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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento variable de cadena Unica aislada (scFv) que comprende:

a)

b)

una region variable de cadena pesada (VH), un enlazador (L) y una region

variable de cadena ligera (VL), caracterizado porque el scFv comprende:

(O] un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta en
la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;

(i) un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

(iii) el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo
enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la segunda L Cys; o

una VH, un L y una VL, en donde:

0) la VH comprende una VH Cys en una posicion del residuo de marco de
la VH expuesta en la superficie conservada estructuralmente y el L
comprende una primera L Cys;

(i) la VL comprende una VL Cys en una posicion del residuo de marco de la VL
expuesta en la superficie conservada estructuralmente y el L
comprende una segunda L Cys; o

(iii) la VH comprende la VH Cys en una posicion del residuo de marco de la
VH expuesta en la superficie conservada estructuralmente, la VL
comprende la VL Cys en una posicion del residuo de marco de la VL
expuesta en la superficie conservada estructuralmente y el L
comprende la primera L Cys y la segunda L Cys, en donde la VH
Cys y la primera L Cys son capaces de formar un enlace disulfuro y
la VL Cys y la segunda L Cys son capaces de formar un enlace

disulfuro.

2. El scFv de la reivindicacion 1, caracterizado porque:

a)

la distancia entre la VH Cys y la VL Cys es de aproximadamente 7 A a

aproximadamente 9 A;



b)

©)

la VH Cys esta en H3, H5, H40, H43, H46 o H105, en donde la numeracion de
los residuos es de acuerdo con Chothia; o
la VL Cys esta en L3, L5, L39, L42, L45, L100 o L102, en donde la numeracion

de los residuos es de acuerdo con Chothia.

3. El scFv de la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, caracterizado porque:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
)]
),
K)
D
m)
n)
0)
P)
a)
r
s)
t)

la VH Cys esta en H105 y la VL Cys esta en L42;
la VH Cys esta en H43 y la VL Cys esta en L100;
la VH Cys esta en H3 y la VL Cys esta en L3;

la VH Cys estd en H3 y la VL Cys esta en L5;

la VH Cys esta en H3 y la VL Cys esta en L39;

la VH Cys estd en H3 y la VL Cys esta en L42;

la VH Cys esta en H3 y la VL Cys esta en L45;

la VH Cys estd en H3 y la VL Cys esta en L100;
la VH Cys esta en H3 y la VL Cys esta en L102;
la VH Cys esta en H5 y la VL Cys esta en L3;

la VH Cys esta en H5 y la VL Cys esta en L5;

la VH Cys esta en H5 y la VL Cys esta en L39;

la VH Cys esta en H5 y la VL Cys est4 en L42;

la VH Cys esta en H5 y la VL Cys esta en L45;

la VH Cys estd en H5 y la VL Cys esta en L100;
la VH Cys esta en H5 y la VL Cys esta en L102;
la VH Cys estd en H40 y la VL Cys esta en L3;

la VH Cys esta en H40 y la VL Cys esta en L5;

la VH Cys esta en H40 y la VL Cys esta en L39;
la VH Cys esta en H40 y la VL Cys esta en L42;
la VH Cys esta en H40 y la VL Cys esta en L45;
la VH Cys estd en H40 y la VL Cys esta en L100;
la VH Cys esta en H40 y la VL Cys esta en L102;
la VH Cys estd en H43 y la VL Cys esta en L3;

la VH Cys esta en H43 y la VL Cys esta en L5;

la VH Cys estad en H43 y la VL Cys esta en L39;



aa)
bb)
cC)
dd)
ee)
ff)
99)
hh)
i)
)]
kk)
1))

la VH Cys est& en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys esta en
la VH Cys est& en
la VH Cys esta en

la VH Cys esta en

mm) la VH Cys esta en

nn)
00)

pp)

