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PROTEINAS DE UNION A NKG2D, CD16 Y CEACAMS5

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencion se refiere a proteinas de unién multiespecificas que se unen a NKG2D,
CD16 y CEACAMS.

ANTECEDENTES

[0002] A pesar de los importantes trabajos de investigacion, el cancer continGa siendo una
carga clinica y financiera importante en paises de todo el mundo. Segun la F Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), es la segunda causa principal de muerte. La cirugia, radioterapia,
quimioterapia, bioterapia, inmunoterapia, hormonoterapia, el trasplante de células madre y la
medicina de precision, se encuentran entre las modalidades de tratamiento existentes. A pesar de
la amplia investigacion en estas areas, aun no se ha encontrado una solucion curativa eficaz,
especialmente para los canceres mas agresivos. Ademas, muchas de las modalidades de
tratamiento contra el cancer existentes tienen efectos secundarios adversos sustanciales.

[0003] Las inmunoterapias contra el cancer son convenientes porque son muy especificas y
pueden facilitar la destruccion de las células cancerosas utilizando el propio sistema inmunitario
del paciente. Las proteinas de fusién, como los acopladores biespecificos de linfocitos T, son
inmunoterapias contra el cancer descritas en la bibliografia, que se unen a las células tumorales y
a los linfocitos T para facilitar la destruccion de las células tumorales. En la bibliografia se han
descrito anticuerpos que se unen a determinados antigenos asociados a tumores. Véanse, p. €j.,
los documentos WO 2016/134371 y WO 2015/095412.

[0004] Los linfocitos citoliticos naturales (NK, natural killer) son un componente del sistema
inmunitario innato y constituyen aproximadamente el 15 % de los linfocitos circulantes. Las
células NK se infiltran practicamente en todos los tejidos y se caracterizaron originalmente por su
capacidad para destruir células tumorales de forma eficaz sin necesidad de sensibilizacion previa.
Las células NK activadas destruyen células diana a través de medios similares a los de los
linfocitos T citotoxicos — es decir, a través de granulos citoliticos que contienen perforina y
granzimas, asi como a través de vias de receptores de muerte. Las células NK activadas también
secretan citocinas inflamatorias como IFN-y y quimiocinas que promueven el reclutamiento de
otros leucocitos en el tejido diana.

[0005] Las células NK responden a las sefiales a través de una variedad de receptores
inhibidores y activadores en su superficie. Por ejemplo, cuando las células NK se encuentran con

autocélulas sanas, su actividad se inhibe a través de la activacion de los receptores
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inmunoglobulinicos de linfocitos citoliticos (KIR). Como alternativa, cuando las células NK
encuentran células extrafias o células cancerosas, se activan a través de sus receptores activadores
(p- €j., NKG2D, NCR, DNAML). Las células NK también se activan mediante la region
constante de algunas inmunoglobulinas a través de CD16, un receptor de Fc (receptor de Fcy I1I)
presente en la superficie de la célula NK. La sensibilidad general de las células NK a la
activacion, depende de la suma de sefiales estimuladoras e inhibidoras. NKG2D es una proteina
transmembrana de tipo Il que se expresa esencialmente en todos los linfocitos citoliticos
naturales en los que la NKG2D ejerce como un receptor activador. NKG2D también se encuentra
en los linfocitos T, donde actlia como un receptor coestimulador. La capacidad de modular la
funcién de las células NK a través de NKG2D es Util en varios contextos terapéuticos, incluida la
neoplasia maligna.

[0006] La molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 5
(CEACAMDS), también conocida como antigeno del meconio 100, CEA, antigeno
carcinoembrionario, CD66e o antigeno CD66e, es un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Es una glucoproteina grande de la superficie celular, y ejerce principalmente
como una molécula de adhesion celular que actia como mediadora en el contacto intercelular.
Ademas de sus funciones en la adhesion y migracion celular, CEACAMS5 se encuentra
sobreexpresada en un alto porcentaje de canceres humanos, incluyendo el 90 % de los canceres
gastrointestinal, colorrectal y pancreatico, el 70 % de las células de cancer de pulmén no
microcitico y el 50 % de los canceres de mama. Se ha demostrado que la sobreexpresion de
CEACAMS se correlaciona positivamente con tumorigenicidad y aumento de invasividad

tumoral.

[0007] Aunque se estan desarrollando proteinas (p. ej., anticuerpos) que se unen a
CEACAMS5 como posibles terapias contra el cancer, se enfrentan a importantes retos. Algunos de
estos retos, tales como altos niveles de homologia con otros miembros de la familia CEACAM,
bajo porcentaje de homologia con CEACAMS de cynomolgus (cyno) (actualmente Macaca
fascicularis, nombre comin en espafiol macaco cangrejero) y la naturaleza sumamente
glucosilada de la proteina, conducen a dificultades para conseguir tanto la monoespecificidad
para CEACAMS de ser humano como la reactividad cruzada con CEACAMS de cyno. Estos
restos resaltan la necesidad en el campo de anticuerpos nuevos y Utiles para su uso en el
tratamiento del cancer relacionado con CEACAMS.

SUMARIO

[0008] La invencion proporciona proteinas de unién multiespecificas que se unen al receptor
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NKG2D y a CD16 en linfocitos citoliticos naturales, y al antigeno asociado a tumor EACAM5
(molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 5). Dichas
proteinas pueden acoplarse a mas de un tipo de receptor activador de NK y pueden bloquear la
unién de ligandos naturales con NKG2D. En determinadas realizaciones, las proteinas pueden
actuar como agonistas de células NK de seres humanos. En algunas realizaciones, las proteinas
pueden actuar como agonistas de células NK de seres humanos y de otras especies como
roedores y macacos cynomolgus. También se proporcionan formulaciones que contienen una
cualquiera de las proteinas descritas en el presente documento; células que contienen uno 0 mas
acidos nucleicos que expresan las proteinas y métodos para potenciar la muerte de células
tumorales utilizando las proteinas.

[0009] Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgacion proporciona una proteina que
comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D, un segundo sitio de union a
antigeno que se une a CEACAMS, y un tercer sitio de union a antigeno, o un dominio Fc de
anticuerpo o una parte del mismo, en cada caso (es decir, un tercer sitio de union a antigeno, un
dominio o una parte Fc de anticuerpo) que se une a CD16.

[0010] En algunas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno que se une a
CEACAMS5 comprende un dominio variable de cadena pesada (VH, heavy-chain variable) que
comprende una region determinante de complementariedad (CDR, complementarity-determining
region) 1 (CDRH1), CDRH2 y CDRH3, en donde la CDRH1 comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 3y 102, la CDRH2
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ 1D
NO: 37,104 y 718 y la CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 6, 38 y 105.

[0011] En algunas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno que se une a
CEACAMS5 comprende un dominio variable de cadena ligera (VL, light-chain variable) que
comprende una CDR 1 (CDRL1), CDRL2 y CDRL3, en donde la CDRL1 comprende una
secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 7, 40y 107,
la CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las
SEQ ID NO: 8, 41y 108 y la CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 9, 42 y 109.

[0012] En algunas realizaciones, la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 del segundo sitio de union a
antigeno son: (i) las SEQ ID NO: 3, 37 y 38, respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 3, 718 y 6,
respectivamente; o (iii) las SEQ ID NO: 102, 104 y 105, respectivamente.

[0013] En algunas realizaciones, la CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo sitio de union a
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antigeno son: (i) las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 40, 41y 42,
respectivamente; o (iii) las SEQ ID NO: 107, 108 y 109, respectivamente.

[0014] En algunas realizaciones, la CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3
son: (i) las SEQ ID NO: 3, 37, 38, 40, 41 y 42, respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 3, 718, 6, 7,
8y 9, respectivamente; o (iii) las SEQ ID NO: 102, 104, 105, 107, 108 y 109, respectivamente.
[0015] En algunas realizaciones, el VH (heavy-chain, cadena ligera) comprende una
secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 704, 708, 711
y 715; y el VL (light-chain, cadena pesada) comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 591, 705, 712 y 716.

[0016] En algunas realizaciones, el VH y el VL son: (i) las SEQ ID NO: 704 y 705,
respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 708 y 591, respectivamente; (iii) las SEQ ID NO: 711y
712, respectivamente; o (iv) las SEQ ID NO: 715y 716, respectivamente.

[0017] En algunas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno es un fragmento
variable monocatenario (scFv, single-chain variable fragment), en donde el scFv comprende una
secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO:703, 707, 710
y 714

[0018] En algunas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno se une a una variante de
CEACAMS5 humana que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:391.

[0019] En algunas realizaciones, la proteina comprende un dominio Fc de anticuerpo o una
parte del mismo que se une a CD16.

[0020] En algunas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D es
un fragmento Fab, y el segundo sitio de unién a antigeno que se une a CEACAMS es un scFv. En
algunas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D es un scFv, y el
segundo sitio de union a antigeno que se une a CEACAMS es un fragmento Fab.

[0021] En algunas realizaciones, la proteina que comprende: (i) un primer sitio de unién a
antigeno que se une a NKG2D, (ii) un segundo sitio de union a antigeno que se une a CEACAMS5
y (iii) un tercer sitio de unién a antigeno, o un dominio Fc de anticuerpo o una parte del mismo,
en cada caso, que se une a CD16, comprende ademas un sitio de unién a antigeno adicional que
se une a CEACAMS. En algunas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a
NKG2D es un scFv, y cada uno del segundo sitio de unién a antigeno y de los sitios de unién a
antigeno adicionales que se unen a CEACAMS, es un fragmento Fab. En algunas realizaciones,
el primer sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D es un scFv, y cada uno del segundo sitio
de unién a antigeno y de los sitios de union a antigeno adicionales que se unen a CEACAMDS, es

un sckv.
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[0022] En algunas realizaciones, el scFv que se une a CEACAMS y/o el scFv que se une a
NKG2D comprenden un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena
ligera.

[0023] En algunas realizaciones, el scFv esta ligado a un dominio Fc de anticuerpo o a una
parte del mismo que se une a CD16, a través de una bisagra que comprende Ala-Ser o Gly-Ser.
En algunas realizaciones, la bisagra comprende ademas la secuencia de aminoacidos Thr-Lys-
Gly. En realizaciones especificas, la secuencia Thr-Lys-Gly esta en el extremo N (N-terminal) o
en el extremo C (C-terminal) con respecto a Ala-Ser o Gly-Ser.

[0024] En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada del scFv forma un
puente disulfuro con el dominio variable de cadena ligera del scFv. En algunas realizaciones, el
puente disulfuro se forma entre el C44 del dominio variable de cadena pesada y el C100 del
dominio variable de cadena ligera, numerados segun el esquema de numeracion de Kabat.

[0025] En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada del scFv esta ligado al
dominio variable de cadena ligera del scFv a través de un enlazador flexible. En algunas
realizaciones, el enlazador flexible comprende (G4S)4 (SEQ ID NO: 532).

[0026] En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada del scFv esta situado
en el extremo C (C-terminus) del dominio variable de cadena ligera. En algunas realizaciones, el
dominio variable de cadena pesada del scFv esta situado en el extremo N del dominio variable de
cadena ligera. En algunas realizaciones, el Fab no esta situado entre un sitio de union a antigeno
y el dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo.

[0027] En algunas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D
comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a una
secuencia de VH seleccionada de la Tabla 1 y un VL que comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % idéntica a una secuencia de VL seleccionada de la Tabla 1, en donde
la secuencia de VH y la secuencia de VL seleccionadas de la Tabla 1 son del mismo clon. En
algunas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a NKG2D comprende un
VH que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de
las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 524 0 525, respectivamente; y un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0028] En algunas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D
comprende (i) un VH que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias
de aminoécidos de las SEQ ID NO: 494 o0 495, 496 y 509 o 510, respectivamente; y un VL que

comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
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ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En algunas realizaciones, el primer sitio de union a
antigeno que se une a NKG2D comprende un VH que comprende una CDRH1, CDRH2 y
CDRH3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 495, 496 y 510,
respectivamente; y un VL que comprende una CDRL1, CDRL2 y la CDRL3 que comprenden las
secuencias de las SEQ ID NO:530, 224 y 499, respectivamente. En algunas realizaciones, el VH
del primer sitio de union a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 %
idéntica a la SEQ ID NO:508, y el VL del primer sitio de unién a antigeno comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO:493.

[0029] En algunas realizaciones, el VH del primer sitio de unién a antigeno comprende la
secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO:508, y el VL del primer sitio de union a antigeno
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:493.

[0030] En algunas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo es un dominio Fc de anticuerpo
de 1gG1 humano. En algunas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO:531.

[0031] En algunas realizaciones, al menos una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ 1D
NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, Y349, L351,
S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399, S400,
D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.
[0032] En algunas realizaciones, al menos una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ 1D
NO:531, seleccionadas del grupo que consiste en: Q347E, Q347R, Y349S, Y349K, Y349T,
Y349D, Y349E, Y349C, L351K, L351D, L351Y, S354C, E356K, E357Q, E357L, E357W,
K360E, K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D, T366V, T3661, T366L, T366M,
T366K, T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S, N390D, N390E, K392L, K392M,
K392V, K392F, K392D, K392E, T394F, D399R, D399K, D399V, S400K, S400R, D401K,
F405A, FA05T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W, K409D, T411D, T411E, K439D y
K439E, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

[0033] En algunas realizaciones, una cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la
parte del mismo comprende una o mas mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, enuna o
mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357,
K360, Q362, S364, T366, L368, K370, K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409,
T411 y K439, y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc o la parte del mismo comprende una

0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del
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grupo que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, S364, T366, L368, K370, N390,
K392, T394, D399, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de
numeracion de la UE.

[0034] En algunas realizaciones, una cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la
parte del mismo comprende las sustituciones K360E y K409W con respecto a la SEQ ID
NO:531, y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo
comprende las sustituciones Q347R, D399V y FA05T con respecto a la SEQ ID NO:531,
numeradas seguln el sistema de numeracion de la UE. En algunas realizaciones, una cadena
polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una sustitucion
Y349C con respecto a la SEQ ID NO:531, y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende una sustitucion S354C con respecto a la SEQ ID
NO:531, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

[0035] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona una proteina que comprende: (a)
un primer polipéptido que comprende la secuencia de amino&cidos de la SEQ 1D NO:549; (b) un
segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:550; y (c) un
tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO:702, 706, 709 y 713.

[0036] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico
aislada, o una pluralidad de moléculas de &cido nucleico aisladas, que codifica cualquiera de las
proteinas desveladas.

[0037] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un vector de expresion que
comprende una molécula de &cido nucleico aislada, o una pluralidad de moléculas de &cido
nucleico aisladas, que codifica cualquiera de las proteinas desveladas.

[0038] Otro aspecto de la presente divulgacidn proporciona una pluralidad de vectores de
expresion que comprende la pluralidad de moléculas de &cido nucleico aisladas.

[0039] Otro aspecto de la presente divulgacidn proporciona una célula hospedadora que
comprende uno o mas vectores de expresion. En algunas realizaciones, la célula hospedadora
comprende una pluralidad de vectores de expresion. En algunas realizaciones, la célula
hospedadora es una célula de ovario de hamster chino (CHO, chinese hamster ovary).

[0040] Otro aspecto de la divulgacion proporciona un método de produccion de una proteina
que comprende: (a) un primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D; (b) un segundo
sitio de union a antigeno que se une a CEACAMDS; y (c) un tercer sitio de unién a antigeno, o un
dominio Fc de anticuerpo o una parte del mismo, que se une a CD16; en donde el método

comprende: (i) proporcionar una célula hospedadora de la divulgacién; (ii) cultivar la célula
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hospedadora en un medio en condiciones adecuadas para expresar la proteina; y (iii) aislar la
proteina del medio.

[0041] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método de produccion de una
proteina que comprende un primer, segundo y tercer polipéptido, en donde el método comprende:
(a) proporcionar una o mas células hospedadoras, en donde la una o0 mas células hospedadoras
comprenden un vector de expresidn, o una pluralidad de vectores de expresion, que comprende:
(i) una primera molécula de &cido nucleico aislada que codifica el primer polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:549; (ii) una segunda molécula de
acido nucleico aislada que codifica el segundo polipéptido que comprende una secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO:550; v (iii) una tercera molécula de &cido nucleico que codifica el
tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO:702, 706, 709 y 713; (b) cultivar la una o mas células en un medio
de cultivo en condiciones adecuadas para expresar el primer, segundo Y tercer polipéptido; (c)
recuperar los polipéptidos de la célula hospedadora y/o del medio de cultivo; y (d) purificar el
polipéptido recuperado en condiciones que produzcan de ese modo la proteina.

[0042] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica
que comprende una proteina como se describe en el presente documento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0043] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para potenciar la
muerte de células tumorales, comprendiendo el método, exponer la célula tumoral y un linfocito
citolitico natural a una cantidad eficaz de la proteina como se describe en el presente documento
o0 de la composicion farmacéutica como se describe en el presente documento.

[0044] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento del
cancer, comprendiendo el método, administrar a un paciente que lo necesite, una cantidad eficaz
de la proteina como se describe en el presente documento o de la composicidén farmacéutica
como se describe en el presente documento.

[0045] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un uso de una proteina en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cAncer en un sujeto humano, en donde la
proteina comprende: (a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO:549; (b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO:550; y (c) un tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 702, 706, 709 y 713.

[0046] En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en: cancer

gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de pulmén no microcitico y cancer
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de esd6fago. En algunas realizaciones, el cancer expresa CEACAMS.

[0047] La invencion también proporciona proteinas de union que se unen a CEACAMS. Las
proteinas de unién comprenden un sitio de unién a antigeno como se desvela en el presente
documento. En algunos aspectos, las proteinas de unién son anticuerpos o fragmentos de union a
antigeno de los mismos que tienen un sitio de union a antigeno como se desvela en el presente
documento. En otros aspectos, el sitio de union a antigeno es un fragmento de union a antigeno
de un anticuerpo. La presente invencion también se refiere a acidos nucleicos que codifican las
proteinas de unidn, a los métodos para fabricar las proteinas de union y al uso de las proteinas de
unién en el tratamiento de enfermedades.

[0048] En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno comprende un VH que
comprende una CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y un VL que comprende una CDRL1, CDRL2 y
CDRL3, en donde: (i) la CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 3y 102; (ii) la CDRH2 comprende una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 37, 104 y 718; (iii) la
CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las
SEQ ID NO: 6, 38 y 105; (iv) la CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 7, 40 y 107; (v) la CDRL2 comprende una secuencia
de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 8, 41y 108; y (vi) la
CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las
SEQ ID NO: 9, 42y 109.

[0049] En algunas realizaciones, la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 son: (i) las SEQ ID NO: 3,
37y 38, respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 3, 718 y 6, respectivamente; o (iii) las SEQ ID
NO: 102, 104 y 105, respectivamente; y la CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo sitio de union
a antigeno son: (iv) las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente; (v) las SEQ ID NO: 40, 41y 42,
respectivamente; o las SEQ ID NO: 107, 108 y 109, respectivamente.

[0050] En algunas realizaciones, la CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3
son: (i) las SEQ ID NO: 3, 37, 38, 40, 41 y 42, respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 3, 718, 6, 7,
8y 9, respectivamente; o (iii) las SEQ ID NO: 102, 104, 105, 107, 108 y 109, respectivamente.
[0051] En algunas realizaciones, el VH comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 704, 708, 711y 715; y el VL comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 591, 705,
712y 716.

[0052] En algunas realizaciones, el VH y el VL son: (i) las SEQ ID NO: 704 y 705,

respectivamente; (ii) las SEQ ID NO: 708 y 591, respectivamente; (iii) las SEQ ID NO: 711y
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712, respectivamente; o (iv) las SEQ ID NO: 715y 716, respectivamente.

[0053] En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno es un fragmento Fab o un scFv.
En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno es un scFv que comprende una secuencia de
aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO:703, 707, 710y 714.
[0054] En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno se une a una variante
CEACAMS5 humana que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:391.

[0055] En algunas realizaciones, la proteina comprende un dominio Fc de anticuerpo o una
parte del mismo que se une a CD16. En algunas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo o0 una
parte del mismo que se une a CD16 se liga al sitio de unién a antigeno a través de una bisagra
que comprende Ala-Ser o Gly-Ser. En algunas realizaciones, la bisagra comprende ademas una
secuencia de aminoacidos Thr-Lys-Gly.

[0056] En algunas realizaciones, el dominio VH del scFv forma un puente disulfuro con el
dominio VL del scFv. En algunas realizaciones, el puente disulfuro se forma entre el C44 del VH
y el C100 del VL, numerados segun el esquema de numeracion de Kabat.

[0057] En algunas realizaciones, el VH del scFv esta ligado al VL del scFv a través de un
enlazador flexible. En algunas realizaciones, el enlazador flexible comprende (G4S)4 (SEQ ID
NO:532).

[0058] En algunas realizaciones, el VH del scFv esta situado en el extremo C del VL. En
algunas realizaciones, el VH del scFv esta situado en el extremo N del VL.

[0059] En algunas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo es un dominio Fc de anticuerpo
de IgG1 humano. En algunas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO:531.

[0060] En algunas realizaciones, al menos una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ ID
NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, Y349, L351,
S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399, S400
D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.
[0061] En algunas realizaciones, al menos una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ 1D
NO:531, seleccionadas del grupo que consiste en: Q347E, Q347R, Y349S, Y349K, Y349T,
Y349D, Y349E, Y349C, L351K, L351D, L351Y, S354C, E356K, E357Q, E357L, E357W,
K360E, K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D, T366V, T3661, T366L, T366M,
T366K, T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S, N390D, N390E, K392L, K392M,

K392V, K392F, K392D, K392E, T394F, D399R, D399K, D399V, S400K, S400R, D401K,
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F405A, FAO5T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W, K409D, T411D, T411E, K439D y
K439E, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

[0062] En algunas realizaciones, una cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la
parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, en una o
mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357,
K360, Q362, S364, T366, L368, K370, K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409,
T411 y K439; y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo
comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, en una 0 mas posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, S364, T366,
L368, K370, N390, K392, T394, D399, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas
segun el sistema de numeracion de la UE.

[0063] En algunas realizaciones, una cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la
parte del mismo comprende las sustituciones K360E y K409W con respecto a la SEQ 1D
NO:531; y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo
comprende las sustituciones Q347R, D399V y F405T con respecto a la SEQ ID NO:531,
numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

[0064] En algunas realizaciones, una cadena polipeptidica de la region constante de cadena
pesada del anticuerpo comprende una sustitucion Y349C con respecto a la SEQ ID NO:531; y la
otra cadena polipeptidica de la regidn constante de cadena pesada del anticuerpo comprende una
sustitucion S354C con respecto a la SEQ ID NO:531, numeradas segun el sistema de numeracion
de la UE.

[0065] En algunas realizaciones, la proteina comprende ademas un segundo sitio de union a
antigeno que se une a CEACAMS.

[0066] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico
aislada que codifica cualquiera de las proteinas desveladas, incluyendo, pero sin limitacion, las
proteinas de unidn, los anticuerpos, los fragmentos de unién a antigeno o los sitios de union a
antigeno.

[0067] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un vector de expresion que
comprende una molécula de acido nucleico aislada que codifica cualquiera de las proteinas
desveladas.

[0068] Otro aspecto de la presente divulgacidn proporciona una célula hospedadora que
comprende un vector de expresion que comprende una molécula de acido nucleico aislada que
codifica cualquiera de las proteinas desveladas. En algunas realizaciones, la célula hospedadora

es una célula de ovario de hdmster chino (CHO, chinese hamster ovary).
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[0069] Otro aspecto de la divulgacién proporciona un método de produccion de una proteina
que comprende: (a) proporcionar una célula hospedadora que comprende un vector de expresion
que comprende una molécula de &cido nucleico aislada que codifica cualquiera de las proteinas
desveladas; (b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones adecuadas para
expresar la proteina; y (c) aislar la proteina del medio.
[0070] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para potenciar la
muerte de células tumorales, comprendiendo el método, exponer la célula tumoral y un linfocito
citolitico natural a una cantidad eficaz de la proteina como se describe en el presente documento
0 de la composicién farmacéutica como se describe en el presente documento.
[0071] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento del
cancer, comprendiendo el método, administrar a un paciente que lo necesite, una cantidad eficaz
de la proteina como se describe en el presente documento o de la composicion farmacéutica
como se describe en el presente documento.
[0072] Otro aspecto de la presente divulgacion proporciona un uso de una proteina como se
describe en el presente documento en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del
cancer en un sujeto humano, en donde la proteina comprende: (a) un primer polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:549; (b) un segundo polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:550; y (c) un tercer polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ 1D
NO: 702, 706, 709y 713.
[0073] En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en: cancer
gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de pulmon no microcitico y cancer
de es6fago. En algunas realizaciones, el cancer expresa CEACAMDb.
[0074] Varios aspectos y realizaciones de la invencidn se describen con mas detalle a
continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0075] La FIG. 1 es una representacion de un anticuerpo heterodimérico, multiespecifico, p.
ej., una proteina de union triespecifica (TriNKET). Cada brazo puede representar el dominio de
union a NKG2D o el dominio de unién a CEACAMDS. En algunas realizaciones, el dominio de
union a NKG2D y los dominios de union a CEACAMS pueden compartir una cadena ligera
comun.
[0076] Las FIG. 2A-2E muestran cinco formatos ilustrativos de una proteina de union
multiespecifica, p. ej., una TrINKET. Como se muestra en la FIG. 2A, el dominio de union a

NKG2D o el dominio de uniobn a CEACAMS pueden adoptar el formato scFv (brazo izquierdo).
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Un anticuerpo que contiene un scFv dirigido a NKG2D, un fragmento Fab dirigido a CEACAMb5
y un dominio Fc de anticuerpo heterodimerizado, o una parte del mismo, dirigido a CD16, se
denomina en el presente documento F3-TriNKET. Un anticuerpo que contiene un scFv dirigido a
CEACAMS5, un fragmento Fab dirigido a NKG2D y un dominio Fc de anticuerpo
heterodimerizado, o una parte del mismo, que se une a CD16, se denomina en el presente
documento F3-TriNKET (FIG. 2E). Como se muestra en la FIG. 2B, tanto el dominio de union
a NKG2D como el dominio de unién a CEACAMS pueden adoptar el formato scFv. Las FIG.
2C a 2D son ilustraciones de un anticuerpo con tres sitios de unién a antigeno, incluyendo dos
sitios de unidn a antigeno que se unen a CEACAMS, y el sitio de union a NKG2D fusionado con
el dominio Fc del anticuerpo heterodimerizado, o una parte del mismo, que se une a CD16. En el
presente documento, estos formatos de anticuerpo se denominan F4-TriNKET. La FIG. 2C
ilustra que los dos sitios de union a CEACAMS estan en el formato de fragmento Fab y el sitio
de union a NKG2D en formato scFv. La FIG. 2D ilustra que los sitios de union a CEACAMS5
estan en formato scFv y el sitio de union a NKG2D esta en formato scFv. La FIG. 2E representa
una TriNKET que contiene un scFv dirigido a tumores, un fragmento Fab dirigido a NKG2D y
un dominio Fc de anticuerpo heterodimerizado, o una parte del mismo, que se une a CD16, de
otro modo denominado en el presente documento una region/dominio constante (“dominio CD").
En el presente documento el formato de anticuerpo se denomina F3'-TriNKET. En determinadas
proteinas de union multiespecificas ilustrativas, las mutaciones de heterodimerizacion en el
dominio Fc de anticuerpo, o parte del mismo, incluyen K360E y K409W en una cadena
polipeptidica del dominio Fc o parte del mismo; y Q347R, D399V y F405T en la cadena
polipeptidica opuesta del dominio Fc o parte del mismo (que se muestra como una forma
triangular de candado y llave en los dominios CD). La barra en negrita entre los dominios
variables de cadena ligera y pesada de los fragmentos Fab representa un enlace disulfuro.

