerpo biespecificos ensayados en estos
ensayos. La regulacion positiva de CD69 fue en general mas pronunciada para los
constructos de anticuerpo BIiTE® candnicos, y constructos de anticuerpo hetero Fc y
crossbody cuando se comparan con los respectivos constructos de anticuerpo scFc. La

regulacion positiva de CD69 por los constructos scFc tuvo lugar en general a concentraciones
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levemente superiores y la amplitud fue mas baja en parte comparada con otros dos
constructos basados en Fc.

Para el constructo de anticuerpo scFc anti-Diana B, no se observé activacion de células T
independiente de diana, mientras que los constructos de anticuerpo hetero-Fc y crossbody
indujeron una regulacion positiva fuerte de CD69 sobre la superficie celular de las células T
en ausencia de células diana. En consecuencia, el constructo de anticuerpo scFc de acuerdo
con la presente invencion muestra una ventaja ya que la activacion de células T no especifica,
como se ejemplifica en la presente mediante regulacion positiva de CD69, no es deseada en

inmunoterapia especifica.
Materiales y métodos
Diana B

Activacion de células T independiente de diana inducida mediante constructos de anticuerpo
BIiTE® que contienen una Fc de cadena Unica para el siguiente constructo:

1. Constructo de anticuerpo BITE® (diluciones seriales: 1,3 pM — 20 nM)
1. scFc para Diana B
Células efectoras PBMC humanas (3 dadores)
Tiempo de incubacion 48 h
Andlisis de espectrometria de flujo de la expresiéon de CD69 en células T CD4+ y CD8+

T utilizando un mAb conjugado PE-Cy7 especifico para CD69.

[269] Ejemplo 2:

Se recubrié una placa Maxisorb con constructos de anticuerpo BITE® purificados en
concentracion decreciente (100 nM, diluciones 1:4). Después de lavados 3x con PBS-T y
bloqueo con PBS/BSA 3% (p/v) (60 min, 37°C), se incubé plasma humano combinado (pooled)
durante 60 min, 80 rpm a temperatura ambiente. Después de lavados 3x se agregd un
anticuerpo monoclonal de raton especifico para la subunidad A de Clg humana (CC1q)
(Thermo MA1-83963, 1:500) durante 60 min, 80 rpm, temperatura ambiente, después de las
etapas de lavado descriptas, se incub6 un mAb POX de cabra anti-Fc de ratdén (1:5.000)
durante 60 min, 80 rpm, temperatura ambiente. Después de lavado adicional, se incubé
sustrato TMB y se detuvo después de reaccion colorimétrica mediante adicién de H,.SO.. Se

determind la absorcién a 450 nm.

Resultado: como se muestra en la Figura 4 a elevadas concentraciones, el constructo de

anticuerpo hetero Fc BIiTE® (cuadrados) mostr6 mayores sefiales de unién para CClq
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humana comparado con un constructo de anticuerpo Fc de cadena simple BiTE® (tridngulo).
Como control negativo se utilizé un constructo de anticuerpo BiTE® candnico (circulo), el cual

no mostré unién significativa a CC1q.

[270] Ejemplo 3: Farmacocinética de los constructos de anticuerpo BIiTE® fusionados

a modalidades de extension de vida media

Dos constructos de anticuerpo BIiTE® con diana en PSMA fueron ensayados en el mono
cinomologo en el contexto de estudios farmacocinéticos (PK). Un constructo de anticuerpo
BiTE® fue fusionado a una fraccion molecular extendedora de vida media (HLE) de scFc
mientras que el otro fue utilizado como constructo simple de anticuerpo BIiTE® “candnico” sin
vida media extendida (no-HLE). La correspondiente nomenclatura de ambas moléculas se

resume brevemente en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4 Nomenclatura de compuestos de dos constructos de anticuerpo BiTE® de dosis

simple
sinébnimo de nombre del compuesto de .
diana
compuesto ensayo
Compuesto 11a PM 76-B10-scFc
PSMA
Compuesto 11b MTR112-5

El constructo de anticuerpo BIiTE®-HLE (compuesto 1la) fue administrado como una
inyeccion breve de bolo endovenosa, el constructo de anticuerpo canénico como una infusion
endovenosa continua (compuesto 11b). Para comparar los parametros farmacocinéticos de
ambos constructos de anticuerpo, solamente se muestra la fase terminal que comienza
directamente después del final de la infusién para el constructo de anticuerpo BiTE® candnico
para PSMA. Los constructos de anticuerpo BiTE® fueron administrados en un rango relevante
farmacocinético lineal en dosis de 15 pg/kg (compuesto 11a) y 15,4 pg/kg/dia (compuesto
11b), respectivamente. Con motivo de comparacion, las concentraciones en suero mostradas

estan normalizadas por dosis y normalizadas por peso molecular (indicado en nmol)

Para cada uno de los compuestos anteriormente mencionados se utilizé6 un grupo de dos
animales. Se recolectaron muestras de sangre y el suero fue preparado para determinacion
de concentraciones en suero. Los niveles de constructo de anticuerpo BITE® en suero fueron
medidos utilizando un inmunoensayo. Este ensayo ELISA tipo sandwich fue realizado
mediante la captura via un anticuerpo especifico con diana en BiTE®, mientras que se utilizo

para la deteccién un anticuerpo dirigido contra la parte del constructo que se une a CD3. Los
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perfiles de concentracién en suero-tiempo fueron utilizados para determinar los pardmetros
PK.

Los puntos de tiempo de muestreo de sangre estan listados para ambos disefios de estudio

en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5 Puntos de tiempo de muestreo de sangre durante los estudios PK

puntos de tiempo de muestreo de puntos de tiempo de muestreo de sangre:
sangre: constructo anticuerpo HLE; constructo anticuerpo canénico;
[h] después de inicio de infusién [h] después de inicio de infusién
0,085 167,76
0,25 168,96
0,5 172,08
1 175,92
4 180,00
8 192,00
24
48
72
168
240
336

La farmacocinética de los dos constructos de anticuerpo BiTE® se muestran a modo de
ejemplo. Cada grupo de compuestos representa el mismo constructo de anticuerpo BiTE®
ya sea fusionado a una fraccidon molecular que extiende la vida media de scFc o dejado como
molécula candnica. Para todas las proteinas, los niveles en suero fueron cuantificables para
todos los puntos de tiempo en todos los animales luego de la administracion del constructo de
anticuerpo BITE®-HLE. (Figura 5).

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados utilizando métodos de analisis no
compartimental (NCA, por su sigla en inglés). Utilizando el analisis ho compartimental, se
estimaron los siguientes parametros PK: AUCInf (Area bajo la curva de concentracion en
suero vs tiempo), Vss (volumen de distribucion en estado estacionario), CL (eliminacion

sistémica) y ti» terminal (vida media terminal).

El parametro PK para cada compuesto ensayado se resume como media de n=2 en la Tabla

6 a continuacion.

Tabla 6 Parametro farmacocinético de dos constructos de anticuerpo BiTE® con diana

en PSMA ensayados en monos cinomélogos.
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ftem de ti2 AUCin a -
terminal [normalizada a 15 ug/kg]
ensayo
[h] [h*ng/mL] [mL/h/kg] |  [mL/kg]
Compuesto 214 43014 y -
11a
Compuesto
11b 6 7763 13,5 1132

Tipicamente, el perfil PK para los constructos de anticuerpo BiTE® candnico para PSMA
describe un perfil de concentracién en suero muy empinadamente declinante en relaciéon con
el mecanismo de eliminacién (clearance) de estas proteinas candnicas. EIl constructo de
anticuerpo BITE®-scFc con diana en PSMA con vida media extendida muestra una
declinacion exponencial bifasica después de administraciones de un Unico item de ensayo en

monos cinomélogos.

Globalmente, el constructo de anticuerpo BiTE® para PSMA (Compuesto 11a) fusionado a
una modalidad HLE de scFc muestra una AUCi» media de 43014 h*ng/mL, un valor de
eliminacion sistémico (clearance) de 0,4 mL/h/kg, asi como un volumen de distribucion
correspondiente de 98 mL/kg. EI compuesto 11b, el canonico, es decir el constructo de
anticuerpo BITE® con diana en PSMA sin vida media extendida muestra una elevada
eliminacion (clearance) de 13,5 mL/h/kg conduciendo a una baja exposicién en suero de 7763
h*ngl/L.

Las diferencias en el comportamiento farmacocinético de los dos constructos de anticuerpo
BiITE® ensayados ejemplifican la ventaja general del constructo de anticuerpo BiTE®-scFc
con diana en PSMA con vida media extendida frente a la correspondiente version canoénica

no HLE, especialmente en términos de tiempo de residencia de la sustancia en el cuerpo.
[271] Ejemplo 4:

Las sustancias de droga preformuladas, conteniendo respectivamente constructos de
anticuerpo purificados hALB para Diana A, hFc para Diana A, y scFc para Diana A, fueron
intercambiadas con buffer mediante ultrafiltracion/diafiltracion utilizando membranas con un
corte de peso molecular (MWCO, por su sigla en inglés) de 10 kDa. La formulacion final se
logr6 mediante agregado de las soluciones stock concentradas. Las formulaciones
resultantes para cada constructo estan listadas en la Tabla 7. La concentracion de proteina
diana fue de 1,0 mg/ml. Se llenaron viales de vidrio Tipo | hasta 1 ml con constructos
formulados de anticuerpo para Diana A, los cuales fueron tapados con tapones de caucho de
butilo y retenidos con sellos de aluminio. Los viales llenados fueron incubados a -20, 5, 25 y

37°C. Un vial de cada version fue sometido a cinco ciclos de congelamiento y
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descongelamiento (F/T, por sus siglas en inglés). La temperatura de congelamiento de la
diana fue de -29°C. Latemperatura de descongelamiento de la diana fue de 2°C. Latasa fue

de aproximadamente 0,3 K/min.

Se evaluaron las particulas visibles de acuerdo con el método descripto por la Farmacopea
Europea 2.9.20 por parte de operarios entrenados. En la Tabla 7 se muestran los conteos de
particulas visibles por vial. El nimero de particulas proteicas visibles (mas grandes que
125 um) fue mas alto para hFc para Diana A si se lo compara tanto con hALB para Diana A
como con scFc para Diana A.

Tabla 7: NUmero de particulas proteicas visibles por vial para muestras estresadas y no
estresadas (TO) conteniendo diferentes constructos de anticuerpos BiTE® anti-Diana A
de vida media extendida.

Constructo hALB hFc scFc
Formulacion K60RTrT K6ORTIT | G40MSuT K6ORTIT | G40MSuT
Numero de particulas proteicas visibles (>125 um) por vial

T0 0 0 1 0 0

5 ciclos FIT 0 2 2 0 1

2s 5°C 0 2 2 0 0

2s 25°C 0 2 1 0 0

2s 37°C 0 2 2 0 0

4s -20°C 0 2 1 0 0

4s 5°C 0 1 2 0 0

4s 25°C 0 2 2 0 0

4s 37°C 0 2 2 0 0

Las muestras descriptas anteriormente también fueron analizadas mediante cromatografia de
exclusion por tamafio de ultra-alto desempefio (SE-UPLC, por sus siglas en inglés) a fin de
cuantificar el contenido porcentual de especies de alto peso molecular (HMWS, por sus siglas
en inglés). Se llev6 a cabo la SE-UPLC en un sistema UPLC AcquityH-Class (Waters)
utilizando una columna de 150 mm Acquity UPLC BEH200 SEC (Waters). La temperatura de
la columna se configur6 en 25°C. La separacion de las variantes por tamafio se logré
aplicando un método isocratico con un caudal de 0,4 ml/min. La fase maovil estuvo compuesta
por fosfato de sodio 100 mM, NaCl 250 mM a pH 6,8. El tiempo de corrida totalizé 6,0 minutos.
Las muestras fueron mantenidas a 8°C dentro del muestreador automatico hasta su analisis.
Se inyect6 una cantidad total de 3 pg de proteina. A fin de evitar el arrastre, se llevé a cabo
una inyeccion intermedia con acetonitrilo al 40% luego de cada muestra. La deteccion fue
basada en la emision de fluorescencia (excitacion a 280 nm, emisién a 325 nm). La integracion
de pico fue llevada a cabo utilizando el programa Empower®. Se reporto el area relativa bajo
la curva de HMWS (Tabla 8).
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Los constructos de anticuerpo basados en Fc exhibieron contenidos mas bajos de HMWS en
la variante de formulacién G40MSuT que en K60RTIT, independientemente de la condicién
de estrés. Fue evidente que el scFc para Diana A contenia menos HMWS que el hFc para
Diana A en ambas preparaciones, tanto G40MSuT como K60RT(T. El scFc para Diana A en
su formulacién preferida (G40MSuT) fue menos propenso a la formacién de HMWS que el
hALB para Diana A formulado en K60ORTrT. En experimentos previos, este buffer mostré un

potencial estabilizante mejorado para los constructos basados en hALB.

Tabla 8: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de constructos de
anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A estresadas y no estresadas (TO),
determinados mediante SE-UPLC

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién K60RTrT K60RTrT | G40MSuT K60RTrT | G40MSuT
%HMWS

TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3

5 ciclos F/IT 2,0 7,2 4,1 3,0 1,5

2s 5°C n.e. n.e. n.e. 2,9 1,1

2s 25°C n.e. 6,6 2,7 2,4 0,5

2s 37°C 2,6 6,3 2,1 2,7 0,3

4s -20°C 5,9 8,7 1,6 6,6 0,3

4s 5°C 2,0 8,2 2,8 3,6 0,6

4s 25°C 2,2 6,8 2,6 2,7 0,4

4s 37°C 3,5 7,6 1,9 4,3 0,3

n.e. = no ensayado

La abundancia de las modificaciones quimicas debidas al estrés por calor (incubacion a 37°C)
fue monitoreada por mapeo de péptidos. Las muestras de proteina fueron digeridas
enzimaticamente y los péptidos resultantes fueron separados utilizando cromatografia de fase
inversa. El eluato de la columna fue directamente inyectado dentro de la fuente de iones de

un espectrometro de masa para identificacion y cuantificacion de los péptidos.

A fin de alcanzar el cubrimiento maximo, se llevaron a cabo dos digestiones enziméaticas: una
vez con tripsina y una vez con quimiotripsina. En cada caso, las proteinas fueron
desnaturalizadas con cloruro de guanidinio y luego reducidas con ditiotreitol (DTT). Luego de
la incubacién en DTT, los residuos libres de cisteina fueron alquilados mediante adicién de
acido iodoacético. Las muestras fueron luego intercambiadas con buffer en Tris 50 mM de pH
7,8 para digestidon. Se agregaron tripsina y quimiotripsina a tubos de reaccién separados a
una relacion de 1:10 (muestra:enzima) cada uno. Las muestras fueron digeridas durante 30

min a 37°C y se detuvo la reaccién mediante agregado de acido trifluoroacético.