la VH Cys esta en
la VH Cys esta en

H43 y la VL Cys estéa en L42;
H43 y la VL Cys esté en L45;
H43 y la VL Cys esta en L102;
H46 y la VL Cys esta en L3;
H46 y la VL Cys esta en L5;
H46 y la VL Cys est4 en L39;
H46 y la VL Cys est4 en L42;
H46 y la VL Cys esta en L45;
H46 y la VL Cys esta en L100;
H46 y la VL Cys estéa en L102;
H105 y la VL Cys esta en L3;
H105 y la VL Cys esta en L5;
H105 y la VL Cys esta en L39;
H105 y la VL Cys esta en L45;
H105 y la VL Cys esta en L100; o

la VH Cys esta en H105 y la VL Cys esta en L102; en donde la humeracion

de residuos es de acuerdo con Chothia;

4. El scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque:

a) el L comprende una secuencia de aminoacidos contigua derivada de una regién

b)

bisagra de una inmunoglobulina (1g); opcionalmente en donde:

)

i)

la regiéon bisagra de la Ig se deriva de una regién bisagra de la Ig

humana o no humana; o

humana;

la region bisagra de la Ig se deriva de la regién bisagra de la Ig

en donde la regién bisagra de la Ig humana es un isotipo 1gG1, 1gG2, 1gG3 o
1gG4;

el L comprende una secuencia de aminoacidos C(X),C (SEQ ID NO: 23), en

donde X es glicina (Gly), serina (Ser), prolina (Pro), alanina (Ala), arginina

(Arg), asparagina (Asn), acido aspartico (Asp), &cido glutamico (Glu),

glutamina (GIn), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys),

fenilalanina (Phe), treonina (Thr), tript6fano (Trp) o tirosina (Tyr), y y €s un



d)

9)

entero de 1 a 3; opcionalmente en donde, el L comprende una secuencia de
aminoéacidos C(X),C (SEQ ID NO: 24), en donde X es Gly, Ser o Pro, y y es
un entero de 1 a 3;
el L comprende la secuencia de aminoacidos CPC, CGC, CSC, CPPC (SEQ ID
NO: 1), CGPC (SEQ ID NO: 28), CPGC (SEQ ID NO: 29), CGGC (SEQ ID NO:
30), CSPG (SEQ ID NO: 31), CPSC (SEQ ID NO: 32), CSSC (SEQ ID NO:
33), CGSC (SEQ ID NO: 34), CSGC (SEQ ID NO: 35), CPPPC (SEQ ID NO:
36), CGPPC (SEQ ID NO: 37), CPGPC (SEQ ID NO: 38), CPPGC (SEQ ID NO:
39), CGGPC (SEQ ID NO: 40), CPGGC (SEQ ID NO: 41), CGGGC (SEQ ID
NO: 42), CSPPC (SEQ ID NO: 43), CPSPC (SEQ ID NO: 44), CPPSC (SEQ ID
NO: 45), CSSPC (SEQ ID NO: 46), CPSSC (SEQ ID NO: 47), CSSSC (SEQ ID
NO: 48), CGSPC (SEQ ID NO: 49), CPGSC (SEQ ID NO: 50), CSGPC (SEQ ID
NO: 51) o CPSGC (SEQ ID NO: 52);
el L comprende de aproximadamente 14 a aproximadamente 19
aminoacidos, tal como aproximadamente 14, aproximadamente 15,
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18 o
aproximadamente 19 aminoacidos;
el L comprende la secuencia de aminoacidos (X)nC(X),C(X)» (SEQ ID NO:
25); en donde X es Gly, Ser, Pro, Ala, Arg, Asn, Asp, Glu, GIn, His, lle, leu,
Lys, Phe, Thr, Trpo Tyr, mes un enterode 6 a9, yesunenterode 1a3y
n es un entero de 4 a 6; opcionalmente en donde:
)] el L comprende la secuencia de aminoacidos (X)mC(X)yC(X), (SEQ ID
NO: 26); en donde X es Gly, Ser, Pro, Ala, Arg, Asn, Asp, Glu, GIn,
His, lle, Leu, Lys, Thr o Tyr, m es un entero de 6 a 9, y es un entero
dela3ynesunenterode4ab;o
i) el L comprende la secuencia de aminoacidos (X)mC(X),C(X), (SEQ ID
NO: 27); en donde X es Gly o Pro, m es un entero de 6 a 9, y es un
enterode 1 a 3y n es un entero de 4 a 6;
el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de ident.:
2,3,4,5,607;
o

el scFv esta en la orientacién VL-L-VH.