[0077] La FIG. 3 es una representacion de una TriNKET en forma de Triomab, que es un
anticuerpo biespecifico, trifuncional, que conserva una forma similar a la de la IgG. Esta quimera
consta de dos semianticuerpos, cada uno con una cadena ligera y otra pesada, que se originan a
partir de dos anticuerpos correspondientes. La forma de triomab puede ser una construccion
heterodimérica que contenga la 1/2 de anticuerpo de rata y la 1/2 de anticuerpo de raton.

[0078] La FIG. 4 es una representacion de una TriNKET en forma de cadena ligera comun
KiH, que conlleva la tecnologia de boton en ojal (KIH, knobs-into-holes). KiH es un
heterodimero que contiene 2 fragmentos Fab que se unen a la diana 1 y 2, y un Fc estabilizado
por mutaciones de heterodimerizacion. En el formato KiH, una TriNKET puede ser una

construccion heterodimérica con 2 fragmentos Fab que se unen a la diana 1 y a la diana 2, que
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contiene dos cadenas pesadas diferentes y una cadena ligera comun que se empareja con las dos
cadenas pesadas.

[0079] La FIG. 5 es una representacion de una TriNKET en forma de inmunoglobulina de
doble dominio variable (DVD-Ig™, dual-variable domain Ig), que combina los dominios de
unién a la diana de dos anticuerpos monoclonales a través de enlazadores naturales flexibles y
produce una molécula similar a 1gG tetravalente. DVD-Ig™ es una construccion homodimérica
donde el dominio variable dirigido al antigeno 2 se fusiona con el extremo N de un dominio
variable del fragmento Fab dirigido al antigeno 1. La forma DVD-Ig™ contiene Fc normal.
[0080] La FIG. 6 es una representacion de una TriNKET en forma de interfaz de fragmento
Fab ortogonal (Orto-Fab), que es una construccion heterodimérica que contiene 2 fragmentos Fab
que se unen a la diana 1 y a la diana 2 fusionados a Fc. El emparejamiento de cadena ligera (LC,
light chain)-cadena pesada (HP, heavy chain), esta garantizado por una interfaz ortogonal. La
heterodimerizacion esta garantizada por mutaciones en el Fc.

[0081] La FIG. 7 es una representacion de una TriNKET en formato Ig 2 en 1.

[0082] La FIG. 8 es una representacion de una TriNKET en forma ES, que es una
construccion heterodimérica que contiene dos fragmentos Fab diferentes que se unen a la diana 1
y a la diana 2 fusionados al Fc. La heterodimerizacion esta garantizada por mutaciones de
direccion electrostatica en el Fc.

[0083] La FIG. 9 es una representacion de una TriNKET en forma de intercambio del brazo
Fab: anticuerpos que intercambian brazos de fragmentos Fab permutando una cadena pesada y
una cadena ligera unida (media molécula) por un par de cadenas ligeras y pesadas de otra
molécula, dando como resultado anticuerpos biespecificos. La forma de intercambio del brazo
Fab (cFae, Fab Arm Exchange) es un heterodimero que contiene 2 fragmentos Fab que se unen a
ladiana 1y 2, y un Fc estabilizado por mutaciones de heterodimerizacion.

[0084] La FIG. 10 es una representacion de una TriNKET en forma de SEED Body, que es
un heterodimero que contiene 2 fragmentos Fab que se unen a la diana 1 y 2, y un Fc estabilizado
por mutaciones de heterodimerizacion.

[0085] La FIG. 11 es una representacion de una TriNKET en forma de LuZ-Y, en la que se
utiliza una cremallera de leucina para inducir la heterodimerizacion de dos HC diferentes. La
forma LuZ-Y es un heterodimero que contiene dos scFab diferentes que se unen a ladianaly 2,
fusionados a Fc. La heterodimerizacion se garantiza a través de motivos de cremallera de leucina
fusionados al extremo C de Fc.

[0086] La FIG. 12 es una representacion de una TriNKET en forma de Cov-X-Body.

[0087] Las FIG. 13A-13B son representaciones de las TriINKET en las formas xA-Body, que
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son construcciones heterodiméricas con dos fragmentos Fab diferentes fusionados a Fc
estabilizados por mutaciones de heterodimerizacion: un fragmento Fab que se dirige al antigeno
1 contiene la LC kappa y el segundo fragmento Fab que se dirige al antigeno 2 contiene la LC
lambda. La FIG. 13A es una representacion ilustrativa de una forma de un kA-Body; La FIG.
13B es una representacion ilustrativa de otro xkA-Body.

[0088] La FIG. 14 es una construccién heterodimérica Oasc-Fab que incluye la union del
fragmento Fab a la diana 1 y la unién del scFab a la diana 2, ambos fusionados al dominio Fc. La
heterodimerizacion esta garantizada por mutaciones en el dominio Fc.

[0089] La FIG. 15 es un DuetMab, que es una construccién heterodimérica que contiene dos
fragmentos Fab diferentes que se unen a los antigenos 1y 2, y un Fc que esta estabilizado por
mutaciones de heterodimerizacion. Los fragmentos Fab 1 y 2 contienen puentes S-S diferenciales
que garantizan el emparejamiento correcto de la cadena ligera y la cadena pesada.

[0090] La FIG. 16 es un CrossmADb, gque es una construccion heterodimérica con dos
fragmentos Fab diferentes que se unen a las dianas 1 y 2, y un Fc estabilizado por mutaciones de
heterodimerizacion. Los dominios CL y CH1, y los dominios VH y VL se permutan, p. ej., CH1
se fusiona en linea con VL, mientras que CL se fusiona en linea con VH.

[0091] La FIG. 17 es un Fit-1g, que es una construccion homodimérica en la que el
fragmento Fab que se une al antigeno 2 se fusiona con el extremo N de la HC del fragmento Fab
que se une al antigeno 1. La construccion contiene Fc natural.

[0092] La FIG. 18 son gréficos de lineas que demuestran la afinidad de unién de los
dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con la NKG2D recombinante humana
en un ensayo ELISA.

[0093] La FIG. 19 son gréficos de lineas que demuestran la afinidad de unién de los
dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con la NKG2D recombinante de
cynomolgus en un ensayo ELISA.

[0094] La FIG. 20 son gréficos de lineas que demuestran la afinidad de union de los
dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con la NKG2D recombinante de raton
en un ensayo ELISA.

[0095] La FIG. 21 son gréaficos de barras que demuestran la unién de los dominios de union
a NKG2D (enumerados como clones) con células EL4 que expresan NKG2D humana mediante
citometria de flujo que muestra el incremento sobre el fondo (FOB, fold over background) de la
intensidad de fluorescencia media (IFM).

[0096] La FIG. 22 son gréaficos de barras que demuestran la unién de los dominios de union

a NKG2D (enumerados como clones) con células EL4 que expresan NKG2D de ratdn mediante
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citometria de flujo que muestra el incremento sobre el fondo (FOB) de la intensidad de
fluorescencia media (IFM).

[0097] La FIG. 23 son graficos de lineas que demuestran la afinidad de unién especifica de
los dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con la NKG2D-Fc humana
recombinante al competir con el ligando natural ULBP-6.

[0098] La FIG. 24 son graficos de lineas que demuestran la afinidad de unién especifica de
los dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con la NKG2D-Fc humana
recombinante al competir con el ligando natural MICA.

[0099] La FIG. 25 son graficos de lineas que demuestran la afinidad de unién especifica de
los dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) con NKG2D-Fc de raton
recombinante al competir con el ligando natural Rae-1 delta.

[0100] La FIG. 26 son gréaficos de barras que muestran la activacion de la NKG2D humana
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) mediante la cuantificacion del
porcentaje de células positivas a TNF-a, que expresan proteinas de fusion zeta NKG2D-CD3
humanas.

[0101] La FIG. 27 son gréaficos de barras que muestran la activacion de la NKG2D de raton
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) mediante la cuantificacion del
porcentaje de células positivas a TNF-a, que expresan proteinas de fusion zeta NKG2D-CD3 de
raton.

[0102] La FIG. 28 son gréaficos de barras que muestran la activacion de células NK humanas
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones).

[0103] La FIG. 29 son gréaficos de barras que muestran la activacion de células NK humanas
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones).

[0104] La FIG. 30 son gréaficos de barras que muestran la activacion de células NK de raton
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones).

[0105] La FIG. 31 son gréaficos de barras que muestran la activacion de células NK de raton
por dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones).

[0106] La FIG. 32 son gréaficos de barras que muestran el efecto citotoxico de los dominios
de unién a NKG2D (enumerados como clones) en las células tumorales.

[0107] La FIG. 33 son gréaficos de barras que muestran la temperatura de fusion de los
dominios de unién a NKG2D (enumerados como clones) medida mediante fluorimetria
diferencial de barrido.

[0108] Las FIG. 34A-34C son graficos de barras de la activacion sinérgica de las células NK

utilizando unién a CD16 y a NKG2D. La FIG. 34A demuestra niveles de CD107a; La FIG. 34B
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demuestra niveles de IFN-y; La FIG. 34C demuestra niveles de CD107a e IFN-y. Los graficos
indican la media (n = 2) £ DE. Los datos son representativos de cinco experimentos
independientes con cinco donantes sanos diferentes.

[0109] Las FIG. 35A-35B son sensogramas de Biacore que muestran la unién concomitante
de proteinas diana CEACAMS5, NKG2D y CD16 con las CEACAMS TriNKET. La FIG. 35B es
una ampliacion de la figuraF1G. 35A, ambos de las cuales demuestran la formacion de complejos
heterotetrameéricos.

[0110] Las FIG. 36A-36E son gréaficos de lineas de experimentos de citometria de flujo que
demuestran la unién de las CEACAMS TriNKET a varias proteinas que son miembros de la
familia CEACAM de ser humano y cynomolgus. La FIG. 36A demuestra que AB0411 y AB0466
se unieron a CEACAML1 humana; La FIG. 36B demuestra que AB0411 se uni6 a CEACAM6
humana; La FIG. 36C demuestra que las CEACAMS TriNKET no se unieron a CEACAMS8
humana; La FIG. 36D demuestra que AB0264 y AB0621 se unieron a CEACAMS de
cynomolgus mientras que AB0466 y AB0411 no lo hicieron; La FIG. 36E demuestra que las
CEACAMS TriNKET no se unian a células que carecian de expresion de proteinas CEACAM.
Los datos representan la media de pocillos duplicados y las barras de error representan la DE
(desviacion estandar).

[0111] Las FIG. 37A-37D son graficos de lineas de un ensayo DELFIA que muestran que las
CEACAMS TriNKET promovieron la lisis de las lineas de cancer diana SK-CO-1 (FIG. 37A),
LS-147T (FIG. 37B), ZR-75-30 (FIG. 37C) y HPAF-II (FIG. 37D).

[0112] Las FIG. 38A-38B son gréaficos de lineas de un ensayo DELFIA que muestran que
ABO0264 promovio la lisis de la linea de cancer diana ZR-75-30 mejor que ABO755, su mAb
(anticuerpo monoclonal) correspondiente. Las células NK activadas con IL-2 (FIG. 38B)
mostraron una destruccion mas fuerte de las células de cancer ZR-75-30 en comparacion con las
células NK en reposo (FIG. 38A). Los puntos de datos representan la media = DE.

[0113] Las FIG. 39A-39E son gréaficos de lineas de un ensayo DELFIA que muestran que
ABO0264 promovio la lisis de las lineas de cancer diana MKN-45 (FIG. 39A), SK-CO-1 (FIG.
39B), LS-147T (FIG. 39C), ZR-75-30 (FIG. 39D) y HPAF-II (FIG. 39E) mejor que su
correspondiente mAb. Los puntos de datos representan la media + DE.

[0114] Las FIG. 40A-40E son gréaficos de lineas de un ensayo DELFIA que muestran que
ABO0411 promovio la lisis de las lineas de cancer diana MKN-45 (FIG. 40A), SK-CO-1 (FIG.
40B), LS-147T (FIG. 40C), ZR-75-30 (FIG. 40D) y HPAF-I1I (FIG. 40E) mejor que su
correspondiente mAb. Los puntos de datos representan la media + DE.

[0115] La FIG. 41 es un grafico de lineas de un ensayo DELFIA que muestra que la
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destruccion de células diana mediada por NK depende de la unién de las TriNKET a CD16,
NKG2D y CEACAMS. Los puntos de datos representan la media = DE.

[0116] Las FIG. 42A-42D son graficos de lineas de ensayos de activacion de IFNy y
CD107a. La FIG. 42A demuestra la induccion de la secrecion de IFNy por parte de las células
NK primarias después de la interaccion conjunta con las CEACAMS5 TriNKET vy células diana
SK-CO-1; La FIG. 42B demuestra la induccion de la produccion de IFNy y la desgranulacion de
CD107a por parte de las células NK primarias después de la interaccion conjunta con las
CEACAMS TriNKET vy células diana MKN-45; Las TriNKET mejoraron la desgranulacion de
células NK CD8" en PBMC (células mononucleares de sangre periférica) de cynomolgus después
de la interaccién conjunta con las CEACAMS TriNKET y células diana MKN-45 (FIG. 42C) o
SK-CO-1 (FIG. 42D). Los datos son representativos de los resultados de experimentos con
PBMC de tres animales. Los datos representan la media + DE.

[0117] La FIG. 43A es un grafico de experimentos de citometria de flujo que demuestran la
expresion de la proteina CEACAMS en la linea celular de cancer SK-CO-1 y en las lineas 10910
y 3222 de organoides tumorales de cancer de pulmdn no microcitico procedentes de pacientes.
Los ensayos DELFIA demostraron que las CEACAMS TriNKET promovieron la lisis de la
lineas 3222 (FIG. 43B) y 10910 (FIG. 43C) de organoides tumorales de cancer de pulmén no
microcitico procedentes de pacientes.

[0118] La FIG. 44A es un diagrama esquematico que describe un método para generar
linfocitos T CD8" activados. La FIG. 44B es un grafico de lineas de un ensayo DELFIA que
muestra que el aumento de la lisis de células diana mediada por linfocitos T CD8" preactivados,
depende de la union de las TriINKET a NKG2D y CEACAMS. Los valores de lisis maxima
representan la media de tres donantes + DE.

[0119] La FIG. 45 son curvas de Kaplan-Meier que demuestran el porcentaje de ratones
transgénicos hCEACAMS5 con tumores subcutaneos B16F10-hCEACAMDS que permanecen a lo
largo del tiempo en cada grupo de tratamiento con 1gG2a de raton sustituto de AB0621
(mAB0621).

[0120] Las FIG. 46A-46E son curvas individuales de volimenes tumorales de ratones
portadores de tumor B16F10-hCEACAMS5 en un modelo transgénico hCEACAMS después de la
administracion del control de isotipo a 15 mg/kg (FIG. 46A) o mAB0621 a 15 mg/kg (FIG.
46B), 5 mg/kg (FIG. 46C), 1,5 mg/kg (FIG. 46D) o 0,5 mg/kg (FIG. 46E) hasta el dia 26.
[0121] La FIG. 47 son curvas de Kaplan-Meier que demuestran el porcentaje de animales
gue permanecen a lo largo del tiempo en cada grupo tratado de forma individual o doble con

mMABO0621 y/o un anticuerpo anti-PDL1.
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[0122] Las FIG. 48A-48D son los volimenes tumorales B16F10-hCEACAMS individuales
medidos para cada animal en el grupo de tratamiento de control de isotipo (FIG. 48A), el grupo
de tratamiento anti-PD1 (FIG 48B), el grupo de tratamiento mAB0621 (FIG 48C) o el grupo de
tratamiento mAB0621 + anti-PD-1 (FIG. 48D).
[0123] Las FIG. 49A-49B son gréficos de lineas que muestran la concentracion sérica
promedio a lo largo del tiempo para AB0264 libre y total (FIG. 49A) y AB0411 (FIG. 49B) en
macaco cynomolgus.
[0124] Las FIG. 50A-50C son graficos de lineas que muestran la concentracion sérica
promedio a lo largo del tiempo para AB0621 libre y total (FIG. 50A), AB0411 (FIG. 50B) y
ABO0466 (FIG. 50C) en ratones transgénicos B6.Cg-Tg(hCEACAMS5)2682Wzm/leg.
DESCRIPCION DETALLADA
[0125] La invencion proporciona proteinas de union multiespecificas que se unen al receptor
NKG2D y CD16 en linfocitos citoliticos naturales y al antigeno asociado a tumor CEACAMS.
En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas incluyen ademas un sitio de union a
antigeno adicional que se une a CEACAMS. La invencidn también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden dichas proteinas de union multiespecificas y métodos terapéuticos
que utilizan dichas proteinas multiespecificas y composiciones farmacéuticas, para fines tales
como el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y cancer. Varios aspectos de la invencion
se exponen a continuacion en apartados; sin embargo, los aspectos de la invencion descritos en
un apartado en particular no deben limitarse a ningun apartado en particular.
[0126] Para facilitar la comprension de la presente invencion, a continuacion se define una
serie de términos y expresiones.
[0127] Los términos "un" y "uno/a", como se usan en el presente documento, significan
"uno/a 0 mas" e incluyen el plural a menos que el contexto indique lo contrario.
[0128] El término "pluralidad”, como se usa en el presente documento, significa mas de
uno/a.
[0129] Como se usa en el presente documento, la expresion "sitio de unién a antigeno” se
refiere a la parte de la molécula de inmunoglobulina que participa en la unién con el antigeno. En
los anticuerpos humanos, el sitio de unién a antigeno esta formado por restos de aminoacidos de
las regiones variables (V") del extremo N de las cadenas pesada ("H", heavy) y ligera ("L",
light). Tres tramos muy divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesada y ligera se
denominan "regiones hipervariables" que se interponen entre tramos flanqueantes mas
conservados conocidos como "regiones marco", o "FR" (framework regions). Por tanto, el

término "FR" se refiere a secuencias de aminoacidos que se encuentran en las inmunoglobulinas
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de manera natural entre las regiones hipervariables, o que son adyacentes a ellas. En una
molécula de anticuerpo humano, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera y las tres
regiones hipervariables de una cadena pesada se disponen una con respecto a la otra en un
espacio tridimensional para formar una superficie de union a antigeno. La superficie de union a
antigeno es complementaria a la superficie tridimensional de un antigeno unido, y las tres
regiones hipervariables de cada una de las cadenas pesada y ligera se denomina "'regiones
determinantes de la complementariedad”, o "CDR", complementarity-determining regions). En
algunos animales, como camellos y peces cartilaginosos, el sitio de unién a antigeno esta
formado por una sola cadena de anticuerpo que proporciona un "anticuerpo de un solo dominio™.
Puede haber sitios de unién a antigeno en un anticuerpo intacto, en un fragmento de union a
antigeno de un anticuerpo que conserva la superficie de union a antigeno, o en un polipéptido
recombinante tal como un scFv, utilizando un enlazador peptidico para conectar el dominio
variable de cadena pesada con el dominio variable de cadena ligera en un solo polipéptido.
[0130] La expresion "dominio Fc" o "region Fc", como se usa en el presente documento, se
refiere a una region del extremo C de una cadena pesada de inmunoglobulina procedente del
segundo y tercer dominio constante. La expresion incluye regiones Fc de secuencia natural y
regiones Fc variantes. En algunas realizaciones, la region Fc variante comprende una secuencia
de aminoé&cidos que es al menos 90 % idéntica (es decir, al menos 90 %, al menos 91 %, al
menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 % o al menos 99 %), a una region Fc de secuencia natural humana, p. €j., una region
Fc de IgG1, 1gG2, 1gG3 0 19gG4 humana. Aunque los limites de la regién Fc de una cadena
pesada de 1gG pueden variar ligeramente, se ha definido que la regién Fc de la cadena pesada de
IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilo de la cadena
pesada. Sin embargo, la lisina del extremo C (Lys447) de la region Fc puede estar presente o no.
A menos que se especifique lo contrario en el presente documento, la numeracion de los restos de
aminodcidos en la region Fc o en la regidn constante es segun el sistema de numeracion de la UE,
también denominado indice de la UE, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
Md., 1991. El dominio Fc como se usa en el presente documento comprende dos cadenas
polipeptidicas que juntas forman el dominio Fc dimérico, es decir, que cada polipéptido
comprende una region constante en el extremo C de una cadena pesada de inmunoglobulina y
capaz de autoasociarse. En realizaciones especificas, una subunidad de un dominio Fc de 1gG
comprende un dominio constante CH2 de IgG y CH3 de IgG.

[0131] La expresién "antigeno asociado a tumor", como se usa en el presente documento,
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significa cualquier antigeno incluyendo, pero sin limitacidn, una proteina, una glucoproteina, un
gangliosido, un hidrato de carbono o un lipido que esté asociado al cancer. Dicho antigeno puede
expresarse en células malignas o en el microambiente tumoral, tal como en vasos sanguineos
asociados a tumores, en la matriz extracelular, en el estroma mesenquimatoso o en infiltrados
inmunitarios.

[0132] Como se usa en el presente documento, los términos "sujeto” y "paciente" se refieren
a un organismo a tratar mediante los métodos y las composiciones que se describen en el presente
documento. Dichos organismos incluyen, preferentemente, pero sin limitacion, mamiferos (p. €j.,
murinos, simios, equinos, bovinos, porcinos, canidos, felinos y similares), y mas preferentemente
incluyen seres humanos.

[0133] Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad profilacticamente
eficaz" se refiere a la cantidad de un compuesto (p. ej., una proteina, una proteina de union, un
anticuerpo, o un fragmento de union a antigeno de la presente invencion) que es suficiente para
obtener resultados beneficiosos o deseados. Una cantidad eficaz puede administrarse en una o
mas administraciones, aplicaciones o dosis y no pretende limitarse a una formulacion o via de
administracion particular. Como se usa en el presente documento, el término "tratar™ incluye
cualquier efecto, p. €j., atenuacion, reduccion, modulacion, mejora o eliminacion, que dé lugar a
la mejora de la afeccion, enfermedad, trastorno y similar, o a la mejora de un sintoma del mismo.
[0134] Como se usa en el presente documento, la expresion "composicion farmacéutica™ se
refiere a la combinacion de un agente activo con un vehiculo, inerte o activo, farmacéuticamente
aceptable, haciendo que la composicion sea especialmente adecuada para uso diagnéstico o
terapéutico in vivo 0 ex vivo.

[0135] Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente
aceptable” se refiere a cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales, tales como
solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones (p. ej., tal como una emulsién de aceite
en agua o de agua en aceite) y diversos tipos de agentes humectantes. Las composiciones también
pueden incluir estabilizadores y conservantes. Como ejemplos de vehiculos, estabilizadores y
adyuvantes, véase, p. ej., Martin, Remington's Pharmaceutical Sciences, 15% Ed., Mack Publ. Co.,
Easton, PA [1975].

[0136] Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente
aceptable" se refiere a cualquier sal farmacéuticamente aceptable (p. ej., &cido o base) de un
compuesto de la presente invencion que, tras la administracion a un sujeto, es capaz de
proporcionar un compuesto de esta invencién o un metabolito activo o un residuo del mismo.

Como saben los expertos en la materia, las "sales" de los compuestos de la presente invencion
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pueden proceder de bases y acidos inorganicos u organicos. Como ejemplos de acidos se
incluyen, pero sin limitacion, &cido clorhidrico, bromhidrico, sulfdrico, nitrico, perclérico,
fumarico, maleico, fosférico, glicolico, lactico, salicilico, succinico, tolueno-p-sulfénico,
tartérico, acético, citrico, metanosulfonico, etanosulfonico, formico, benzoico, malénico,
naftaleno-2-sulfénico, bencenosulfénico y similares. Otros acidos, como el oxalico, aunque no en
si mismos farmacéuticamente aceptables, pueden emplearse en la preparacion de sales Gtiles
como intermedios en la obtencion de los compuestos de la invencion y sus sales de adicion de
acido farmacéuticamente aceptables.

[0137] Como ejemplos de bases se incluyen, pero sin limitacion, hidroxidos de metales
alcalinos (p. €j., sodio), hidréxidos de metales alcalinotérreos (p. €j., magnesio), amoniaco y
compuestos de formula NW,*, en donde W es alquilo C1.4, y similares.

[0138] Como ejemplos de sales se incluyen, pero sin limitacion: acetato, adipato, alginato,
aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, alcanforato, alcanforsulfonato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, flucoheptanoato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-
hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato,
oxalato, palmoato, pectinato, persulfato, fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato,
tartrato, tiocianato, tosilato, undecanoato y similares. Otros ejemplos de sales incluyen aniones de
los compuestos de la presente invencién compuestos con un catiéon adecuado tal como Na*, NH4*
y NW," (en donde W es un grupo alquilo Ci.4), y similares.

[0139] Para un uso terapéutico, las sales de los compuestos de la presente invencion se
consideran farmacéuticamente aceptables. Sin embargo, también pueden utilizarse sales de
acidos y bases que no sean farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, en la preparacion o
purificacion de un compuesto farmacéuticamente aceptable.

[0140] Como se usa en el presente documento, "CEACAMS5" (también conocida como
molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 5, antigeno del
meconio 100, CEA, antigeno carcinoembrionario, CD66e o0 antigeno CD66e) se refiere a la
proteina de Uniprot con el nimero de registro P06731 e isoformas relacionadas.

[0141] A lo largo de la descripcidn, cuando se describe que las composiciones tienen,
incluyen o comprenden componentes especificos, o cuando se describe que los procesos y
métodos tienen, incluyen o comprenden etapas especificas, se contempla que, adicionalmente,
hay composiciones de la presente invencion que consisten esencialmente en, o consisten en, los
componentes enumerados, y que hay procesos y métodos segun la presente invencion que

consisten esencialmente en, o consisten en, las etapas de procesamiento mencionadas.
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[0142] En general, las composiciones que especifican un porcentaje son en peso, a menos
que se especifique lo contrario. Ademas, si una variable no va acompafiada de una definicion,

prevalecerd la definicion anterior de la variable.

l. PROTEINAS

[0143] La invencion proporciona proteinas de union multiespecificas que se unen al receptor
NKG2D y a CD16 en linfocitos citoliticos naturales, y al antigeno asociado a tumor CEACAMS.
Las proteinas de union multiespecificas son utiles en las composiciones farmacéuticas y en los
métodos terapéuticos que se describen en el presente documento. La union de las proteinas de
unién multiespecificas al receptor NKG2D y CD16 en un linfocito citolitico natural mejora la
actividad del linfocito citolitico natural hacia la destruccion de las células tumorales que expresan
CEACAMS. La union de las proteinas de union multiespecificas a las células tumorales que
expresan CEACAMS hace que estas células se acerquen al linfocito citolitico natural, lo que
facilita la destruccion directa e indirecta de las células tumorales por parte del linfocito citolitico
natural. En las publicaciones de solicitud internacional N.° W02018148445 y W02019157366,
gue no se incorporan en el presente documento por referencia, se desvelan proteinas de unién
multiespecificas que se unen a NKG2D, CD16, y a otra diana. A continuacion se proporciona una
descripcion adicional de algunas proteinas de unién multiespecificas ilustrativas.

[0144] El primer componente de la proteina de union multiespecifica es un sitio de union a
antigeno que se une a células que expresan el receptor NKG2D, que pueden incluir, entre otros,
células NK, linfocitos T v3, y linfocitos T ap CD8*. Después de unirse a NKG2D, las proteinas
de unién multiespecificas pueden bloquear la union de ligandos naturales, tales como ULBP6 y
MICA, con NKG2D y activar a las células NK.

[0145] El segundo componente de las proteinas de union multiespecificas es un sitio de union
a antigeno que se une a CEACAMS. Pueden encontrase células que expresan CEACAMS, por
ejemplo, en cancer gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de pulmon no
microcitico y cancer de es6fago.