Se inyect6 de manera separada una carga de 5 pug de cada digerido dentro de una columna
de fase inversa Zorbax SB-C18 (Agilent #859700-902) equilibrada en &cido férmico (AF) 0,1%
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(VIV). Se utilizé un gradiente de 156 minutos de hasta 90% de acetonitrilo conteniendo 0,1%
de AF para eluir los péptidos directamente dentro de la fuente de iones por electrospray de un
espectrémetro de masa Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Los datos fueron recolectados
en el modo dependiente de datos utilizando un método de 12 superiores en el cual un escaneo
completo (resolucion 70000; rango de escaneo 200-2000 m/z) fue seguido por disociacién por
colision a elevada energia (HCD, por su sigla en inglés) de los 12 iones mas abundantes
(resolucion 17500).

Los péptidos fueron identificados en base a la masa precisa y el espectro de masa en tandem,
utiizando un programa propio. Las identificaciones fueron verificadas manualmente. Las
cantidades relativas de los péptidos modificados y sin modificar fueron calculadas en base a
la abundancia de iones utilizando el programa Pinpoint (Thermo Scientific).

En la Tabla 9 se proveen los porcentajes de las modificaciones quimicas de las regiones
determinantes de complementariedad (CDRSs) y de la porcion extendedora de la vida media
(ya sea hALB o Fc) detectada en las preparaciones de constructos de anticuerpo hALB, hFc,
y scFc para Diana A. Cuando se comparan condiciones de formulacion similares, resulta obvio
gue globalmente, las modificaciones quimicas fueron menos abundantes en los constructos

scFc.

Tabla 9: Resumen de las modificaciones quimicas en las preparaciones de constructos
de anticuerpo estresadas y no estresadas (T0) de hALB, hFc, y scFc para Diana A

determinadas mediante mapeo de péptidos

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién K60RTIT K60RTIT G40MSuT K6ORTIT | G40MSuT
% de desamidacion de N101 (CDR)

T0 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
2s 37°C 0,7 0,8 3,0 0,7 3,2
4s 37°C 1,3 n.e. 8,5 n.e. 6,4

% de desamidacién de N162 (CDR)

T0 3,0 1,7 1,9 2,3 2,5
2s 37°C 15,9 11,6 2,7 15,0 3,3
4s 37°C 26,8 n.e. 3,7 n.e. 4.1

% de oxidacion de M279 (CDR)

T0 0,6 1,4 1,6 0,6 1,0
2s 37°C 1,2 0,8 0,8 0,6 1,0
4s 37°C 0,9 n.e. 0,8 n.e. 0,6

% de desamidacion de N348 (CDR)

T0 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9
2s 37°C 20,5 21,6 1,9 9,4 1,3
4s 37°C 22,8 n.e. 2,0 n.e. 2,9

% de desamidacion de N351 (CDR)

T0 0,2 2,9 2,6 0,5 1,0

2s 37°C 6,6 12,7 0,9 3,8 0,4
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Constructo hALB hFc scFc
Formulacién K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
4s 37°C 8,7 n.e. 0,8 n.e. 0,8

% de oxidacién de M530 (Fc)

TO n.a. 3,9 4,1 2,6 3,2
2s 37°C n.a. 9,0 3,1 4,0 4,3
4s 37°C n.a. n.e. 3,4 n.e. 3,5

% de desamidacién de N603 (Fc)

TO n.a. 1,3 1,9 1,3 1,4
2s 37°C n.a. 7,9 4,6 7,0 5,6
4s 37°C n.a. n.e. 6,9 n.e. 8,1

% de oxidacion de M706 (Fc)

TO n.a. 3,2 3,6 1,5 2,1
2s 37°C n.a. 6,0 2,8 2,1 2,5
4s 37°C n.a. n.e. 2,6 n.e. 2,0

% de oxidacién de M587 (hALB

TO 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
2s 37°C 2,2 n.a. n.a. n.a. n.a.
4s 37°C 2,3 n.a. n.a. n.a. n.a.

% de oxidacién de M623 (hALB

TO 1,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
2s 37°C 2,4 n.a. n.a. n.a. n.a.
4s 37°C 3,0 n.a. n.a. n.a. n.a.

% de oxidacién de M798 (hALB

TO 1,4 n.a. n.a. n.a. n.a.
2s 37°C 3,3 n.a. n.a. n.a. n.a.
4s 37°C 3,5 n.a. n.a. n.a. n.a.

% de oxidacion de M829 (hALB

TO 8,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
2s 37°C 42,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
4s 37°C 441 n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. = no aplicable; n.e. = no ensayado

[272]

Ejemplo 5:

Los constructos de anticuerpo hALB, hFc y scFc para Diana A formulados como se describe
en el Ejemplo 4 fueron sometidos a un experimento de salto de pH. La concentracion de los
materiales de partida fue de 1,0 mg/ml. Se llené con un volumen de 0,38 ml un vial de vidrio
con cada material de partida. Luego de pre-acondicionar a 37°C se afiadio a las soluciones
20 veces de solucion tamponada de fosfato (PBS) el cual estaba compuesto de fosfato de
potasio 0,090 M, fosfato de sodio 0,480 M (ambos dibasicos), cloruro de potasio 0,052 M y
NaCl 2,76 M. Las muestras fueron incubadas a 37°C durante dos semanas. Luego de la
incubacién las mismas fueron analizadas mediante SE-UPLC utilizando el método descripto
en el Ejemplo 4 y se reporté el contenido porcentual de HMWS (Tabla 10). Cuando se
comparan todos los constructos formulados en K60ORTYT el contenido de HMWS aumenta en
el siguiente orden: hALB < scFc < hFc. El scFc para Diana A también mostré un contenido de

HMWS mas bajo que el hFc para Diana A cuando se formula en G40MSuT.

102



10

15

20

25

Confidencial

Tabla 10: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de constructos de
anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A estresadas (salto de pH + 2s a 37°C),
determinados mediante SE-UPLC

Constructo hALB hFc scFc
Formulaciéon | K60RTrT K60ORTIT | G40MSuT KGORTIT | G40MSuT
%HMWS
2s37°C | 1,5 | 8,3 | 7.1 | 5,4 | 51

[273] Ejemplo 6:

Los constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A formulados como se describe
en el Ejemplo 4 fueron sometidos a estrés por agitacion. La concentracion de los materiales
de partida fue de 1,0 mg/ml. Se filtr6 un volumen de 0,5 ml de cada solucién a través de un
filtro apropiado de 0,22 um y se llenaron viales de vidrio de 3cc. Los viales fueron ubicados
en una caja plastica asegurando que los viales no se movieran dentro de la caja durante la
agitacion. La caja fue ubicada sobre un agitador orbital. Las muestras fueron agitadas a 500
rpm durante 65 horas. Se evaluaron las particulas visibles de acuerdo con el método descripto
en la Farmacopea Europea 2.9.20. El método fue llevado a cabo por operarios entrenados. El
conteo de las particulas visibles por vial se muestra en la Tabla 11. Las particulas proteicas

visibles fueron observadas solamente en las preparaciones de hFc para Diana A.

Tabla 11: Namero de particulas proteicas visibles por vial en las muestras agitadas

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién K60RTIT KBORTIT | G40MSuT K6ORTIT | G40MSuT
NuUmero de particulas proteicas visibles (>125 pm) por vial

65h, 500 rpm | 0 | 1 | 1 | 0 | 0

Las muestras anteriormente mencionadas también fueron analizadas mediante cromatografia
de exclusion por tamafio de ultra-alto desempefio (SE-UPLC) a fin de cuantificar el contenido
porcentual de especies de alto peso molecular (HMWS). Se aplico el mismo método que aquél
descripto en el Ejemplo 4. Los contenidos de HMWS de las muestras agitadas se detallan en
la Tabla 12. La formaciéon de HMWS fue mas pronunciada en el constructo de anticuerpo hFc
para Diana A cuando se la compara con las preparaciones K60RTrT. Las HMWS fueron mas

abundantes en el hFc para Diana A que en el scFc para Diana A.

Tabla 12: Resumen de los contenidos de HMWS en las preparaciones de hALB, hFc, y
scFc para Diana A estresadas (salto de pH + 2s a 37°C), determinados mediante SE-
UPLC

| Constructo |  hALB | hFc | scFc

103



10

15

20

25

Confidencial

Formulaciéon | K60RTrT | K60RTrT | G40MSuT | KG60RTrT | G40MSuT
%HMWS
65h, 500 rpm | 1,8 | 5,8 | 2,4 | 1,8 | 0,3

[274] Ejemplo 7:

Los constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A formulados como se describe
en el Ejemplo 4 fueron expuestos a luz visible y UVA (foto-estrés). La concentracion de
proteina totaliz6 1 mg/ml en todas las preparaciones. Las soluciones de proteina fueron
filtradas a través de un filtro con tamafio de poro de 0,22 um y se llenaron hasta 0,5 ml en
viales de vidrio de tipo I. Los hALB y scFc para Diana A fueron sometidos a dos ensayos
diferentes incluyendo 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA y 1,2MLux de luz visible
/ 173 W*h/m? respectivamente. El hFc para Diana A fue sometido a dos ensayos diferentes
incluyendo 0,2 MLux de luz visible sin luz UVA y 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m? de luz
UVA respectivamente. Las temperaturas de camara fueron ajustadas a 25°C. Luego de la
exposicion a la luz, las muestras fueron analizadas mediante inspeccién visible (Tabla 13),
SE-UPLC (Tabla 14) y mapeo de péptidos (Tabla 15). Los métodos anteriormente
mencionados fueron llevados a cabo de acuerdo con los procedimientos descriptos en el
Ejemplo 4. A pesar de gque los constructos de anticuerpo hALB, y scFc para diana A fueron
expuestos a dosis mayores de luz UVA, no se observaron particulas proteicas visibles,
mientras que las muestras de constructo de anticuerpo hFc para Diana A exhibieron una
particula proteica visible por vial para ambos ensayos, independientemente de la formulacion.

Tabla 13: Resumen del namero de particulas proteicas visibles por vial en las
preparaciones de constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc de Diana A-determinado

luego de exposiciéon alaluz

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | K60RTrT K60ORTIT | G40MSuT K6ORTIT | G40MSuT
Numero de particulas proteicas visibles (>125 pum) por vial

TO 0 0 1 0 0
Ensayo 1 ov 12 12 oY oY
Ensayo 2 0% 14 14 0% 0%

1 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA, 2 0,2 MLux de luz visible sin luz UVA,
3) 1,2 MLux de luz visible / 173 W*h/m2, ¥ 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m?
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Las HMWS se incrementaron en el siguiente orden de constructos de anticuerpo hALB para
Diana A< scFc para Diana A< hFc para Diana A cuando la proteina se formul6 en K60RTIT.
Las HMWS podrian reducirse en los constructos basados en Fc cuando se los formula en
G40MSuUT. Sin embargo las HMWS otra vez fueron menos pronunciadas para el scFc para
Diana A. El constructo de anticuerpo hFFc para diana A reveld ser especialmente sensible a la

exposicion a la luz UVA.

Tabla 14: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de constructos de
anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A determinados mediante SE-UPLC luego de

la exposicion alaluz

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién KG60ORTIT KG60RTIT | G40MSuT KG60RTIT | G40MSuT
%HMWS
TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3
Ensayo 1 1,8Y 6,3? 2,5% 2,19 0,4Y
Ensayo 2 2,09 11,09 2,14 2,4% 0,39

D 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA, 2 0,2 MLux de luz visible sin luz UVA,
3) 1,2 MLux de luz visible / 173 W*h/m?, 4 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m?

Los porcentajes de modificaciones quimicas de regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) y de porciones extendedoras de la vida media (ya sea hALB o
Fc) detectados en las preparaciones de constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para
Diana A se dan en la Tabla 15. Cuando se comparan condiciones de preparacion similares,
se vuelve obvio que en general, las modificaciones quimicas fueron menos abundantes en los

constructos scFc.

Tabla 15: Resumen de modificaciones quimicas en preparaciones de constructos de
anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana A determinadas por mapeo de péptidos luego

de exposicion alaluz

Constructo hALB hFc scFc
Formulacion K60RTrT K60RTrT | G40MSuT K60RTrT | G40MSuT
%N101 desamidacion (CDR)

TO 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Ensayo 1 0,29 n.e. 0,3? n.e. 0,5Y
Ensayo 2 0,29 n.e. 0,6% n.e. 0,7%

%N162 desamidacion (CDR)

TO 3,0 1,7 1,9 2,3 2,5
Ensayo 1 3,09 n.e. 2,19 n.e. 2,79
Ensayo 2 3,69 n.e. 3,14 n.e. 2,89

%M279 oxidacion (CDR)
TO | 0,6 | 1,4 | 1,6 | 0,6 | 1,0
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Constructo hALB hFc scFc
Formulacion K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
Ensayo 1 0,8Y n.e. 2,62 n.e. 0,6Y
Ensayo 2 1,09 n.e. 6,3% n.e. 0,7%

%N348 desamidacion (CDR)

TO 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9
Ensayo 1 0,49 n.e. 2,79 n.e. 0,29
Ensayo 2 0,99 n.e. 3,99 n.e. 0,2%

%N351 desamidacion (CDR)

TO 0,2 2,9 2,6 0,5 1,0
Ensayo 1 0,49 n.e. 2,09 n.e. 0,3V
Ensayo 2 0,5% n.e. 2,69 n.e. 0,3¥

%M530 oxidacién (Fc)

TO n.a. 3,9 4,1 2,6 3,2
Ensayo 1 n.a. n.e. 7,62 n.e. 3,19
Ensayo 2 n.a. n.e. 21,89 n.e. 4,19

%M706 oxidacion (Fc)

TO n.a. 3,2 3,6 1,5 2,1
Ensayo 1 n.a. n.e. 6,52 n.e. 1,8V
Ensayo 2 n.a. n.e. 17,89 n.e. 2,79

%M587 oxidacion (hALB)

TO0 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 15 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 2,4 n.a. n.a. n.a. n.a.

%M623 oxidacién (hALB)

TO 1,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 4,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 4,1 n.a. n.a. n.a. n.a.

%M798 oxidacién (hALB)

TO 1.4 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 2,1 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 3,1 n.a. n.a. n.a. n.a.

%M829 oxidacion (hALB)

TO 8,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 31,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 25,2 n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. = no aplicable; n.e. = no ensayado

[275]

Ejemplo 8:

El constructo de anticuerpo hALB para Diana A se formul6 en K60ORTIT y el scFc para Diana A

se formula en G40MSuT de acuerdo con el procedimiento descripto en el Ejemplo 4. Las

concentraciones de proteina totalizaron 0,05 mg/ml. Recipientes de ensayo de vidrio

(borosilicato, tipo I, vial de 13 mm 3cc de West, Art. No. 68000375) y polipropileno (2 ml con

O-ring, p.gj.. de Sarstedt, Art No. 72.694.005) se llenan con 500 uL de la solucién de ensayo.