5. Un scFv que comprende:

a)

b)

d)

f)

una VH, un L y una VL, caracterizado porque:

i) la VH comprende Cys en H105;

ii) la VL comprende Cys en L42;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H105;

ii) la VL comprende Cys en L39;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de

ident.: 2, 3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

i) la VH comprende Cys en H5;

ii) la VL comprende Cys en L42;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nims. de

ident.: 2, 3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H5;

i) la VL comprende Cys en L45;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nims. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientaciéon VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H5;

i) la VL comprende Cys en L39;

i) el L comprende una secuencia de aminoécidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VL-L-VH;
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h)

1)

K)

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H3;

i) la VL comprende Cys en L42;

i) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con niums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

)] la VH comprende Cys en H3;

i) la VL comprende Cys en L45;

i) el L comprende una secuencia de aminoécidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

i) la VH comprende Cys en H3;

1)) la VL comprende Cys en L39;

i) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2, 3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VL-L-VH;

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H43;

ii) la VL comprende Cys en L100;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H43;

ii) la VL comprende Cys en L102;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con niums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

i) la VH comprende Cys en H43;



p)

Q)

i) la VL comprende Cys en L5;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H43;

ii) la VL comprende Cys en L3;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H40;

ii) la VL comprende Cys en L100;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nims. de
ident.: 2, 3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H40;

ii) la VL comprende Cys en L102;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacién VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H40;

i) la VL comprende Cys en L5;

iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con niums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

una VH, un L y una VL, en donde:

)} la VH comprende Cys en H40;

i) la VL comprende Cys en L3;



i) el L comprende una secuencia de aminoécidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y
iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.
r) unaVH, un Ly una VL, en donde:
i) la VH comprende Cys en H46;
)] la VL comprende Cys en L100;
i) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2, 3,4,5,607;y
iv) el scFv esta en la orientacién VH-L-VL.
s) una VH, un L y una VL, en donde:
)} la VH comprende Cys en H46;
i) la VL comprende Cys en L102;
i) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con niums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y
iv) el scFv esta en la orientaciéon VH-L-VL.
t) una VH, un L y una VL, en donde:
)} la VH comprende Cys en H46;
i) la VL comprende Cys en L5;
i) el L comprende una secuencia de aminoécidos de las sec. con nums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

u) una VH, un Ly una VL, en donde:
)} la VH comprende Cys en H46;
i) la VL comprende Cys en L3;
iii) el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con niums. de
ident.: 2,3,4,5,607;y

iv) el scFv esta en la orientacion VH-L-VL.

6. El scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque:
a) el L comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3;

b) el L comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 6; o



©)

el L comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7.

7. El scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el scFv

se conjuga con una segunda molécula; opcionalmente en donde:

a)

b)

la segunda molécula es una entidad que prolonga la vida media;

opcionalmente en donde, la entidad que prolonga la vida media es una

inmunoglobulina (1g), un fragmento de la Ig, una region constante de Ig, un

fragmento de la regién constante de Ilg, una regidon Fc, transferrina,

albumina, un dominio de unién a albumina o polietilenglicol;

la segunda molécula es:

)} un agente citotoxico;

i) una etiqueta detectable;

iii) un anticuerpo o fragmento de este; opcionalmente en donde, el scFv y el
anticuerpo o el fragmento de este se unen a antigenos distintos; o

iv) receptor de antigeno quimérico (CAR).