[0146] El tercer componente de las proteinas de union multiespecificas es un dominio Fc de
anticuerpo o una parte del mismo o un sitio de unioén a antigeno, cada uno de los cuales se une a
células que expresan CD16, incluyendo, como ejemplos particulares, un receptor de Fc en la
superficie de los leucocitos, incluyendo linfocitos citoliticos naturales, macréfagos, neutréfilos,
eosindfilos, mastocitos y células dendriticas foliculares.

[0147] Un sitio de unién a antigeno adicional de las proteinas de union multiespecificas

puede unirse a CEACAMDS. En determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno
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que se une a NKG2D es un scFv, y cada uno del segundo sitio de unién a antigeno y de los sitios
de union a antigeno adicionales que se unen a CEACAMDS, es un fragmento Fab. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D es un scFv,
y cada uno del segundo sitio de unién a antigeno y de los sitios de unién a antigeno adicionales
que se unen a CEACAMS, es un scFv. En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a
antigeno que se une a NKG2D es un fragmento Fab, y cada uno del segundo sitio de union a
antigeno y de los sitios de union a antigeno adicionales que se unen a CEACAMD5, es un scFv. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D es un Fab, y
cada uno del segundo sitio de union a antigeno y de los sitios de unién a antigeno adicionales que
se unen a CEACAMS, es un fragmento Fab.

[0148] Cada uno de los sitios de unién a antigeno puede incorporar un dominio variable de
cadena pesada de anticuerpo y un dominio variable de cadena ligera de anticuerpo (p. ej.,
dispuestos como en un anticuerpo, o fusionados entre si para formar un scFv), o uno o mas de los
sitios de unidn a antigeno pueden ser un anticuerpo de un solo dominio, tal como un anticuerpo
VuH similar a un anticuerpo de camélido o un anticuerpo Vnar Similar a los que se encuentran en
los peces cartilaginosos.

[0149] Las proteinas de union multiespecificas descritas en el presente documento pueden
adoptar varios formatos. Por ejemplo, un formato es un anticuerpo heterodimérico,
multiespecifico que incluye una primera cadena pesada de inmunoglobulina, una primera cadena
ligera de inmunoglobulina, una segunda cadena pesada de inmunoglobulina y una segunda
cadena ligera de inmunoglobulina (FIG. 1). La primera cadena pesada de inmunoglobulina
incluye un primer dominio Fc (bisagra-CH2-CH3), un primer dominio variable de cadena pesada
y opcionalmente un primer dominio de cadena pesada CH1. La primera cadena ligera de
inmunoglobulina incluye un primer dominio variable de cadena ligera y, opcionalmente, un
primer dominio Fc de anticuerpo de cadena ligera. La primera cadena ligera de inmunoglobulina,
junto con la primera cadena pesada de inmunoglobulina, forma un sitio de unién a antigeno que
se une a NKG2D. La segunda cadena pesada de inmunoglobulina comprende un segundo
dominio Fc (bisagra-CH2-CH3), un segundo dominio variable de cadena pesada y opcionalmente
un segundo dominio de cadena pesada CH1. La segunda cadena ligera de inmunoglobulina
incluye un segundo dominio variable de cadena ligera y opcionalmente un segundo dominio
constante de cadena ligera. La segunda cadena ligera de inmunoglobulina, junto con la segunda
cadena pesada de inmunoglobulina, forma un sitio de unién a antigeno que se une a CEACAMDS.
El primer dominio Fc y el segundo dominio Fc juntos pueden unirse a CD16 (FIG. 1).

[0150] Otro formato ilustrativo implica un anticuerpo heterodimérico, multiespecifico que
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incluye una primera cadena pesada de inmunoglobulina, una segunda cadena pesada de
inmunoglobulina y una cadena ligera de inmunoglobulina (FIG. 2A). La primera cadena pesada
de inmunoglobulina incluye un primer dominio Fc (bisagra-CH2-CH3) fusionado a través de un
enlazador o una bisagra de anticuerpo a un scFv compuesto por un dominio variable de cadena
pesada y un dominio variable de cadena ligera que se emparejan y se unen a NKG2D, o se unen a
CEACAMS. La segunda cadena pesada de inmunoglobulina incluye un segundo dominio Fc
(bisagra-CH2-CH3), un segundo dominio variable de cadena pesada y un dominio de cadena
pesada CH1. La cadena ligera de inmunoglobulina incluye un dominio variable de cadena ligera
y un dominio constante de cadena ligera. La segunda cadena pesada de inmunoglobulina se
empareja con la cadena ligera de inmunoglobulina y se une a NKG2D o se une a CEACAMS. El
primer dominio Fc y el segundo dominio Fc juntos pueden unirse a CD16 (FIG. 2A).

[0151] Otro formato ilustrativo implica un anticuerpo heterodimeérico, multiespecifico que
incluye una primera cadena pesada de inmunoglobulina y una segunda cadena pesada de
inmunoglobulina (FIG. 2B). La primera cadena pesada de inmunoglobulina incluye un primer
dominio Fc (bisagra-CH2-CH3) fusionado a través de un enlazador o una bisagra de anticuerpo a
un scFv compuesto por un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena
ligera que se emparejan y se unen a NKG2D, o se unen a CEACAMS. La segunda cadena pesada
de inmunoglobulina incluye un segundo dominio Fc (bisagra-CH2-CH3) fusionado a través de un
enlazador o una bisagra de anticuerpo a un scFv compuesto por un dominio variable de cadena
pesada y un dominio variable de cadena ligera que se emparejan y se unen a NKG2D, 0 se unen a
CEACAMS. El primer dominio Fc y el segundo dominio Fc juntos pueden unirse a CD16 (FIG.
2B).

[0152] En algunas realizaciones, el scFv descrito anteriormente esta ligado al dominio
constante del anticuerpo a través de una secuencia bisagra. En algunas realizaciones, la bisagra
comprende los aminoacidos Ala-Ser o Gly-Ser. En algunas realizaciones, la bisagra conecta un
scFv que se une a NKG2D y el dominio constante de cadena pesada del anticuerpo comprende
los aminoacidos Ala-Ser. En algunas realizaciones, la bisagra conecta un scFv que se une a
CEACAMS y el dominio constante de cadena pesada del anticuerpo comprende los aminoécidos
Gly-Ser. En algunas realizaciones diferentes, la bisagra comprende los aminoacidos Ala-Ser y
Thr-Lys-Gly. La secuencia bisagra puede proporcionar flexibilidad de union al antigeno diana y
equilibrio entre flexibilidad y geometria 6ptima.

[0153] En algunas realizaciones, el scFv descrito anteriormente incluye un dominio variable
de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera. En algunas realizaciones, el dominio

variable de cadena pesada forma un puente disulfuro con el dominio variable de cadena ligera
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para mejorar la estabilidad del scFv. Por ejemplo, se puede formar un puente disulfuro entre el
resto C44 del dominio variable de cadena pesada y el resto C100 del dominio variable de cadena
ligera, las posiciones de aminoacidos se numeran segin Kabat. En algunas realizaciones, el
dominio variable de cadena pesada esta ligado al dominio variable de cadena ligera a través de un
enlazador flexible. Puede utilizarse cualquier enlazador adecuado, por ejemplo, el enlazador
(G4S)4 (SEQ ID NO: 532). En algunas realizaciones del scFv, el dominio variable de cadena
pesada esta situado en el extremo N del dominio variable de cadena ligera. En algunas
realizaciones del scFv, el dominio variable de cadena pesada esta situado en el extremo C del
dominio variable de cadena ligera.

[0154] Las proteinas de unién multiespecifica descritas en el presente documento pueden
incluir ademas uno o mas sitios de unién a antigeno adicionales. El/los sitio(s) de unién a
antigeno adicional(es) puede(n) fusionarse con el extremo N del dominio CH2 de la region
constante o con el extremo C del dominio CH3 de la region constante, opcionalmente a través de
una secuencia enlazadora. En determinadas realizaciones, el/los sitio(s) de unidn a antigeno
adicional(es) adopta(n) la forma de una region variable monocatenaria (scFv) que esta
opcionalmente estabilizada con disulfuro, dando como resultado una proteina de unién
multiespecifica tetravalente o trivalente. Por ejemplo, una proteina de union multiespecifica
incluye un primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D, un segundo sitio de union a
antigeno que se une a CEACAMD, un sitio de unidn a antigeno adicional que se une a
CEACAMS5, y una region constante de anticuerpo o una parte de la misma suficiente para unirse
a CD16 o un cuarto sitio de union a antigeno que se une a CD16. Uno cualquiera de estos sitios
de unidn a antigeno puede adoptar la forma de un fragmento Fab o un scFv, tal como un scFv
descrito anteriormente.

[0155] En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno adicional se une a un epitopo
diferente de CEACAMS del segundo sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el sitio
de unidn a antigeno adicional se une al mismo epitopo que el segundo sitio de unién a antigeno.
En algunas realizaciones, el sitio de union a antigeno adicional comprende las mismas secuencias
CDR de cadena pesada y de cadena ligera que el segundo sitio de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, el sitio de unién a antigeno adicional comprende las mismas secuencias de dominio
variable de cadena pesada y de cadena ligera que el segundo sitio de unién a antigeno. En
algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno adicional tiene la(s) misma(s) secuencia(s) de
aminodcidos que el segundo sitio de union a antigeno. En las FIG. 2C y FIG. 2D se muestran
formatos ilustrativos. Por consiguiente, las proteinas de union multiespecificas pueden

proporcionar un acoplamiento bivalente de CEACAMS. El acoplamiento bivalente de
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CEACAMS por las proteinas multiespecificas puede estabilizar la CEACAMS en la superficie de
la célula tumoral y mejorar la citotoxicidad de las células NK hacia las células tumorales. El
acoplamiento bivalente de CEACAMS por las proteinas multiespecificas puede conferir una
unién mas fuerte de las proteinas multiespecificas con las células tumorales, facilitando asi una
respuesta citotoxica mas fuerte de las células NK hacia las células tumorales, especialmente hacia
las células tumorales que expresan un bajo nivel de CEACAMS.

[0156] Las proteinas de union multiespecificas pueden adoptar formatos adicionales. En
algunas realizaciones, la proteina de unién multiespecifica esta en forma de Triomab, que es un
anticuerpo biespecifico, trifuncional, que conserva una forma similar a la de la 19gG. Esta quimera
consta de dos semianticuerpos, cada uno con una cadena ligera y otra pesada, que se originan a
partir de dos anticuerpos correspondientes.

[0157] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica es la forma KiH, que
conlleva la tecnologia de boton en ojal (KiH). La forma KiH implica el disefio de dominios Cn3
para crear un "botdn"” o un "ojal" en cada cadena pesada para promover la heterodimerizacion. El
concepto detras de la tecnologia de Fc de "botdn en ojal (KiH)" era introducir un "boton™ en un
dominio CH3 (CH3A) sustituyendo un resto pequefio por uno voluminoso (p. ej., T366WcHza en
la numeracion de la UE). Para dar cabida al "boton™, se cre6 una superficie en "ojal”
complementaria en el otro dominio CH3 (CH3B) reemplazando los restos vecinos mas cercanos
al boton con otros mas pequefios (p. ej., T366S/L368A/Y407V cHsg). La mutacion "ojal” se
optimiz6 mediante una exploracion de fagotecas guiada por estructuras (Atwell S, Ridgway JB,
Wells JA, Carter P., Stable heterodimers from remodeling the domain interface of a homodimer
using a phage display library, J. Mol. Biol. (1997) 270(1):26-35). X-ray crystal structures of KiH
Fc variants (Elliott JM, Ultsch M, Lee J, Tong R, Takeda K, Spiess C, et al., Antiparallel
conformation of knob and hole aglycosylated half-antibody homodimers is mediated by a CH2-
CH3 hydrophobic interaction. J. Mol. Biol. (2014) 426(9):1947-57; Mimoto F, Kadono S,
Katada H, Igawa T, Kamikawa T, Hattori K. Crystal structure of a novel asymmetrically
engineered Fc variant with improved affinity for FcyRs. Mol. Immunol. (2014) 58(1):132-8)
demostraron que la heterodimerizacion se ve favorecida termodindmicamente por interacciones
hidrofobas impulsadas por la complementariedad estérica en la interfaz central del dominio entre
CH3, mientras que las interfaces boton-boton y ojal-ojal no favorecen la homodimerizacion
debido al impedimento estérico y a la interrupcion de las interacciones favorables,
respectivamente.

[0158] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma de

inmunoglobulina de dominio variable doble (DVD-1g™), que combina los dominios de union a
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diana de dos anticuerpos monoclonales a través de enlazadores naturales flexibles y produce una
molécula similar a IgG tetravalente.

[0159] En algunas realizaciones, la proteina de unién multiespecifica esta en forma de
interfaz de Fab ortogonal (Orto-Fab). En la estrategia de 1gG orto-Fab (Lewis SM, Wu X,
Pustilnik A, Sereno A, Huang F, Rick HL, et al., Generation of bispecific 1gG antibodies by
structure-based design of an orthogonal Fab interface. Nat. Biotechnol. (2014) 32(2):191-8), el
disefio regional basado en la estructura introduce mutaciones complementarias en la interfaz LC
y HCvn-cH1 en un solo fragmento Fab, sin que se realice ningin cambio en el otro fragmento Fab.
[0160] En algunas realizaciones, la proteina de unién multiespecifica esta en formato Ig 2 en
1. En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma ES, que es una
construccion heterodimérica que contiene dos fragmentos Fab diferentes que se unen a las dianas
1y a la diana 2 fusionadas con el Fc. La heterodimerizacion esta garantizada por mutaciones de
direccion electrostatica en el Fc.

[0161] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma de xA-
Body, que es una construccion heterodimérica con dos fragmentos Fab diferentes fusionados con
Fc estabilizados por mutaciones de heterodimerizacion: El fragmento Fab 1 dirigido al antigeno 1
contiene LC kappa, mientras que el fragmento Fab 2 dirigido al antigeno 2 contiene LC lambda.
La FIG. 13A es una representacion ilustrativa de una forma de un kA-Body; La FIG. 13B es una
representacion ilustrativa de otro kA-Body.

[0162] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma de
intercambio de brazos Fab (anticuerpos que intercambian brazos de fragmentos Fab permutando
una cadena pesada y una cadena ligera unida (media molécula) por un par de cadena pesada-
ligera de otra molécula, lo que da lugar a anticuerpos biespecificos).

[0163] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma de SEED
Body. La plataforma de dominio genomodificado por intercambio de cadenas (SEED, strand-
exchange engineered domain) se disefié para generar moléculas asimétricas y biespecificas
similares a anticuerpos, una capacidad que amplia las aplicaciones terapéuticas de los anticuerpos
naturales. Esta plataforma de ingenieria de proteinas se basa en el intercambio de secuencias de
inmunoglobulina estructuralmente relacionadas dentro de los dominios CH3 conservados. El
disefio SEED permite la generacion eficaz de heterodimeros AG/GA, mientras que desfavorece
la homodimerizacién de los dominios AG y GA SEED CH3. (Muda M. et al., Protein Eng. Des.
Sel. (2011, 24(5):447-54)).

[0164] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma LuZ-Y,

en la que se utiliza una cremallera de leucina para inducir la heterodimerizacién de dos HC
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diferentes. (Wranik, BJ. et al., J. Biol. Chem. (2012), 287:43331-9).

[0165] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma Cov-X-
Body. En los CovX-Bodies biespecificos, dos péptidos diferentes se unen mediante un enlazador
de azetidinona ramificado y se fusionan con el anticuerpo armazén en condiciones suaves de una
manera especifica del sitio. Mientras que los farmacdforos son responsables de las actividades
funcionales, el armazon del anticuerpo le confiere una larga semivida y una distribucion similar a
la de las Ig. Los farmacéforos pueden optimizarse quimicamente o reemplazarse por otros
farmacdéforos para generar anticuerpos biespecificos optimizados o Unicos. (Doppalapudi VR et
al., PNAS (2010), 107(52);22611-22616).

[0166] En algunas realizaciones, la proteina de unién multiespecifica esta en forma
heterodimérica Oasc-Fab que incluye la unién del fragmento Fab a la diana 1 y la union de scFab
a la diana 2 fusionada con Fc. La heterodimerizacion esta garantizada por mutaciones en el Fc.
[0167] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma de
DuetMab, que es una construccion heterodimérica que contiene dos fragmentos Fab diferentes
que se unen a los antigenos 1y 2, y Fc se estabiliza mediante mutaciones de heterodimerizacion.
Los fragmentos Fab 1 y 2 contienen puentes S-S diferenciales que garantizan el emparejamiento
correcto de LC y HC.

[0168] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma
CrossmADb, que es una construccion heterodimérica con dos fragmentos Fab diferentes que se
unen a las dianas 1 y 2, fusionada a Fc que se estabiliza mediante heterodimerizacion. Los
dominios CL y CH1 y los dominios VH y VL se permutan, p. ej., CH1 se fusiona dentro del
marco de lectura con VL, mientras que CL se fusiona dentro del marco de lectura con VH.
[0169] En algunas realizaciones, la proteina de union multiespecifica esta en forma Fit-Ig,
que es una construccion homodimérica donde el fragmento Fab que se une al antigeno 2 se
fusiona con el extremo N del HC del fragmento Fab que se une al antigeno 1. La construccion
contiene Fc natural.

[0170] Los componentes individuales de las proteinas de unién multiespecificas se describen

con mas detalle a continuacion.

Sitio de unién a NKG2D

[0171] Al unirse al receptor NKG2D y CD16 en linfocitos citoliticos naturales, y a un
antigeno asociado a tumor en células cancerosas, las proteinas de union multiespecificas pueden
acoplarse a mas de un tipo de receptor activador de NK y pueden bloguear la unién de ligandos

naturales con NKG2D. En determinadas realizaciones, las proteinas pueden actuar como
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agonistas de células NK de seres humanos. En algunas realizaciones, las proteinas pueden actuar
como agonistas de células NK de seres humanos y de otras especies como roedores y macacos
cynomolgus. En algunas realizaciones, las proteinas pueden actuar como agonistas de las células
NK de seres humanos y de otras especies como macacos cynomolgus.

[0172]
dominios variables de cadena ligera que, en combinacién, pueden unirse a NKG2D. En algunas

La Tabla 1 enumera secuencias peptidicas de dominios variables de cadena pesada y

realizaciones, el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera se

disponen en formato Fab. En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada y el

dominio variable de cadena ligera se fusionan para formar un scFv.

[0173]

Los sitios de union de NKG2D enumerados en la Tabla 1 pueden variar en cuanto a

afinidad de union a NKG2D, no obstante, todos ellos activan a las células NK humanas.

[0174]

1 se determinan segln la numeracion de Kabat.

Salvo que se indique lo contrario, las secuencias de CDR proporcionadas en la Tabla

Tabla 1
Clones Secuencia de amino&cidos de la Secuencia de aminoéacidos de la
region variable de cadena pesada | region variable de cadena ligera
ADI-27705 | QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV | YCQQYNSYPITFGGGTKVEIK
SS (SEQ ID NO:393)
(SEQ ID NO:392)
CDR1 (SEQ ID NO:394) —
GSFSGYYWS
CDR2 (SEQ ID NO:395) —
EIDHSGSTNYNPSLKS
CDR3 (SEQ ID NO:396) —
ARARGPWSFDP
ADI-27724 | QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLS
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS

-30-




25565

VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
Ss

(SEQ ID NO:397)

GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQYGSSPITFGGGTKVEI
K

(SEQ ID NO:398)

ADI-27740
(A40)

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:399)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSIGSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYHSFYTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:400)

ADI-27741

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:401)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSIGSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQSNSYYTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:402)

ADI-27743

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:403)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:404)

ADI-28153

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWGFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:405)

ELQMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRTSQSISSYLNWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDSATYY
CQQSYDIPYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:406)

ADI-28226

QVOLQQWGAGLLKPSETLSLTCA

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
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(C26)

VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:407)

CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYGSFPITFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:408)

ADI-28154

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
Ss

(SEQ 1D NO:409)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK

APKLLIYKASSLESGVPSRFSG

SGSGTDFTLTISSLQPDDFATY
YCQQSKEVPWTFGQGTKVEIK
(SEQ ID NO:410)

ADI-29399

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:411)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSFPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:412)

ADI-29401

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:413)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSIGSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYDIYPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:414)

ADI-29403

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYDSYPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:416)
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(SEQ ID NO:415)

ADI-29405

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
Ss

(SEQ ID NO:417)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYGSFPTEGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:418)

ADI-29407

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:419)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYQSFPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:420)

ADI-29419

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:421)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYSSFSTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:422)

ADI-29421

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:423)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYESYSTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:424)

ADI-29424

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS

VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
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YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS
(SEQ ID NO:425)

YCQQYDSFITFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:426)

ADI-29425

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
Ss

(SEQ ID NO:427)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYQSYPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:428)

ADI-29426

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS

(SEQ ID NO:429)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSIGSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYHSFPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:430)

ADI-29429

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:431)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSIGSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYELYSYTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:432)

ADI-29447
(FAT)

QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA
VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE
WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
ss

(SEQ ID NO:433)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYDTFITFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:434)

ADI-27727

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK
ASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLE

DIVMTQSPDSLAVSLGERATIN
CKSSQSVLYSSNNKNYLAWY
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WMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTI
TADESTSTAYMELSSLRSEDTAV
YYCARGDSSIRHAYYYYGMDVW
GQGTTVTVSS

(SEQ ID NO:435)

CDR1 (SEQ ID NO:437) —
GTFSSYAIS (no segun Kabat) o
SYAIS (SEQ ID NO:438)

CDR2 (SEQ ID NO:439) —
GIIPIFGTANYAQKFQG

CDR3 (SEQ ID NO:442) —
ARGDSSIRHAYYYYGMDV

(no seguin Kabat) o
GDSSIRHAYYYYGMDV (SEQ ID
NO:443)

QQKPGQPPKLLIYWASTRESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
AEDVAVYYCQQYYSTPITFGG
GTKVEIK

(SEQ ID NO:436)

CDR1 (SEQ ID NO:440) —
KSSQSVLYSSNNKNYLA
CDR2 (SEQ ID NO:441) —
WASTRES

CDR3 (SEQ ID NO:444) —
QQYYSTPIT

ADI-29443 | QLQLQESGPGLVKPSETLSLTCTV | EIVLTQSPATLSLSPGERATLS
(F43) SGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLE | CRASQSVSRYLAWYQQKPGQ
WIGSIYYSGSTYYNPSLKSRVTISV | APRLLIYDASNRATGIPARFSG
DTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYY | SGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
CARGSDRFHPYFDYWGQGTLVT | YCQQFDTWPPTFGGGTKVEIK
VSS (SEQ ID NO:454)
(SEQ ID NO:445) CDR1 (SEQ ID NO:451) —
CDR1 (SEQ ID NO:446) — RASQSVSRYLA
GSISSSSYYWG (no segiin Kabat) o | CDR2 (SEQ ID NO:452) —
SSSYYWG (SEQ ID NO:447) DASNRAT
CDR2 (SEQ ID NO:448) — CDR3 (SEQ ID NO:453) —
SIYYSGSTYYNPSLKS QQFDTWPPT
CDR3 (SEQ ID NO:449) —
ARGSDRFHPYFDY (no segun
Kabat) o GSDRFHPYFDY (SEQ ID
NO:450)
ADI-29404 | QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCA | DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
(FO4) VYGGSFSGYYWSWIRQPPGKGLE | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
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WIGEIDHSGSTNYNPSLKSRVTIS
VDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVY
YCARARGPWSFDPWGQGTLVTV
SS (SEQ 1D NO:455)

APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCEQYDSYPTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:456)

LEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGR
VTMTRDTSTSTVYMELSSLRSED
TAVYYCARGAPNYGDTTHDYYY
MDVWGKGTTVTVSS

(SEQ ID NO:463)

CDR1 (SEQ ID NO:465) —
YTFTSYYMH (no segin Kabat) o
SYYMH (SEQ ID NO:466)

CDR2 (SEQ ID NO:467) -
IINPSGGSTSYAQKFQG

CDR3 (SEQ ID NO:468) —
ARGAPNYGDTTHDYYYMDV (no
segun Kabat) o
GAPNYGDTTHDYYYMDV (SEQ

ADI-28200 | QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATIN
ASGGTFSSYAISWVRQAPGQGLE | CESSQSLLNSGNQKNYLTWY
WMGGIIPIFGTANYAQKFQGRVTI | QQKPGQPPKPLIYWASTRESG
TADESTSTAYMELSSLRSEDTAV | VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
YYCARRGRKASGSFYYYYGMDV | AEDVAVYYCQNDYSYPYTFG
WGQGTTVTVSS QGTKLEIK
(SEQ ID NO:457) (SEQ ID NO:458)
CDR1 (SEQ ID NO:437) — CDR1 (SEQ ID NO:461) —
GTFSSYAIS ESSQSLLNSGNQKNYLT
CDR2 (SEQ ID NO:459) — CDR2 (SEQ ID NO:441) —
GIIPIFGTANYAQKFQG WASTRES
CDR3 (SEQ ID NO:460) — CDR3 (SEQ ID NO:462) —
ARRGRKASGSFYYYYGMDV QNDYSYPYT

ADI-29379 | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC | EIVMTQSPATLSVSPGERATLS

(E79) KASGYTFTSYYMHWVRQAPGQG | CRASQSVSSNLAWYQQKPGQ

APRLLIYGASTRATGIPARFSG
SGSGTEFTLTISSLQSEDFAVY
YCQQYDDWPFTFGGGTKVEI
K

(SEQ ID NO:464)

CDR1 (SEQ ID NO:470) -
RASQSVSSNLA

CDR2 (SEQ ID NO:63) -
GASTRAT

CDR3 (SEQ ID NO:472) -
QQYDDWPFT
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ID NO:469)

WVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTI
SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKDGGYYDSGAGDYWGQG
TLVTVSS

(SEQ ID NO:482)

CDR1 (SEQ ID NO:484) —
FTFSSYAMS (no segin Kabat) o
SYAMS (SEQ ID NO:3)

CDR2 (SEQ ID NO:486) -
AISGSGGSTYYADSVKG

CDR3 (SEQ ID NO:487) -
AKDGGYYDSGAGDY (no segun
Kabat) o DGGYYDSGAGDY (SEQ

ADI-29463 QVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSC | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLS
(F63) KASGYTFTGYYMHWVRQAPGQG | CRASQSVSSNLAWYQQKPGQ
LEWMGWINPNSGGTNYAQKFQG | APRLLIYGASTRATGIPARFSG
RVTMTRDTSISTAYMELSRLRSD SGSGTEFTLTISSLQSEDFAVY
DTAVYYCARDTGEYYDTDDHGM | YCQQDDYWPPTFGGGTKVEI
DVWGQGTTVTVSS K
(SEQ ID NO:473) (SEQ ID NO:474)
CDR1 (SEQ ID NO:475) - CDR1 (SEQ ID NO:480) -
YTFTGYYMH (no segin Kabat) o RASQSVSSNLA
GYYMH (SEQ ID NO:476) CDR?2 (SEQ ID NO:63) -
CDR2 (SEQ ID NO:477) - GASTRAT
WINPNSGGTNYAQKFQG CDRS3 (SEQ ID NO:481) -
CDR3 (SEQ ID NO:478) — QQDDYWPPT
ARDTGEYYDTDDHGMDV (no
segun Kabat) o
DTGEYYDTDDHGMDV (SEQ ID
NO:479)
ADI-27744 | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
(A44) ASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLE | CRASQGIDSWLAWYQQKPGK

APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGVSYPRTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:483)

CDR1 (SEQ ID NO:489) -
RASQGIDSWLA

CDR2 (SEQ ID NO:224) -
AASSLQS

CDR3 (SEQ ID NO:491) -
QQGVSYPRT
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ID NO:488)

ADI-27749 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT

(A49) ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE | CRASQGISSWLAWYQQKPGK

WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS | APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YYCARGAPMGAAAGWFDPWGQ | YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
GTLVTVSS (SEQ ID NO:493)
(SEQ ID NO:492) CDR1 (SEQ ID NO:530) -
CDRL1 (SEQ ID NO:494) - RASQGISSWLA
FTFSSYSMN (no segun Kabat) o CDR2 (SEQ ID NO:224) -
SYSMN (SEQ ID NO:495) AASSLQS
CDR2 (SEQ ID NO:496) - CDR3 (SEQ ID N0O:499) -
SISSSSSYIYYADSVKG QQGVSFPRT
CDR3 (SEQ ID NO:497) —
ARGAPMGAAAGWEFDP (no segun
Kabat) o GAPMGAAAGWFDP (SEQ
ID NO:498)
scFv (VL-VH) con G44C en VH y G100C en VL, enlazador en cursiva:
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGVSF
PRTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLV
KPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKCLEWVSSISSSSSYIY
YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGAPMGA
AAGWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:500)

ADI-29378 | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSC | EIVLTQSPATLSLSPGERATLS

(E78) KASGYTFTSYYMHWVRQAPGQG | CRASQSVSSYLAWYQQKPGQ

LEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGR | APRLLIYDASNRATGIPARFSG
VTMTRDTSTSTVYMELSSLRSED | SGSGTDFTLTISSLEPEDFAVY
TAVYYCAREGAGFAYGMDYYY | YCQQSDNWPFTFGGGTKVEIK
MDVWGKGTTVTVSS (SEQ ID NO:502)
(SEQ ID NO:501) CDR1 (SEQ ID NO:506) -
CDR1 (SEQ ID NO:465) — RASQSVSSYLA
YTFTSYYMH (no segin Kabat) o CDR2 (SEQ ID NO:452) -
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SYYMH (SEQ ID NO:466) DASNRAT

CDR2 (SEQ ID NO:503) - CDR3 (SEQ ID NO:507) -
IINPSGGSTSYAQKFQG QQSDNWPFT

CDR3 (SEQ ID NO:504) —
AREGAGFAYGMDYYYMDYV (no
segun Kabat) o
EGAGFAYGMDYYYMDV (SEQ ID
NO:505)

A49MI EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE | CRASQGISSWLAWYQQKPGK
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS | APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YYCARGAPIGAAAGWFDPWGQG | YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK

TLVTVSS (SEQ ID NO:508) (SEQ ID NO:493)

CDR1: FTFSSYSMN (SEQ ID CDR1 (SEQ ID NO:530) -
NO:494) (no segun Kabat) o SYSMN | RASQGISSWLA

(SEQ ID NO:495) CDR2 (SEQ ID NO:224) -
CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG AASSLQS

(SEQ ID NO:496) CDR3 (SEQ ID NO:499) -
CDR3: (no segun Kabat) QQGVSFPRT

ARGAPIGAAAGWFDP (SEQ ID
NO:509) 0 GAPIGAAAGWFDP
(SEQ ID NO:510)

A49MQ EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE | CRASQGISSWLAWYQQKPGK
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS | APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YYCARGAPQGAAAGWFDPWGQ | YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK

GTLVTVSS (SEQ ID NO:493)

(SEQ ID NO:511) CDR1 (SEQ ID NO:530) -
CDR1: FTFSSYSMN (SEQ ID RASQGISSWLA
NO:494) (no segin Kabat) 0o SYSMN | CDR2 (SEQ ID NO:224) -
(SEQ ID NO:495) AASSLQS
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CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG
(SEQ ID NO:496)

CDR3 (no segun Kabat) (SEQ ID
NO:512) - ARGAPQGAAAGWFDP
or CDR3 (SEQ ID NO:513) -
GAPQGAAAGWFDP

CDR3 (SEQ ID NO:499) -
QQGVSFPRT

A49ML EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE | CRASQGISSWLAWYQQKPGK
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS | APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YYCARGAPLGAAAGWFDPWGQ | YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
GTLVTVSS (SEQ ID NO:493)
(SEQ ID NO:514) CDR1 (SEQ ID NO:530) -
CDRL1: FTFSSYSMN (SEQ ID RASQGISSWLA
NO:494) (no segin Kabat) o SYSMN | CDR2 (SEQ ID NO:224) -
(SEQ ID NO:495) AASSLQS
CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG CDR3 (SEQ ID NO:499) -
(SEQ ID NO:496) QQGVSFPRT
CDR3 (no segun Kabat) (SEQ ID
NO:515) - ARGAPLGAAAGWEFDP o
CDRS3 (SEQ ID NO:516) -
GAPLGAAAGWEFDP

A49MF EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT

ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARGAPFGAAAGWFDPWGQ
GTLVTVSS

(SEQ ID NO:517)

CDR1: FTFSSYSMN (SEQ ID
NO:494) (no segun Kabat) o SYSMN
(SEQ ID NO:495)

CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG

CRASQGISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:493)

CDR1 (SEQ 1D NO:530) -
RASQGISSWLA

CDR2 (SEQ ID NO:224) -
AASSLQS

CDR3 (SEQ 1D NO:499) -
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(SEQ ID NO:496)

CDR3 (no segun Kabat) (SEQ ID
NO:518) - ARGAPFGAAAGWEFDP o
CDR3 (SEQ ID NO:519) -
GAPFGAAAGWFDP

QQGVSFPRT

A49MV

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA
ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARGAPVGAAAGWFDPWGQ
GTLVTVSS

(SEQ ID NO:520)

CDRL1: FTFSSYSMN (SEQ ID
NO:494) (no segun Kabat) o SYSMN
(SEQ ID NO:495)

CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG
(SEQ ID NO:496)

CDR3 (no segun Kabat) (SEQ ID
NO:521) - ARGAPVGAAAGWFDP
0 CDR3 (SEQ ID NO:522) -
GAPVGAAAGWFDP

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
CRASQGISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:493)

CDR1 (SEQ ID NO:530) -
RASQGISSWLA

CDR2 (SEQ ID NO:224) -
AASSLQS

CDR3 (SEQ ID NO:499) -
QQGVSFPRT

A49 consenso

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA
ASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE
WVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTIS
RDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARGAPXGAAAGWFDPWGQ
GTLVTVSS, endonde X es M, L, I,
V,QoF

(SEQ ID NO:523)

CDR1: FTFSSYSMN (SEQ ID
NO:494) (no segun Kabat) o SYSMN
(SEQ ID NO:495)

CDR2: SISSSSSYIYYADSVKG

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTIT
CRASQGISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:493)

CDR1 (SEQ 1D NO:530) -
RASQGISSWLA

CDR2 (SEQ 1D NO:224) -
AASSLQS

CDR3 (SEQ 1D NO:499) -
QQGVSFPRT
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(SEQ ID NO:496)

CDR3 (no segun Kabat) (SEQ ID
NO:524) - ARGAPXGAAAGWFDP
0 CDR3 (SEQ ID NO:525) —
GAPXGAAAGWEFDP, en donde X es
M, L, 1,V,QoF

proteina de
union NKG2D
enel
documento US
9.273.136

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCA
ASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGL
EWVAFIRYDGSNKYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCAKDRGLGDGTYFDYWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:526)

QSALTQPASVSGSPGQSITISCS
GSSSNIGNNAVNWYQQLPGK

APKLLIYYDDLLPSGVSDRFSG
SKSGTSAFLAISGLQSEDEADY
YCAAWDDSLNGPVFGGGTKL
TVL (SEQ ID NO:527)

proteina de
union NKG2D
en el

documento US

QVHLQESGPGLVKPSETLSLTCTV
SDDSISSYYWSWIRQPPGKGLEWI
GHISYSGSANYNPSLKSRVTISVD
TSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLS
CRASQSVSSSYLAWYQQKPG

QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV

7.879.985 ANWDDAFNIWGQGTMVTVSS YYCQQYGSSPWTFGQGTKVEI
(SEQ ID NO:528) K (SEQ ID NO:529)
[0175] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a

NKG2D (p. ej., NKG2D humana) comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de

anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %,

al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %,

al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica al VH de un anticuerpo desvelado en la Tabla

1, y un dominio variable de cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia de

aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)

idéntica al VL del mismo anticuerpo desvelado en la Tabla 1. En determinadas realizaciones, el

primer sitio de unién a antigeno comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y la
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera, determinado segun Kabat (véase Kabat et al., (1991)

Sequences of Proteins of Immunological Interest, publicacion del NIH N.° 91-3242, Bethesda),
Chothia (véase, p. €j., Chothia C y Lesk A M, (1987), J. Mol. Biol. 196: 901-917), MacCallum
(véase MacCallum R M et al., (1996) J. Mol. Biol. 262: 732-745), o cualquier otro método de
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determinacion de CDR conocido en la técnica, de las secuencias VH y VL de un anticuerpo
desvelado en la Tabla 1. En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena
ligera de un anticuerpo desvelado en la Tabla 1.

[0176] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a
NKG2D comprende un dominio variable de cadena pesada relacionado con la SEQ ID NO:392,
de manera que tiene una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 90 %, al
menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:392, y/o que
incorpora secuencias de aminoacidos idénticas a la secuencias de CDR1 (SEQ ID NO:394),
CDR2 (SEQ ID NO:395) y CDR3 (SEQ ID NO:396) de la SEQ ID NO:392. El dominio variable
de cadena pesada que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:392
puede acoplarse con una variedad de dominios variables de cadena ligera para formar un sitio de
union a NKG2D. Por ejemplo, el primer sitio de union a antigeno que incorpora un dominio
variable de cadena pesada que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:392 puede incorporar ademas un dominio variable de cadena ligera que tiene al menos un
90 % de identidad de secuencia con cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 393, 398, 400, 402, 404, 408, 410, 412, 414, 416, 418, 420, 422,
424, 426, 428, 430, 432 'y 434. Por ejemplo, el primer sitio de unién a antigeno incorpora un
dominio variable de cadena pesada con secuencias de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al
menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a la SEQ ID
NO:392 y un dominio variable de cadena ligera con secuencias de aminoacidos al menos 90 %
(p. €j., al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos
95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a
cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en: las SEQ ID NO: 393, 398,
400, 402, 404, 408, 410, 412, 414, 416, 418, 420, 422, 424, 426, 428, 430, 432 y 434.

[0177] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:435, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:436. En
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determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 437 0 438, 439y 442 o0 443, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 440, 441 y 444, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 437 0 438, 439 y 442 0 443, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 440, 441y
444, respectivamente.

[0178] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:445, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:454. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 446 o 447, 448 y 449 o 450, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 451, 452 y 453, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 446 0 447, 448 y 449 o0 450, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 451, 452y
453, respectivamente.

[0179] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:455, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:456.
[0180] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a

NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
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al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:457, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:458. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 437, 459 y 460, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 461, 441 y 462, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 437, 459 y 460, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3
que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 461, 441y 462,
respectivamente.

[0181] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:463, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:464. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 465 o 466, 467 y 468 0 469, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 470, 63y 472, respectivamente. En determinadas
realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 465 o 466,
467 y 468 0 469, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 470, 63 y 472, respectivamente.
[0182] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos

de SEQ ID NO:473, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
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ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:474. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 475 0 476, 477 y 478 0 479, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminodacidos de las SEQ ID NO: 480, 63 y 481, respectivamente. En determinadas
realizaciones, el primer sitio de union a antigeno comprende (a) un VH que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 475 o 476,
477y 478 0 479, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que
comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 480, 63 y 481, respectivamente.
[0183] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:501, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:502. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 465 o 466, 503 y 504 o 505, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 506, 452 y 507, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 465 0 466, 503 y 504 o0 505, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 506, 452 y
507, respectivamente.

[0184] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:482, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:483. En

determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
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secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 484 o 3, 486 y 487 o 488, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 489, 490 y 491, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 484 0 3, 486 y 487 0 488, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1, CDR2
y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 489, 490 y 491,
respectivamente.

[0185] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de amino&cidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:492, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 497 o 498, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 497 0 498 respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0186] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:508, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 509 o 510, respectivamente. En

determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
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secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 509 o0 510, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0187] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de amino&cidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoéacidos
de SEQ ID NO:511, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 512 0 513, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 512 0 513, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0188] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:514, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 515 o 516, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En

determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
-48-



25565

comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoécidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 515 0 516, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0189] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de amino&cidos al menos 90 % (p. ej.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO:517, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 518 0 519, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 518 0 519, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0190] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:520, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o 495, 496 y 521 o0 522, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de unién a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ

ID NO: 494 0 495, 496 y 521 0 522, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
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CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de amino&cidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0191] En determinadas realizaciones, el primer sitio de unidn a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoécidos al menos 90 % (p. ej.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO:523, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:493. En
determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 494 o0 495, 496 y 524 o0 525, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las
secuencias de aminoéacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y 499, respectivamente. En
determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno comprende (a) un VH que
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ
ID NO: 494 0 495, 496 y 524 0 525, respectivamente; y (b) un VL que comprende la CDR1,
CDR2 y CDR3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 530, 224 y
499, respectivamente.

[0192] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:526, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:527.
[0193] En determinadas realizaciones, el primer sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j.,
al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:528, y una VL que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p.
ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la SEQ ID NO:529.
[0194] Las proteinas de union multiespecificas pueden unirse a células que expresan

NKG2D, que incluyen, pero sin limitacion, células NK, linfocitos T y3 y linfocitos T aff CD8™.
-50-



25565

Después de unirse a NKG2D, las proteinas de unién multiespecificas pueden bloquear la union
de ligandos naturales, tales como ULBP6 y MICA, con NKG2D vy activar a las células NK.
[0195] Las proteinas de union multiespecificas se unen a las células que expresan CD16, un
receptor de Fc en la superficie de los leucocitos, incluyendo linfocitos citoliticos naturales,
macrofagos, neutrofilos, eosinofilos, mastocitos y células dendriticas foliculares. Una proteina de
la presente divulgacion se une a NKG2D con una afinidad de Kp de 2 nM a 120 nM, p. ej., de
2nM a 110 nM, de 2 nM a 100 nM, de 2 nM a 90 nM, de 2 nM a 80 nM, de 2 nM a 70 nM, de

2 nM a 60 nM, de 2 nM a 50 nM, de 2 nM a 40 nM, de 2 nM a 30 nM, de 2 nM a 20 nM, de

2 nM a 10 nM, de aproximadamente 15 nM, aproximadamente 14 nM, aproximadamente 13 nM,
aproximadamente 12 nM, aproximadamente 11 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente
9 nM, aproximadamente 8 nM, aproximadamente 7 nM, aproximadamente 6 nM,
aproximadamente 5 nM, aproximadamente 4,5 nM, aproximadamente 4 nM, aproximadamente
3,5 nM, aproximadamente 3 nM, aproximadamente 2,5 nM, aproximadamente 2 nM,
aproximadamente 1,5 nM, aproximadamente 1 nM, entre aproximadamente 0,5 nM y
aproximadamente 1 nM, de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 2 nM, de
aproximadamente 2 nM a 3 nM, de aproximadamente 3 nM a 4 nM, de aproximadamente 4 nM a
aproximadamente 5 nM, de aproximadamente 5 nM a aproximadamente 6 nM, de
aproximadamente 6 nM a aproximadamente 7 nM, de aproximadamente 7 nM a
aproximadamente 8 nM, de aproximadamente 8 nM a aproximadamente 9 nM, de
aproximadamente 9 nM a aproximadamente 10 nM, de aproximadamente 1 nM a
aproximadamente 10 nM, de aproximadamente 2 nM a aproximadamente 10 nM, de
aproximadamente 3 nM a aproximadamente 10 nM, de aproximadamente 4 nM a
aproximadamente 10 nM, de aproximadamente 5 nM a aproximadamente 10 nM, de
aproximadamente 6 nM a aproximadamente 10 nM, de aproximadamente 7 nM a
aproximadamente 10 nM o de aproximadamente 8 nM a aproximadamente 10 nM. En algunas

realizaciones, los sitios de union a NKG2D se unen a NKG2D con una Kp de 10 a 62 nM.

Sitio de unién a CEACAMb5

[0196] El sitio de union a CEACAMS de la proteina de union multiespecifica desvelada en el
presente documento comprende un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de
cadena ligera. La Tabla 2 enumera algunas secuencias ilustrativas de dominios variables de
cadena pesada y dominios variables de cadena ligera que, en combinacién, pueden unirse a
CEACAMS. Las secuencias de CDR se identifican con la numeracién de Chothia y Kabat como

se indica. Las mutaciones de cisteina para la formacion de enlaces disulfuro se indican
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subrayadas. Las secuencias de scFv incluyen un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532) (en cursiva)
entre VH y VL.

Tabla 2. Secuencias de sitios de union a antigeno ilustrativas que se unen a CEACAM5

VH

VL

Par analogo
Al
(procedente
de PH_420-
CEACAMS)

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSC
AASGFTFSSYAMSWVRQAPGK
CLEWVSAIFNSGGSTYYADSVK
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTALYYCAKDLGGYNYGLF
DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:567)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:2)
(Chothia) o SYAMS (SEQ ID
NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY (SEQ
ID NO:6)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCW
ASQSISSWLAWY QQKPGKAPKLLI
YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYT
FGCGTKLEIK (SEQ ID NO:568)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID NO:9)

scFv para
GB1/GB2
(procedente
del par
analogo Al)

GB1 (VL-VH):

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWYQQKPGKAPKLLI

YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYT
FGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGGGLVQPGGS
LRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAIFNSGGSTYYADSV
KGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDY
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:569)

GB2 (VH-VL):

QVOLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLE
WVSAIFNSGGSTYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAL
YYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGKAPK
LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYS
YTFGCGTKLEIK (SEQ ID NO:586)

Par analogo
A2

(VH
procedente de
PH_420-
CEACAMS5_
VH_Variante

EVOQLVQSGGGLVQPGGSLRLSC
AASGFTFSSYAMSWVRQAPGK

CLEWVSAIFNSGGSTYYADSVK
GRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLR
AEDTALYYCAKDLGGYNYGLF

DYWGQGTLVTV (SEQ ID

NO:587)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCW
ASQSISSWLAWY QQKPGKAPKLLI
YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTL
TISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYT
FGCGTKLEIK (SEQ ID NO:588)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
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VH VL
1(QE)y VL NO:7)
procedente de | CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:2)
PH_420- (Chothia) 0 SYAMS (SEQ ID CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CEACAMS5) | NO:3) (Kabat)
CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID NO:9)
CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY (SEQ
ID NO:6)
ScFv para GB3 (VH-VL):
GB3/ GB4
(procedente EVOQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLE
del par WVSAIFNSGGSTYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAL
analogo A2) | YYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGKAPK
LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYS
YTFGCGTKLEIK (SEQ ID NO:570)
GB4 (VL-VH):
DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWYQQKPGKAPKLLI
YKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYT
FGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVQSGGGLVQPGGS
LRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAIFNSGGSTYYADSV
KGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDY
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:589)
Par anélogo QVQLVQSGGGLVQPGGSQRLS | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRA
A3 CAASGFTFTSYAMSWVRQAPG | SQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
(procedente KCLEWVSAISGTGDSTFYADSV | YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
de 1078_C04- | KGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSL | TISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLT
CEACAM5) | RAEDTAVYYCAKDLGWLQYG | FGCGTKVEIK (SEQ ID NO:591)

LFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:590)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:35)
(Chothia) 0 SYAMS (SEQ ID
NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID NO:36)
(Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY (SEQ

ID NO:38)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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ScFv para GB5 (VH-VL):
GB5/GB6
(procedente QVOQLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLE
del par WVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
analogo A3) | YYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNN
WPLTFGCGTKVEIK (SEQ ID NO:571)
GB6 (VL-VH)
DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPL
TFGCGTKVEIKGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGGGLVQPGGS
QRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDSTFYADSV
KGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDY
WGQGTLVTVSSG (SEQ ID NO:592)
Par andlogo EVOQLVQSGGGLVQPGGSQRLSC | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRA
Ad AASGFTFTSYAMSWVRQAPGK | SQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
(procedente CLEWVSAISGTGDSTFYADSVK | YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
de 1078_C04 | GRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLR | TISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLT
CEACAMb5 AEDTAVYYCAKDLGWLQYGLF | FGCGTKVEIK (SEQ ID NO:594)
_VH_ DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
Variante 1 NO:593) CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
(QE) NO:40)
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:35)
(Chothia) 0 SYAMS (SEQ ID CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
NO:3) (Kabat)
CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
CDR2: SGTGDS (SEQ ID NO:36) | NO:42)
(Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY (SEQ
ID NO:38)
SCFv para GB7 (VH-VL):
GB7/GB8
(procedente EVQLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLE
del par WVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
analogo A4) | YYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG

GGSDIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWY QQKPGQAP
RLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNN
WPLTFGCGTKVEIK (SEQ ID NO:572)

GBS (VL-VH):

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
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YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPL
TFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVQSGGGLVQPGG
SQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDSTFYADS
VKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFD
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:595)

Par analogo
A5
(procedente
de 1078_C04-
CEACAMS)

QVQLVQSGGGLVQPGGSQRLS
CAASGFTFTSYAMSWVRQAPG
KCLEWVSAISGTGDSTFYADSV
KGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCAKDLGWLQYG
LFDYWGQGTLVTVSS(SEQ ID
NO:596)

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRA
SQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLT
FGCGTKVEIK (SEQ ID NO:597)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID

NO:40)
CDRL1: GFTFTSY (SEQ ID NO:35)
(Chothia) o SYAMS (SEQ ID
NO:3) (Kabat)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
CDR2: SGTGDS (SEQ ID NO:36) | NO:42)
(Chothia) o

AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ

ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY (SEQ
ID NO:38)

SCFv para
GB9/GB10
(procedente
del par
analogo Ab)

GB9 (VL-VH):

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPL

TFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGGGLVQPG

GSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDSTFYAD
SVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLF
DYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:573)

GB10 (VH-VL):

QVOLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLE
WVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSSGGGGGGGGGSGGGGGSG
GGGGSDIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQY
NNWPLTFGCGTKVEIK (SEQ ID NO:598)

Par analogo
A6
(procedente
de 1079_HO05-
CEACAMb)

QVOQLQESGPGLVRPSGTLSLTC
AVSGGSISSPTWWSWVRQPPGK
CLEWIGEIHPSGRTNYNPSLKSR
VTISVDKSKNQFSLKLGSVTAA
DTAVYYCAREGFYYGSGNYYY
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCR

ASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTL
TISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIK (SEQ ID NO:600)
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NO:599) CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
NO:62)

CDR1: GGSISSPT (SEQ ID
NO:56) (Chothia) 0 SPTWWS

(SEQ ID NO:57) (Kabat)

CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)

CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID NO:64)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)

CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)

SCFv para
GB11/GB12
(procedente
del par
analogo Ab)

GB11(VH-VL):

QVQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLE
WIGEIHPSGRTNYNPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYY
CAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAP
RLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNN
WPTFGCGTRLEIK (SEQ ID NO:574)

GB12 (VL-VH):

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGPGLVRPSGTL

SLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLEWIGEIHPSGRTNYNPSLKS

RVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYYCAREGFYYGSGNYYYFDY
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:601)

Par analogo
A7

(VH
procedente de
1079 _HO05-
CEACAMS_
VH_Variante

1(QE))

EVQLQESGPGLVRPSGTLSLTC
AVSGGSISSPTWWSWVRQPPGK
CLEWIGEIHPSGRTNYNPSLKSR
VTISVDKSKNQFSLKLGSVTAA
DTAVYYCAREGFYYGSGNYYY
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:602)

CDR1: GGSISSPT (SEQ ID
NO:56) (Chothia) 0 SPTWWS
(SEQ ID NO:57) (Kabat)

CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)

CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCR
ASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTL
TISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIK (SEQ ID NO:603)

CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
NO:62)

CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)

CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID NO:64)
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(SEQ ID NO:60)

scFv para
GB13/ GB14
(procedente
del par
analogo A7)

GB13 (VH-VL):

EVQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLE
WIGEIHPSGRTNYNPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYY
CAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAP
RLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNN
WPTFGCGTRLEIK (SEQ ID NO:575)

GB14 (VL-VH):

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQTPATLSASVGDR
VTITCRASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPARFSGSG
SGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTFGCGTRLEIK (SEQ ID
NO:604)

Par andlogo
A8
(procedente
de 1079_HO05-
CEACAMDb)

QVQLQESGPGLVRPSGTLSLTC
AVSGGSISSPTWWSWVRQPPGK
CLEWIGEIHPSGRTNYNPSLKSR
VTISVDKSKNQFSLKLGSVTAA
DTAVYYCAREGFYYGSGNYYY
FDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:605)

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCR

ASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTL
TISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIK (SEQ ID NO:606)

CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
NO:62)

CDR1: GGSISSPT (SEQ ID
NO:56) (Chothia) 0 SPTWWS
(SEQ ID NO:57) (Kabat)

CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)

CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID NO:64)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)

CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)

SCFv para
GB15/GB16
(procedente
del par
analogo A8)

GB15 (VL-VH):

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAPRLLI
YGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTF
GCGTRLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGPGLVRPSGTL

SLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLEWIGEIHPSGRTNYNPSLKS

RVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYYCAREGFYYGSGNYYYFDY
WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:576)

-57-




25565

VH | VL

GB16 (VH-VL):

QVOQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLE
WIGEIHPSGRTNYNPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYY
CAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSDIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAP
RLLIYGASTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNN
WPTFGCGTRLEIK (SEQ ID NO:607)

Par analogo
A9
(procedente
de 7A10.A7-
CEACAMS5-
B.01)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC
AASGFILSNYGMHWVRQAPGK
CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARERVSRHFD

WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
NFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
NO:609)

(SEQ ID NO:608)
CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:74)
(Chothia) o NYGMH (SEQ ID

NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70)
(Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)

scFv para
GB17/GB18
(procedente
del par
analogo A9)

GB17 (VH-VL):

QVOQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTNFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:577)

GB18 (VL-VH):

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTNFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVT
PGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASGV
PDRFSGSGSGTNFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDI
T (SEQ ID NO:610)

Par analogo
A10

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC
AASGFILSNYGMHWVRQAPGK

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
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(VH CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS | QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
procedente de | VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS | DFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
7A10.A7- LRAEDTAVYYCARERVSRHFD | TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
CEACAM5- | WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS | NO:612)
B.0lyVL (SEQ ID NO:611)
procedente de CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
7A10.A7- CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:74)
CEACAMb5- | (Chothia) o NYGMH (SEQ ID
B.01- NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
N(L70)D VL)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70) | CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
(Chothia) o NO:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDRa:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)
ScFv para GB19 (VH-VL):
GB19/GB20
(procedente QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
del par WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
analogo A10) | AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WYLQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:578)
GB20 (VL-VH):
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGDVVQ
PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:613)
Par analogo QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
All AASGFILSNYGMHWVRQAPGK | QSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
(VH CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS | QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
procedente de | VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS | QFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
7A10.A7- LRAEDTAVYYCARERVSRHFD | TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
CEACAMS- | WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS | NO:615)
B.01y VL (SEQ ID NO:614)
procedente de CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
7A10.A7- CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:74)
CEACAMb5- | (Chothia) o NYGMH (SEQ ID
B.01- NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
N(L70)Q VL)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
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(Chothia) o NO:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDRa3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)
ScFv para GB21 (VH-VL):
GB21/ GB22
(procedente | QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
del par WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
andlogo A11) | AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTQFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:579)
GB22 (VL-VH):
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWY LQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTQFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGDVVQ
PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:616)
Par analogo QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
Al2 AASGFILSNYGMHWVRQAPGK | QSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
(VH CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS | QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
procedente de | VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS | NFALTISRVEAEDVGFYYCMQAL
7A10.A7- LRAEDTAVYYCARERVSRHFD | QTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
CEACAMS- | WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS | NO:618)
B.01y VL (SEQ ID NO:617)
procedente de CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
7A10.A7- CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:74)
CEACAMb5- | (Chothia) o NYGMH (SEQ ID
B.01 VL_ NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
Variante
1 (TA) CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70) | CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
(Chothia) o NO:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)
ScFv para GB23 (VH-VL):
GB23/GB24
(procedente QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
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del par
analogo A12)