La solucién de ensayo se dejo por cinco minutos en el primer recipiente de ensayo. Luego se

tom6 como muestra una alicuota de 150 ul para andlisis. El resto de la solucién de ensayo

(350 pl) se transfiri6 de manera secuencial de un recipiente de ensayo a otro (cinco recipientes

en total). En cada vial, se dejé la solucion por cinco minutos antes de la siguiente transferencia.
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Se uso la misma punta de pipeta para cada paso de transferencia. Se llevo a cabo la misma
prueba usando botellas de policarbonato de 30 ml (Nalgene, PCS-000295 con cierre, PP/20-
415/ZTPE). Para este tipo de recipiente el primer recipiente se llené con 5 ml. Luego de tomar
como una muestra una alicuota de 150 ul, se transfirié el volumen residual de un recipiente
de ensayo al siguiente (de acuerdo con el procedimiento ya descripto). Se analizaron
mediante SE-UPLC muestras tomadas de los recipientes N°1 y N°5 (método como se
describi6é en el Ejemplo 4). Ademéas la deteccion de proteina se llevé a cabo con un detector
PDA (280 nm) con el fin de determinar las concentraciones de proteina. El porcentaje de
proteina recuperado de cada recipiente de ensayo se brinda en la Tabla 16. Se mostré que la
recuperacion de proteina fue mas pronunciada para el constructo de anticuerpo scFc para
Diana A que para el constructo de anticuerpo hALB para Diana A sin importar el tipo de
recipiente.

Tabla 16: Recuperacion de proteina de diferentes tipos de recipientes para los
constructos de anticuerpo hALB y scFc para Diana A determinada mediante SE-UPLC

Constructo hALB scFc
Formulacion K60ORTrT G40MSuT
% de proteina recuperada (de la nominal)
Vidrio tipo | 80,0 92,0
Polipropileno 87,0 97,3
Policarbonato 87,0 96,0

[276] Ejemplo 9:

[277] El constructo de anticuerpo hALB para Diana A se formula en K60RTrT y el constructo
de anticuerpo scFc para Diana A se formula en K60RTrT y G40MSuT de acuerdo con el
procedimiento descripto en el Ejemplo 4. La concentracién de proteina totalizé 1,0 mg/ml. A
1950 uL de cada solucién de ensayo se le agregaron 50 pl de una solucién estandar de silicio
1000 ppm (Specpure de AlfaAesar, Art.No. 38717) lo que resulté en un agregado de 25 ppm.
Una solucion de ensayo sin agregado sirvi6 como muestra control. Con la solucion de ensayo
con agregado asi como con la muestra control se llenaron viales de vidrio tipo | de 3cc y se
incubd a 37°C durante 24 horas. Todas las muestras se analizaron mediante SE-UPCL de
acuerdo con el método descripto en el Ejemplo 4 con el fin de cuantificar la cantidad de HMWS
(Tabla 17).

Tabla 17: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de hALB, y scFc para

Diana A determinados mediante SE-UPLC luego del agregado de 25 ppm de silicio

Constructo hALB scFc
Formulaciéon |  KB0RTrT K6ORTIT | G40MSuT
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A %HMWS (comparado con control sin agregado)
Agregado de
25 ppm 1,0 1,0 0,2

[278] Ejemplo 10:

Substancias de droga preformuladas que contenian los constructos de anticuerpo purificados
hALB para Diana C (cc), hFc para Diana C (cc), y scFc para Diana C (cc) respectivamente
fueron sometidas a cambio de buffer mediante ultrafiltracion/diafiltracion usando membranas
con un peso molecular de corte (MWCO por sus siglas en inglés) de 10 kDa. La formulacién
final se obtuvo agregando soluciones stock concentradas. Las formulaciones resultantes para
cada constructo se listan en la Tabla 18. La concentracion de proteina diana fue de 1,0 mg/ml.
Con los constructos para Diana C (cc) formulados se llenaron viales de vidrio tipo | de 1 ml
qgue fueron tapados con tapones de goma de butilo y retenidos con sellos de aluminio. Los
viales llenos fueron incubados a -20, 5, 25 y 37°C. Un vial de cada version fue sometido a
cinco ciclos de congelado y descongelado (F/T). La temperatura diana de congelado fue
-29°C. La temperatura diana de descongelado fue 2°C. La tasa fue de aproximadamente
0,3 K/min. Las muestras antes descriptas también se analizaron mediante cromatografia de
ultra-alto desempefio por exclusion por tamafio (SE-UPLC) con el fin de cuantificar el
contenido porcentual de especies de alto peso molecular (HMWS). La SE-UPLC se llevo a
cabo de acuerdo con el método descripto en el Ejemplo 4. Cuando se la formularon en
KB0RTIT, las HMWS se incrementaron en el siguiente orden en las muestras sin estrés: scFc
< hALB < hFc. El incremento de HMWS menos pronunciado ante el estrés por congelado
descongelado se observo para el constructo scFc. El constructo de anticuerpo hFc revel6 ser
mayormente propenso a la formacién de HMWS a -20°C. Los contenidos de HMWS se
incrementaron luego de cuatro semanas de almacenamiento a 5°C. La formacion de HMWS
bajo esas condiciones fue mas pronunciada para constructos basados en Fc que para
constructos basados en albimina. En K60RTrT no se observaron incrementos significativos
en HMWS a temperaturas de almacenamiento elevadas (25 y 37°C). Cuando se los formula
en G40MSuT, todos los constructos revelaron contenidos de HMWS similares en las muestras
sin estrés. El incremento durante el congelado descongelado fue mas diferente para los
constructos basados en Fc si se comparan con los constructos basados en albimina. En
G40MSuT, el constructo hFFc fue menos estable durante el almacenamiento a -20°C. Soélo se
observaron incrementos considerables en HMWS durante el almacenamiento en liquido para

el constructo hALB.

Tabla 18: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones estresadas y sin
estrés (TO) de los constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc)
determinados mediante SE-UPLC
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Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | K60RTIT \ G40MSUT | K6ORTIT \ G40MSuT | K60ORTrT | GAOMSuUT
%HMWS
TO 15 0,3 2,7 0,3 1,3 0,3
5 ciclos FIT 2,0 0,5 3,1 0,7 1,6 0,7
2s -20°C n.e. n.e. n.e. n.e. 1,5 0,5
2s 5°C n.e. n.e. n.e. n.e. 1,8 0,2
2s 25°C 1,7 0,6 2,3 0,2 1,3 0,2
2s 37°C 19 0,7 1,8 0,2 1,2 0,2
4s -20°C 1,6 0,4 4,2 1,5 1,7 0,9
4s 5°C 19 0,3 3,3 0,3 2,1 0,4
4s 25°C 1,4 0,6 2,2 0,2 1,4 0,4
4s 37°C 1,3 0,7 2,0 0,1 1,4 0,3

n.e. = no ensayado

La abundancia de modificaciones quimicas frente al estrés por calor (incubacién a 37°C) se
control6 mediante mapeo de péptidos de acuerdo con el método descripto en el Ejemplo 4.
Los porcentajes de modificaciones quimicas de las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) detectados en las preparaciones de hALB, hFc, y scFc para
Diana C (cc) se dan en la Tabla 19. En general, el scFc para Diana C (cc) exhibié la menor
cantidad de modificaciones quimicas en las CDRs. Fue evidente que en especial las
desaminaciones de las CDRs fueron menos pronunciadas para el constructo scFc.

Tabla 19: Resumen de modificaciones quimicas en preparaciones de constructos de
anticuerpo estresadas y no estresadas (TO) de hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc)

determinadas mediante mapeo de péptidos

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | K60RTrT | G4OMSuUT | K60RTIT | G4OMSuUT | K60ORTIT | GAOMSuT
%M34 oxidacion (CDR)

TO 1,0 1,8 1,0 1,4 1,7 1,9
2s 37°C 0,9 1,3 0,9 1,1 1,0 1,7
4s 37°C n.e. n.e. n.e. 1,6 n.e. 1,8

%D103 isomerizacion (CDR)

T0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,6 0,6
2s 37°C 4,0 4,6 4,5 4.4 5,8 7,3
4s 37°C n.e. n.e. n.e. 8,0 n.e. 12,4

%M290 oxidacién (CDR)

TO 0,7 1,4 0,8 1 1,3 1,4
2s 37°C 0,7 1,0 0,8 0,8 0,8 1,3
4s 37°C n.e. n.e. n.e. 1,2 n.e. 1,6

%N359 desamidacion (CDR)

T0 5,8 11,4 5,3 6,3 0,4 0,5
2s 37°C 19,3 5,8 11,2 2,8 7,0 0,9
4s 37°C n.e. n.e. n.e. 2,9 n.e. 2,2

%N362 desamidacion (CDR)

T0 5,4 8,7 3,9 4,0 0,2 0,3

2s 37°C 13,5 3,6 6,7 1,2 3,1 0,3
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Constructo hALB hFc scFc
Formulacion | K6ORTrT | GAOMSUT | K6ORTrT | GAOMSUT | K6ORTrT | GAOMSuUT
4s 37°C n.e. n.e. n.e. 1,4 n.e. 0,7

n.a. = no aplicable; n.e. = no ensayado
[279] Ejemplo 11:

Constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) formulados como se describio
en el Ejemplo 4 fueron sometidos a un experimento de salto de pH. La concentracién de los
materiales de partida fue de 1,0 mg/ml. Se llen6 con un volumen de 0,38 ml de cada material
de partida un vial de vidrio. Luego de pre-acondicionamiento a 37°C se adicion6 a las
soluciones solucion fisiol6gica tamponada con 20 veces de fosfato (PBS) la cual estaba
compuesta de fosfato de potasio 0,090 M, fosfato de sodio 0,480 M (ambos dib&sicos), cloruro
de potasio 0,052 M y NaCl 2,76 M. Las muestras adicionadas se incubaron a 37°C durante
dos semanas. Luego de la incubacion se las analiz6 mediante SE-UPLC usando el método
descripto en el Ejemplo 4 y se reporté el contenido porcentual de HMWS (Tabla 20). Los
constructos scFc para Diana C (cc) mostraron el mas bajo contenido de HMWS luego del salto
de pH en comparacién con los hALB y hFc para Diana C (cc) sin importar la formulacion.

Tabla 20: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de los constructos
de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) sometidas a estrés (salto de pH + 2s
a 37°C) determinados mediante SE-UPLC

Constructo hALB hFc scFc
Formulacion | K6ORTrT | G4OMSuT | K60RTrT | G4OMSuT | KE6ORTIT | G4OMSuT
%HMWS
2s37°C | 17 | 48 16 | 18 11 | 15

[280] Ejemplo 12:

Los constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) formulados como se
describié en el Ejemplo 10 fueron sometidos a estrés por agitacion. La concentracion de los
materiales de partida fue de 1,0 mg/ml. Un volumen de 0,5 ml de cada solucién se filtr6 a
través de un filtro de 0,22 um apropiado y se llenaron con ello viales de vidrio tipo | de 3cc.
Los viales se colocaron en una caja plastica asegurandose de que los viales no se movieran
dentro de la caja durante la agitacién. La caja fue colocada en un agitador orbital. Las
muestras fueron agitadas a 500 rpm durante 65 horas. Las muestras se analizaron mediante
SE-UPLC con el fin de cuantificar el contenido porcentual de especies de alto peso molecular
(HMWS). Se aplic6 el mismo método descripto en el Ejemplo 4. Los contenidos de HMWS de
las muestras agitadas se presentan en la Tabla 21. La formacién de HMWS fue menos

pronunciada para el scFc para la Diana C (cc) en cualquiera de las formulaciones.
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Tabla 21: Resumen del contenido de HMWS en preparaciones de los constructos de
anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc)-sometidas a estrés (salto de pH + 2s a
37°C) determinado mediante SE-UPLC

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | KBORTIT | G4OMSuUT | K60ORTIT | GAOMSUT | K60ORTrT | GAOMSuT
%HMWS
65h,500rpm| 21 | 08 | 23 | 04 | 13 | 02

[281] Ejemplo 13:

Los constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) formulados como se
describié en el Ejemplo 4 fueron expuestos a luz visible y UVA (estrés luminico). La
concentracion de proteina totaliz6 1 mg/ml en todas las preparaciones. Las soluciones de
proteina se filtraron a través de un filtro con tamafio de poro de 0,22 um y se llenaron con
ellas viales de vidrio tipo | de 0,5 ml. Los hALB y scFc para Diana C (cc) se sometieron a dos
ensayos diferentes incluyendo 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA 'y 1,2 MLux de
luz visible / 173 W*h/m? respectivamente. El hFc para Diana C (cc) se sometié a dos ensayos
diferentes incluyendo 0,2 MLux de luz visible sin luz UVAy 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m?
de luz UVA respectivamente. Las temperaturas de la camara se ajustaron a 25°C. Luego de
la exposicion a la luz las muestras se analizaron por SE-UPLC (Tabla 22) y por mapeo de
péptidos (Tabla 23). Los métodos mencionados se llevaron a cabo de acuerdo con los
procedimientos del Ejemplo 4. A pesar de la mas alta intensidad de luz UVA aplicada al scFc
para Diana C (cc), este constructo fue estable contra la formacion de HMWS. En cambio, el
hFc para Diana C (cc) y el hALB para Diana C (cc) mostraron un incremento en HMWS frente

a las 2 condiciones de ensayo.

Tabla 22: Resumen de los contenidos de HMWS en preparaciones de los constructos
de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) determinados mediante SE-UPLC

luego de la exposicion alaluz

Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | K60RTrT | G4OMSuUT | K60RTIT | GAOMSuUT | K6ORTIT | G4OMSuT
%HMWS
TO 1,5 0,3 2,7 0,3 1,3 0,3
Ensayo 1 1,8 0,3? 2,52 0,3? 1,4 0,3%
Ensayo 2 4,69 1,19 6,09 0,79 1,59 0,39
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D 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA, 2 0,2 MLux de luz visible sin luz UVA,
%) 1,2 MLux de luz visible / 173 W*h/m?, 4 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m?