8. Una composicion farmacéutica que comprende el scFv de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7 y un portador farmacéuticamente aceptable.

9. Un

polinucleétido que codifica el scFv de una cualquiera de las reivindicaciones

latv.

10.

11.

10.

12.
71

Un vector que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 9.

Una linea de células huésped que comprende el vector de la reivindicacion

Un método para producir el scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacion 11 en

condiciones en las que se produce el scFv, y purificar el scFv; opcionalmente en

donde, la célula huésped es una célula procariota o una célula eucariota.
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13. Un anticuerpo antiidiotipo que se une al scFv de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7.

14. Un kit que comprende el scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

15. Una molécula multiespecifica que comprende el scFv de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7.

16. La molécula multiespecifica de la reivindicacién 15, caracterizada porque la
molécula multiespecifica comprende:

a) un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo; o

b) una regién constante de Ig o un fragmento de la region constante de Ig;
opcionalmente en donde, el fragmento de la regién constante de Ig
comprende:
)} una region Fc;
i) un dominio CH2;
iii) un dominio CH3;
iv) un dominio CH2 y un dominio CH3;
V) al menos una porcién de una bisagra, el dominio CH2 y el dominio

CH3; o

Vi) la bisagra, el dominio CH2 y el dominio CH3.

17. La molécula multiespecifica de la reivindicacion 16, caracterizada porque el scFv:

a) se conjuga con el N-terminal de la regiéon constante de Ig o con el N-
terminal del fragmento de la region constante de Ig; o

b) se conjuga con el C-terminal de la regién constante de Ig o con el N-

terminal del fragmento de la region constante de Ig.

18. La molécula multiespecifica de la reivindicacion 16 o la reivindicacion 17,
caracterizada porque:
a) la region constante de Ig o el fragmento de la regidon constante de Ig es un

isotipo 1gG1, 1gG2, e 1gG3 o 1gG4;



b)

d)

11

la regién constante de Ig o el fragmento de la regidn constante de Ig
comprende al menos una mutacion que da como resultado la unién reducida
de la molécula multiespecifica al FcyR; opcionalmente en donde, la al menos
una mutacién que da como resultado la unién reducida de la molécula

multiespecifica a FcyR se selecciona del grupo que consiste en F234A/L235A,

L234A/L235A, L234A/L235A/D265S, V234A/G237A/
P238S/H268A/V309L/A330S/P331S, F234A/L235A, S228P/F234A/ L235A,
N297A, V234A/G237A, K214T/E233P/ L234V/L235A/G236-
delecionada/A327G/P331A/D365E/L358M, H268Q/V309L/A330S/P331S,
S267E/L328F, L234F/L235E/D265A,
L234A/L235A/G237A/P238S/H268A/A330S/P331S,

S228P/F234A/L235A/G237A/P238S y S228P/F234A/L235A/G236-

delecionada/G237A/P238S, en donde la numeracion de residuos es de
acuerdo con el indice EU;

la region constante de Ig o el fragmento de la regién constante de Ig
comprende al menos una mutacion que da como resultado la unién
potenciada de la molécula multiespecifica al FcyR; opcionalmente en
donde, la al menos una mutacibn que da como resultado la unién
potenciada de la molécula multiespecifica al FcyR se selecciona del grupo
que consiste en S239D/1332E, S298A/E333A/K334A,
F243L/R292P/Y300L, F243L/R292P/Y300L/P396L,
F243L/R292P/Y300L/V3051/P396L y G236A/S239D/1332E, en donde la
numeracion de residuos es de acuerdo con el indice EU;

la regiéon constante de Ig o fragmento de la regidén constante de Ig comprende
al menos una mutacibn que modula una vida media de la molécula
multiespecifica; opcionalmente en donde, la al menos una mutaciéon que
modula la vida media de la molécula multiespecifica se selecciona del grupo
que consiste en H435A, P2571/N434H, D376V/N434H,
M252Y/S254T/T256E/H433K/N434F, T308P/N434A y H435R, en donde la
numeracion de residuos es de acuerdo con el indice EU; o

la regiéon constante de Ig o fragmento de la regidén constante de Ig comprende

al menos una mutacion en el dominio CH3; opcionalmente en donde, la al
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menos una mutacién en el dominio CH3 se selecciona del grupo que consiste
en T350V, L351Y, F405A,Y407V, T366Y, T366W, F405W, T394W, T394S,