AB0246 (TA)

WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTNFALTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:580)

GB24 (VL-VH):

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTNFALTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVT
PGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASGV
PDRFSGSGSGTNFALTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDI
T (SEQ ID NO:619)

Par analogo EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
Al3 (VH AASGFILSNYGMHWVRQAPGK | QSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
procede de CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS | QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
7A10.A7- VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS | DFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
CEACAM5- | LRAEDTAVYYCARERVSRHFD | TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
B.01_VH_ WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS | NO:621)
Variante (SEQ ID NO:620)
1 (QE)y VL CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
procede de CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:74)
7A10.A7- (Chothia) o NYGMH (SEQ ID
CEACAMS5- | NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
B.01-
N(L70)D VL) | CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70) | CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID

(Chothia) o NO:76)

AMWYDGSNNYYEDSVKG

(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:

ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ

ID NO:72)
ScFv para GB25 (VH-VL):
GB25/GB26
(procedente EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
del par WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
analogo A13) | AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS

GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:581)

GB26 (VL-VH):

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGDVVQ
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VH

| VL

PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:622)

Par analogo
Al4 (VH
procede de
7A10.A7-
CEACAMS5-
B.01_VH_
Variante
1_(QE)yVL
procede de
7A10.A7-
CEACAMS5-
B.01-
N(L70)D,
N(L28)S VL)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC
AASGFILSNYGMHWVRQAPGK
CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARERVSRHFD
WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:623)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68)
(Chothia) o NYGMH (SEQ ID
NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70)
(Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLHSSGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
DFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
NO:624)

CDR1: RSSQSLLHSSGYNYLD (SEQ
ID NO:630)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

scFv para
GB27/GB28
(procedente
del par
analogo Al4)

GB27 (VH-VL):

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT

AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSSGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:582)

GB28 (VL-VH):

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSSGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGDVVQ
PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:626)

Par analogo
A15 (VH
procede de
7A10.A7-
CEACAMS-
B.01_VH_
Variante

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSC
AASGFILSNYGMHWVRQAPGK
CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS
VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARERVSRHFD
WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:627)

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
QSLLHSQGYNYLDWYLQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
DFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID
NO:628)
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VH VL
1 (QE)y VL CDR1: RSSQSLLHSQGYNYLD
procede de CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:629)
7A10.A7- (Chothia) 0o NYGMH (SEQ ID
CEACAMS5- | NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
B.01-
N(L70)D, CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70) | CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
N(L28)Q VL) | (Chothia) o NO:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDRa3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ
ID NO:72)
ScFv para GB29 (VH-VL):
GB29/GB30
(procedente EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
del par WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
analogo A15) | AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSQGYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:583)
GB30 (VL-VH):
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSQGYNYLDWY LQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGDVVQ
PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:490)
Par analogo EVOQLVESGGDVVQPGRSLRLSC | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSS
Al6 (VH AASGFILSNYGMHWVRQAPGK | QSLLHSNAYNYLDWY LQKPGQSP
procede de CLEWVAAMWYDGSNNYYEDS | QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGT
7A10.A7- VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNS | DFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
CEACAM5- | LRAEDTAVYYCARERVSRHFD | TPRTFGCGTKVDIT(SEQ ID
B.01_ VH_ WHYYYGMDVWGQGTTVTVSS | NO:485)
Variante (SEQ ID NO:471)
1 (QE)y VL CDR1: RSSQSLLHSNAYNYLD
procede de CDR1: GFILSNY (SEQ ID NO:68) | (SEQ ID NO:625)
7A10.A7- (Chothia) 0o NYGMH (SEQ ID
CEACAMS5- | NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
B.01-
N(L70)D, CDR2: WYDGSN (SEQ ID NO:70) | CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
G(L29)A VL) | (Chothia) o NG:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG

(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
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VH VL

ERVSRHFDWHYYYGMDV (SEQ

ID NO:72)
ScFv para GB31 (VH-VL):
GB31/ GB32
(procedente EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLE
del par WVAAMWYDGSNNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT

analogo A16) | AVYYCARERVSRHFDWHYYYGMDVWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSEIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNAYNYLD
WY LQKPGQSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDV
GFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT (SEQ ID NO:584)

GB32 (VL-VH):

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNAYNYLDWY LQKPGQSP
QLLISLGSIRASGVPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQ
TPRTFGCGTKVDITGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGDVVQ
PGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHF
DWHYYYGMDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:585)

[0197] Como alternativa, los nuevos sitios de union a antigeno que pueden unirse a
CEACAMS pueden identificarse explorando la unién a la secuencia de aminoacidos definida por
la SEQ ID NO:391, un fragmento extracelular maduro de la misma, o un fragmento que contiene
un dominio de CEACAMS (véanse, p. €j., las patentes de Estados Unidos n.° US9771431,
US9617345 y US8470994, y las solicitudes de Estados Unidos n.° US15/683.087 y
US14/515.765).

[0198] A continuacidn se proporciona una secuencia ilustrativa de una isoforma CEACAMb5
humana y que puede obtenerse en la base de datos de GenBank con el nimero de registro
NP_004354.
MESPSAPPHRWCIPWQRLLLTASLLTFWNPPTTAKLTIESTPFNVAEGKEVLLLVHNLPQ
HLFGYSWYKGERVDGNRQIIGYVIGTQQATPGPAYSGREII'YPNASLLIQNIIQNDTGFYT
LHVIKSDLVNEEATGQFRVYPELPKPSISSNNSKPVEDKDAVAFTCEPETQDATYLWWV
NNQSLPVSPRLQLSNGNRTLTLFNVTRNDTASYKCETQNPVSARRSDSVILNVLYGPDAP
TISPLNTSYRSGENLNLSCHAASNPPAQYSWFVNGTFQQSTQELFIPNITVNNSGSYTCQA
HNSDTGLNRTTVTTITVYAEPPKPFITSNNSNPVEDEDAVALTCEPEIQNTTYLWWVNNQ
SLPVSPRLQLSNDNRTLTLLSVTRNDVGPYECGIQNELSVDHSDPVILNVLYGPDDPTISP
SYTYYRPGVNLSLSCHAASNPPAQYSWLIDGNIQQHTQELFISNITEKNSGLYTCQANNS
ASGHSRTTVKTITVSAELPKPSISSNNSKPVEDKDAVAFTCEPEAQNTTYLWWVNGQSLP
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VSPRLQLSNGNRTLTLFNVTRNDARAYVCGIQNSVSANRSDPVTLDVLYGPDTPIISPPDS
SYLSGANLNLSCHSASNPSPQYSWRINGIPQQHTQVLFIAKITPNNNGTYACFVSNLATG
RNNSIVKSITVSASGTSPGLSAGATVGIMIGVLVGVALI (SEQ ID NO:391)

[0199] En determinadas realizaciones, el segundo sitio de unidn a antigeno que se une a
CEACAMS (p. ej., CEACAMS de ser humano, p. ej.,, CEACAMS de macaco cynomolgus)
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende una secuencia de
aminoécidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica al VH de un sitio de union a antigeno desvelado en la Tabla 2, y un dominio variable de
cadena ligera (VL) que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j., al menos
91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos
97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la VL del mismo sitio de union a
antigeno desvelado en la Tabla 2. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a
antigeno comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y la CDR1, CDR2 y CDR3 de
cadena ligera, determinado segun Kabat (véase Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, publicacion del NIH N.° 91-3242, Bethesda), Chothia (véase, p. €j.,
Chothia C y Lesk A M, (1987), J Mol Biol 196: 901-917), MacCallum (véase MacCallum R M et
al., (1996) J Mol Biol 262: 732-745), o cualquier otro método de determinacion de CDR
conocido en la técnica, de las secuencias de VH y VL de un sitio de union a antigeno desvelado
en la Tabla 2. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno comprende las
secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las secuencias de CDR1, CDR2 y
CDR3 de cadena ligera de un sitio de unién a antigeno desvelado en la Tabla 2.

[0200] En determinadas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno esta relacionado
con un scFv de la Tabla 2. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el segundo sitio de unién
a antigeno comprende una secuencia de VH que comprende una secuencia de aminoéacidos al
menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos

95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la
secuencia de aminoacidos de un VH de la Tabla 2. En determinadas realizaciones, el segundo
sitio de union a antigeno comprende una secuencia de VL que comprende una secuencia de
aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un VL de la Tabla 2. En determinadas realizaciones, el
segundo sitio de union a antigeno comprende una secuencia de VH que comprende una secuencia

de aminoéacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
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94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un VH de la Tabla 2, y una secuencia de VL que
comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %,
al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %,
al menos 99 % o 100 %) idéntica a una secuencia de aminoacidos de un VL de la Tabla 2, en
donde el VH y VL de la Tabla 2 se seleccionan de un par de secuencias analogas.

[0201] En determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3
seleccionadas de un par de secuencias analogas enumeradas en la Tabla 2. En determinadas
realizaciones, el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas de un par de secuencias
analogas enumeradas en la Tabla 2. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a
antigeno comprende (a) un VH que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia de
VH enumerada en la Tabla 2; y (b) un VL que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de una
secuencia de VL enumerada en la Tabla 2, en donde las secuencias de VH y VL se seleccionan
de un par de secuencias analogas enumeradas en la Tabla 2.

[0202] Como se usa en el presente documento, la expresion "par analogo” se refiere a un VH
y un VL que forman un sitio de unién a antigeno. En algunas realizaciones, "par analogo" se
refiere a un emparejamiento entre VH y VL como se muestra en la Tabla 2. En algunas
realizaciones, "par andlogo" se refiere a un emparejamiento entre VH y VL como se muestra en
la Tabla 3.

[0203] Como se utiliza en la Tabla 2, cuando el término "procede” se aplica a un VH, a un
VL o a una CDR, se refiere a una secuencia de aminoacidos que tiene mutaciones adicionales (p.
ej., sustituciones, deleciones, etc.) en relacion con la secuencia de referencia. Por ejemplo, el VH
del par analogo Al (SEQ ID NO:567) de la Tabla 2 procedia del VH de PH_420-CEACAMS5
(que se muestra en la Tabla 3). En relacion con el VH de PH_420-CEACAMS, SEQ ID NO:567
tiene una mutacion de cisteina. EI VL del par andlogo Al (SEQ ID NO:568) de la Tabla 2
procedia del VL de PH_420-CEACAMS5 (que se muestra en la Tabla 3). En relacion con el VL
de PH_420-CEACAMDS, la SEQ ID NO:568 tiene una mutacién de cisteina.

[0204] Como se utiliza en la Tabla 2, cuando el término "procede” se aplica a un scFv se
refiere a una secuencia de aminoacidos que tiene mutaciones adicionales y/o una secuencia
enlazadora. Por ejemplo, scFv para GB1 procede del par andlogo Al de la Tabla 2 y comprende
las secuencias de VH y VL del par analogo Al de la tabla 2, asi como una secuencia enlazadora
(p. €J., la secuencia enlazadora (G4S)4 (SEQ ID NO: 532)).

[0205] La Tabla 3 enumera secuencias ilustrativas de dominios variables de cadena pesada y

dominios variables de cadena ligera que, en combinacion, p. ej., como un par analogo, pueden
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unirse a CEACAMDS. Las secuencias de CDR se identifican con la numeracion de Chothia 'y

Kabat como se indica.

Tabla 3. Secuencias de sitios de union a antigeno ilustrativas que se unen a CEACAM5

SS (SEQ ID NO:11)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Par Clonesy VH VL
anélog | Variantes
0
Nivel 1
1. Clon QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC
PH_420- SCAASGFTFSSYAMSWVRDI | WASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
CEACAM5 | QMTQSPSSQAPGKGLEWVSA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
IFNSGGSTYYADSVKGRFTVS | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
RDNSKNTLYLQMNSLRAEDT | SYSYTFGQGTKLEIK (SEQ ID
ALYYCAKDLGGYNYGLFDY | NO:10)
WGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:1)
CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:7)
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4) | CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
(Chothia) o NO:9)
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAM5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
_VH_ PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY
Variante 1 | ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
(QE) LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV

-67-




25565

PH_420-
CEACAMS5
_VH_
Variante 2
(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:12)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3)(Kabat)

CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADSVKG
(SEQ ID NO:14) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

PH_420-
CEACAM5
_VH_
Variante 3
(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADAVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:15)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:16) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

PH_420-
CEACAM5
_VH_
Variante
4(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNAKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:17)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
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ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

PH_420-
CEACAMb5
_VH_
Variante 5

(QE,NQ)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKQTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:18)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

PH_420-
CEACAM5
_VH_
Variante 6

(QE,NQ)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMQSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:19)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
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PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAM5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
_VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
Variante 7 ADAVKGRFTVSRDNSKNTLY
(QE, LOMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA,SA) GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:20)
CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAM5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
_VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
Variante 8 | ADAVKGRFTVSRDNAKNTLY
(QA, SA, LOQMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA) GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:22)
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAM5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
_VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
Variante 9 | ADAVKGRFTVSRDNAKQTLY
(QE, SA, LOQMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA, GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
NQ) SS (SEQ ID NO:23)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
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ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY

(SEQ ID NO:6)
PH_420- EVOLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAMS | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
_VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
Variante 10 | ADAVKGRFTVSRDNAKQTLY
(QE, SA, LQMQSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA, GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
NQ, NQ) SS (SEQ ID NO:24)
CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
PH_420- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC
CEACAM5 WASQSISSWLAWY QQKPGKAPK
_VL_ LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Variante 1 EFTLTISSLQPDNFATYYCQQYN
(DN) SYSYTFGQGTKLEIK (SEQ ID
NO:25)
CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
NO:7)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:9)
PH_420- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC
CEACAM5 WASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
_VL_ LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Variante 2 EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
(SA) AYSYTFGQGTKLEIK (SEQ ID

NO:26)
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CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)

PH_420- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC
CEACAM5 WASQSISSWLAWY QQKPGKAPK
_VL_ LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Variante 3 EFTLTISSLQPDNFATYYCQQYN
(DN, SA) AYSYTFGQGTKLEIK (SEQ ID
NO:28)
CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
NO:7)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)
PH_420- DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 WASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
_VL_ LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Variante 4 EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
(R(L3)Q) SYSYTFGQGTKLEIK (SEQ ID
NO:637)
CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
NO:7)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:9)
Clon X1VQLVQSGGGLVQPGGSLR | DIXiMTQSPSTLSASVGDRVTITC
PH_420- LSCAASGFTFSSYAMSWVRQ | WASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
CEACAMS5 | APGKGLEWVSAIFNX>GGSTY | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
y secuencia | YADX3VKGRFTVSRDNX4KXs | EFTLTISSLQPDXFATYYCQQYN

consenso de
las variantes

TLYLQMXeSLRAEDTALYYC
AKDLGGYNYGLFDYWGQGT
LVTVSS

donde X1esE0 Q, X2es S0 A,
X3esS0A XsesS0A, XsesN
0Q,yXsesNoQ

(SEQ ID NO:29)

X3YSYTFGQGTKLEIK

donde X;esR0Q, X2esNo D,y
X3esS0A

(SEQ ID NO:32)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID
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CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNX:GGS (SEQ ID
NO:30) (Chothia) o
AIFNX1GGSTYYADX.VKG
(SEQ ID NO:31) (Kabat) donde
X1esS0AyYyXo,esS0A

CDR3: DLGGYNYGLFDY

NO:7)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNXYSYT donde X es S
0 A (SEQ ID NO:33)

SS (SEQ ID NO:43)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

(SEQ ID NO:6)

3. Clon QVOQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
1078_C04C | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
EACAM5 | PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
_VH DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN

QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)
SS (SEQ ID NO:34)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o NO:42)
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

4, 1078_C04C | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5 | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
_VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 1 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE) QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

S (SEQ ID NO:49)

5. 1078_C04C | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5_ | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGESTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 2 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE, DE) QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)
SS (SEQ ID NO:44)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
CDR2: SGTGES (SEQ ID CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:45) (Chothia) o NO:42)
AISGTGESTFYADSVKG (SEQ
ID NO:46) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

6. 1078_C04C | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5_ | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 3 | DAVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE, SA) QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)
SS (SEQ ID N0:47)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o NO:42)
AISGTGDSTFYADAVKG (SEQ
ID NO:48) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

7. 1078_C04C | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5_ | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 4 | DSVKGRFTFSRENSKNTLYLQ | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE, DE) MNSLRAEDTAVYYCAKDLG | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

WLQYGLFDYWGQGTLVTVS | NO:39)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQID

-74-




25565

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) o0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

NO:40)
CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)

SS (SEQ ID NO:51)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY

8. 1078_C04C | QVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5_ | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 5 | DSVKGRFTFSRDNAKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE, SA) QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)
SS (SEQ ID NO:50)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o NO:42)
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

9. 1078_C04C | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAM5_ | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 6 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(QE, SA) QMNALRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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(SEQ ID NO:38)

10. 1078_C04C | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAMS5 | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
Variante 7 DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
(Q(H18)L) | QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | NO:39)
SS (SEQ ID NO:638)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID
CDRL1: GFTFTSY (SEQ ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o NO:42)
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

11. 1078_C04C | X1VQLVQSGGGLVQPGGSX2R | DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCR
EACAMS LSCAASGFTFTSYAMSWVRQ | ASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPR
y Variantes | APGKGLEWVSAISGTGX3STF | LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT

YADX4sVKGRFTFSRXsNXeKN | DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYN
Secuencia TLYLQMNX7;LRAEDTAVYYC | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
Consenso AKDLGWLQYGLFDYWGQGT | NO:39)

LVTVSS

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID

donde X1esE0 Q, X2esQo L, NO:40)

XsesDoOE, XsesS0A XsesD

0E,XsesS0A yX7esSoA CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

(SEQ ID NO:52)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:42)

NO:35) (Chothia) 0 SYAMS

(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGX1S (SEQ ID

NO:53) (Chothia) o

AISGTGX1STFYADXVKG

(SEQ ID NO:54) (Kabat) donde

Xi1esDoEyX;esSo A

CDR3: DLGWLQYGLFDY

(SEQ ID NO:38)

12. Clon QVQLQESGPGLVRPSGTLSLT | DIVMTQTPATLSASVGDRVTITC
1079 _HO5C | CAVSGGSISSPTWWSWVRQP | RASQSVRSNLAWY QQKPGQAPR
EACAMS | PGKGLEWIGEIHPSGRTNYNP | LLIYGASTRATGIPARFSGSGSGT

-76-




25565

SS

donde XesQoE
(SEQ ID NO:66)

CDR1: GGSISSPT (SEQ ID
NO:56) (Chothia) 0 SPTWWS

VH SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL | EFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYN
GSVTAADTAVYYCAREGFYY | NWPTFGQGTRLEIK (SEQ ID
GSGNYYYFDYWGQGTLVTV | NO:61)

SS (SEQ ID NO:55)
CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSPT (SEQ ID NO:62)
NO:56) (Chothia) o0 SPTWWS
(SEQ ID NO:57) (Kabat) CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58) | CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID
(Chothia) o NO:64)
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)
CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ 1D NO:60)

13. 1079_HO5C | EVQLQESGPGLVRPSGTLSLT | DIVMTQTPATLSASVGDRVTITC
EACAM5_ | CAVSGGSISSPTWWSWVRQP | RASQSVRSNLAWYQQKPGQAPR
VH PGKGLEWIGEIHPSGRTNYNP | LLIYGASTRATGIPARFSGSGSGT
_Variante 1 | SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL | EFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYN
(QE) GSVTAADTAVYYCAREGFYY | NWPTFGQGTRLEIK (SEQ ID

GSGNYYYFDYWGQGTLVTV | NO:61)
SS (SEQ ID NO:65)
CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSPT (SEQ ID NO:62)
NO:56) (Chothia) o0 SPTWWS
(SEQ ID NO:57) (Kabat) CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58) | CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID
(Chothia) o NO:64)
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)
CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)

14, 1079_HO05- | XVQLQESGPGLVRPSGTLSLT | DIVMTQTPATLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | CAVSGGSISSPTWWSWVRQP | RASQSVRSNLAWY QQKPGQAPR
y Variantes | PGKGLEWIGEIHPSGRTNYNP | LLIYGASTRATGIPARFSGSGSGT

SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL | EFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYN

Secuencia | GSVTAADTAVYYCAREGFYY | NWPTFGQGTRLEIK (SEQ ID

Consenso GSGNYYYFDYWGQGTLVTV | NO:61)

CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
NO:62)

CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)

CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID
NO:64)
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(SEQ 1D NO:57) (Kabat)

CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:59) (Kabat)

CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:77)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV

15. 7A10.A7- | QVQLVESGGDVVQPGRSLRL | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS5 | SCAASGFILSNYGMHWVRQA | SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPG
-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN | QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL | GSGTNFTLTISRVEAEDVGFYYC
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE | MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ
RVSRHFDWHYYYGMDVWG | ID NO:73)
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:67)
CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD

CDR1: GFILSNY (SEQ ID (SEQ ID NO:74)
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o NO:76)
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

7A10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL

CEACAMS5 | SCAASGFILSNYGMHWVRQA

-B.01_ PGKGLEWVAAMWYDGSNN

VH YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL

_Variante | YLOQMNSLRAEDTAVYYCARE

1 (QE) RVSRHFDWHYYYGMDVWG
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(SEQ ID NO:72)

7A10.A7-
CEACAMS5
-B.01_

VH
_Variante

2 _(QE, ST)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFILSNYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN
YYEDTVKGRFTISRDNSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:78)

CDRL1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
(SEQ ID NO:79) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

7A10.A7-
CEACAM5
-B.01_

VH
_Variante

3_(QE, NQ)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFILSNYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDQSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:80)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

7A10.A7-

CEACAM5

-B.01_

VH
Variante

4_(QE, NQ)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFILSNYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKQTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:81)
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CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDRa3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAMS | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN
_VH YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
_Variante YLOMQSLRAEDTAVYYCARE
5 (QE, NQ) | RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:82)
CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAMS5 | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN
_VH YYEDTVKGRFTISRDQSKQTL
_Variante YLQMQSLRAEDTAVYYCARE
6_(QE,ST, | RVSRHFDWHYYYGMDVWG
NQ, NQ, QGTTVTVSS (SEQ ID NO:83)
NQ)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
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(SEQ ID NO:79) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS5 SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)D GSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYC
VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

ID NO:84)

CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD

(SEQ ID NO:74)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID

NO:76)
7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)Q GSGTQFTLTISRVEAEDVGFYYC
VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

ID NO:85)

CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD

(SEQ ID NO:74)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID

NO:76)
7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPG
-B.01 QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
_VL GSGTNFALTISRVEAEDVGFYYC
_Variante MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ
1 (TA) ID NO:86)

CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
(SEQ ID NO:74)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
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16. 7A10.A7- X1VQLVESGGDVVQPGRSLRL | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS | SCAASGFILSNYGMHWVRQA | SSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPG
-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN | QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
y Variantes | YYEDXVKGRFTISRDX3SKXs | GSGTX1FX:LTISRVEAEDVGFYY

TLYLQMXsSLRAEDTAVYYC | CMQALQTPRTFGQGTKVDIT
Secuencia ARERVSRHFDWHYYYGMDV
Consenso WGQGTTVTVSS donde X1esN,DoQyXz.esTo A
(SEQ ID NO:89)
donde X1esE0Q, X2esSo T,
Xz3esNoQ, XsesNoQ,yXses | CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
NoQ (SEQ ID NO:74)
(SEQ ID NO:87)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDRL1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) 0 NYGMH CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
(SEQ 1D NO:69) (Kabat) NO:76)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDXVKG
(Kabat) donde X esSo T (SEQ
ID NO:88)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMb5 SSQSLLHSSGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)D,N GSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYC
(L28)S VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ
ID NO:631)
CDR1: RSSQSLLHSSGYNYLD
(SEQ ID NO:632)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMb5 SSQSLLHSQGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)D,N GSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYC
(L28)Q VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

ID NO:633)

CDR1: RSSQSLLHSQGYNYLD
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(SEQ ID NO:634)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAM5 SSQSLLHSNAYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)D,G GSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYC
(L29)A VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

ID NO:635)

CDR1: RSSQSLLHSNAYNYLD
(SEQ ID NO:636)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

17. 8H2.B10- | QVQLVESGGDVVQPGRSLRL | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS5 | SCAASGFTLSSYGMHWVRQA | SSQSLLHYNGYNYLDWYLQKPG
-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN | QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL | GSGTNFTLTISRVEAEDVGFYYC

YLQMNSLRAEDTAVYYCARE | MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

RVSRHFDWHYYYGMDVWG | ID NO:93)

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:90)

CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID (SEQ ID NO:94)

NO:91) (Chothia) o SYGMH

(SEQ 1D NO:92) (Kabat) CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID

NO:70) (Chothia) o NO:76)

AMWYDGSNNYYEDSVKG

(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:

ERVSRHFDWHYYYGMDV

(SEQ ID NO:72)
8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAM5 SSQSLLHYNGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)D GSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYC
VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ

ID NO:95)
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CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS SSQSLLHYNGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
N(L70)Q GSGTQFTLTISRVEAEDVGFYYC
VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ
ID NO:96)
CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
CEACAMS SSQSLLHYNGYNYLDWYLQKPG
-B.01- QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
T(L72)A GSGTNFALTISRVEAEDVGFYYC
VL MQALQTPRTFGQGTKVDIT (SEQ
ID NO:97)
CDRZ1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
VH_ EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
8H2.B10- | SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
CEACAMS | PGKGLEWVAAMWYDGSNN
-B.01 YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
(QH1E) YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:332)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
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(SEQ ID NO:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

VH_
8H2.B10-
CEACAMS
-B.01
(SH62T)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDTVKGRFTISRDNSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:333)

CDRL1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID NO:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
(SEQ ID NO:79) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

VH_8H2.B1
0_
CEACAMS5
-B.01
(NH73Q)

QVOQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDQSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:334)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
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(SEQ ID NO:72)

VH_8H2.B1
0_
CEACAMS5
-B.01
(NH76Q)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKQTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:335)

CDRL1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID NO:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

VH_8H2.
B10-
CEACAMS5
-B.01
(NH82AQ)

QVOQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
YLOQMQSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:336)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

18.