En general las modificaciones quimicas frente a la exposicién a la luz fueron menos
pronunciadas para el scFc para Diana C (cc). En especial, se formaron desamidaciones de
las CDRs en una mayor medida en el hALB para Diana C (cc) y el hFc para Diana C (cc).
Cuando se compararon constructos basados en Fc se revel6 que el scFc para Diana C (cc)
fue menos propenso a las modificaciones quimicas de la porcién Fc aunque el constructo de
scFc fuera expuesto a dosis de luz UVA mayores que el constructo hFc. La tabla 23 también
lista las modificaciones quimicas mas abundantes de la porcion albumina en el hALB para
Diana C (cc) demostrando que la porcion extendedora de la vida media de este constructo fue

mas degradada quimicamente que las porciones Fc de los constructos de anticuerpo hFc y

Tabla 23: Resumen de las modificaciones quimicas en preparaciones de los

constructos de anticuerpo hALB, hFc, y scFc para Diana C (cc) determinadas mediante

Constructo

hALB

hFc

scFc

Formulacion

K60RTIT | G4AOMSuT

K60RTIT | G4AOMSuUT

KGORTIT | G4AOMSuUT

% de oxidacion de M34 (CDR)

TO 1,0 1,8 1,0 1,4 1,7 1,9
Ensayo 1 1,59 n.e. 0,7? 4,27 1,49 1,29
Ensayo 2 1,79 n.e. 1,19 4,29 1,39 1,79

% de isomerizacién de D103 (CDR)

TO 0,8 0,8 0,8 0,8 0,6 0,6
Ensayo 1 0,8Y n.e. 0,9? 0,9? 0,8Y 1,09
Ensayo 2 1,19 n.e. 1,29 1,49 1,09 1,39

% de oxidacién de M290 (CDR)

T0 0,7 1,4 0,8 1 1,3 14
Ensayo 1 1,19 n.e. 0,5? 3,3? 1,09 0,9%
Ensayo 2 1,49 n.e. 1,19 4,24 1,09 1,49

% de desamidacion de N359 (CDR)

T0 5,8 11,4 5,3 6,3 0,4 0,5
Ensayo 1 10,8Y n.e. 4,5% 5,62 0,4Y 0,2Y
Ensayo 2 12,4% n.e. 10,3% 3,6% 0,6% 0,2%

% de desamidacion de N362 (CDR)

TO0 5,4 8,7 3,9 4,0 0,2 0,3
Ensayo 1 8,8V n.e. 3,49 3,52 0,3V 0,3V
Ensayo 2 9,8% n.e. 6,49 2,39 0,5% 0,3%

% de isomerizacion de D510 (Fc)

TO n.a. n.a. 0,4 0,4 0,5 0,4
Ensayo 1 n.a. n.a. 0,4? 0,62 0,6Y 0,59
Ensayo 2 n.a. n.a. 0,74 0,74 0,7% 0,73

% de oxidacion de M541 (Fc)

TO n.a. n.a. 2,8 3 3,7 4,1
Ensayo 1 n.a. n.a. 5,0% 0,7? 3,8Y 3,8Y
Ensayo 2 n.a. n.a. 17,59 18,44 4,8% 5,5%
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Constructo hALB hFc scFc
Formulacién | K60RTrT | G4OMSuUT | K60RTIT | G4AOMSuUT | K60ORTIT | G4OMSuT
% de desamidacion de N614 (Fc)

TO n.a. n.a. 1,2 1,2 1,6 15
Ensayo 1 n.a. n.a. 1,32 1,72 2,8V 2,29
Ensayo 2 n.a. n.a. 6,19 1,99 1,99 2,39

% de desamidacion de N673 (Fc)

TO n.a. n.a. 0,3 0,3 0,0 0,0
Ensayo 1 n.a. n.a. 0,52 0,62 0,59 0,6Y
Ensayo 2 n.a. n.a. 0,54 0,6% 0,5% 1,59

% de oxidacién de M717 (Fc)

TO n.a. n.a. 2,1 2,4 2,5 2,8
Ensayo 1 n.a. n.a. 4,12 7,39 2,29 2,3V
Ensayo 2 n.a. n.a. 13,79 13,59 2,89 3,8%

% de oxidacién de M598 (hALB)

TO 1,0 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 2,39 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 6,4 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.

% de oxidacién de M809 (hALB)

TO 1,8 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 3,5Y n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 8,3% n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.

% de oxidacion de M840 (hALB)

TO 12,8 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 32,09 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 61,7 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.

% de glicosilacién de K1036 (hALB)

TO0 10,1 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 1 10,29 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ensayo 2 9,99 n.e. n.a. n.a. n.a. n.a.

1 0,2 MLux de luz visible / 25 W*h/m? de luz UVA, 2 0,2 MLux de luz visible sin luz UVA,
8) 1,2 MLux de luz visible / 173 W*h/m?, 4 1,2 MLux de luz visible / 30 W*h/m?

[282] Ejemplo 14

Diferentes constructos de anticuerpo BIiTE® disefiados para hacer diana en la Diana C
incluyendo sin vida media extendida para Diana C (no HLE, “canénico”), hALB para Diana C
(que comprende albumina de suero humana), y scFc para Diana C (que comprende una
modalidad scFc como tercer dominio como se describe mas arriba) fueron formulados en una
solucion que comprende clorhidrato de arginina 100 mM, dihidrato de trehalosa 8% (p/v) y
Polisorbato 80. La concentracion de proteina diana fue 1,0 mg/mL para el hALB y scFcy 0,4
mg/mL para la version no HLE. Con los constructos de anticuerpo BITE® formulados se
llenaron viales de vidrio tipo | hasta 1 mL que fueron tapados con tapones de goma de butilo
y retenidos con sellos de aluminio. Los viales llenos fueron incubados a -20°C y 37°C (siny
con 25 ppm de silicio el cual es conocido por su potencial para inducir agregacion de

proteinas) durante 4 semanas. Los constructos anteriores fueron también expuestos a luz (1,2
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MLux de luz visible / 173 W*h/m? de luz UVA). Para estrés luminico la temperatura de la

camara fue fijada en 25°C. Las muestras almacenadas a -70°C sirvieron como controles (TO).

Las muestras descriptas mas arriba fueron analizadas por duplicado mediante cromatografia
de ultra-alta performance de exlcusion de tamafio (SE-UPLC) con el objeto de cuantificar el
5 contenido porcentual de especies de alto peso molecular (HMWS). Se llev6 a cabo la SE-
UPLC en un sistema Aquity H-Class UPLC (Waters) utilizando una columna Acquity UPLC
BEH200 SEC 150 mm (Waters). La temperatura de la columna fue fijada en 25°C. La
separacion de variantes de tamafio fue lograda aplicando un método isocratico con un caudal
de 0,4 mL/min. La fase mévil estaba compuesta de fosfato de sodio 100 mM, NaCl 250 mM,
10 pH 6,8. El tiempo de corrida totaliza 6,0 minutos. Las muestras fueron mantenidas a 8°C
dentro del automuestreador hasta analisis. Se inyect6 una cantidad total de 3 pg de proteina.
Con el objeto de evitar acumulacion se llevé a cabo una inyeccion intermedia con ACN 40%
después de cada muestra. La deteccion se basd en fluorescencia (excitaciéon a 280 nm,
emision a 325 nm). La integracién de picos fue llevada a cabo utlizando el software

15 Empower®. Se informo el area relativa bajo la curva de HMWS (24).

En las muestras no estresadas, HMWS fueron menos pronunciadas para el constructo scFc.
La formacion de HMWS fue observada exclusivamente durante 4 semanas de
almacenamiento a -20°C. Los contenidos de HMWS bajo estas condiciones aumentan en el

siguiente orden scFc < hALB < no HLE.

20 Tabla 24: Resumen de contenidos de HMWS en preparaciones estresadas y no
estresadas (T0) de no HLE, hALB y scFc para Diana C determinados mediante SE-UPLC.

No HLE
Constructo O, ) hALB scFc
(candnico)
TO 1,3% 1,3% 1,0%
4s -20°C 4.6% 1,8% 1,6%
4s 37°C 0,9% 0,6% 0,5%
4s 37°C (25

s 37°C (25 ppm 1,1% 0.8% 0.8%

de silicio)
Exposicion a la luz 1,0% 0,9% 0,5%

[283] Adicionalmente, se evaluaron muestras derivadas de estrés por calor en ausencia y
presencia de silicio en cuanto a la abundancia de particulas subvisibles mediante Microfluid

25 Imaging (MFI) utilizando una Flowcam de Fluid Imaging Technologies, Inc. El instrumento
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estaba equipado con una celda de flujo FC80FV. Se aplicé una magnificacién optica de diez
veces. Se verificd la aptitud del sistema con agua libre de particulas. Se aplicd una tasa de
autoimagen de 20 cuadros por segundo. Los umbrales de luz y sombra fueron fijados en 25
y 20 pixeles respectivamente. El volumen de muestra para una medicion separada totalizo
0,25 mL. Las muestras fueron medidas por triplicado. Antes de cada triplicado, el sistema fue
lavado con 0,5 mL de las respectivas soluciones de muestra. En el comienzo y entre cada
triplicado se llevé a cabo un lavado con 1,0 mL de agua libre de particulas. La evaluacion de
datos fue llevada a cabo con el software Visual Spreadsheet. Las muestras fueron medidas
por triplicado. Los resultados se resumen en la Tabla 25.

El estrés por calor dio por resultado formacién de particulas subvisibles en preparaciones que
contenian constructos no HLE y hALB. En contraste, el constructo scFc permanecio estable.
La formacién de particulas subvisibles no fue promovida por la adicion de silicio
independientemente de la naturaleza del constructo de anticuerpo BiTE®.

Tabla 25: Evaluacion de particulas subvisibles mediante MFI en preparaciones de no
HLE (canonico), hALB y scFc para Diana F después de estrés por calor en ausenciay

presencia de silicio.

Constructo No HLE (candénico) hALB scFc
Tamafio de
particula 22 | 25 | 210 [ 225 | 22 | 25 | 210 |225| 22 | 25 | 210|225
[um]
TO 146 | 35 | 12 0O (281 | 71 | 35 0 | 298 | 150 | 33 0

4s 37°C 410 | 163 | 23 0O | 742 | 225 | 11 0 | 110 | 44 0 0

4s 37°C

(25 ppm de 69 | 35 | 11 0O | 272 | 91 | 34 0O |146 | 55 | 11 0

silicio)

Las muestras de estrés por calor también fueron analizadas mediante cromatografia de
Intercambio de Cationes Débiles (WCX por sus siglas en inglés) con el objeto de cuantificar
el contenido porcentual de variantes de carga utilizando un UPLC Aquity clase H de Waters.
Se aplicd una columna Protein-Pak Hi Res CM 7im 4,6 x 100 mm (Waters, cat No.
186004929). La temperatura de la columna fue ajustada a 30°C. EIl caudal fue fijado en
0,65 mL/min. El gradiente aplicado fue disefiado como sigue (Tabla 26). La temperatura del

automuestreador fue mantenida en 2-8°C.

Tabla 26: Gradiente aplicado para cromatografia WCX
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% A % B
[r':']ii(ra]r:nsp;c&] Fosfato de sodio 20 mM, pH 6,5 Fosfato de sodio 20 mM,
Cloruro de sodio 250 mM, pH 6,5
00:00 100 0
04:00 100 0
25:00 50 50
25:01 0 100
29:00 0 100
29:01 100 0
33:00 100 0

[284] Se inyect6 una cantidad total de 3 ug de proteina. La deteccién fue basada en
fluorescencia (excitacién a 280 nm, emisién a 325 nm). La integracion de picos fue llevada a
cabo utilizando el software Empower®. Se informaron las areas relativas bajo la curva del

pico principal asi como las variantes de carga &acidas y basicas (Tabla 27).

El estrés por calor dio por resultado un porcentaje de picos principales reducido lo cual debi6
ser atribuido a una formacion predominante de variantes de carga acidas. La pérdida en
porcentaje de picos principales fue menos pronunciada para el constructo scFc (7,5%). Las
variantes de carga bésicas fueron formadas en ambos constructos con vida media extendida
ante la exposicion a la luz. El incremento en las variantes de carga basicas estuvieron en el

rango entre 5y 6% en los constructos hALB y sckc.

Tabla 27: Evaluacion de variantes de carga mediante cromatografia WCX en
preparaciones de no HLE (can6nico), hALB y scFc para Diana F después de estreses

inducidos por calor y luz

Constructo No HLE (candénico) hALB scFc

% % % % % % % % %

Fraccion principal | acidos | basicos | principal | acidos | basicos | principal | acidos | basicos

T0 89,9 3,6 6,5 83,3 0,7 16,0 74,5 3,4 22,1

4s 37°C 79,3 111 9,5 75,6 9,8 14,6 67,0 11,2 21,8
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Ademas, la pureza de las muestras fue cuantificada en muestras estresadas por calor y luz
utilizando un ensayo de electroforesis de capilaridad microfluidico con dodecilsulfato de sodio
(CE-SDS por sus siglas en inglés) basado en el sistema LabChip GXIlI (Perkin EImer). La
solucion desnaturalizadora de muestras estaba compuesta del HT Protein Express Sample
Buffer (provisto por Perkin Elmer) suplementado con ditiotreitol 34 mM. Cada muestra fue
diluida 1:8 con la solucion desnaturalizadora y calentada hasta 70°C durante 10 minutos junto
con Protein Express Ladder. Se agregaron 35 L de agua para inyeccion (WFI por sus siglas
en inglés) a 40 pL de la muestra desnaturalizada. Se agregaron 120 pyL de WFI a 12 uL de
Ladder. Se transfirieron las muestras, el Ladder, buffer de lavado exprés de proteinas, tintura
en gel y solucibn de destefiido a los respectivos reservorios. Las muestras son
electrocinéticamente cargadas desde una placa de microtitulacion sobre el chip integrando la
separacion, tefiido, destefiido, y deteccidn de la proteina y sus variantes de tamafo. Los
electroferogramas resultantes fueron evaluados y se informaron los cambios en pureza. Un
resumen de la pureza porcentual detectada pos-estrés esta brindado en la Tabla 28 y
comparado con las muestras no estresadas (TO).

Se observaron mayores purezas para los constructos hALB y scFc comparados con el
constructo no HLE bajo todas las condiciones. Se detectaron leves disminuciones en pureza
comparado con TO para los constructos hALB y scFc ante estreses de calor y luz. La pérdida
en pureza después de almacenamiento de 4 semanas a 37°C totaliza 8,4% para el constructo
hALB y 6,6% para los constructos scFc. Las pérdidas ante exposicion a la luz fueron

comparables entre hALB y scFc.

Tabla 28: Resumen de la pureza porcentual en preparaciones estresadas y no
estresadas (T0) de no HLE, hALB, y scFc para Diana F determinada mediante LabChip
GXII (Caliper).

Constructo (cgﬁc’)'_rzlfo) hALB scFc
TO 57,4 96,0 92,2

4s 37°C 60,6 87,6 85,6
Exposicion a la luz 61,5 90,1 86,4

[285] Ejemplo 15

Se formularon a pH 7 diferentes constructos de anticuerpo BiTE® disefiados para hacer diana

en la Diana D incluyendo hALB para Diana D y scFc para Diana D. La concentraciéon de
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proteina diana era 1,0 mg/mL para ambos constructos. Se llenaron viales de vidrio tipo | hasta
1 mL con los constructos de anticuerpo BiTE® formulados, los cuales fueron tapados con
tapones de goma de butilo retenidos con sello de aluminio. Los viales llenos se incubaron a
37°C (hALB para Diana D) y 40°C (scFc para Diana D) durante 4 semanas. Las muestras
almacenadas a -70°C sirvieron como controles (T0). Las muestras fueron analizadas
mediante SE-UPLC de acuerdo con el método descripto en el Ejemplo 14. Los resultados

estan resumidos en la Tabla 29.

El constructo scFc exhibié una pérdida de mondémero reducida (2,3%) ante el estrés por calor
comparado con el constructo hALB (4,0%) aunque la temperatura de incubacion fue

levemente mayor.