Y407T, Y407A, T366S/L368A/Y407V, L351Y/F405A/Y407V,
T3661/K392M/T394W, F405A/Y407V, T366L/K392M/T394W, L351Y/Y407A,
T366A/K409F, L351Y/Y407A, T366V/K409F, T366A/K409F,

T350V/L351Y/F405A/Y407V 'y T350V/T366L/K392L/T394W, en donde la

numeracion de residuos es de acuerdo con el indice EU.

19. La molécula multiespecifica de la reivindicacién 18, caracterizada porque el FcyR

es FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB o FcyRII, o cualquier combinacion de estos.

20. La molécula multiespecifica de una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19,
caracterizada porque:
a) la molécula multiespecifica es biespecifica;
b) Ila molécula multiespecifica es triespecifica; o

c) la molécula multiespecifica es tetraespecifica.

21. Una composicion farmacéutica que comprende la molécula multiespecifica
de wuna cualquiera de las reivindicaciones 15 a 20 y un portador

farmacéuticamente aceptable.

22. Una molécula heterbéloga que comprende el scFv de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7.

23. La molécula heterdloga de la reivindicacion 22, caracterizada porque el scFv se
conjuga con una segunda proteina, un polinucleétido, un agente terapéutico, un
agente citotéxico o una etiqueta detectable; opcionalmente en donde, la segunda
proteina es:

a) un anticuerpo o un fragmento de este;
b) un supercéntigo alternativo; o

€) un receptor de antigeno quimérico (CAR) o un fragmento de este.
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24. La molécula heteréloga de la reivindicacion 22 o la reivindicacion 23,
caracterizada porque la molécula heteréloga es:
a) monoespecifica;
b) multiespecifica;
c) biespecifica;
d) triespecifica; o

e) tetraespecifica.
25. Una composicion farmacéutica que comprende la molécula heteréloga de una
cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24 y un portador farmacéuticamente

aceptable.

26. Un proceso para preparar un scFv estabilizado, que comprende:

a)

0) proporcionar una region variable de cadena pesada (VH) y una regiéon
variable de cadena ligera (VL) que forman un dominio de unién al
antigeno;

(i) proporcionar un enlazador (L) que comprende o se maodifica
genéticamente para que comprenda una primera L Cys;

(i) modificar genéticamente la VH para que comprenda una VH Cys en una

posicién del residuo de marco de la VH expuesta en la superficie
conservada estructuralmente; y

(iv) formar un enlace disulfuro entre la VH Cys y la primera L Cys para
preparar el scFv estabilizado.

b)

(i) proporcionar una VH y una VL que forman un dominio de unién al
antigeno;

(i) proporcionar un L que comprende o se modifica genéticamente para que
comprenda una segunda L Cys;

(iii) modificar genéticamente la VL para que comprenda una VL Cys en una
posicion del residuo de marco de la VL expuesta en la superficie

conservada estructuralmente; y
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(iv) formar un enlace disulfuro entre la VL Cys y la segunda L Cys para
preparar el scFv estabilizado. o
proporcionar una VH y una VL que forman un dominio de union al
antigeno; o

c)

(i) proporcionar un L que comprende o se modifica genéticamente para
que comprenda una primera L Cys y una segunda L Cys;

(i) modificar genéticamente la VH para que comprenda una VH Cys en una
posicion del residuo de marco de la VH expuesta en la superficie
conservada estructuralmente;

(iii) modificar genéticamente la VL para que comprenda una VL Cys en una
posiciéon del residuo de marco de la VL expuesta en la superficie
conservada estructuralmente; y

(iv)formar un enlace disulfuro entre la VH Cys y la primera L Cys y un
enlace disulfuro entre la VL Cys y la segunda L Cys para preparar el

scFv estabilizado.