8H2.B10-
CEACAMS5
-B.01

y Variantes

Secuencia
Consenso

X1VQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN
YYEDX2VKGRFTISRDX3SKX4
TLYLQMXsSLRAEDTAVYYC
ARERVSRHFDWHYYYGMDV
WGQGTTVTVSS

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCR
SSQSLLHYNGYNYLDWYLQKPG
QSPQLLISLGSIRASGVPDRFSGS
GSGTX1FXoLTISRVEAEDVGFYY
CMQALQTPRTFGQGTKVDIT

donde X;esN,DoQyXoesAo T
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donde X1esE0Q, X2esSo T,
XzesNoQ, XsesNoQ,y Xses
NoQ

(SEQ ID NO:98)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDXVKG
(SEQ ID NO:88) (Kabat) donde
XesSoT

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

(SEQ ID NO:99)

CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

WFDYWGQGTTLTVST (SEQ
ID NO:110)

CDR1: GYTFTAY (SEQ ID
NO:101) (Chothia) 0 AYTIH

19. |16F6.A2- | EVQLQQSAAELARPGASVKM | DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSC
CEACAMS5 | SCKASGYTFTAYTIHWVKQR | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02 (VH | PGQGLEWIGYINPSSGYTEYN | KPGQSPKLLIYWASTRESGVPDR
Variante 1) | QKFKDKTTLTADQSSPTAYIQ | FTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLA
de murino | LSTLTSEDSAVYYCTREGGLL | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI

WFDYWGQGTTLTVST (SEQ | K (SEQ ID NO:106)

ID NO:100)
CDR1L: KSSHSLLYGNFQNNYLA

CDRL: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID NO:107)

NO:101) (Chothia) o AYTIH

(SEQ ID NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID
NO:108)

CDR2: NPSSGY (SEQ ID

NO:103) (Chothia) o CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID

YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | NO:109)

ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID

NO: 105)

20. | 16F6.A2- | QVQLQQSAAELARPGASVKM | DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSC
CEACAMS5 | SCKASGYTFTAYTIHWVKQR | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02 (VH | PGQGLEWIGYINPSSGYTEYN | KPGQSPKLLIYWASTRESGVPDR
Variante 2) | QKFKDKTTLTADQSSPTAYIQ | FTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLA
de murino | LSTLTSEDSAVYYCTREGGLL | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI

K (SEQ ID NO:106)

CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
(SEQ ID NO:107)

CDR2: WASTRES (SEQ ID
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(SEQ 1D NO:102) (Kabat)

CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ
ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO: 105)

NO:108)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)

CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ
ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID

21. 16F6.A2- | XVQLQQSAAELARPGASVKM | DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSC
CEACAMS5 | SCKASGYTFTAYTIHWVKQR | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02 de PGQGLEWIGYINPSSGYTEYN | KPGQSPKLLIYWASTRESGVPDR
murino QKFKDKTTLTADQSSPTAYIQ | FTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLA

LSTLTSEDSAVYYCTREGGLL | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
Secuencia | WFDYWGQGTTLTVST K (SEQ ID NO:106)
Consenso

donde X esE0 Q CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA

(SEQ ID NO:111) (SEQ ID NO:107)

CDR1: GYTFTAY (SEQ ID CDR2: WASTRES (SEQ ID

NO:101) (Chothia) 0 AYTIH NO:108)

(SEQ ID NO:102) (Kabat)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID

CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:109)

NO:103) (Chothia) o

YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ

ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID

NO: 105)

22. 16F6.A2- | QVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H1-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
humanizada | ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
y LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)
16F6.A2- | (SEQ ID NO:112)

CEACAM5 CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
-B.02-BM- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID NO:107)

L1-VL NO:101) (Chothia) 0 AYTIH

humanizada | (SEQ ID NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID

NO:108)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)
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NO:105)

23. 16F6.A2- | QVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H2-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAY! | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
humanizada | ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
y LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)
16F6.A2- (SEQ ID NO:113)

CEACAM5 CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
-B.02-BM- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID N0O:107)
L1-VL NO:101) (Chothia) 0 AYTIH
humanizada | (SEQ ID NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID
NO:108)
CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | NO:109)
ID NO:104) (Kabat)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)

24, 16F6.A2- EVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | SCKASGYTFTAYTIHWVRQA | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | PGQGLEWMGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H1-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
(humanizad | ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
a)_Variante | LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)
1(QE) y (SEQ ID NO:114)
16F6.A2- CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
CEACAMS5 | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID NO:107)

-B.02-BM- | NO:101) (Chothia) 0 AYTIH
L1-VL (SEQ ID NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizada NO:108)
CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | NO:109)
ID NO:104) (Kabat)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)

25. 16F6.A2- EVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | SCKASGYTFTAYTIHWVRQA | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | PGQGLEWMGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H1-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
(humanizad | ELSRLRSQDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
a)_Variante | LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)

2 (QE, DQ) | (SEQ ID NO:115)
y CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
16F6.A2- CDR1: GYTFTAY (SEQ ID
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CEACAMS5 | NO:101) (Chothia) o AYTIH (SEQ ID NO:107)
-B.02-BM- | (SEQ ID N0:102) (Kabat)
L1-VL CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizada | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)

26. 16F6.A2- EVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H2-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAY! | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
(humanizad | ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
a)_Variante | LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)
1(QE)y (SEQ ID NO:116)
16F6.A2- CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
CEACAMS5 | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID NO:107)

-B.02-BM- | NO:101) (Chothia) 0 AYTIH
L1-VL (SEQ 1D NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizada NO:108)
CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | NO:109)
ID NO:104) (Kabat)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)

27. 16F6.A2- EVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS5 | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM- | APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
H2-VH NQKFKDRTTLTADTSIPTAY! | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
(humanizad | ELSRLRSQDTAVYYCTREGG | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
a)_Variante | LLWFDYWGQGTLVTVSS K (SEQ ID NO:119)

2 (QH1E, | (SEQ ID NO:117)

DH85Q) y CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
16F6.A2- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID (SEQ ID NO:107)

CEACAMS5 | NO:101) (Chothia) o AYTIH

-B.02-BM- | (SEQ ID NO:102) (Kabat) CDR2: WASTRES (SEQ ID
L1-VL NO:108)

humanizada CDRZZNPSSGY(SEQ|D

NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ
ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)
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28. 16F6.A2- X1VQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC
CEACAMS | X,SCKASGYTFTAYTIHWVRQ | KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
-B.02-BM | APGQGLEWX;3GYINPSSGYTE | KPGQPPKLLIYWASTRESGVPDR
humanizada | YNQKFKDRTTLTADTSIPTAY | FSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
y X4ELSRLRSXsDTAVYYCTRE | VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
Variantes GGLLWFDYWGQGTLVTVSS | K (SEQ ID NO:119)

Secuencia donde X1 esE0 Q, XoesM oV, | CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
consenso XzesloM, XsesloM, XsesD | (SEQ ID NO:107)
(0]
(s(éQ ID NO:118) CDR2: WASTRES (SEQ ID
NO:108)
CDR1: GYTFTAY (SEQ ID
NO:101) (Chothia) o AYTIH CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
(SEQ ID NO:102) (Kabat) NO:109)
CDR2: NPSSGY (SEQ ID
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ
ID NO:104) (Kabat)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
Nivel 2

29. PH_415- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCR

CEACAMS5 | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | ASQGISNYLAWYQQKPGKVPKL
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNS
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ | NO:126)

ID NO:120)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:127)
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ NO:129)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

30. PH_416- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCR

CEACAMS5 | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | ASQGISNYLAWYQQKPGKVPKL

PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL

NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ

LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNS
YPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:126)
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ID NO:120)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EI'YHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
NO:129)

31 PH_418- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | DIRLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAM5 | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNS
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YPFTFGPGTKVDIK (SEQ ID
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ | NO:130)
ID NO:120)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:131)
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPFT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ NO:132)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH_418- DIRLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAM5 ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
VL LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
Variante FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNA
YPFTFGPGTKVDIK (SEQ ID
NO:133)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)
32. PH_419- QVOQLVQSGPGLVKPSGTLSLT | DIVMTQSPSTLSASVGDRVTITC
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CEACAMS5

CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL

NSVTAADTAVYYCARGSSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:135)

CDRL1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EI'YHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID
NO:337)

RASQGISSYLAWYQQKPGKAPK
LLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
EFTLTISSLQPEDFATYYCQQLNS
YPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:136)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
NO:129)

VH
PH_415-
CEACAMS5
(QH1E)

EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL

NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:338)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

VH
PH_415-
CEACAMS5
(SH82bA)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
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CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EI'YHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO: 124).(Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

VL_PH 41 EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCR
5 CEACA ASQGISNYLAWYQQKPGKVPKL
M5 LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
(SL93A) FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNA
YPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:340)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)
VH QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
PH_416- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
CEACAM5 | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
(SH82bA) | SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
VL EIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCR
PH_416- ASQGISNYLAWYQQKPGKVPKL
CEACAM5 LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
(SL93A) FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNA

YPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:340)
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CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)

VH PH 41 | QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
8- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
CEACAM5 | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
(SH82bA) SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
VL DIRLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
PH_418- ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
CEACAMS5 LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
(SL93A) FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNA
YPFTFGPGTKVDIK (SEQ ID
NO:133)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)
VH_PH_41 | EVQLVQSGPGLVKPSGTLSLT
9- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
CEACAM5 | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
(QH1E) SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL

NSVTAADTAVYYCARGSSGS
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YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:342)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EI'YHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID
NO:337)

VH_PH_41 | QVQLVQSGPGLVKPSGTLSLT
9- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
CEACAMS | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
(SH82bA) | SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL

NAVTAADTAVYYCARGSSGS

YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ

ID NO:343)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID

NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT

(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID

NO:123) (Chothia) o

EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ

ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID

NO:337)
VL DIVMTQSPSTLSASVGDRVTITC
PH_419- RASQGISSYLAWYQQKPGKAPK
CEACAM5 LLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
(SL93A) EFTLTISSLQPEDFATYYCQQLN

AYPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:344)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)

-96-




25565

33.

Secuencias
de consenso
de VH
[PH_415-
CEACAMS;
PH_416-
CEACAMDS;
PH_419-
CEACAMS;
PH_418-
CEACAMS5
]

y
Secuencias

consenso de
VL

X1VQLX2X3SGPGLVKPSGTLS
LTCAVSGGSISSSDWWTWVR
QPPGKGLEWIGEIYHSGSTNY
NPSLKSRVTISVDKSKNQFSL
X4sLNXsVTAADTAVYYCARG
XeSGSYFDLDIWGQGTTVTVS
S

donde X;esE0 Q, X2esQo V,
XzesE0Q, XsesKo N, XsesS
0A yXsesSoY

(SEQ ID NO:137)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

X1IVMTQSPSX2LSASVGDRVTIT
CRASQGIS
XaYLAWYQQKPGKXsPKLLIYAA
STLQSGVPSRFSGSGSGTEFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQLNXsYPLT
FGGGTKVEIK

donde X1 esEo D, X2esTo0 S, X3
esSNoS, XsesVOA yXsesS0A
(SEQ ID NO:139)

CDR1: RASQGISXYLA donde X es
N oS (SEQ ID NO:140)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

PH_415-

E:EATCAI\/IS CDR2: YHSGS (SEQ ID CDR3: QQLNXYPLT donde X es S
PH 416- NO:123) (Chothia) o 0 A (SEQ ID NO:141)

CEACAMS5 | EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ

PH_419- ID NO:124) (Kabat)

CEACAMS5
] CDR3: GXSGSYFDLDI donde X

esSo Y (SEQ ID NO:138)

34. Secuencias | X1VQLX2X3SGPGLVKPSGTLS | DIRLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
Consenso de | LTCAVSGGSISSSDWWTWVR | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
VH QPPGKGLEWIGEIYHSGSTNY | LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
[PH_415- NPSLKSRVTISVDKSKNQFSL | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNX
CEACAMS5; | XsLNXsVTAADTAVYYCARG | YPFTFGPGTKVDIK
PH_416- XeSGSYFDLDIWGQGTTVTVS
CEACAMS; | S donde XesSo A
PH_419- (SEQ ID NO:142)

CEACAMS5; | donde X1esQOE, X2esQo V,
PH_418- XsesE0Q, XsesKo N, XsesS | CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CEACAM5 |0A, yXsesSoY NO:131)
] (SEQ ID NO:137)
y CDR2: AASTLQS (SEQ ID
Secuencia | CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:128)
de consenso | NO:121) (Chothia) o SSDWWT
de VL (SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR3: QQLNXYPFT donde X es S
[PH_418- 0 A (SEQ ID NO:143)
CEACAM5 | CDR2: YHSGS (SEQ ID
] NO:123) (Chothia) o

EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ

ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GXSGSYFDLDI donde X

esSo Y (SEQ ID NO:138)

35. PH_417- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | DIQVTQSPATLSVSPGERVTLSC
CEACAMS5 | CAVSGGSISSSKWWSWVRQS | RASRSVRSNLAWYQQKPGQAPR
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PGKGLEWIGEIFHSGSINHNTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:144)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTSFKS (SEQ ID
NO:148) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPDDFAVYYCQQYN
NWPITFGQGTRLEIK (SEQ ID
NO:150)

CDR1: RASRSVRSNLA (SEQ ID
NO:151)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPIT (SEQ ID
NO:152)

VH_PH_41
7-
CEACAMS
(QH1E)

EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
PGKGLEWIGEIFHSGSINHNTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:345)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTSFKS (SEQ ID
NO:148) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

VH_PH_41
7-
CEACAMS
(NH60Q)

QVOQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
PGKGLEWIGEIFHSGSINHQTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:346)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
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NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHQTSFKS (SEQ ID
NO:347) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

VH_PH_41
7-
CEACAMS5
(SH62A)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
PGKGLEWIGEIFHSGSINHNT
AFKSRVTISVDKSKNQFSLKL
SSVTAADTAVYYCARGGSGS
YDAFDIWGQGTMVTVSS
(SEQ ID NO:348)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTAFKS (SEQ ID
NO:349) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

36.

PH_417-
CEACAMS5

Secuencia
Consenso

X1VQLQESGPGLVKPSGTLSL
TCAVSGGSISSSKWWSWVRQ
SPGKGLEWIGEIFHSGSINHX>
TX3FKSRVTISVDKSKNQFSLK
LSSVTAADTAVYYCARGGSG
SYDAFDIWGQGTMVTVSS

donde X;esQOE, X2esNoQy
X3esS0A
(SEQ ID NO:153)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHX:TX2FKS (Kabat)
donde X;esNoQyXo.esSo A
(SEQ ID NO:154)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

DIQVTQSPATLSVSPGERVTLSC
RASRSVRSNLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPDDFAVYYCQQYN
NWPITFGQGTRLEIK (SEQ ID
NO:150)

CDR1: RASRSVRSNLA (SEQ ID
NO:151)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41)

CDR3: QQYNNWPIT (SEQ ID
NO:152)
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NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSSGS
(SEQ ID NO:350)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ

37. | PH_421- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT [ EIVLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNS
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YPFTFGPGTKLEIK (SEQ ID
YFDLDIWGQGTTVTVSSGS | NO:156)
(SEQ ID NO:155)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:131)
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPFT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ | NO:132)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH_421- EIVLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
VL LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
Variante FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNA
YPFTFGPGTKLEIK (SEQ ID
NO:157)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)
VH_PH_42 | EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
1- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
CEACAM5 | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
(QH1E) SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
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ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

VH_PH_42
1-
CEACAMS5
(SH82bA)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG

SYFDLDIWGQGTTVTVSSGS

(SEQ ID NO:351)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

38.

PH_421-
CEACAMS

Secuencia
Consenso

X1VQLQESGPGLVKPSGTLSL
TCAVSGGSISSSDWWTWVRQ
PPGKGLEWIGEIYHSGSTNYN
PSLKSRVTISVDKSKNQFSLN
LNX2VTAADTAVYYCARGYS
GSYFDLDIWGQGTTVTVSSGS

donde X;esQOEyXoesSo A
(SEQ ID NO:158)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

EIVLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNX
YPFTFGPGTKLEIK

donde XesSo A
(SEQ ID NO:159)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNXYPFT donde X es S
0 A (SEQ ID NO:143)

39.

1078_G03-
CEACAMS5

QVOQLVESGGGLVQPGGSLRL

SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC

RASQSISSWLAWY QQKPGKAPK
LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
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MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO:160)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

SYSTWTFGQGTKVDIK (SEQ ID
NO:164)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

1078_G03- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC

CEACAMS5 RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK

VL LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT

Variante EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
A YSTWTFGQGTKVDIK (SEQ ID
NO:167)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR3: QQYNAYSTWT (SEQ ID
NO:168)

VH_1078_ | EVQLVESGGGLVQPGGSLRL

GO3- SCAASGFTFSSYAMSWVRQA

CEACAMS5 | PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA

(QH1E) DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ

MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO:352)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)
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VH
1078_GO03-
CEACAMS5
(SH62A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DAVKGRFTISRDNSKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:353)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

VH
1078_G03C
EACAMS5
(NH73A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDASKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS

S (SEQ ID NO:354)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

VH
1078_GO03-
CEACAMS5
(SH74A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNAKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:355)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
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ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

40. 1078_G03- | X1VQLVESGGGLVQPGGSLRL | DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC

CEACAMS | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK

PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Secuencia DX2VKGRFTISRDX3XsKNRLY | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
Consenso LOQMNRLRTEDTAVYYCAKD | X YSTWTFGQGTKVDIK

LGPSGWYGLFDYWGQGTLV

TVSS donde XesSo A

(SEQ ID NO:171)

donde X1 esQOEyYy XoesSo A,

XsesNoAyXsesSoA CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID

(SEQ ID NO:169) NO:165)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ

ID NO:3) (Kabat) CDR3: QQYNXYSTWT donde X es

S0 A(SEQ ID NO:172)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID

NO:161) (Chothia) o

EISGSGDRTSYADXVKG

(Kabat) donde X es S 0 A (SEQ

ID NO:170)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY

(SEQ ID NO:163)

41. 1A1.A3- EVQLQESGAELVRSGASVKL | QIVLSQSPAIMSASPGEKVTITCS
CEACAM5 | SCTASDFNIKDSYMHWVTQR | TSSSVSYMHWFQQKPGTSPKLW
-B.02 de PEQGLEWIGWIDPENGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTSY
murino APKFQGKATMTADTSSNTAY | SLTISRMEAEDAATYYCQQRSN

LHLSSLTSEDTAVYYCNVITT | YPLTFGAGTKLELK (SEQ ID
VVNYAMDYWGQGTSVTVSS | NO:179)

(SEQ ID NO:173)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o
WIDPENGDTEYAPKFQG

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)
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(SEQ ID NO:177) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

42. 1A1.A3- EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS5 | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPENGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H1_NG APKFQGRATITADTSTDTAYL | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)
(SEQ ID NO:183)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
CDR2: DPENGD (SEQ ID CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o NO:182)
WIDPENGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:177) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

43, 1A1.A3- EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS5 | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPESGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H1 SG APKFQGRATITADTSTDTAYL | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)
(SEQ ID NO:185)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
CDR2: DPESGD (SEQ ID CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:186) (Chothia) 0 NO:182)
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

44, 1A1.A3- EVQLQQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPENGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H2_NG APKFQGRATMTADTSTDTAY | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)
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(SEQ ID NO:188)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o
WIDPENGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:177) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)

45, 1A1.A3- EVOLQQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS5 | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPESGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H2 SG APKFQGRATMTADTSTDTAY | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)
(SEQ ID NO:189)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
CDR2: DPESGD (SEQ ID CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o NO:182)
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

46. 1A1.A3- EVQLQQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS5 | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H2_QG APKFQGRATMTADTSTDTAY | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)

(SEQ ID NO:190)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:192) (Kabat)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)
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CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

VH_ EVQLVQSGAEVVKPGATVKL
1A1.A3- SCKASDFNIKDAY MHWVQQ
CEACAMS | APGKGLEWIGWIDPENGDTE
-B.02-BM- | YAPKFQGRATITADTSTDTAY
H1 (SH32A | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
) VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
humanizada | (SEQ ID NO:356)
CDRL1: DFNIKDA (SEQ ID
NO:200) (Chothia) o DAYMH
(SEQ ID NO:201) (Kabat)
CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o
WIDPENGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:177) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
VH EVQLVQSGAEVVKPGATVKL
1A1.A3- SCKASDFNIKDSYMHWVQQA
CEACAMS5 | PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY
-B.02-BM- | APKFQGRATITADTSTDTAYL
H1 (NH54 | ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV
Q) VNYAMDYWGQGTLVTVSS
humanizada | (SEQ ID NO:198)
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
VH EVQLVQSGAEVVKPGATVKL
1A1.A3- SCKASDFNIKDSYMHWVQQA
CEACAM5 | PGKGLEWIGWIDPESGDTEY
-B.02-BM- | APKFQGRATITADTSTDTAYL
H1_(NH54S | ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV
) VNYAMDYWGQGTLVTVSS
humanizada | (SEQ ID NO:185)
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CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

1A1.A3- EVQLQQSGAEVVKPGATVKL
CEACAMS5 | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY
H2_(NH54 | APKFQGRATMTADTSTDTAY
Q) LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
humanizada | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:190)
CDRL1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID N0O:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- EVQLQQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM5 | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPESGDTEY
H2_(NH54S | APKFQGRATMTADTSTDTAY
) LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
humanizada | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO:189)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
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ID NO:178)

47. humanizada | EVQLX1QSGAEVVKPGATVK | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
1A1.A3- LSCKASDFNIKDX2YMHWV X3 | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
CEACAMS | QAPGKGLEWIGWIDPEX4sGDT | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
-B.02-BM- | EYAPKFQGRATXsTADTSTDT | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
H1 NG- AYLELSSLRSEDTAVYYCNVI | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID
VH; TTVVNYAMDYWGQGTLVTV | NO:184)
1A1.A3- SS
CEACAM5 CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
-B.02-BM- | donde X1esQoV, X,esS0A, | NO:180)

H1 SG-VH; | X3esToQ, XsesQ,SoNyXs

1A1.A3- esmo | CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
CEACAMS5 | (SEQ ID NO:193)

-B.02-BM- CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
H2_NG- CDR1: DFNIKDX (SEQ ID NO:182)

VH; NO:194) (Chothia) 0 DXYMH

1A1.A3- (Kabat) donde X es S 0 A (SEQ

CEACAMS5 | ID NO:195)

-B.02-BM-

H2 SG-VH; | CDR2: DPEXGD (SEQ ID

1A1.A3- NO:196) (Chothia) o

CEACAMS5 | WIDPEXGDTEYAPKFQG

-B.02-BM- | (Kabat) donde X es Q,So N

H2_QG-VH | (SEQ ID NO:197)

Secuencia CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ

Consenso ID NO:178)

48. 1A1.A3- EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAM5 | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H1 QG-VH | APKFQGRATITADTSTDTAYL | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VNYAMDYWGQGTLVTVSS NO:184)
(SEQ ID NO:198)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o NO:182)
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID N0:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

49. 1A1.A3- EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAM5 | SCKASDFNIKDAYMHWVQQ | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
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-B.02-BM-

H1_QG-VH
humanizada
(Variante 2)

APGKGLEWIGWIDPEQGDTE

YAPKFQGRATITADTSTDTAY
LELSSLRSEDTAVYYCNVITT

VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:199)

CDRL1: DFENIKDA (SEQ ID
NO:200) (Chothia) o DAYMH
(SEQ ID NO:201) (Kabat)

CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:192) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID
NO:184)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)

KFKGKATFTADTSSNTAYMQ
LSSLTSEDSAVYYCATLNGH
GDYWYFDVWGAGTTVTVSS
(SEQ ID NO:639)

CDR1: GYTFSTY (SEQ ID
NO:640) (Chothia) o TYWIE

50. 1A1.A3- EVOLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLSCS
CEACAMS | SCKASDFNIKDXYMHWVQQ | TSSSVSYMHWFQQKPGQAPRLW
-B.02-BM- | APGKGLEWIGWIDPEQGDTE | IYSTSNLASGVPARFSGSGSGTD
H1 QG-VH | YAPKFQGRATITADTSTDTAY | YTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSN
humanizada | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | YPLTFGAGTKVEIK (SEQ ID

VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | NO:184)
Secuencia
Consenso donde XesSo A CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
(SEQ ID NO:202) NO:180)
CDR1: DFNIKDX (SEQ ID CDR2: STSNLAS (SEQ ID NO:181)
NO:194) (Chothia) o DXYMH
(Kabat) donde X es S0 A (SEQ | CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
ID NO:195) NO:182)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID N0:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
4B10.B3- EVQLQESGAELMKPGASVKIS
CEACAM5 | CKATGYTFSTYWIEWVKPRP
-A.02_VH1 | GHGLEWIGEILPGTGTTNYNE
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(SEQ 1D NO:641) (Kabat)

CDR2: LPGTGT (SEQ ID
NO:642) (Chothia) o
EILPGTGTTNYNEKFKG (SEQ
ID NO:643) (Kabat)

CDR3: LNGHGDYWYFDV
(SEQ ID NO:644)

4B10.B3- | QVQLQQSGAELMKPGASVKI
CEACAMS | SCKATGYTFSTYWIEWVKPR
-A.02_VH2 | PGHGLEWIGEILPGTGTTNYN
EKFKGKATFTADTSSNTAYM
QLSSLTSEDSAVYYCATLNG
HGDYWYFDVWGAGTTVTVS
S (SEQ ID NO:645)
CDR1: GYTFSTY (SEQID
NO:640) (Chothia) o TYWIE
(SEQ ID NO:641) (Kabat)
CDR2: LPGTGT (SEQ ID
NO:642) (Chothia) o
EILPGTGTTNYNEKFKG (SEQ
ID NO:643) (Kabat)
CDR3: LNGHGDYWYFDV
(SEQ ID NO:644)
4B10.B3- QAVVTQESALTTSPGETVTLTCR
CEACAM5 SSTGGVTTSNYANWVQEKPDHL
-A.02_VL FTGLIGGTNNRAPGVPARFSGSLI
GDKAALTITGAQTEDEAIYFCAL
WYSNHLVFGGGTKLTVL (SEQ
ID NO:646)
CDR1: RSSTGGVTTSNYAN (SEQ
ID NO:647)
CDR2: GTNNRAP (SEQ ID
NO:648)
CDR3: ALWYSNHLYV (SEQ ID
NO:649)
13C7.A6- EVQLQESGPELVKPGASLKIS
CEACAM5 | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
-B.02_ VH1 | HGKNLEWIGLINPYNGGTTY
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NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE
YGHSYWYFDVWGAGTTVTV
SP (SEQ ID NO:650)

CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)

CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)

CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)

13C7.A6-
CEACAMS
-B.02_VH2

EVQLQQSGPELVKPGASLKIS
CKASGYSFTDYTMNWVKQS

HGKNLEWIGLINPYNGGTTY

NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE

YGHSYWYFDVWGAGTTVTV
SS (SEQ ID NO:656)

CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) 0 DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)

CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)

CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)

13C7.A6-
CEACAMS5
-B.02_VL1

DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSC
KSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQ
KPGQSPKLLIYWASTRESGVPDR
FTGSGSGTDFTLTISSVKAEDLA
VYYCQQYYSYPYTFGGGTKLEI
K (SEQ ID NO:106)

CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA
(SEQ ID NO:107)

CDR2: WASTRES (SEQ ID

-112-




25565

NO:108)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)

13C7.A6-
CEACAMS
-B.02_VL2

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLTCS
PSSSVTYMHWYQQKSGTSPKRW
IYDTSKLASGVPARFSGIGSGTSY
SLTINSMEAEDAATYYCQQWNN
YPYTFGGGTRLEIK (SEQ ID
NO:657)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

13C7.A6-
CEACAMS
-B.02 VL3

DIQMTQSPASLSASVGDTVTITC
RASENIYSYFAWYQQKQGKSPR
LLVYNARALAEGVPSRFSGSGSG
TQFSKINSLQPEDFGSYYCQHLY
GAPFTFGSGTKLEIK (SEQ ID
NO:661)

CDR1: RASENIYSYFA (SEQ ID
NO:662)

CDR2: NARALAE (SEQ ID
NO:663)

CDR3: QHLYGAPFT (SEQ ID
NO:664)

7E11.B2-
CEACAMS5
-B.02_VH1

QIQLVQSGPELKKPGETVKIS
CKASGYSFTKYGMNWVKQA
PGKGLKWMGWINTYSGEPTY
ADDFEGRFAFSLETSANTAYL
QINNLKNEDMATYFCARGGG
FDYGFDYWGQGTTLTVST
(SEQ ID NO:665)

CDR1: GYSFTKY (SEQ ID
NO:666) (Chothia) 0 KYGMN
(SEQ ID NO:667) (Kabat)

CDR2: NTYSGE (SEQ ID
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NO:668) (Chothia) o
WINTYSGEPTYADDFEG (SEQ
ID NO:669) (Kabat)

CDR3: GGGFDYGFDY (SEQ
ID NO:670)

7TE11.B2- QIQLVQSGPELKKPGETVKIS
CEACAMS | CKASGYSFTKYGMNWVKQA
-B.02 VH2 | PGKGLKWMGWINTYSGEPTY
ADDFEGRFAFSLETSANTAYL
QINNLKNEDMATYFCARGGG
FDYGFDYWGQGTTLTVSS
(SEQ ID NO:699)
CDR1: GYSFTKY (SEQ ID
NO:666) (Chothia) 0 KYGMN
(SEQ ID NO:667) (Kabat)
CDR2: NTYSGE (SEQ ID
NO:668) (Chothia) o
WINTYSGEPTYADDFEG (SEQ
ID NO:669) (Kabat)
CDR3: GGGFDYGFDY (SEQ
ID NO:670)
7E11.B2- QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTC
CEACAM5 SASSSVSYIHWYRQRSGTSPKRW
-B.02_VL IYDTSKLASGVPARFSGSGSGTS
YSLTISTMEAEDAATYYCQQWS
NYPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID
NO:671)
CDR1: SASSSVSYIH (SEQ ID
NO:672)
CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)
CDR3: QQWSNYPYT (SEQ ID
NO:673)
10D6.E3- EVQLQQSGPELVKPGASMKIS
CEACAM5 | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
-B.02_VH HGKNLEWIGHIYPYNGGTTY
NQKFQDKASLTADKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARGE
FLRSYWYFDVWGAGTLVAV

SS (SEQ ID NO:674)
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CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)

CDR2: YPYNGG (SEQ ID
NO:675) (Chothia) o
HIYPYNGGTTYNQKFQD
(SEQ ID NO:676) (Kabat)

CDR3: GEFLRSYWYFDV (SEQ
ID NO:677)

10D6.E3-
CEACAMS5
-B.02_VL1

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLTCS
PSSSVTYMHWYQQKSGTSPKRW
I'YDTSKLASGVPARFSGIGSGTSY
SLTINSMEAEDAATYYCQQWNN
YPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID
NO:678)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

10D6.E3-
CEACAMS5
-B.02_VL2

DIQMTQSPASLSASVGETVTITC
RGSENIYSYLTWYQQKQGKSPQ
LLVYNAKTLAEGVPSRFSGSGSG
TQFSLKINSLQPEDFGRYYCQHL
YSSPYTFGGGTKLEIK (SEQ ID
NO:679)

CDR1: RGSENIYSYLT (SEQ ID
NO:680)

CDR2: NAKTLAE (SEQ ID
NO:681)

CDR3: QHLYSSPYT (SEQ ID
NO:682)

13C7.F2-
CEACAMS5
-B.02_VH

EVOQLQQSGPELVKPGASLKIS
CKASGYSFTDYTMNWVKQS
HGKNLEWIGLINPYNGGTTY
NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE
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YGHSYWYFDVWGAGTTVTV
SS (SEQ ID NO:656)

CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)

CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)

CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)

13C7.F2-
CEACAMS5
-B.02_VL1

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLTCS
PSSSVTYMHWYQQKSGTSPKRW
IYDTSKLASGVPARFSGIGSGTSY
SLTINSMEAEDAATYYCQQWNN
YPYTFGGGTRLEIK (SEQ ID
NO:657)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

13C7.F2-
CEACAMS5
-B.02_VL2

DIQMTQSPASLSASVGDTVTITC
RASENIYSYFAWYQQKQGKSPR
LLVYNARALAEGVPSRFSGSGSG
TQFSLKINSLQPEDFGSYYCQHL
YGAPFTFGSGTKLEIK (SEQ ID
NO:683)

CDR1: RASENIYSYFA (SEQ ID
NO:662)

CDR2: NARALAE (SEQ ID
NO:663)

CDR3: QHLYGAPFT (SEQ ID
NO:664)

51.