Tabla 29: Resumen de porcentaje de pico de mondmero en preparaciones estresadas y
no estresadas (TO) de hALB para Diana D y scFc para Diana D determinadas mediante
SE-UPLC.

Constructo hALB scFc
TO 97,6% 99,8%
4s 93,6% 97,5%

[286] Ejemplo 16

Se examinaron diferentes constructos de anticuerpo BiTE® disefiados para hacer diana en
PSMA incluyendo no HLE (candnico) y scFc para PSMA. La concentracion de proteina diana
era 1,0 mg/mL. Se llenaron viales de vidrio tipo | hasta 1 mL con los constructos de anticuerpo
BiTE® formulados, los cuales fueron tapados con tapones de goma de butilo retenidos con
sello de aluminio. Los viales llenos se incubaron a -20°C y 37°C (sin y con 25 ppm de silicio)
durante 4 semanas. Los constructos anteriores fueron también expuestos a la luz (1,2 MLux
de luz visible / 173 W*h/m?de luz UVA). Para el estrés por luz la temperatura de la cAmara
fue fijada en 25°C. Las muestras almacenadas a -70°C sirvieron como controles (T0). Todas
las muestras fueron analizadas mediante SE-UPLC de acuerdo con el método descripto en el

Ejemplo 14. Los resultados se resumen en la Tabla 30.

Los constructos scFc mostraron mayores contenidos de monémeros que el constructo no HLE
bajo todas las condiciones de estrés indicando una menor propension a la formacion de

especies de peso molecular alto (agregados) o bajo (fragmentos) del constructo scFc.

Tabla 30: Resumen de los contenidos de mondmeros en preparaciones estresadas y no
estresadas (T0O) de no HLE para PSMA y scFc para PSMA determinados mediante SE-
UPLC.
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Constructo (cNag;’)l_r':i_ch) scFc
TO 97,0% 98,6%

4s -20°C 96,7% 98,9%

4s 37°C 88,3% 94,1%

4s 3d7 e(;n(ui.% )ppm 90,4% 96,1%
Exposicion a la luz 96,1% 99,0%

Adicionalmente, las muestras derivadas de estrés por calor en ausencia y presencia de silicio
fueron evaluadas en cuanto a la abundancia de particulas subvisibles mediante Microfluid
Imaging (MFI) utilizando el método descripto en el Ejemplo 14. Los resultados estan
resumidos en la Tabla 31.

El constructo scFc revel6 una abundancia significativamente menor de particulas subvisibles
que el constructo no HLE cuando se sometieron a estrés por calor en ausencia y presencia

de silicio.

Tabla 31: Evaluacién de particulas subvisibles mediante MFI en preparaciones no HLE
(candnico) para PSMA y scFc para PSMA después de estrés por calor en ausenciay
presencia de silicio.

Constructo No HLE (canénico) scFc
Tamairio de
particula =2 25 | =210 | 225 =2 25 | =210 | 225
[um]

4s 37°C 4675 | 2334 | 1017 | 22 2518 | 1364 | 655 24

4s 37°C

(25 ppm de 8249 | 4243 | 1906 | 34 965 473 | 179 11

silicio)

Las muestras del estrés por calor y luz fueron también analizadas mediante cromatografia de
Intercambio de Cationes Débiles (WCX) con el objeto de cuantificar el contenido porcentual
de variantes de carga utilizando un UPLC Aquity clase H de Waters de acuerdo con el método
del Ejemplo 14. Se informaron las &reas relativas bajo la curva del pico principal asi como

de las variantes de carga acidas y basicas (Tabla 32).
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El constructo scFc mostré porcentaje de pico principal mas alto (menor cantidad de variantes
de carga) que el constructo no HLE. Esta diferencia fue mas pronunciada cuando se
compararon muestras sometidas a estrés por calor indicando una estabilidad quimica superior

del constructo scFc.

Tabla 32: Evaluacion de variantes de carga mediante cromatografia WCX en
preparaciones no HLE (canénico) para PSMA y scFc para PSMA después de estreses

inducidos por calor y luz.

Constructo No HLE (can6nico) sckc

Fraccién % principal | % acidas | % bésicas | % principal | % acidas | % bésicas
TO 66,1 18,4 15,6 70,4 14,5 151

4s 37°C 32,1 51,8 16,1 41,5 45,6 12,9
E’I‘;)‘I’j;dé” 68,0 24,6 7.4 69,9 12,6 17,5

Ademas, se cuantifico la pureza de las muestras en las muestras estresadas por calor y luz
utilizando un ensayo de electroforesis de capilaridad microfluidico con dodecilsulfato de sodio
(CE-SDS por sus siglas en inglés) basado en el sistema LabChip GXII (Perkin Elmer), de
acuerdo con el método descripto en el Ejemplo 14. Un resumen de la pureza porcentual
detectada pos-estrés esta brindado en la Tabla 33 y comparada con muestras no estresadas
(TO).

Se observaron mayores purezas para el constructo scFc comparado con el constructo no HLE
independientemente de las condiciones de estrés. En consecuencia, como se ejemplifica de
este modo, los constructos scFc son mas estables sobre un amplio conjunto de condiciones
de estrés que los constructos de anticuerpo no HLE vy, asi, mas seguros y mas adecuados

para empleo clinico versatil con condiciones de estrés cambiantes en la practica.

Tabla 33: Resumen de pureza porcentual en preparaciones estresadas y no estresadas
(TO) de no HLE para PSMA, y scFc para PSMA determinadas mediante LabChip GXII.

Constructo (cNaﬁ;;Ii_ch) scFc

TO 89,2 100,0

4s 37°C 85,4 87,3
Exposicion a la luz 89,5 93,8

120



10

15

20

25

Confidencial

[287] Ejemplo 17

Se examinaron diferentes constructos de anticuerpo BiTE® disefiados para hacer diana en la
Diana B incluyendo anticuerpo cruzado (Xbody) para Diana B y scFc para Diana B. La
concentracion de proteina diana era 1,0 mg/mL. Se llenaron viales de vidrio tipo | hasta 1 mL
con los constructos de anticuerpo BiTE® formulados, los cuales fueron tapados con tapones
de goma de butilo retenidos con sello de aluminio. Los viales llenos se incubaron a -20°C y
37°C durante 4 semanas. Adicionalmente todas las muestras fueron expuestas a 1,2 MLux
de luz visible y 173 W*h/m? de luz UVA. La temperatura de la cAmara fue ajustada a 25°C.
Las muestras almacenadas a -70°C sirvieron como controles (T0). Las muestras
almacenadas a -20°C y 37°C fueron analizadas mediante SE-UPLC de acuerdo con el método
descripto en el Ejemplo 14. Los resultados se resumen en la Tabla 34.

El constructo scFc preservo un mayor contenido de monémeros cuando se almacené durante
cuatro semanas a -20°C y 37°C respectivamente comparado con el anticuerpo cruzado
(Xbody).

Tabla 34: Resumen de contenidos de mondmeros en preparaciones estresadas y no
estresadas (T0O) de anticuerpo cruzado (Xbody) para Diana B y scFc para Diana B
determinados mediante SE-UPLC.

Anticuerpo
Constructo cruzado scFc
(Xbody)
TO 100,0 98,8
4s -20°C 97,1 97,9
4s 37°C 94,5 95,7

Adicionalmente, las muestras no estresadas fueron evaluadas en cuanto a la abundancia de
particulas subvisibles mediante Microfluid Imaging (MFI) utilizando el método descripto en el
Ejemplo 14. Los resultados estan resumidos en la Tabla 35. La preparacion scFc para CD19
exhibié cantidades significativamente menores de particulas subdivisibles comparada con la
preparacion de anticuerpo cruzado (Xbody) para CD19. Esto aplica para todas las fracciones

de tamarfio incluidas.

Tabla 35: Evaluacion de particulas subvisibles mediante MFI en anticuerpo cruzado

para Diana B y scFc para Diana B no estresados.

Anticuerpo cruzado

(Xbody) sckc

Constructo
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Tamarfo de
particula 22 | 25| 210 [ 225 | 22 | 25 | 210 | =225
[um]

T0 2648 | 688 | 192 32 160 | 64 43 11

También se analizaron muestras de estrés por luz mediante cromatografia de Intercambio de
Cationes Débiles (WCX) con el objeto de cuantificar el contenido porcentual de variantes de
carga utilizando un UPLC Aquity clase H de Waters de acuerdo con el método del Ejemplo
14. Seinformaron las areas relativas bajo la curva del pico principal asi como de las variantes

de carga acidas y basicas (Tabla 36).

Tabla 36: Evaluacion de variantes de carga mediante cromatografia WCX en
preparaciones de anticuerpo cruzado (Xbody) para Diana B y scFc para Diana B
después de estreses inducidos por calor y luz.

Constructo Anticuerpo cruzado (Xbody) sckc

Fraccion | % principal | % acidas | % basicas | % principal | % acidas | % basicas

TO 514 30.3 18.3 835 13 15.2
Exposicion 459 33,2 20.9 82.1 1,2 16,7
alaluz

El constructo scFc mostré una estabilidad sorprendentemente aumentada contra la exposicion
a la luz si se compara con el anticuerpo cruzado (Xbody), indicada por una pérdida menos
pronunciada en el pico principal que totalizé 1,4% comparado con 5,5% del constructo de
anticuerpo cruzado (Xbody). En consecuencia, puede deducirse de dicha configuracion de
ejemplo que un constructo de anticuerpo anti-PSMA provisto con un dominio scFc como HLE
es superior a otros constructos de anticuerpo que comprenden diferente HLE en términos de

resistencia al estrés y, en consecuencia, presenta sorprendentemente mejorada estabilidad.
[288] Ejemplo 18 Cromatografia de exclusion por tamafio de variantes de scFc biespecificas

Los constructos D9F, T2G, D3L, T71 y K6C (ver Figura 6) fueron cada uno ensayados en
cuanto a su comportamiento de corrida mediante cromatografia de exclusién por tamafio de
acuerdo con procedimientos estandar. En detalle, se corrié una cantidad definida de 25 ug
de cada constructo (a 750 pl/min) en Buffer Citrato Lisina (10 mM y 75 mM, pH7) en una
columna Superdex 200 aumento 10/300GL a temperatura ambiente y se registr6 la DO a 280
nm. Subsiguientemente, los constructos fueron comparados en cuanto a su tiempo de

retencién. Como resultado, el constructo D9F muestra una elucién significativamente
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demorada (Tabla 37) comparado con T2G, D3L, T7l y K6C, lo que indica una diferencia en la
estructura/disposicién de los dominios Fc. Esta diferencia en el tiempo de retencion fue lo
mas significativa con el constructo T71 que tiene cisteinas no apareadas en la region bisagra
y la unién de CH2 y CH2CH3 a CH3 (18,98 min vs. 18,62 min, diferencia de 0,36 min). Sin
embargo, también la diferencia en tiempo de retencién de 0,16 min entre D9F y T2G es
significativa tomando en consideracion el respectivo tiempo de retencion del control BSA. El
control BSA mostr6 un tiempo de retencion de 19,07 min para el monémero y 16,82 min para
el dimero exhibiendo una diferencia de 2,25 min en el tiempo de retencion para un peso
molecular duplicado. En consecuencia, como los constructos tienen solamente diferencias
estructurales en la parte Fc, una diferencia de 0,16 min en el tiempo de retencion es
significativa. En resumen, el constructo D9F mostr6 el mayor tiempo de retencion indicando
la unién mas fuerte. Esta conclusién conduce a la expectativa de que D9F tenga también la

mayor vida media in vivo.

Tabla 37
Constructo Tiempo de retencién en min
D9F 18,98
T2G 18,82
D3L 18,78
K6C 18,77
T71 18,62
monémero BSA 19,07
dimero BSA 16,82

[289] Ejemplo 19: Determinacién de unién a FcRn humano (FCGRT/B2M) en base a

Resonancia de Plasmones Superficiales

Los constructos D9F, T2G, D3L, T71 y K6C (Figura 6) fueron cada uno ensayados en cuanto
a su capacidad de unirse contra FCRn humano en experimentos SPR (Biacore) de acuerdo
con procedimientos estandar. En detalle, se inmovilizaron Chips Sensores CM5 (GE
Healthcare) con 450-500 UR de FCGRT/B2M (ACRO Biosystems) utilizando buffer de acetato
de sodio pH 4,5 y buffer de corrida consistente en HEPES 200 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3

mM, pH 6,0. Los constructos fueron entonces inyectados en subsiguientes corridas en dos
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concentraciones de 250 nM y 125 nM diluidos en HEPES 200 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3
mM, pH 6,0 y 36°C. La asociacion fue realizada durante 90 segundos con un caudal de 30
pl/min seguido por la fase de disociacién de 90 segundos a un caudal de 30 pl/min en HEPES
200 mM, NacCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH 6,0 a 36°C. La subsiguiente regeneracion fue
realizada durante 10 seg con 30 pl/min con HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH
7,4.

La maxima union durante la fase de inyeccion fue medida para todos los constructos como
las respectivas unidades de respuesta (UR), equivalentes al incremento en masa molecular
en el chip CM5 recubierto con FcRn debido a la union del constructo. Todos los constructos
fueron medidos por duplicado. Los valores promedio de las determinaciones por duplicado
estan descriptos en la Figura 7A 'y 7B, respectivamente.

Como resultado, el constructo D9F muestra un incremento en masa significativamente mayor
en el chip CM5 recubierto con FcRn, comparado con T2G, D3L, T71 y K6C, lo cual indica
afinidad de unién mas fuerte de D9F a FcRn humano. Esta observacion fue hecha para ambas

concentraciones de los respectivos constructos.

La unién contra FcRn es mediada a través de la porcidon Fc dentro de los constructos. Una
union mas fuerte contra FCRn humano como se describe en la literatura es un indicador de
vida media mas larga in vivo debido a un mayor rescate intracelular de la respectiva proteina
y en consecuencia una reducida tasa de degradacion. Por este motivo, una unién mas fuerte
de D9F a FcRn humano comparado con los otros constructos hace a esta molécula
claramente superior como una base para que moléculas terapéuticas permitan una exposicion
mas larga de la droga potencial en el paciente y una menor frecuencia de administracion de

la droga.

[290] Ejemplo 20: Determinacién de unién a FcRn humano (FCGRT/B2M) en base a

Resonancia de Plasmones Superficiales

Los constructos D9F, T2G, D3L, T7ly K6C y un anticuerpo MT201 IgG1-kappa humano fueron
cada uno ensayado en cuanto a su capacidad de unirse contra FCRn humano en experimentos
SPR (Biacore) de acuerdo con procedimientos estandar. En detalle, se inmovilizaron Chips
Sensores CM5 (GE Healthcare) con aproximadamente 350 UR de FCGRT/B2M (ACRO
Biosystems) utilizando buffer de acetato de sodio pH 4,5 y buffer de corrida consistente en
HEPES 200 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH 6,0. Los constructos y el control IgG1-kappa
(MT201) fueron entonces inyectados a una concentracién de 125 nM diluidos en HEPES 200
mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH 6,0 y 36°C. La asociacion fue realizada durante 90
segundos con un caudal de 30 pl/min seguido por la fase de disociacion de 60 segundos a un
caudal de 30 pl/min en HEPES 200 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH 6,0 a 36°C. La
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subsiguiente regeneracién fue realizada durante 10 seg con 30 pl/min con HEPES 10 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, pH 7,4.