27. El proceso de la reivindicacién 26, caracterizado porque el scFv estabilizado:
a) es el scFv de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; o
b) se une a un antigeno con afinidad comparable en comparacion con un scFv de

control que carece de los enlaces disulfuro.

28. Un proceso para preparar un scFv estabilizado, que comprende:
a) proporcionar un polinucleétido que codifica una VH, un L y una VL,
caracterizado porque
i. la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L42;

ii. la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en un

L100;
iii. la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L3;
iv. la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L5;
V. la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L39;

Vi. la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L42;



Vil.

viii.

Xi.
Xii.
Xiii.
Xiv.
XV.
XVi.
XVii.
XViii.
XiX.
XX.
XXI.
XXii.
XXiii.
XXiV.
XXV.
XXVi.
XXVii.
XXViil.
XXiX.
XXX.
XXXI.
XXXIi.
XXXiil.
XXXIV.
XXXV.
XXXVi.

XXXVil.

XXXViil.
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la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L45;

la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L100;

la VH comprende Cys en H3 y la VL comprende Cys en L102;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L3;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L5;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L39;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L42;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L45;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L100;

la VH comprende Cys en H5 y la VL comprende Cys en L102;

la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L3;

la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L5;

la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L39;
la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L42;
la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L45;
la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L100;
la VH comprende Cys en H40 y la VL comprende Cys en L102;
la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L3;

la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L5;

la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L39;
la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L42;
la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L45;
la VH comprende Cys en H43 y la VL comprende Cys en L102;
la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L3;

la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L5;

la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L39;
la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L42;
la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L45;
la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L100;
la VH comprende Cys en H46 y la VL comprende Cys en L102;
la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L3;
la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L5;



b)
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XXXiX. la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L39;

xl. la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L45;

xli. la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L100;
o

xlii. la VH comprende Cys en H105 y la VL comprende Cys en L102,

en donde la numeracion de residuos es de acuerdo con Chothia;

el L comprende una secuencia de aminoacidos de las sec. con nums. de
ident.: 2, 3,4,5,607;y

expresar el polinucleétido en una célula huésped para producir el scFv

estabilizado.

29. El proceso de la reivindicacion 28, caracterizado porque la célula huésped es

una célula procariota o una célula eucariética.

30. Un fragmento variable de cadena unica aislada (scFv) que comprende:

a)

b)

una region variable de cadena pesada (VH), un medio para enlazar (L) y una

region variable de cadena ligera (VL), caracterizado porque el scFv

comprende:

(i) un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta
en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;

(i) un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

(i) el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo
enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la segunda L Cys;

un medio para la unién al antigeno, un enlazador (L) y una regién variable de

cadena ligera (VL), en donde el scFv comprende:

(i) un primer enlace disulfuro entre una cisteina (Cys) del medio de unién
al antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y

una primera L Cys;



(i)

i)
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un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno
expuesta en la superficie conservada estructuralmente y la primera L
Cys y el segundo enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la

superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys; o

C) una region variable de cadena pesada (VH), un enlazador (L) y un medio para

la unién al antigeno, en donde el scFv comprende:

0

Q)

i)

un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta
en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;
un segundo enlace disulfuro entre una Cys del medio de unién al
antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y
una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo enlace
disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno expuesta en la

superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys.