16B11.G2-
CEACAMS5
-B.01 VH

QVOQLQESGPGLVTPSGTLSLT
CAVSGDSISSSHWWSWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGITNYRS

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC
RASQSVRSNLAWYLQKPGQAPR
LLIYGASTRATGIPARFSGSGSGT
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SLKSRVTLSVDKSKNQFSLKL

EFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYN

y TSVTAADTAVYYCARGGSGN | NWPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
YEAFDIWGQGTLFTVSS (SEQ | NO:690)
16B11.G2- | ID NO:684)
CEACAM5 CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ ID
-B.01_VL | CDR1: GDSISSSH (SEQ ID NO:62)
NO:685)
(Chothia) 0 SSHWWS (SEQ ID | CDR2: GASTRAT (SEQ ID NO:63)
NO:686) (Kabat)
CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
CDR2: YHSGI (SEQ ID NO:687) | NO:42)
(Chothia) o
EIYHSGITNYRSSLKS (SEQ ID
NO:688) (Kabat)
CDR3: GGSGNYEAFDI (SEQ
ID NO:689)
Nivel 3
52. 1080_G01- | QVQLVESGGGVVQSGRSLRL | EIVLTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFMFSNFAMHWVRQ | ASQSISNWLAWY QQKPGKAPKL
APGKGLEWVGVIWYDGSNK | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL | FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR | YSYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
DGREVWRYYHYGMDVWGQ | NO:208)
GTTVTVSS (SEQ ID NO:377)
CDR1: RASQSISNWLA (SEQ ID
CDR1: GFMFSNF (SEQ ID NO:209)
NO:204) (Chothia) 0 NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o NO:9)
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)
CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)
1080_GO01- EIVLTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAM5 ASQSISNWLAWY QQKPGKAPKL
VL LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
Variante FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNA

YSYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
NO:210)

CDR1: RASQSISNWLA (SEQ ID
NO:209)
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CDR2: KASSLES (SEQ 1D NO:8)

CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)

VH
1080_GO1-
CEACAMS5

_(QHIE)

EVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:357)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO: 205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:203)

VH
1080_GO01-
CEACAMS5
_(GH54A)

QVOQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDASNK
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR
DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:358)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDASN (SEQ ID
NO:359) (Chothia) o
VIWYDASNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:360) (Kabat)

CDRS:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:203)

VH
1080_GO1-
CEACAMS5
_(SH62A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADAVKGRFTISRDNSKNTL
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NLQMSRLRAEDTAVYYCAR
DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:361)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADAVKG
(SEQ ID NO:362) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)

VH
1080_GO1-
CEACAMS5
_(NH73A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDASKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:363)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o0 NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDRS:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)

VH
1080_GO01-
CEACAMS5
_(SH74A)

QVOQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDNAKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR
DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:364)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
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NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)

VH
1080_GO1-
CEACAMS
_(GH96A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DAREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:365)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DAREVWRYYHYGMDYV (SEQ
ID NO:366)

53.

1080_GO01-
CEACAMS

Secuencia
Consenso

X1VQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDX2SNK
FYADX3VKGRFTISRDX4XsKN
TLNLQMSRLRAEDTAVYYCA
RDXsREVWRYYHYGMDVWG
QGTTVTVSS

donde X;esQOE, X2esG0oAYy
X3esSo0A XsesNoA, XsesS
0AYyXeesGYyA
(SEQ ID NO:211)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDXSN (SEQ ID
NO:212) (Chothia) o
VIWYDXSNKFYADSVKG
(Kabat) donde X es Go A (SEQ
ID NO:213)

EIVLTQSPSTLSASVGDRVTITCR
ASQSISNWLAWY QQKPGKAPKL
LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNX
YSYTFGQGTKVEIK

donde XesSo A
(SEQ ID NO:215)

CDR1: RASQSISNWLA (SEQ ID
NO:209)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNXYSYT donde X es S
0 A (SEQ ID NO:33)
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CDRa3:
DXREVWRYYHYGMDYV donde
XesGo A (SEQ ID NO:214)

54.

1078_Cl2-
CEACAMS5

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:216)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYG
NPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:222)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYGNPLT (SEQ ID
NO:225)

VH_1078_
C12-
CEACAMS

(QHIE)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:367)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH_1078_
C12-
CEACAMS5
(MH481)

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWIGWINPHSGATNYA
QKFQGRVTMTRDTSISTAYM
ELSSLRSDDTAVYYCARVSY
YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:368)
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CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH_1078_
c12-
CEACAMS
(MH48V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWVGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:369)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH_1078_
C12-
CEACAMS5
(MH691)

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTITRDTSISTAYM
ELSSLRSDDTAVYYCARVSY
YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:370)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
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NO:221)

VH_1078_
Cl2-
CEACAMS5
(MH69V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:371)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

55.

1078_C12-
CEACAMS

Secuencia
Consenso

X1VQLVQSGAEVKKPGASVK
VSCTASGYTFTGYFIHWVRQ
APGQGLEWX;GWINPHSGAT
NYAQKFQGRVTX3sTRDTSIST
AYMELSSLRSDDTAVYYCAR
VSYYGLDVWGQGTTVTVSS

donde X1 es Q o0 E, donde X; es
M,VolyXsesM,Voll
(SEQ ID NO:226)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYG
NPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:222)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYGNPLT (SEQ ID
NO:225)

56.

1078_F02-
CEACAMS5

QVOQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS

DIVLTQTPSSLSASVGDRVTITC
WASQSISSYLNWYQQKPGKAPK
LLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
TPLTFGGGTKLEIK (SEQ ID
NO:231)
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(SEQ ID NO:227)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

CDR1: WASQSISSYLN (SEQ ID
NO:232)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:233)

57. 1079 _B08- | QVQLVQSGAEVKKPGASVKY | EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCR
CEACAM5 | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY | LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY | FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSN
MELSRLRSDDTAVYYCARVS | PLTFGGGTKVDIK (SEQ ID
YYGLDVWGQGTTVTVSS NO:237)
(SEQ ID NO:234)
CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
CDR1: GYTFTGY (SEQ ID NO:223)
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat) CDR2: AASSLQS (SEQID
NO:224)
CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
WINPSSGDTNYAQKFQG NO:238)
(SEQ ID NO:236) (Kabat)
CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)
VH_1078 F | EVQLQESGAEVKKPGASVKV
02- SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
CEACAM5 | PGQGLEWMGWINPNSGDTN
(QH1E) YAQKFQGRVTMTRDTSISTA

YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:372)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
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NO:221)

VH1078_FO
2-
CEACAMS5
(N5H3S)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:373)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_F0
2_
CEACAMS5
(SH54A)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNAGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:374)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNAGD (SEQ ID
NO:375) (Chothia) o
WINPNAGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:376) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_F0
2-
CEACAMS5
(MH481)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWIGWINPNSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:378)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
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NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_FO
2-
CEACAMS5
(MH48V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWVGWINPNSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:379)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_F0
2_
CEACAMS5
(MH691)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTITRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:380)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)
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VH1078_FO0
2-
CEACAM5
(MH69V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:381)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_FO
2_
CEACAMS
(MHS80I)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YIELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:382)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH1078_F0
2-
CEACAMS5
(MH80V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YVELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:383)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
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(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B0S-
CEACAMS5

(QH1E)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:384)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B08-
CEACAMS5
(MH481)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWIGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:385)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH

QVOQLVQSGAEVKKPGASVKV
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1079_B0S-
CEACAMS
(MH48V)

SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWVGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ 1D NO:386)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B08-
CEACAMS5
(MH691)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTITRDTSISTAYM
ELSRLRSDDTAVYYCARVSY

YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:387)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B08-
CEACAMS5
(MHB9V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:388)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)
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CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B0S-
CEACAMS5
(MH80I)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAYI

ELSRLRSDDTAVYYCARVSY

YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:389)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

VH
1079_B08-
CEACAMS5
(MH80V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
VELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:390)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

58.

Secuencia
Consenso
VH

X1VQLX2X3SGAEVKKPGASV
KVSCKASGYTFTGYYLHWVR
QAPGQGLEWX4GWINPXsXsG

DIVLTQTPSSLSASVGDRVTITC
WASQSISSYLNWYQQKPGKAPK
LLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGT
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[1078_F02-
CEACAMS:
1079_B08-
CEACAMS

]

y
VL

[1078_F02-
CEACAMS5

]

DTNYAQKFQGRVTX;TRDTSI
STAYXELSRLRSDDTAVYYC
ARVSYYGLDVWGQGTTVTV
Ss

donde X1 esQOE, XoesQoV,

Xz3esE0Q, XsesM, Vo, Xses
NoS XsesS0A, X7esM, Vo

lyXsesM, Vol

(SEQ ID NO:239)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPX1X>GD (SEQ ID
NO:240) (Chothia) o
WINPX;:X,GDTNYAQKFQG
(Kabat) donde X1 esNo Sy Xz
es S o A (SEQ ID NO:241)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
TPLTFGGGTKLEIK (SEQ ID
NO:231)

CDR1: WASQSISSYLN (SEQ ID
NO:232)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:233)

59.

Secuencia
Consenso
VH

[1078 F02-
CEACAMS;
1079_BO08-
CEACAMS5

]

y
VL

[1079_BO8-
CEACAMS5

]

X1VQLX2X3SGAEVKKPGASV
KVSCKASGYTFTGYYLHWVR
QAPGQGLEWXsGWINPXs5X6G
DTNYAQKFQGRVTX7TRDTSI
STAYXsELSRLRSDDTAVYYC
ARVSYYGLDVWGQGTTVTV
SS

donde X1esQOE, X2esQoV,
XzesE0Q, XsesM,Vol, Xses
NoSyXsesSoA XsesM,Vo
lyXsesM, Vol
(SEQ ID NO:239)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPX1X2GD (SEQ ID
NO:240) (Chothia) o
WINPX:X2GDTNYAQKFQG
(Kabat) donde X1 esNo Sy Xz
es S0 A (SEQ ID NO:241)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSN
PLTFGGGTKVDIK (SEQ ID
NO:237)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
NO:238)
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60.

1078_GO03-
CEACAMS5

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS

S (SEQ ID NO:160)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC

RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
SYSTWTFGQGTKVDIK (SEQ ID

NO:164)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

VH
1078_G03-
CEACAMS

(QHIE)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS

S (SEQ ID NO:352)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

VH
1078_GO03-
CEACAMS5

(SH62A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DAVKGRFTISRDNSKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:353)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
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ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

PGQGLEWMGWINPNNGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:243)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNNGD (SEQ ID
NO:244) (Chothia) o
WINPNNGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:245) (Kabat)

61. 1078 _GO03- | X1VQLVESGGGLVQPGGSLRL | DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Secuencia | DX2VKGRFTISRDNSKNRLYL | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
Consenso QMNRLRTEDTAVYYCAKDL | SYSTWTFGQGTKVDIK (SEQ ID
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT | NO:164)
VSS
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
donde X1esQOEyXoesSo A | NO:165)
(SEQ ID NO:242)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ | CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
ID NO:3) (Kabat) NO:166)
CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADXVKG
(Kabat) donde X es S 0 A (SEQ
ID NO:170)
CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)
62. 1079_A10- | QVOQLVESGAEVKKPGASVKY | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTIICR
CEACAMS | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL

LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSN
PLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:246)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
NO:238)
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CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

PGKGLEWVSGISGSGGSTKY
AESVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRADDTAVYYCAKDQ
DINVWYGLFPYWGQGTLVTV

63. 1079_A10- | EVQLVESGAEVKKPGASVKV | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTIICR
CEACAMS5 | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL
_VH PGQGLEWMGWINPNNGDTN | LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
Variante YAQKFQGRVTMTRDTSISTA | FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSN

YMELSRLRSDDTAVYYCARYV | PLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
SYYGLDVWGQGTTVTVSS NO:246)
(SEQ ID NO:247)
CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
CDR1: GYTFTGY (SEQ ID NO:223)
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat) CDR2: AASSLQS (SEQID
NO:224)
CDR2: NPNNGD (SEQ ID
NO:244) (Chothia) 0 CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
WINPNNGDTNYAQKFQG NO:238)
(SEQ ID NO:245) (Kabat)
CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

64. 1079_A10- | XVQLVESGAEVKKPGASVKYV | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTIICR

CEACAMS5 | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | ASQSISSYLNWYQQKPGKAPKL

PGQGLEWMGWINPNNGDTN | LIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTD
Secuencia | YAQKFQGRVTMTRDTSISTA | FTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSN
Consenso | YMELSRLRSDDTAVYYCARYV | PLTFGGGTKVEIK (SEQ ID

SYYGLDVWGQGTTVTVSS NO:246)

donde X esQoE CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID

(SEQ ID NO:248) NO:223)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID CDR2: AASSLQS (SEQ ID

NO:217) (Chothia) 0 GYYLH NO:224)

(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID

CDR2: NPNNGD (SEQ ID NO:238)

NO:244) (Chothia) o

WINPNNGDTNYAQKFQG

(SEQ ID NO:245) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID

NO:221)

65. 1079_A12- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVLTQTPSSLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL

LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS
YSPLTFGGGTKVDIK (SEQ ID
NO:255)

-134-




25565

SS (SEQ ID NO:249)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250)

(Kabat)

CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o
GISGSGGSTKYAESVKG (SEQ
ID NO:253) (Kabat)

CDR3: DQDINVWYGLFPY
(SEQ ID NO:254)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSPLT (SEQ ID
NO:256)

66.

1079 _Al2-
CEACAMb5
_VH
Variante

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMNWVRQA
PGKGLEWVSGISGSGGSTKY
AESVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRADDTAVYYCAKDQ
DINVWYGLFPYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:257)

CDRI1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat)

CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o
GISGSGGSTKYAESVKG (SEQ
ID NO:253) (Kabat)

CDR3: DQDINVWYGLFPY
(SEQ ID NO:254)

DIVLTQTPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSWLAWY QQKPGKAPKL
LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS
YSPLTFGGGTKVDIK (SEQ ID
NO:255)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSPLT (SEQ ID
NO:256)

67.

1079_A12-
CEACAMS5

Secuencia
Consenso

XVOQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMNWVRQA
PGKGLEWVSGISGSGGSTKY
AESVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRADDTAVYYCAKDQ
DINVWYGLFPYWGQGTLVTV
SS

donde XesQoE
(SEQ ID NO:258)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat)

CDR2: SGSGGS (SEQ ID

DIVLTQTPSSLSASVGDRVTITCR
ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS
YSPLTFGGGTKVDIK (SEQ ID
NO:255)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSPLT (SEQ ID
NO:256)
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NO:251) (Chothia) o
GISGSGGSTKYAESVKG (SEQ
ID NO:253) (Kabat)

CDR3: DQDINVWYGLFPY
(SEQ ID NO:254)

68. 1078_C04- | EVQLVESGGGVVQPGRSLRL | EIVMTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSSGMHWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
PGKGLEWVAVIWYDGSNKY | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTD
YVDSVKGRFTISRDNSKNTLY | FTLTISSLQPDDFATYYCQQYKS
LQMNSLRAEDTAVYYCARD | YSYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
GRQQLVQGSYYYGMDVWG | NO:263)
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:259)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSS (SEQ ID NO:165)
NO:260) (Chothia) 0 SSGMH
(SEQ ID NO:261) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID CDR3: QQYKSYSYT (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o NO:264)
VIWYDGSNKYYVDSVKG
(SEQ ID NO:262) (Kabat)
CDR3:
DGRQQLVQGSYYYGMDV
(SEQ ID NO:265)
69. 1080_F11- | QVQLVQSGGGLVQRGGSLRL | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
PGKGLERVSGISGSGGNTYYA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
MNSLRADDTAVYYCARDQDI | SYFMYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
NVWYGLFAYWGQGTLVTVS | NO:270)
S (SEQ ID NO:266)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: SGSGGN (SEQ ID CDR3: QQYNSYFMYT (SEQ ID
NO:267) (Chothia) o NO:271)
GISGSGGNTYYADSVKG
(SEQ ID NO:268) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFAY
(SEQ ID NO:269)
70. 1080_F11- | EVQLVQSGGGLVQRGGSLRL | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
_VH PGKGLERVSGISGSGGNTYYA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
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GKGLEWIGTIWHSGSTYDNPS
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS
VTTADTAVYYCARADSSGW
YEDYWGQGTLVTVSS (SEQ
ID NO:274)

CDR1: GYSISSGY (SEQ ID
NO:275) (Chothia) 0 SGYYWG

Variante DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN
MNSLRADDTAVYYCARDQDI | SYFMYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
NVWYGLFAYWGQGTLVTVS | NO:270)

S (SEQ ID NO:272)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: SGSGGN (SEQ ID CDR3: QQYNSYFMYT (SEQ ID
NO:267) (Chothia) o NO:271)
GISGSGGNTYYADSVKG
(SEQ ID NO:268) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFAY
(SEQ ID NO:269)
71. 1080 _F11- | XVQLVQSGGGLVQRGGSLRL | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC

CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
PGKGLERVSGISGSGGNTYYA | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT

Secuencia | DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ | EFTLTISSLQPDDFATYYCQQYN

Consenso MNSLRADDTAVYYCARDQDI | SYFMYTFGQGTKVEIK (SEQ ID
NVWYGLFAYWGQGTLVTVS | NO:270)

S
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
donde XesQoE NO:165)
(SEQ ID NO:273)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ | CDR3: QQYNSYFMYT (SEQ ID
ID NO:3) (Kabat) NO:271)
CDR2: SGSGGN (SEQ ID
NO:267) (Chothia) o
GISGSGGNTYYADSVKG
(SEQ ID NO:268) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFAY
(SEQ ID NO:269)
72. 1081_EO01- | QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | CAVSGYSISSGYYWGWIRQPP | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK

LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS
TPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
NO:280)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)
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(SEQ ID NO:276) (Kabat)

CDR2: WHSGS (SEQ ID
NO:277) (Chothia) o
TIWHSGSTYDNPSLKS (SEQ
ID NO:278) (Kabat)

CDR3: ADSSGWYEDY (SEQ
ID NO:279)

CDR2: KASSLES (SEQ 1D NO:8)

CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:233)

73. 1081_EO01- | EVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | CAVSGYSISSGYYWGWIRQPP | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
_VH GKGLEWIGTIWHSGSTYDNPS | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT
Variante LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS | DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS

VTTADTAVYYCARADSSGW | TPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
YEDYWGQGTLVTVSS (SEQ | NO:280)
ID NO:281)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GYSISSGY (SEQ ID NO:165)
NO:275) (Chothia) 0 SGYYWG
(SEQ ID NO:276) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: WHSGS (SEQ ID CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:277) (Chothia) o NO:233)
TIWHSGSTYDNPSLKS (SEQ
ID NO:278) (Kabat)
CDR3: ADSSGWYEDY (SEQ
ID NO:279)

74. 1081_EO01- | XVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTITC

CEACAMS5 | CAVSGYSISSGYYWGWIRQPP | RASQSISSWLAWYQQKPGKAPK
GKGLEWIGTIWHSGSTYDNPS | LLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGT

Secuencia | LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS | DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYS

Consenso | VTTADTAVYYCARADSSGW | TPLTFGGGTKVEIK (SEQ ID
YEDYWGQGTLVTVSS NO:280)

donde XesQoE
(SEQ ID N0O:282)

CDR1: GYSISSGY (SEQ ID
NO:275) (Chothia) 0 SGYYWG
(SEQ ID NO:276) (Kabat)

CDR2: WHSGS (SEQ ID
NO:277) (Chothia) o
TIWHSGSTYDNPSLKS (SEQ
ID NO:278) (Kabat)

CDR3: ADSSGWYEDY (SEQ

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:233)
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ID NO:279)

DINVWYGLFDHWGQGTTVT
VSS

donde XesQoE

75. 1083 _A05- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQVTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFIFSSYAMSWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS
QMNSLRADDTAVYFCAKDL | YSTWTFGQGTKLEIK (SEQ ID
DINVWYGLFDHWGQGTTVT | NO:286)
VSS (SEQ ID NO:283)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID

CDR1: GFIFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:284) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o NO:166)
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ
ID NO:252) (Kabat)
CDR3: DLDINVWYGLFDH
(SEQ ID NO:285)

76. 1083_A05- | EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQVTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFIFSSYAMSWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
_VH PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
Variante ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS

QMNSLRADDTAVYFCAKDL | YSTWTFGQGTKLEIK (SEQ ID
DINVWYGLFDHWGQGTTVT | NO:286)
VSS (SEQ ID NO:287)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFIFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:284) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o NO:166)
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ
ID NO:252) (Kabat)
CDR3: DLDINVWYGLFDH
(SEQ ID NO:285)

77. 1083_A05- | XVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQVTQSPSTLSASVGDRVTITCR

CEACAMS5 | SCAASGFIFSSYAMSWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE

Secuencia | ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | FTLTISSLQPDDFATYYCQQYNS

Consenso | QMNSLRADDTAVYFCAKDL | YSTWTFGQGTKLEIK (SEQ ID

NO:286)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
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(SEQ ID NO:289)

CDRL1: GFIFSSY (SEQ ID
NO:284) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ
ID NO:252) (Kabat)

CDR3: DLDINVWYGLFDH
(SEQ ID NO:285)

NO:165)
CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

78. 1085 _D12- | EVQLVESGGGLVQPGGSLRL | DIRLTQSPSTLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFIFSSYAMNWVRQA | ASQSISSWLAWYQQKPGKAPKL
PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | LIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTE
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | FTLTISSMQPDDFATYYCQQYNS
QMNSLRADDTAVYFCARDQ | YSTWTFGQGTKVEIK (SEQ ID
DINVWYGLFVYWGQGTLVT | NO:291)
VSS (SEQ ID NO:288)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFIFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:284) (Chothia) 0 SYAMN
(SEQ ID NO:250) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o NO:166)
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ
ID NO:252) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFVY
(SEQ ID NO:290)
79. 1079_G12- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVMTQTPSSLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | RASQGISNYLAWYQQKPGKVPK

PGKGLEWVSVISGNGGYTHY
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEGTAVYYCAKDD
WGGAFDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:292)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat)

CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) o
VISGNGGYTHYADSVKG
(SEQ ID NO:294) (Kabat)

LLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDVATYYCQKYN
SAPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID
NO:296)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
NO:297)
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CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)

80. 1079_G12- | EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVMTQTPSSLSASVGDRVTITC
CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | RASQGISNYLAWYQQKPGKVPK
_VH PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | LLIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
Variante ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | DFTLTISSLQPEDVATYYCQKYN

QMNSLRAEGTAVYYCAKDD | SAPRTFGQGTKVEIK (SEQ ID
WGGAFDIWGQGTTVTVSS NO:296)
(SEQ ID NO:298)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:127)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) 0 CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
VISGNGGYTHYADSVKG NO:297)
(SEQ ID NO:294) (Kabat)
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)

81. 1080_A01- | EVQLVQSGGGLVQPGGSVRL | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTITCR

CEACAMS5 | SCAASGFTFSSYAMNWVRQG | ASQGISNYLAWYQQKPGKVPKL
PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | LIYAASTLQSGVPSRFSGSGSGT
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | DFTLTISSLQPEDVATYYCQKYN
QMNGLRADDTAVYYCAKDD | SAPRTFGQGTKVDIK (SEQ ID
WGGAFDIWGQGTMVTVSS | NO:300)

(SEQ ID NO:299)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:127)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) o CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
VISGNGGYTHYADSVKG NO:297)
(SEQ ID NO:294) (Kabat)
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)

82. VH XVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIXiMTQX;PSSLSASVGDRVTIT
[1079_G12- | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | CRASQGISNYLAWYQQKPGKVP
CEACAM] | PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | KLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGS
y ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | GTDFTLTISSLQPEDVATYYCQK
Secuencia | QMINSLRAEGTAVYYCAKDD | YNSAPRTFGQGTKVX;IK
Consenso | WGGAFDIWGQGTTVTVSS
VL donde X;esVOR, X2esSo Ty Xz
[1079 G12- | donde XesQoOE esKoR
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CEACAM; | (SEQ ID NO:301) (SEQ ID N0O:302)
1080_A01-
CEACAMS5 | CDR1: GFTFSSY (SEQ ID CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
] NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ | NO:127)
ID NO:250) (Kabat)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
CDR2: SGNGGY (SEQ ID NO:128)
NO:293) (Chothia) o
VISGNGGYTHYADSVKG CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
(SEQ 1D NO:294) (Kabat) NO:297)
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)