La maxima unién durante la fase de inyeccién fue medida para todos los constructos como
las respectivas unidades de respuesta (UR), equivalentes al incremento en masa molecular
en el chip CM5 recubierto con FcRn debido a la unién del constructo. Todos los constructos
fueron medidos por duplicado. Los valores promedio de las determinaciones por duplicado

estan descriptos en la Figura 8, incluyendo barras de error de desviacion estandar.

Como resultado, el constructo D9F muestra un incremento en masa significativamente mayor
en el chip CM5 recubierto con FcRn, comparado con T2G, D3L, T71 y K6C, lo cual indica
afinidad de unién mas fuerte de D9F a FcRn humano. El incremento de masa del chip CM5
recubierto con FcRn para D9F es bien comparable con el incremento de masa del anticuerpo
MT201 IgG1-kappa humano de control, indicando una unién comparable del constructo D9F

a FcRn humano.

La unién contra FcRn es mediada a través de la porcion Fc IgG1l humano dentro de los
constructos. Una unién mas fuerte contra FCRn humano como se describe en el campo es
un indicador de vida media mas larga in vivo debido a un mayor rescate intracelular de la
respectiva proteina y en consecuencia reducida tasa de degradacién. Por este motivo, una
unién mas fuerte de D9F a FcRn humano en el rango de un anticuerpo IgG1-kappa humano
(MT201), comparado con los otros constructos hace a esta molécula claramente superior
como una base para que moléculas terapéuticas permitan una exposicion mas larga de la
droga potencial en el paciente, presumiblemente en el rango de un anticuerpo completo IgG1

humano, y una menor frecuencia de administracion de la droga.

Tabla 38: Tabla de Secuencias
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SEQID | Designacion | Formato/ Secuencia
NO: Fuente
1. | enlazador GGGGS
G4S
2. | enlazador GGGGSGGGGS
(G4S)2
3. enlazador GGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)3
4. | enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)4
5. | enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)5
6. | enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4S)6
7. | enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4s)7
8. | enlazador GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(G4s)8
9. | Enlazador PGGGGS
peptidico
10. | Enlazador PGGDGS
peptidico
11. | Enlazador SGGGGS
peptidico
12. | Enlazador GGGG
peptidico
13. | VL que se QTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAP
une a CD3s RGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVL
WYSNRWVEFGGGTKLTVL
14. | VH que se EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNSYAMNWVRQAPGKGLE
une a CD3s WVARIRSKYNNYATYYADSVKGRETISRDDSKNTAYLOMNSLKTED
TAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQGTLVTVSS
15. | scFv que se EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNSYAMNWVRQAPGKGLE
une a CD3e WVARIRSKYNNYATYYADSVKGRETISRDDSKNTAYLOMNSLKTED
TAVYYCVRHGNFGNSYVSWWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGG
GSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQOKPGQ
APRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYC
VLWYSNRWVFGGGTKLTVL
16. | etiqueta HHHHHH
hexa-
histidina
17. | monémero DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
Fc-1 SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
+c/-g WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
18. | monémero DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
Fc-2 SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
+c/-g/delGK WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
19. | mondmero DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
Fc-3 SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
“c/+g WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
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TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

20.

monémero
Fc-4
-c/+g/delGK

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

21.

monomero
Fc-5
-c/-g

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

22.

monomero
Fc -6
-c/-g/delGK

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

23.

mondémero
Fc-7
+c/+g

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

24,

mondémero
Fc -8
+c/+g/delGK

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP

25.

scFc-1

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

26.

scFc-2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSP

27.

scFc-3

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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28.

scFc-4

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSP

29.

scFc-5

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VELFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

30.

scFc-6

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSP

31.

scFc-7

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

32.

scFc-8

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNA
KTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAV
EWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALHNHYTQKSLSLSP

33.

Diana A-HLE

Hetero Fc
cadena 1

QVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLE
WLSYISSSGSTIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLEFLOMNSLRAEDTA
VYYCARDRNSHEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTO
SPSSVSASVGDRVTITCRASQGINTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGAS
GLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQAKSEFPRTFE
GOGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTENK
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YAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRDDS
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGTLVTV
SSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV
TSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAAL
TLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRKEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

34.

Diana A -HLE

Hetero Fc
cadena 2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSF
FLYSDLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

35.

Diana A -HLE

fusién
hALB

QVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLE
WLSYISSSGSTIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLEFLOMNSLRAEDTA
VYYCARDRNSHEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQ
SPSSVSASVGDRVTITCRASQGINTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGAS
GLOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQAKSEFPRTFE
GOGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTENK
YAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRDDS
KNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTV
SSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAV
TSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAAL
TLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLPGGDGSDAHKSE
VAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKT
CVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPER
NECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIAR
RHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGK
ASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVT
DLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKP
LLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFELG
MFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVE
DEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONALLVRYTKKVPQVST
PTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK
TPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHAD
ICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAFVEKC
CKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGLHHHHHH

36.

Diana B-HLEa

X-body
cadena 1

EVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAMNWVRQOAPGKGLE
WVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRDDSKNTAYLQOMNNLKTED
TAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVITVSSGGGGSGGGGSSYE
LTQPPSVSVSPGQTASITCSGDRLGEKYTSWYQQORPGQSPLLVIYQ
DTKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAWESSTV
VEGGGTKLTVLASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTY
ICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK
PCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQQOGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

37.

Diana B -
HLEb

X-body
cadena 2

QVOQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAFIWYEGSNKYYAESVKDREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARRAGIIGTIGYYYGMDVWGQGTTVIVSSGGGGSGGGGSQTV
VIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGQOAPRGL
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVEGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISD
FYPGAVIVAWKADSSPVKAGVETTTPSKOSNNKYAASSYLSLTPEQ
WKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECSDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEV
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HNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

38.

Diana B -HLE

Hetero Fc
cadena 1

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGEFTFSSYGMHWVRQAPGKGLE
WVAFIWYEGSNKYYAESVKDRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARRAGIIGTIGYYYGMDVWGQGTTVIVSSGGGGSGGGGSGGG
GSSYELTQPPSVSVSPGQTASITCSGDRLGEKYTSWYQQRPGQSPL
LVIYODTKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQAW
ESSTVVFGGGTKLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAA
SGEFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFE
TISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWG
QGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC
GSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPAREFSGSL
LGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRKEMT
KNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLKSDGSFEF
LYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

39.

Diana B -HLE

Hetero Fc
cadena 2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSF
FLYSDLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

40.

Diana C-HLE

Hetero Fc
cadena 1l

QVOLVQOSGAEVKKPGESVKVSCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGQCLE
WMGWINTYTGEPTYADKFQGRVIMTTDTSTSTAYMEIRNLGGDDTA
VYYCARWSWSDGYYVYEFDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSD
IVMTQSPDSLTVSLGERTTINCKSSQSVLDSSTNKNSLAWYQQKPG
QPPKLLLSWASTRESGIPDRFSGSGSGTDFTLTIDSPQPEDSATYY
COOSAHFPITFGCGTRLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKL
SCAASGFTEFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSV
KDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYW
AYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTV
TLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLG
GGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
KEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLKSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

41.

Diana C -HLE

Hetero Fc
cadena 2

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSF
FLYSDLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

42.

PM_1xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMN

43.

PM_1xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

IISDGGYYTYYSDIIKG

44,

PM_1xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

45.

PM_1xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA
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46.

PM_1xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

47.

PM_1xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDSYPYT

48.

PM_1xCD3-
scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

49.

PM_1xCD3-
scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK

50.

PM_1xCD3-
scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK

51.

PM_1xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

52.

PM_1xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

53.

PM_1xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
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KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

54,

PM_1 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

55.

PM_1 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

56.

PM_1 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

57.

PM_1 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

58.

PM_1 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

59.

PM_1_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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biespecifi | YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
ca PYTFGCGTKLE IKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLQOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNY PNWVQQKPGQOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
60. PM_ZXCD3- CDR1 de DYYMY
scFc VH
61. | PM_2xCD3- | pR2 de TISDAGGLTYYSDIIKG
scFc VH
62.| PM_2xCD3- | cpr3 de | GFPLLRHGAMDY
scFc VH
63. PM_ZXCD3- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
64. PM_ZXCD3- CDR2 de SASYRYS
scFc VL
65.| PM_2xCD3- | cpr3 de | QQYDSYPYT
scFc VL
66. | PM 2xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFc VH WVAIISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
67. | PM 2xCD3- DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKS
scFc VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK
68. | PM 2xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFc WVATISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGOAPKSLT
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK
69. | PM 2xCD3- OVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFc WVATISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQOAPKSL I
molécula | YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
biespecifi | PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE

Ca

TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
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70.

PM_2xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

71.

PM_2xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

72.

PM_2 CCxC
D3-scFc

VH

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

73.

PM_2 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

74.

PM_2_CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

75.

PM_2 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
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PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVL

76.

PM_2 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

77.

PM_2_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

78.

PM_3xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

79.

PM_3xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITSDAGGLTYYSDIIKG

80.

PM_3xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY
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81.

PM_3xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

82.

PM_3xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

83.

PM_3xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDDLRPT

84.

PM_3xCD3-
scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

85.

PM_3xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGGGTKLEIK

86.

PM_3xCD3-
scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGGLTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIK

87.

PM_3xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL

88.

PM_3xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

89.

PM_3xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
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RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

90.

PM_3 CCxC
D3-scFc

VH

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

91.

PM_3_CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGCGTKLEIK

92.

PM_3 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIK

93.

PM_3 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL

94.

PM_3_CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOQINSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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95, QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGGLTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQINSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLQOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT

. LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
PM 3 CCxC molécula | TGAVTSGNYPNWVQOKPGQOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
- = HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
D3- biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
scFc_delGK ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
scFc VH
97. | PM_4xCD3- | cpR2 de IISDHYSHTYYSDIIKD
scFc VH
98. | PM_4xCD3- | cpR3 de GFPLLRHGAMDY
scFc VH
99. | PM_4xCD3- | cpride | KASQNVDTNVA
scFc VL
100, PM_4XCD3- CDR2 de SASYRYS
scFc VL
101] PM_4xCD3- CDR3 de QQYDSYPYT
scFc VL
102] PM 4xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE VH WVAIISDHYSHTYYSDIIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
103] PM 4xCD3- DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
scFE VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK
104] PM 4xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE WVAIISDHYSHTYYSDIIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQOKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK

105/ QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE

WVAIISDHYSHTYYSDIIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA

molécula | VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

PM_4xCD3- . ... | OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
scFc biespecifi | {5 5vRySDVPSRFSGSASGTDFTLTTSSVOSEDFATYYCOQYDSY

Ca

PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT

138




LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

106,

PM_4xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDHYSHTYYSDITIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

107|

PM_4xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDHYSHTYYSDITKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

108,

PM_4 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHYSHTYYSDIIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

109,

PM_4 _CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

110|

PM_4 _CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDHYSHTYYSDITIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

139




111,

PM_4 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDHYSHTYYSDITKDREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

112,

PM_4 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHYSHTYYSDITIKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

113,

PM_4_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDHYSHTYYSDITKDRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

114

PM_5xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

115,

PM_5xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITSDKRHHTYYSDIIKG

140




116,

PM_5xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

117,

PM_5xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

118,

PM_5xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

119,

PM_5xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDSYPYT

120!

PM_5xCD3-
scFc

VH

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDKRHHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

121,

PM_5xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK

122,

PM_5xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDKRHHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK

123,

PM_5xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

124

PM_5xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

125]

PM_5xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI

141




biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

126,

PM_5_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

127,

PM_5 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

128

PM_5 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

129,

PM_5 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

130,

PM_5 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

131 QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVATISDKRHHTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
OMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLT
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVQOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARTRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY I SYWAYWGQGT

) LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVS PGGTVTLTCGSS
PM 5 COXC molécula | TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
- = HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
D3- biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
scFc_delGK ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KL TVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMH
EALHNHYTOKSLSLSPGK
132] PM_6xCD3- | cpride | DYYMY
scFc VH
133] PM_6XCD3- | cpro de | LLSDKRHATYYSDITKG
scFc VH
134] PM_6XCD3- | cpRr3 de | CEPLLRHGAMDY
scFc VH
135. PM_6XCD3- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
136, PM_GXCD?:' CDR2 de SASYRYS
scFc VL
137, PM_GXCD3- CDR3 de QQYDDLRPT
scFc VL
138] PM 6xCD3- OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFe VH WVATISDKRHHTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
139] PM 6xCD3- DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGOAPKS
scFe VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGGGTKLETK
140] PM 6xCD3- OVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVROAPGKGLE
scFe WVATISDKRHHTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
scFv OMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLT
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIK
141 QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
molécula | WVATISDKRHHTYYSDITKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
PM_6xCD3- . | VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFc biespecifi | 1.10spsSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWY QOKPGOAPKSLI

ca

YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE

143




TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

142,

PM_6xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDKRHHTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

143,

PM_6xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDKRHHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

144

PM_6_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

145,

PM_6_CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGCGTKLEIK

146

PM_6_CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIK

144




147,

PM_6_CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

148

PM_6_CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

149,

PM_6_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDKRHHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

150|

PM_7xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

151,

PM_7xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITISDGGYYTYYSDIIKG

145




152,

PM_7xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

153!

PM_7xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

154,

PM_7xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

155,

PM_7xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDQQLIT

156!

PM_7xCD3-
scFc

VH

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

157,

PM_7xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QQLITFGGGTKLEIK

158,

PM_7xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIK

159,

PM_7xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

160|

PM_7xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

161

PM_7xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI

146




biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

162,

PM_7_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

163!

PM_7 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QQLITFGCGTKLEIK

164!

PM_7 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIK

165!

PM_7 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

166,

PM_7 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

1671 QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVATISDGGYYTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQOKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCOQYDQO
LITFGCGTKLETKSGGGGSEVOLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARTRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSY I SYWAYWGQGT

) LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
PM 7 COXC molécula | TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
== HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
D3- biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
scFc_delGK ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KL TVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMH
EALHNHYTOKSLSLSPGK
168] PM_8xCD3- | cpride | DYYMY
scFc VH
169] PM_8XCD3- | cpro de | LISDGGYYTYYSDIIKG
scFc VH
170] PM_8xCD3- | cpr3 de | CEPLLRHGAMDY
scFc VH
171, PM_SXCD3- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
172] PM_8xCD3- | cpro de | SASYRYS
scFc VL
173 PM_SXCD3- CDR3 de QQYDQVRLT
scFc VL
174] PM 8xCD3- OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFe VH WVATISDGGYYTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
175] PM 8xCD3- DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGOAPKS
scFe VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QVRLTFGGGTKLEIK
176] PM 8xCD3- QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVRQAPGKGLE
scFe WVATISDGGYYTYYSDI IKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGOAPKST T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGGGTKLEIK
177] PM 8xCD3- QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVRQAPGKGLE
scFe molécula | WVATISDGGYYTYYSDITKGRFTTSRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
biespeci VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

178

PM_8xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

179,

PM_8xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

180,

PM_8 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

181

PM_8 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QVRLTFGCGTKLEIK

182|

PM_8 CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGCGTKLEIK
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183,

PM_8 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

184/

PM_8 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

185,

PM_8_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQV
RLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

186,

PM_9xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMN

187

PM_9xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITISDGGYYTYYSDIIKG
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188,

PM_9xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

189,

PM_9xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

190,

PM_9xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

191,

PM_9xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDDLRPT

192!