31. Una molécula multiespecifica que comprende:

a) un fragmento variable de cadena Unica (scFv) que comprende una regién

variable de cadena pesada (VH), un medio para enlazar (L) y una regién

variable de cadena ligera (VL), caracterizada porque el scFv comprende:

0

(i)

(i)

un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta
en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;
un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo
enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la superficie

conservada estructuralmente y la segunda L Cys;
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b) un fragmento variable de cadena Unica (scFv) que comprende un medio para
la unién al antigeno, un enlazador (L) y una region variable de cadena ligera
(VL), en donde el scFv comprende:

() un primer enlace disulfuro entre una cisteina (Cys) del medio de unién
al antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y
una primera L Cys;

(i) un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

(iii) el primer enlace disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno
expuesta en la superficie conservada estructuralmente y la primera L
Cys y el segundo enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys; o

¢) un fragmento variable de cadena Unica (scFv) que comprende una regiéon
variable de cadena pesada (VH), un enlazador (L) y un medio para la unién al
antigeno, en donde el scFv comprende:

0] un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta
en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;

(i) un segundo enlace disulfuro entre una Cys del medio de unién al
antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y
una segunda L Cys; o

(iii) el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo enlace
disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno expuesta en la

superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys.

32. Una molécula heter6loga que comprende un fragmento variable de cadena
Unica (scFv) que comprende:

a) una region variable de cadena pesada (VH), un medio para enlazar (L) y una
regibn variable de cadena ligera (VL), caracterizada porque el scFv
comprende:

O] un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta

en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;



33.

34.

b)

(i)

i)
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un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo
enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la superficie

conservada estructuralmente y la segunda L Cys;

un medio para la unién al antigeno, un enlazador (L) y una regién variable de

cadena ligera (VL), en donde el scFv comprende:

0

(i)

i)

un primer enlace disulfuro entre una cisteina (Cys) del medio de unién
al antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y
una primera L Cys;

un segundo enlace disulfuro entre una VL Cys expuesta en la
superficie conservada estructuralmente y una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno
expuesta en la superficie conservada estructuralmente y la primera L
Cys y el segundo enlace disulfuro entre la VL Cys expuesta en la

superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys; o

una region variable de cadena pesada (VH), un enlazador (L) y un medio para

la unién al antigeno, en donde el scFv comprende:

0

Q)

(i)

un primer enlace disulfuro entre una VH cisteina (Cys) expuesta
en la superficie conservada estructuralmente y una primera L Cys;
un segundo enlace disulfuro entre una Cys del medio de unién al
antigeno expuesta en la superficie conservada estructuralmente y
una segunda L Cys; o

el primer enlace disulfuro entre la VH Cys expuesta en la superficie
conservada estructuralmente y la primera L Cys y el segundo enlace
disulfuro entre la Cys del medio de unién al antigeno expuesta en la

superficie conservada estructuralmente y la segunda L Cys.

Un medio para codificar el scFv de la reivindicacion 31 o la reivindicacion 32.

Un medio para replicar el scFv de la reivindicacion 33.
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35. Una composicién que comprende un medio:
a) para estabilizar un scFv; o
b) para aumentar la termoestabilidad de un scFv;
opcionalmente caracterizada porque, el medio incluye formar un enlace disulfuro

entreunaVHy unL,entreunaVLyellL, oentrelaVHyelLyentrelaVLYyellL.

36. Una molécula multiespecifica que comprende:
a) un medio para estabilizar un scFv; o
b) un medio para aumentar la termoestabilidad de un scFv;
opcionalmente caracterizada porque, el medio incluye formar un enlace disulfuro

entreunaVHy un L, entreunaVLyellL,oentrelaVHyelLyentrelaVLYy ellL.

37. Una molécula heteréloga que comprende:
a) un medio para estabilizar un scFv o
b) un medio para aumentar la termoestabilidad de un scFv;
opcionalmente caracterizada porque, el medio incluye formar un enlace disulfuro

entreunaVHyunL,entreunaVLyellL,oentrelaVHyelLyentrelaVLYyellL.

38. Un medio para producir:
a) la composicion de la reivindicacion 35;
b) la molécula multiespecifica de la reivindicaciéon 36; o

¢) la molécula heterdloga de la reivindicacion 37.