PM_9xCD3-
scFc

VH

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

193,

PM_9xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGGGTKLEIK

194,

PM_9xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIK

195,

PM_9xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

196,

PM_9xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

197

PM_9xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

198,

PM_9 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

199,

PM_9 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYD
DLRPTFGCGTKLEIK

200,

PM_9 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIK

201,

PM_9 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

202,

PM_9 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

203/ PM 9 CCxC QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
D3;-_ WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
Fc delGK VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
serc_ OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDDL
RPTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
molécula TGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
204 PM_10xCD3- CDR1 de DYYMY
scFc VH
205/ PM_10xCD3- CDR2 de IISDHHHWTYYSDIIKG
scFc VH
206 PM_lOXCD3- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
scFc VH
207, PM_lOXCD3- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
208 PM_10xCD3- CDR2 de SASYRYS
scFc VL
209 PM_lOXCD3- CDR3 de QQYDSYPYT
scFc VL
210/ PM 10xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE VH WVAIISDHHHWTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
211] PM 10xCD3- DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKS
scFE VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK
212/ PM 10xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE WVAIISDHHHWTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK
213/ PM 10xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE molécula | WWALIISDHHHWTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
biespecifi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

214,

PM_10xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

215,

PM_10xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDHHHWTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

216,

PM_10_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

217,

PM_10_CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

218,

PM_10_CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK
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219,

PM_10_CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

220,

PM_10_CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

221,

PM_10_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDHHHWTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

222,

PM_11xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

223]

PM_11xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITISDGGYYTYYSDIIKG
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224,

PM_11xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

225,

PM_11xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

226,

PM_11xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

227

PM_11xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDRQPLT

228,

PM_11xCD3-
scFc

VH

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

229,

PM_11xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
ROPLTFGGGTKLEIK

230,

PM_11xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGGGTKLEIK

231,

PM_11xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRO
PLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

232,

PM_11xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

233,

PM_11xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

234,

PM_11 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

235,

PM_11 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
ROPLTFGCGTKLEIK

236,

PM_11 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRO
PLTFGCGTKLEIK

237,

PM_11 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

238,

PM_11 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

239/ PM 11 CCxC QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
D3;- - WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
Fc delGK VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
serc_ OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDRQ
PLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
molécula TGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
240) PM_12xCD3- CDR1 de DYYMN
scFc VH
241 PM_12xCD3- CDR2 de IISDGGYYTYYSDIIKG
scFc VH
242 PM_IZXCD?)- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
scFc VH
243, PM_IZXCD?)- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
244 PM_12xCD3- CDR2 de SASYRYS
scFc VL
245, PM_lZXCD3- CDR3 de QQOYDLLLLT
scFc VL
246 PM 12xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
scFE VH WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
247] PM 12xCD3- DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKS
scFE VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
LLLLTFGGGTKLEIK
248] PM 12xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
scFE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLQOSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGGGTKLEIK
249] PM 12xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
scFE molécula | WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
biespecifi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

250,

PM_12xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

251,

PM_12xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

252,

PM_12_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

253,

PM_12 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
LLLLTFGCGTKLEIK

254,

PM_12_CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGCGTKLEIK

159




255]

PM_12_CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

256,

PM_12 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

257,

PM_12_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDLL
LLTFGCGTKLE IKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

258,

PM_13xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

259,

PM_13xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITISDSTLHTYYSDIIKG

160




260,

PM_13xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

261,

PM_13xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

262,

PM_13xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

263,

PM_13xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDSYPYT

264,

PM_13xCD3-
scFc

VH

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDSTLHTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

265,

PM_13xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK

266,

PM_13xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDSTLHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK

267,

PM_13xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDSTLHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

268,

PM_13xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDSTLHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

269,

PM_13xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDSTLHTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

270,

PM_13 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDSTLHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

271,

PM_13 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

272]

PM_13 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDSTLHTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

273,

PM_13 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDSTLHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

274,

PM_13 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDSTLHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW

162




ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

275! PM 13 CCxC QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
D3;- - WVAIISDSTLHTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
Fc delGK VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
serc_ OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
molécula TGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
HLE KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
biespecifi | TCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
ca PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
276 PM_14xCD3- CDR1 de DYYMY
scFc VH
277) PM_14xCD3- CDR2 de IISDGGYYTYYSDIIKG
scFc VH
278 PM_14XCD3- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
scFc VH
279, PM_14XCD3- CDR1 de KASONVDTNVA
scFc VL
280 PM_14xCD3- CDR2 de SASYRYS
scFc VL
281 PM_14XCD3- CDR3 de QQYDAPMGT
scFc VL
282] PM 14xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE VH WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
283] PM 14xCD3- DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKS
scFE VL LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
APMGTFGGGTKLEIK
284] PM 14xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFv OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGGGTKLEIK
285/ PM 14xCD3- QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
scFE molécula | WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
biespecifi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

286,

PM_14xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

287,

PM_14xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTEFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

288,

PM_14 CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

289,

PM_14 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
APMGTFGCGTKLEIK

290,

PM_14 CCxC
D3-scFc

scFv

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGCGTKLEIK
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291,

PM_14 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

292,

PM_14 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

293,

PM_14_CCxC
D3-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDAP
MGTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

294,

PM_15xCD3-
scFc

CDR1 de
VH

DYYMN

295,

PM_15xCD3-
scFc

CDR2 de
VH

ITSDNKHQTYYSDIIKG
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296,

PM_15xCD3-
scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY

297,

PM_15xCD3-
scFc

CDR1 de
VL

KASQNVDTNVA

298,

PM_15xCD3-
scFc

CDR2 de
VL

SASYRYS

299,

PM_15xCD3-
scFc

CDR3 de
VL

QQYDSYPYT

300.

PM_15xCD3-
scFc

VH

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAITISDNKHQTYYSDITKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

301!

PM_15xCD3-
scFc

VL

DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK

302!

PM_15xCD3-
scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAITISDNKHQTYYSDITIKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK

303!

PM_15xCD3-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDNKHQTYYSDITKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

304,

PM_15xCD3-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAIISDNKHOQTYYSDITKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

305!

PM_15xCD3-
scFc_delGK

molécula
HLE

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKGLE
WVAITISDNKHQTYYSDITKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

306!

PM_15_CCxC
D3-scFc

VH

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAITISDNKHQTYYSDITIKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS

307,

PM_15 CCxC
D3-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKS
LIYSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK

308,

PM_15 CCxC
D3-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAIISDNKHQTYYSDITKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK

309,

PM_15 CCxC
D3-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAITISDNKHQTYYSDITIKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

310/

PM_15 CCxC
D3-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
WVAITISDNKHQOTYYSDITIKGRFAISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSLOSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

311/ PM 15 CCxC | molécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMNWVRQAPGKCLE
D3;- - HLE WVAIISDNKHQTYYSDIIKGRFAISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
scFc delGK bmspecﬁi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

— QMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
ca YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSLQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLQOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
312. PM 76- CDR1 de DYYMY
B10.02 CC x VH
12C0O-scFc
313. PM 76- CDR2 de IISDAGYYTYYSDIIKG
B10.02 CC x VH
12C0-scFc
314. PM 76- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
B10.02 CC x VH
12C0O-scFc
315. PM 76- CDR1 de KASQNVDTNVA
B10.02 CC x VL
12C0-scFc
316. PM 76- CDR2 de SASYRYS
B10.02 CC x VL
12C0O-scFc
317. PM 76- CDR3 de QQYESYPYT
B10.02 CC x VL
12C0-scFc
318. PM 76- VH QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.02 CC x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
12C0-scFc
319, PM 76- VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQOKPGQAPKS
B10.02 CC x LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYE
12C0-scFe SYPYTFGCGTKLEIK
320. PM 76- -y QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.02 CC x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
12C0-scFe VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIK
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321.

PM 76-
B10.02 CC x
12C0-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

322.

PM 76-
B10.02 CC x
12C0O-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

323.

PM 76-
B10.02 CC x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

324.

PM 76-
B10.02 CC x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

325.

PM 76-
B10.02 CC x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

326.

PM 76-
B10.02 CC x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYESY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

327.

PM 76-
B10.08 x
12C0O-scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

328.

PM 76-
B10.08 x
12C0O-scFc

CDR2 de
VH

IISDGGYYTYYSDIIKG

329.

PM 76-
B10.08 x
12C0O-scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY
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330. PM 76- CDRLde | KASONVDTNVA
12CO-scFc
331. | PM 76- CDR2de | SASYRYS
12CO-scFc
332. PM 76- CDR3 de QQYDQOQLIT
12CO-scFc
333, PM 76- VH OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVROAPGKGLE
B10.08 x WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12CO-sec VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQOGTLVTVSS
334, PM 76- VL DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVANY QOKPGOAPKS
B10.08 x LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
12C0-sec QOLITFGGGTKLEIK
335, PM 76- “cFu OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVROAPGKGLE
B10.08 x WVATIISDGGYYTYYSDI IKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
12CO-scFe OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDTNVANYQOKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGGGTKLEIK
336. PM 76- olécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDY YMYWVROAPGKGLE
B10.08 x _ 4 | WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12C0 biespecifi | vyycARGFPLLREGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
-scFe ca OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDTNVAWYQQKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY I SYWAYWGOGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVS PGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVL
337 PM 76- molécula | OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTESDYYMYWVROAPGKGLE
B10.08 HLE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2COsee iespecifi | VY CARGEPLLRHGAMDYNGOGTLVIVS SGGGGSGEGESGCEGSDT
OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDTNVAWYQQKPGOAPKST T
ca YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T SYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLS PGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGESGGGGESGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT
ISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSV
MHEALHNHYTOKSLSLSPGK
338, PM 76- molécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDYYMYWVRQAPGKGLE
B10.08 x HLE WVATISDGGYYTYYSDI IKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA

VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
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12CO-
scFc_delGK

biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTED339TAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWG
QGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC
GSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPAREFSGSL
LGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGD
KTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDW
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEF
LYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

339.

PM 76-
B10.08 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL

340.

PM 76-
B10.08 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

341.

PM 76-
B10.08 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
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KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQD342W
LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT
KNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEF
LYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEL
FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAK
TKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

342. PM 76- CDR1 de DYYMY
B10.08CCx | yiy
12C0O-scFc
343, PM 76- CDR2de | TISDGGYYTYYSDITKG
B10.08CCx | ypy
12C0O-scFc
344, PM 76- CDR3de | CEPLLRHGAMDY
12C0O-scFc
345, PM 76- CDRLde | KASONVDTNVA
12C0O-scFc
346. | PM76- CDR2 de | SASYRYS
12C0O-scFc
347. PM 76- CDR3 de QQYDQOLIT
12C0O-scFc
348, PM 76- VH OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTESDY YMYWVROAPGKCLE
B10.08 CC x WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
12CO-scFc
349. PM 76- VL DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWY QOKPGOAPKS
B10.08 CC x LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCQQYD
LITFGCGTKLEIK
12CO-scFc Q0
350. PM 76- scFy OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVROAPGKCLE
B10.08 CC x WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12CO-SeF VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
sere OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQOKPGOAPKSTT
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCOQYDOQ
LITFGCGTKLEIK
351, PM 76- olécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVROAPGKCLE
B10.08 CC x _ 4 | WYAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2COoscF biespecifi | yyycARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGEESGGGGSDI
sere ca OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQOKPGOAPKSTT
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T SYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVL
352, PM 76- molécula | OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.08CCx | HLE WVATISDGGYYTYYSDI TKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12CO-scFc VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
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biespecifi
ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

353.

PM 76-
B10.08 CC x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

354.

PM 76-
B10.08 CC x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

355.

PM 76-
B10.08 CC x
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
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TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

356, PM 76- molécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVRQAPGKCLE
B10.08CCx | HLE WVATIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
) ... | VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
12C0 CC biespecifi | 5705 pSST.SASVGDRVT T TCKASONVDTNVANYOOKPGOAPKSLT
(103/43)- ca YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQOQYDQQ
scFc_delGK LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARTRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTSYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKT I SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TOKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
357. | PM76- CDRLde | DYYMY
12C0-scFc
358, PM 76- CDR2 de | TISDGGYYTYYSDIIKG
12C0O-scFc
359 PM 76- CDR3 de | GEPLLRHGAMDY
B10.11 x vH
12C0O-scFc
360. PM 76- CDRLde | KASONVDTNVA
B10.11 x VL
12C0O-scFc
361. | PM 76- CDR2de | SASYVYW
B10.11x VL
12C0O-scFc
362. | PM 76- CDR3 de | QOYDOOLTT
12C0O-scFc
363. PM 76- VH QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVRQAPGKGLE
B10.11 x WVATTSDGGYYTYYSDI TKGRFTTSRDNAKNSLYTLOMNSTLKAEDTA
2CO-scFe VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
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364.

PM 76-
B10.11 x
12C0-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QOLITFGGGTKLEIK

365.

PM 76-
B10.11 x
12CO-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIK

366.

PM 76-
B10.11 x
12C0O-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

367.

PM 76-
B10.11 x
12C0O-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

368.

PM 76-
B10.11 x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
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CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

369.

PM 76-
B10.11 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

370.

PM 76-
B10.11 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

371.

PM 76-
B10.11 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
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372.

PM 76-

DYYMY

CDR1 de
B10.11 CC x VH
12C0-scFc
373. PM 76- CDR2 de IISDGGYYTYYSDIIKG
B10.11 CC x VH
12CO-scFc
374. PM 76- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
B10.11 CC x VH
12CO-scFc
375. PM 76- CDR1 de KASQNVDTNVA
B10.11 CC x VL
12C0-scFc
376. PM 76- CDR2 de SASYVYW
B10.11 CC x VL
12C0-scFc
377. | PM76- CDR3de | QQYDOOLIT
B10.11 CC x VL
12C0-scFc
378. PM 76- VH QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.11 CC x WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
12C0O-scFc
379. PM 76- VL DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQOAPKS
B10.11 CC x LIYSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
12C0-scEc QOLITFGCGTKLEIK
380. PM 76- scFv QOVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.11 CC x WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12C0-scEc VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGCGTKLEIK
381. PM 76- molécula QOVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.11 CC x bi i WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12C0-scFe lespeci VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
ca OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
382. PM 76- molécula | QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.11 CC x HLE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
. . | VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
12C0O-scFc biespecifi

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
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KLTVDKSRWOQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

383.

PM 76-
B10.11 CCx
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

384.

PM 76-
B10.11 CCx
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

385.

PM 76-
B10.11 CCx
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEW
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ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

386. PM 76- molécula | QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.11 CC x HLE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQOMNSLKAEDTA
12€0 CC biespecifi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI

(103/43)- ca YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQOYDQQ

scFc_delGK LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLQOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQQKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

387. PM 76- CDR1de | PYYMY
12C0O-scFc

388. PM 76- CDR2 de IISDAGYYTYYSDIIKG
12C0-scFc

389. PM 76- CDR3 de GFPLLRHGAMDY
12C0O-scFc

390. PM 76- CDR1 de KASQNVDANVA
12C0-scFc

391. PM 76- CDR2 de SASYRYS
12C0O-scFc

392. PM 76- CDR3 de QQYDQQLIT
12C0-scFc

393, PM 76- VH QOVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
B10.14 x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA

VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
12C0-scFc

394. PM 76- VL DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQOQKPGQAPKS
B10.14 x LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQOSEDFATYYCQQYD
12C0-scEc OQLITFGGGTKLEIK

395, PM 76- scFy OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
B10.14 x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12C0-scEc VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIK
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396.

PM 76-
B10.14 x
12C0-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTEFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

397.

PM 76-
B10.14 x
12C0O-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

398.

PM 76-
B10.14 x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

399.

PM 76-
B10.14 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
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TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

400.

PM 76-
B10.14 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

401.

PM 76-
B10.14 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

402.

PM 76-
B10.14 CC x
12C0O-scFc

CDR1 de
VH

DYYMY

403.

PM 76-
B10.14 CC x
12C0O-scFc

CDR2 de
VH

ITISDAGYYTYYSDIIKG

404.

PM 76-
B10.14 CC x
12C0O-scFc

CDR3 de
VH

GFPLLRHGAMDY
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405, PM 76- CDRLde | KASONVDANVA
B10.14CCx |y,
12CO-scFc
406. PM 76- CDR2 de SASYRYS
B10.14CCx |y
12CO-scFc
407. | PM76- CDR3de | QQYDOOLIT
B10.14CCx |y
12CO-scFc
208, PM 76- VH OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVROAPGKCLE
B10.14 CC x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2CO-scFe VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQOGTLVTVSS
200. PM 76- VL DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVANY QOKPGOAPKS
B10.14 CC x LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
12CO.scFe QOLITFGCGTKLEIK
410. PM 76- “cFu OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVROAPGKCLE
810.14 CC x WVATISDAGYYTYYSDI TKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
12CO-scFe OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDANVANYQOKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGCGTKLEIK
411, PM 76- olécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDY YMYWVROAPGKCLE
B10.14 CC x _ 4 | WVATIISDAGYYTYYSDIIKGRETISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
12C0 biespecifi | vyycARGFPLLREGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
-scFe ca OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDANVAWYQQKPGOAPKSL T
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY I SYWAYWGOGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVS PGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVOPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL
412, PM 76- molécula | OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTESDYYMYWVRQAPGKCLE
B10.14 ¢Cx | HLE WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2CO-scFe iespecifi | VY CARGEPLLRHGAMDYNGOGTLVIVS SGGEGSGEGESGCEGS DT
OMTQSPSSLSASVGDRVT I TCKASONVDANVAWYQQKPGOAPKST T
ca YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGOGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTTISKAKGQPREPQOVYTLPPSREEMTKNO
VSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHY TOKSLSLS PGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGESGGGGESGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT
I SKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNOVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSV
MHEALHNHYTOKSLSLSPGK
413 PM 76- molécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDYYMYWVRQAPGKCLE
810.14 CCx | HLE WVATISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA

VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
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12CO-
scFc_delGK

biespecifi
ca

YSASYRYSDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

414,

PM 76-
B10.14 CCx
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL

415.

PM 76-
B10.14 CCx
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

416.

PM 76-
B10.14 CC x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
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KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK
417. PM 76- CDR1 de DYYMY
12C0O-scFc
418, PM 76- CDR2de | TISDAGYYTYYSDITKG
12C0O-scFc
419. PM 76- CDR3de | CEPLLRHGAMDY
12C0O-scFc
420. PM 76- CDRLde | KASONVDANVA
12C0O-scFc
421. PM 76- CDR2 de SASYVYW
12C0O-scFc
422. PM 76- CDR3 de QQYDQOLIT
12C0O-scFc
423 PM 76- VH OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTESDY YMYWVROAPGKGLE
B10.17 x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
12CO-scFc ©
424, PM 76- VL DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVAWY QOKPGOAPKS
810.17 x LIYSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCQQYD
LITFGGGTKLEIK
12CO-scFc Q0
425 PM 76- scFy OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVROAPGKGLE
810.17 x WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2CO.Sc VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
sere OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVAWYQOKPGOAPKSTT
YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCOQYDOQ
LITFGGGTKLEIK
4726. PM 76- olécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVROAPGKGLE
B10.17 x _ 4 | WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
2 COmsc biespecifi | yyycARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGEESGGGGSDI
sere ca OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVAWYQOKPGOAPKSTT
YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVOSEDFATYYCOQYDOO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVOLVESGGGLVOPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARTIRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY T SYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQOPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVL
427, PM 76- molécula | OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDYYMYWVRQAPGKGLE
810.17 x HLE WVATISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12CO.scc VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
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biespecifi
ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

428.

PM 76-
B10.17 x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

429.

PM 76-
B10.17 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

430.

PM 76-
B10.17 x
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQOAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
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TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

431, PM 76- molécula | QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDY YMYWVRQAPGKGLE
B10.17 x HLE WVATISDAGYYTYYSDT TKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSTLKAEDTA
) ... | VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
12C0 CC biespecifi | 11705pSSLSASVGDRVTITCKASONVDANVANY 00K PGOAPKST T
(103/43)- ca YSASYVYWDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQOQYDQQ
scFc_delGK LITFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARTRSKYNNYATYYADSVKDRFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYTSYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSOTVVTQEPSLTVS PGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNY PNWVQQKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLS PGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTIS
KAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDTAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
432. PM 76- CDR1 de DYYMY
12C0O-scFc
433, PM 76- CDR2 de ITSDAGYYTYYSDIIKG
12CO-scFc
434, PM 76- CDR3 de | GEPLLRHGAMDY
B10.17CCx | vy
12CO-scFc
435, PM 76- CDRLde | KASONVDANVA
B10.17CCx |y
12CO-scFc
436. PM 76- CDR2 de SASYVYW
B10.17CCx |y,
12C0-scFc
437. PM 76- CDR3 de QQYDQOLIT
12C0-scFc
438, PM 76- VH OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVROAPGKCLE
B10.17 CC x WVATITISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
12C0-scFe VYYCARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSS
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439.

PM 76-
B10.17 CCx
12C0-scFc

VL

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQKPGQAPKS
LIYSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
QOLITFGCGTKLEIK

440.

PM 76-
B10.17 CCx
12CO-scFc

scFv

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIK

441.

PM 76-
B10.17 CC x
12C0O-scFc

molécula
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

442,

PM 76-
B10.17 CC x
12C0O-scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

443,

PM 76-
B10.17 CC x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDANVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWQOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
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CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

444,

PM 76-
B10.17 CCx
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

445,

PM 76-
B10.17 CCx
12C0 CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDAGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQOQ
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

446.

PM 76-
B10.17 CC x
12C0 CC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAITISDAGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDANVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYVYWDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDQO
LITFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
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447.

PM 76-B10 x

DYYMY

CDR1 de
12CO-scFc VH
448. PM 76-B10X | cpR2 de IISDGGYYTYYSDIIKG
12C0-scFc VH
449, PM 76-B10 x CDR3 de GFPLLRHGAMDY
12CO-scFc VH
450. PM 76-B10 x CDR1 de KASQNVDTNVA
12C0-scFc VL
451. PM 76-B10 x CDR2 de SASYRYS
12C0-scFc VL
452. PM 76-B10 x CDR3 de QQYDSYPYT
12C0O-scFc VL
453. PM 76-B10x | \/y QOVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
12C0-scFc WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
454. PM 76-B10x |y DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOQKPGQAPKS
12C0-scFc LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGGGTKLEIK
455. PM 76-B10X | ccpy OVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
12CO-scFe WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIK
456. PM 76-B10X | molécula QOVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
12CO-scFc . | WWAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
biespecifi | vycARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDT
ca OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL
457. PM 76-B10 x | molécula | QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
12C0-scFc HLE WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
biespecifi VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFELYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT

190




ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

458.

PM 76-B10 x
12CO-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTEFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

459.

PM 76-B10 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

460.

PM 76-B10 x
12C0O CC
(103/43)-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAITISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

461.

PM 76-B10 x
12C0 CC

molécula
HLE

QVOQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKGLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
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(103/43)- biespecifi | QMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQOKPGQAPKSLI
scFe delGK ca YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
- PYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLQOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
462. PM 76-B10 CDR1 de DYYMY
CCx 12C0- VH
scFc
463. PM 76-B10 CDR2 de IISDGGYYTYYSDIIKG
CCx 12C0- VH
scFc
464. PM 76-B10 CDR3 de GFPLLRHGAMDY
CCx 12C0- VH
scFc
465. PM 76-B10 CDR1 de KASQNVDTNVA
CCx 12C0- VL
scFc
466. PM 76-B10 CDR2 de SASYRYS
scFc
467. PM 76-B10 CDR3 de QQYDSYPYT
CCx 12C0- VL
scFc
468. PM 76-B10 VH QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
CC x 12C0- WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
scFe VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSS
469. PM 76-B10 VL DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKS
CC x 12C0- LIYSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYD
SYPYTFGCGTKLEIK
scFc
470. PM 76-B10 scFv QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
CC x 12C0- WVAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
scFc OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQOAPKSLI
YSASYRYSDVPSRFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIK
471. PM 76-B10 molécula QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
CC x 12€C0- . | WWAIISDGGYYTYYSDIIKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLKAEDTA
ccFc biespecifi | vycARGFPLLRHGAMDYWGOGTLVTVSSGGGGSGEEESGGGGSDT

ca

OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
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RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL

472.

PM 76-B10
CCx 12C0-
scFc

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

473.

PM 76-B10
CCx 12Co-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFEFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

474.

PM 76-B10
CCxI2COCC
(103/43)-
scFc

molécula
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGEFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSREFSGSASGTDEFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL

475.

PM 76-B10
CCx12C0 CC

molécula
HLE

QVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITIKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
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(103/43)-
scFc

biespecifi
ca

VYYCARGEFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTNVAWYQQKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELE
PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT
KPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT
ISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

476.

PM 76-B10
CCxl2cocCcC
(103/43)-
scFc_delGK

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGFTFSDYYMYWVRQAPGKCLE
WVAIISDGGYYTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLKAEDTA
VYYCARGFPLLRHGAMDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDI
OMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVDTNVAWYQQOKPGQAPKSLI
YSASYRYSDVPSRESGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYCQQYDSY
PYTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTIS
RDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYCGQGT
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTCGSS
TGAVTSGNYPNWVQOKPGQCPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGG
KAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTH
TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

477.

bisagra de
IgG1

DKTHTCPPCP

478.

bisagra de
1gG2

ERKCCVECPPCP

479.

bisagra de
1gG3

ELKTPLDTTHTCPRCP

480.

bisagra de
IgG4

ESKYGPPCPSCP

481.

EGFRvllliccxI2
C-bisagra-
CH2-CH3-
enlazador-
bisagra-CH2-
CH3

(DF9)

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVOQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGFTFRNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAVIWYDGSDKYYADSVRGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARDGYDILTGNPRDEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGG
SDTVMTQTPLSSHVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQORP
GOPPRLLIYRISRRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLEISRVEAEDVGVY
YCMQSTHVPRTEFGCGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLK
LSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADS
VKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISY
WAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGT
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VILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
GGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTV
LHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
KGGGGSGGGGSGGGGESGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDG
VEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

482.

EGFRvlllicexI2
C-bisagra-
CH2-CH3-
enlazador-
CH2-CH3
(T2G)

molécula
biespecifi
ca

HLE

QVQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGEFTFRNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAVIWYDGSDKYYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARDGYDILTGNPRDEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGG
SDTVMTQTPLSSHVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQRP
GQPPRLLIYRISRRESGVPDREFSGSGAGTDFTLEISRVEAEDVGVY
YCMQSTHVPRTFGCGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLK
LSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADS
VKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISY
WAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGT
VILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKEFLAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
GGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTV
LHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
KGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSAPELLGGPSVELEPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
CEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

483.

EGFRvlllcexI2
C- bisagra-
CH2-
enlazador-
bisagra-CH2-
CH3-
enlazador-
CH3

(D3L)

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGFTFRNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAVIWYDGSDKYYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARDGYDILTGNPRDEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGG
SDTVMTQTPLSSHVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQORP
GOPPRLLIYRISRRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLEISRVEAEDVGVY
YCMQSTHVPRTFGCGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLK
LSCAASGFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADS
VKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISY
WAYWGQGTLVTIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGT
VILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
GGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTV
LHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVL
TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGQPREPOQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

484.

EGFRvlllcexI2
C- bisagra-
CH2-

molécula
HLE

QVQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGFTFRNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAVIWYDGSDKYYADSVRGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARDGYDILTGNPRDEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGG
SDTVMTQTPLSSHVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQORP
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enlazador-
CH2-CH3-
enlazador-
CH3

(T71)

biespecifi
ca

GQOPPRLLIYRISRRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLEISRVEAEDVGVY
YCMQSTHVPRTFGCGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLK
LSCAASGFTENKYAMNWVROQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADS
VKDRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISY
WAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGT
VILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEFGGGTKLTVL
GGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTV
LHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

485.

EGFRvlllicexI2
C-CH2-
enlazador-
CH2-CH3-
enlazador-
CH3

(K6C)

molécula
HLE
biespecifi
ca

QVQLVESGGGVVQSGRSLRLSCAASGEFTFRNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAVIWYDGSDKYYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARDGYDILTGNPRDEDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGG
SDTVMTQTPLSSHVTLGQPASISCRSSQSLVHSDGNTYLSWLQQORP
GQPPRLLIYRISRRESGVPDREFSGSGAGTDFTLEISRVEAEDVGVY
YCMQSTHVPRTFGCGTKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLK
LSCAASGEFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADS
VKDREFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISY
WAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGT
VILTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKEFLAPGTPAR
FSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVEGGGTKLTVL
GGGGAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVD
GVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGE
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK

486.

bisagra de
1gG3

ELKTPLGDTTHTCPRCP

487.

bisagra de
lgG1

EPKSCDKTHTCPPCP
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