83. VH EVQLVQSGGGLVQPGGSVRL | DIXiMTQX,PSSLSASVGDRVTIT
[1080_A01- | SCAASGFTFSSYAMNWVRQG | CRASQGISNYLAWYQQKPGKVP
CEACAMS | PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | KLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGS
] ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | GTDFTLTISSLQPEDVATYYCQK
y QMNGLRADDTAVYYCAKDD | YNSAPRTFGQGTKVXzIK
Secuencia WGGAFDIWGQGTMVTVSS
Consenso (SEQ ID NO:299) donde X;esVOR, X2esSo Ty Xz
VL esKoR
[1079_G12- | CDR1: GFTFSSY (SEQ ID (SEQ ID NO:302)

CEACAM; | NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
1080_A01- | ID NO:250) (Kabat) CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CEACAM5 NO:127)
] CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) o CDR2: AASTLQS (SEQ ID
VISGNGGYTHYADSVKG NO:128)
(SEQ ID NO:294) (Kabat)
CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID | NO:297)
NO:295)

84. 12C7.A2- QVQLVESGGGVVQPGRSLRL | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAM5 | SCAASGFTFSNYAMHWVRQ | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 APGKGLEWVTLIWYDGSKKY | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE

YADSVKGRFTISRDNSKNTLY
LOMNSLRAEDTAVYYCARD
RAIPLIAPYFDYWGQGTLVTV

SS (SEQ ID NO:303)

CDR1: GFTFSNY (SEQ ID

NO:304)(Chothia) o NYAMH

(SEQ ID NO:305) (Kabat)

CDR2: WYDGSK (SEQ ID
NO:306) (Chothia) o

LIWYDGSKKYYADSVKG

(SEQ ID NO:307) (Kabat)

FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF
PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
NO:309)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)

CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
NO:311)
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CDR3: DRAIPLIAPYFDY (SEQ
ID NO:308)

85. 12C7.A2- | EVQLVESGGGVVQPGRSLRL | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFTFSNYAMHWVRQ | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 _VH | APGKGLEWVTLIWYDGSKKY | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
Variante YADSVKGRFTISRDNSKNTLY | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF

LQMNSLRAEDTAVYYCARD | PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
RAIPLIAPYFDYWGQGTLVTV | NO:309)
SS (SEQ ID N0O:312)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSNY (SEQ ID NO:131)
NO:304) (Chothia) o NYAMH
(SEQ ID NO:305) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)
CDR2: WYDGSK (SEQ ID CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
NO:306) (Chothia) o NO:311)
LIWYDGSKKYYADSVKG
(SEQ ID NO:307) (Kabat)
CDR3: DRAIPLIAPYFDY (SEQ
ID NO:308)

86. 12C7.A2- | XVQLVESGGGVVQPGRSLRL | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | SCAASGFTFSNYAMHWVRQ | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 APGKGLEWVTLIWYDGSKKY | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE

YADSVKGRFTISRDNSKNTLY | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF
Secuencia | LQMNSLRAEDTAVYYCARD | PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
Consenso | RAIPLIAPYFDYWGQGTLVTV | NO:309)
SS
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
donde XesQoE NO:131)
(SEQ ID NO:313)
CDR2: PASTLQS (SEQ ID N0O:310)
CDR1: GFTFSNY (SEQ ID
NO:304) (Chothia) o NYAMH | CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
(SEQ ID NO:305) (Kabat) NO:311)
CDR2: WYDGSK (SEQ ID
NO:306) (Chothia) o
LIWYDGSKKYYADSVKG
(SEQ ID NO:307) (Kabat)
CDR3: DRAIPLIAPYFDY (SEQ
ID NO:308)

87. 12C7.A2- | QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01_VH2 | KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE

KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV
TAADTAVYYCARGGDAFDI

FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF
PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
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WGQGTMVTVSS (SEQ ID
NO:691)

CDRL1: GGPIYSY (SEQ ID
NO:315) (Chothia) o SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat)

CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o
FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:318) (Kabat)

CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)

NO:309)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)

CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
NO:311)

TAADTAVYYCARGGDAFDI
WGQGTMVTVSS (SEQ ID
NO:320)

CDR1: GGPIYSY (SEQ ID
NO:315) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat)

CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o
FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID

88. 12A6.H2- | QVQLVESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE

KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF
TAADTAVYYCARGGDAFDI | PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
WGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:309)
NO:314)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGPIYSY (SEQ ID NO:131)
NO:315) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)
CDR2: YSSGS (SEQ ID CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o NO:311)
FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:318) (Kabat)
CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)

89. 12A6.H2- | EVQLVESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01_VH | KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE
Variante KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF

PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
NO:309)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)

CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
NO:311)
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NO:318) (Kabat)

CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)

90. 12A6.H2- XVQLVESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | ASQGISSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | LIFPASTLQSGVPSRFSGSGSGTE

KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | FTLTISSLQPEDFATYYCQQLNFF
Secuencia TAADTAVYYCARGGDAFDI PPTFGPGTKVDIK (SEQ ID
Consenso WGQGTMVTVSS NO:309)

donde XesQoE CDR1: RASQGISSYLA (SEQID

(SEQ ID NO:321) NO:131)

CDR1: GGPIYSY (SEQ ID CDR2: PASTLQS (SEQ ID NO:310)

NO:315) (Chothia) o SYYWS

(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID

NO:311)

CDR2: YSSGS (SEQ ID

NO:317) (Chothia) o

FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID

NO:318) (Kabat)

CDR3: GGDAFDI (SEQ ID

NO:319)

91. 4G3.C3- QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS | CTVSGGSLSSYYWSWIRQPPG | ASQGTSSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 KGLEWLGYIYSSGSVNYNPSL | LIYAVSTLQSGVPSRFSGSGSGTE

KSRVTMSIDTSQNQFSLKLSS | FTLTISSLQPTDFATYYCQQVIRY
VTAADTAVYYCARDADYFD | PPTFGQGTKVEVK (SEQ ID
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:326)
NO:322)
CDR1: RASQGTSSYLA (SEQID
CDRL1: GGSLSSY (SEQ ID NO:327)
NO:323) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: AVSTLQS (SEQ ID
NO:328)
CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o CDR3: QQVIRYPPT (SEQ ID
Y1YSSGSVNYNPSLKS (SEQ NO:329)
ID NO:324) (Kabat)
CDR3: DADYFDY (SEQ ID
NO:325)

92. 4G3.C3- EVOQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS | CTVSGGSLSSYYWSWIRQPPG | ASQGTSSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 _VH | KGLEWLGYIYSSGSVNYNPSL | LIYAVSTLQSGVPSRFSGSGSGTE
Variante KSRVTMSIDTSQNQFSLKLSS | FTLTISSLQPTDFATYYCQQVIRY
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VTAADTAVYYCARDADYFD
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:330)

CDR1: GGSLSSY (SEQ ID
NO:323) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat)

CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o
YIYSSGSVNYNPSLKS (SEQ
ID NO:324) (Kabat)

CDR3: DADYFDY (SEQ ID
NO:325)

PPTFGQGTKVEVK (SEQ ID
NO:326)

CDR1: RASQGTSSYLA (SEQ ID
NO:327)

CDR2: AVSTLQS (SEQ ID
NO:328)

CDR3: QQVIRYPPT (SEQ ID
NO:329)

93. 4G3.C3- XVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCR
CEACAMS5 | CTVSGGSLSSYYWSWIRQPPG | ASQGTSSYLAWYQQKPGKAPKL
-B.01 KGLEWLGYIYSSGSVNYNPSL | LIYAVSTLQSGVPSRFSGSGSGTE

KSRVTMSIDTSQNQFSLKLSS | FTLTISSLQPTDFATYYCQQVIRY
Secuencia | VTAADTAVYYCARDADYFD | PPTFGQGTKVEVK (SEQ ID
Consenso YWGQGTLVTVSS NO:326)

donde X esQOE CDR1: RASQGTSSYLA (SEQ ID

(SEQ ID NO:331) NO:327)

CDR1: GGSLSSY (SEQ ID CDR2: AVSTLQS (SEQ ID

NO:323) (Chothia) 0 SYYWS NO:328)

(SEQ ID NO:316) (Kabat)

CDR3: QQVIRYPPT (SEQ ID

CDR2: YSSGS (SEQ ID NO:329)

NO:317) (Chothia) o

Y1YSSGSVNYNPSLKS (SEQ

ID NO:324) (Kabat)

CDR3: DADYFDY (SEQ ID

NO:325)

94. 6D10.C8- | QIQLVQSGPELKKPGETVKIS | QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLTCS
CEACAM5 | CKASGYTFTNYGMNWVKQA | PSSSVTYMHWYQQKSGTSPKRW
-B.02 VH | PGKGLKWMGWINTYTGEPT | IYDTSKLASGVPARFSGIGSGTSY

YTDDFKGRFAFSLETSASTAY | SLTINSMEAEDAATYYCQQWNN
y LQITNLKNEDTATYFCARGD | YPYTFGGGTRLEIT (SEQ ID
GFDRGFAYWGQGTLVTVSA | NO:698)
6D10.C8- | (SEQ ID N0O:692)
CEACAMS5 CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
-B.02 VL | CDR1: GYTFTNY (SEQ ID NO:658)

NO:693) (Chothia) 0 NYGMN
(SEQ ID NO:694) (Kabat)

CDR2: NTYTGE (SEQ ID

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)
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NO:695) (Chothia) o
WINTYTGEPTYTDDFKG (SEQ
ID NO:696) (Kabat)

CDR3: GDGFDRGFAY (SEQ ID
NO:697)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

Tabla 4. Secuencias de sitios de union a antigeno ilustrativas que se unen a CEACAM5

Clon

| Variante

| VH

| VL

Nivel 1

Clon
PH_420-
CEACAM
5

Clon
PH_420-
CEACAM
5

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO: 719)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CWASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYSYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:10)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ
ID NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:9)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 1

(QE)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:11)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)
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CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 2
(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:12)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3)(Kabat)

CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADSVKG
(SEQ ID NO:14) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 3
(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADAVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:15)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:16) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 4
(QE, SA)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNAKNTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:17)
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CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 5

(QE,NQ)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKQTLY
LQMNSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:18)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VH_
Variante 6

(QE,NQ)

EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAIFNSGGSTYY

ADSVKGRFTVSRDNSKNTLY
LQMQSLRAEDTALYYCAKDL
GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:19)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNSGGS (SEQ ID NO:4)
(Chothia) o
AIFNSGGSTYYADSVKG (SEQ
ID NO:5) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY
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(SEQ 1D NO:6)

Clon PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
PH_420- CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
5 Variante 7 | ADAVKGRFTVSRDNSKNTLY
(QE, LOMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA,SA) GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:20)
CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
5 VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
Variante 8 | ADAVKGRFTVSRDNAKNTLY
(QA, SA, LOQMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA) GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:22)
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
Clon PH_420- EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL
PH_420- CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
5 Variante 9 | ADAVKGRFTVSRDNAKQTLY
(QE, SA, LOQMNSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA, GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
NQ) SS (SEQ ID NO:23)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
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NO:2) (Chothia) 0o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY

(SEQ ID NO:6)
Clon PH_420- EVOLVQSGGGLVQPGGSLRL
PH_420- CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAIFNAGGSTYY
5 Variante 10 | ADAVKGRFTVSRDNAKQTLY
(QE, SA, | LOMQSLRAEDTALYYCAKDL
SA, SA, GGYNYGLFDYWGQGTLVTV
NQ, NQ) SS (SEQ ID NO:24)
CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)
CDR2: FNAGGS (SEQ ID
NO:13) (Chothia) o
AIFNAGGSTYYADAVKG
(SEQ ID NO:21) (Kabat)
CDR3: DLGGYNYGLFDY
(SEQ ID NO:6)
Clon PH_420- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
PH_420- CEACAM CWASQSISSWLAWYQQKPGK
CEACAM |5 VL_ APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
5 Variante 1 SGSGTEFTLTISSLQPDNFATY
(DN) YCQQYNSYSYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:25)
CDR1: WASQSISSWLA (SEQ
ID NO:7)
CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:9)
Clon PH_420- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
PH_420- CEACAM CWASQSISSWLAWYQQKPGK
CEACAM |5 VL_ APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
5 Variante 2 SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
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(SA)

YCQQYNAYSYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:26)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ
ID NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VL_
Variante 3
(DN, SA)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CWASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDNFATY
YCQQYNAYSYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:28)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ
ID NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)

Clon
PH_420-
CEACAM
5

PH_420-
CEACAM
5 VL_
Variante 4

(R(L3)Q)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CWASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYSYTFGQGTKLEIK
(SEQ ID NO:637)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ
ID NO:7)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
NO:9)

Clon

1078 _Co04
CEACAM
5 VH

Clon

1078 _C04
CEACAM
5 VH

QVQLVQSGGGLVQPGGSQRL
SCAASGFTFTSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA
DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCAKDL
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV
SS (SEQ ID NO:34)

DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
CRASQSVSSSYLAWYQQKPG

QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
IK (SEQ ID NO:39)
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CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
ID NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)

SS (SEQ ID NO:44)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGES (SEQ ID
NO:45) (Chothia) o
AISGTGESTFYADSVKG (SEQ
ID NO:46) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY

Clon 1078 _C04 | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH _VH_ DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
Variante 1 | QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
(QE) GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)
SS (SEQ ID NO:43)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ | NO:42)
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)
Clon 1078_C04 | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGESTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 2 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
(QE,DE) | QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
ID NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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(SEQ ID NO:38)

SS (SEQ ID NO:50)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID

Clon 1078 _C04 | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 3 | DAVKGRFTFSRDNSKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
(QE, SA) | QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)
SS (SEQ ID NO:47)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
AISGTGDSTFYADAVKG (SEQ | NO:42)
ID NO:48) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)
Clon 1078_C04 | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 4 | DSVKGRFTFSRENSKNTLYLQ | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
(QE,DE) | MNSLRAEDTAVYYCAKDLG | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
WLQYGLFDYWGQGTLVTVS | IK (SEQ ID NO:39)
S (SEQ ID NO:49)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
CDR1: GFTFTSY (SEQ ID ID NO:40)
NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ 1D NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)
CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ | NO:42)
ID NO:37) (Kabat)
CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)
Clon 1078_C04 | QVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 5 | DSVKGRFTFSRDNAKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
(QE,SA) | OMNSLRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
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NO:35) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

ID NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)

Clon 1078 _C04 | EVQLVQSGGGLVQPGGSQRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 6 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV
(QE, SA) | QMNALRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)
SS (SEQ ID NO:51)
CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID ID NO:40)

NO:35) (Chothia) 0 SYAMS

(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: GASSRAT (SEQ ID

NO:41)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID

NO:36) (Chothia) o CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID

AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ | NO:42)

ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY

(SEQ ID NO:38)
Clon 1078_C04 | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQLTQSPATLSVSPGERATLS
1078_C04 | CEACAM | SCAASGFTFTSYAMSWVRQA | CRASQSVSSSYLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH_ PGKGLEWVSAISGTGDSTFYA | QAPRLLIYGASSRATGIPDRFS
5 VH Variante 7 | DSVKGRFTFSRDNSKNTLYL | GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAV

(Q(H18)L) | QMNSLRAEDTAVYYCAKDL | YYCQQYNNWPLTFGGGTKVE
GWLQYGLFDYWGQGTLVTV | IK (SEQ ID NO:39)

SS (SEQ ID NO:638)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID
NO:35) (Chothia) o0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID
NO:36) (Chothia) o
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ
ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY
(SEQ ID NO:38)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ
ID NO:40)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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Clon Clon QVQLQESGPGLVRPSGTLSLT | DIVMTQTPATLSASVGDRVTI
1079 _HO5 | 1079 HO5 | CAVSGGSISSPTWWSWVRQP | TCRASQSVRSNLAWYQQKPG
CEACAM | CEACAM | PGKGLEWIGEIHPSGRTNYNP | QAPRLLIYGASTRATGIPARFS
5 VH 5 VH SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL | GSGSGTEFTLTISSLQSEDFAV
GSVTAADTAVYYCAREGFYY | YYCQQYNNWPTFGQGTRLEI
GSGNYYYFDYWGQGTLVTV | K (SEQ ID NO:61)
SS (SEQ ID NO:55)
CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ
CDR1: GGSISSPT (SEQ ID ID NO:62)
NO:56) (Chothia) 0 SPTWWS
(SEQ ID NO:57) (Kabat) CDR2: GASTRAT (SEQ ID
NO:63)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID | NO:64)
NO:59) (Kabat)
CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)
Clon 1079 _HO5 | EVQLQESGPGLVRPSGTLSLT | DIVMTQTPATLSASVGDRVTI
1079 HO5 | CEACAM | CAVSGGSISSPTWWSWVRQP | TCRASQSVRSNLAWYQQKPG
CEACAM |5 VH PGKGLEWIGEIHPSGRTNYNP | QAPRLLIYGASTRATGIPARFS
5 VH _Variante 1 | SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL | GSGSGTEFTLTISSLQSEDFAV
(QE) GSVTAADTAVYYCAREGFYY | YYCQQYNNWPTFGQGTRLEI
GSGNYYYFDYWGQGTLVTV | K (SEQ ID NO:61)
SS (SEQ ID NO:65)
CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ
CDR1: GGSISSPT (SEQ ID ID NO:62)
NO:56) (Chothia) o0 SPTWWS
(SEQ 1D NO:57) (Kabat) CDR2: GASTRAT (SEQ ID
NO:63)
CDR2: HPSGR (SEQ ID NO:58)
(Chothia) o CDR3: QQYNNWPT (SEQ ID
EIHPSGRTNYNPSLKS (SEQ ID | NO:64)
NO:59) (Kabat)
CDR3: EGFYYGSGNYYYFDY
(SEQ ID NO:60)
7A10.A7- | 7A10.A7- | QVQLVESGGDVVQPGRSLRL | EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA | RSSQSLLHSNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN | KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:67)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH

RFSGSGSGTNFTLTISRVEAED
VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:73)

CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
(SEQ ID NO:74)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
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(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

CDRa:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | 7A10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN
VH YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
_Variante | YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
1 (QE) RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:77)
CDRL1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | 7TA10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01_ PGKGLEWVAAMWYDGSNN
VH YYEDTVKGRFTISRDNSKNTL
_Variante | YLOQMNSLRAEDTAVYYCARE
2_(QE, ST) | RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:78)

CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
(SEQ ID NO:79) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
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(SEQ ID NO:72)

7A10.A7- | 7A10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01_ PGKGLEWVAAMWYDGSNN
VH YYEDSVKGRFTISRDQSKNTL
_Variante | YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
3_(QE, RVSRHFDWHYYYGMDVWG
NQ) QGTTVTVSS (SEQ ID NO:80)
CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDRa3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | 7A10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01_ PGKGLEWVAAMWYDGSNN
VH YYEDSVKGRFTISRDNSKQTL
_Variante | YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
4 (QE, RVSRHFDWHYYYGMDVWG
NQ) QGTTVTVSS (SEQ ID NO:81)
CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | 7TA10.A7- | QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN
_VH YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
_Variante | YLOMQSLRAEDTAVYYCARE
5 (QE, RVSRHFDWHYYYGMDVWG
NQ) QGTTVTVSS (SEQ ID NO:82)
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CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDRa:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7A10.A7- | 7A10.A7- | EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
CEACAM | CEACAM | SCAASGFILSNYGMHWVRQA
5-B.01 5-B.01 PGKGLEWVAAMWYDGSNN
_VH YYEDTVKGRFTISRDQSKQTL
_Variante YLOMQSLRAEDTAVYYCARE
6 _(QE,ST, | RVSRHFDWHYYYGMDVWG
NQ, NQ, | QGTTVTVSS (SEQ ID NO:83)
NQ)
CDR1: GFILSNY (SEQ ID
NO:68) (Chothia) o NYGMH
(SEQ ID NO:69) (Kabat)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
(SEQ ID NO:79) (Kabat)
CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)
7TA10.A7- | TA10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHSNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
N(L70)D RFSGSGSGTDFTLTISRVEAED
VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT

KVDIT (SEQ ID NO:84)

CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
(SEQ ID NO:74)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
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7A10.A7- 7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHSNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
N(L70)Q RFSGSGSGTQFTLTISRVEAED
VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:85)
CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
(SEQ ID NO:74)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
7A10.A7- 7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHSNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01 KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
VL RFSGSGSGTNFALTISRVEAED
_Variante VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
1 (TA) KVDIT (SEQ ID NO:86)
CDR1: RSSQSLLHSNGYNYLD
(SEQ ID NO:74)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
7A10.A7- 7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHSSGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
N(L70)D,N RFSGSGSGTDFTLTISRVEAED
(L28)S VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:631)
CDR1: RSSQSLLHSSGYNYLD
(SEQ ID NO:632)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
7A10.A7- 7A10.A7- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHSQGYNYLDWYLQ
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5-B.01

5-B.01-
N(L70)D,N
(L28)Q VL

KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
RFSGSGSGTDFTLTISRVEAED
VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:633)

CDR1: RSSQSLLHSQGYNYLD
(SEQ ID NO:634)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

7A10.A7-
CEACAM
5-B.01

7A10.A7-
CEACAM
5-B.01-
N(L70)
D,G
(L29)A VL

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLLHSNAYNYLDWYLQ

KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD

RFSGSGSGTDFTLTISRVEAED
VGFYYCMQALQTPRTFGQGT

KVDIT (SEQ ID NO:635)

CDR1: RSSQSLLHSNAYNYLD
(SEQ ID NO:636)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN
YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
YLOQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:90)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV

EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
RSSQSLLHYNGYNYLDWYLQ

KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD

RFSGSGSGTNFTLTISRVEAED
VGFYYCMQALQTPRTFGQGT

KVDIT (SEQ ID NO:93)

CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
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(SEQ ID NO:72)

8H2.B10- | 8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHYNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
N(L70)D RFSGSGSGTDFTLTISRVEAED
VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:95)
CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
8H2.B10- | 8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHYNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
N(L70)Q RFSGSGSGTQFTLTISRVEAED
VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT
KVDIT (SEQ ID NO:96)
CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)
CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)
CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
8H2.B10- | 8H2.B10- EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISC
CEACAM | CEACAM RSSQSLLHYNGYNYLDWYLQ
5-B.01 5-B.01- KPGQSPQLLISLGSIRASGVPD
T(L72)A RFSGSGSGTNFALTISRVEAED
VL VGFYYCMQALQTPRTFGQGT

KVDIT (SEQ ID NO:97)

CDR1: RSSQSLLHYNGYNYLD
(SEQ ID NO:94)

CDR2: LGSIRAS (SEQ ID
NO:75)

CDR3: MQALQTPRT (SEQ ID
NO:76)
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8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

VH_
8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

(QH1E)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:332)

CDRL1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID NO:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

VH_
8H2.B10-
CEACAM
5-B.01
(SH62T)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDTVKGRFTISRDNSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:333)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDTVKG
(SEQ ID NO:79) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

VH_8H2.B
10-
CEACAM
5-B.01
(NH73Q)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDQSKNTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:334)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
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NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDRS3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

VH_8H2.B
10-
CEACAM
5-B.01
(NH76Q)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKQTL
YLQMNSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:335)

CDRL1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

8H2.B10-
CEACAM
5-B.01

VH_8H2.B
10-
CEACAM
5-B.01
(NH82aQ)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRL
SCAASGFTLSSYGMHWVRQA
PGKGLEWVAAMWYDGSNN

YYEDSVKGRFTISRDNSKNTL
YLOMQSLRAEDTAVYYCARE
RVSRHFDWHYYYGMDVWG

QGTTVTVSS (SEQ ID NO:336)

CDR1: GFTLSSY (SEQ ID
NO:91) (Chothia) o SYGMH
(SEQ ID N0O:92) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
AMWYDGSNNYYEDSVKG
(SEQ ID NO:71) (Kabat)

CDR3:
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ERVSRHFDWHYYYGMDV
(SEQ ID NO:72)

16F6.A2- | 16F6.A2- | EVQLQQSAAELARPGASVKM | DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTM
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTAYTIHWVKQR | SCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02de |5-B.02 PGQGLEWIGYINPSSGYTEYN | YQQKPGQSPKLLIYWASTRES
murino (VH QKFKDKTTLTADQSSPTAYIQ | GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSV
Variante 1) | LSTLTSEDSAVYYCTREGGLL | KAEDLAVYYCQQYYSYPYTF
de murino | WFDYWGQGTTLTVST (SEQ | GGGTKLEIK (SEQ ID NO:106)
ID NO:100)
CDR1:
CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
NO:101) (Chothia) o AYTIH ID NO:107)
(SEQ ID NO:102) (Kabat)
CDR2: WASTRES (SEQ ID
CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO: 105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | QVQLQQSAAELARPGASVKM | DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTM
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTAYTIHWVKQR | SCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02de |5-B.02 PGQGLEWIGYINPSSGYTEYN | YQQKPGQSPKLLIYWASTRES
murino (VH QKFKDKTTLTADQSSPTAYIQ | GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSV
Variante 2) | LSTLTSEDSAVYYCTREGGLL | KAEDLAVYYCQQYYSYPYTF
de murino | WFDYWGQGTTLTVST (SEQ | GGGTKLEIK (SEQ ID NO:106)
ID NO:110)
CDR1:
CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
NO:101) (Chothia) o AYTIH ID NO:107)
(SEQ ID NO:102) (Kabat)
CDR2: WASTRES (SEQ ID
CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO: 105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | QVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H1- NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
a (SEQ ID NO:112)
y CDR1:

-165-




25565

a

NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ
ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID

16F6.A2- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
CEACAM | NO:101) (Chothia) o AYTIH ID NO:107)
5-B.02- (SEQ ID NO:102) (Kabat)
BM-L1-VL CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizad | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
a NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | QVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H2- NQKFKDRTTLTADTSIPTAY! | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
ay (SEQ ID NO:113)
16F6.A2- CDR1:
CEACAM | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
5-B.02- NO:101) (Chothia) o AYTIH ID NO:107)
BM-L1-VL | (SEQ ID NO:102) (Kabat)
humanizad CDR2: WASTRES (SEQ ID
a CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | EVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTAYTIHWVRQA | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- PGQGLEWMGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H1- NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
(humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
a)_Variante | (SEQ ID NO:114)
1(QE) y CDR1:
16F6.A2- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
CEACAM | NO:101) (Chothia) 0 AYTIH ID NO:107)
5-B.02- (SEQ ID NO:102) (Kabat)
BM-L1-VL CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizad | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)
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NO:105)

16F6.A2- | 16F6.A2- | EVQLVQSGAEVKKPGASVKYV | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTAYTIHWVRQA | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- PGQGLEWMGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H1- NQKFKDRTTLTADTSIPTAYM | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSQDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
(humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
a)_Variante | (SEQ ID NO:115)
2 (QE, DQ) CDR1:
y CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
16F6.A2- | NO:101) (Chothia) o0 AYTIH ID NO:107)
CEACAM | (SEQ ID NO:102) (Kabat)
5-B.02- CDR2: WASTRES (SEQ ID
BM-L1-VL | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
humanizad | NO:103) (Chothia) o
a YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | EVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H2- NQKFKDRTTLTADTSIPTAY| | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSDDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
(humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
a)_Variante | (SEQ ID NO:116)
1(QE)y CDRI:
16F6.A2- | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
CEACAM | NO:101) (Chothia) o0 AYTIH ID NO:107)
5-B.02- (SEQ ID N0O:102) (Kabat)
BM-L1-VL CDR2: WASTRES (SEQ ID
humanizad | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
a NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
16F6.A2- | 16F6.A2- | EVQLVQSGAEVKKPGASVK | DIVMTQSPDSLAVSLGERATI
CEACAM | CEACAM | MSCKASGYTFTAYTIHWVRQ | NCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02-BM | 5-B.02- APGQGLEWIGYINPSSGYTEY | YQQKPGQPPKLLIYWASTRES
humanizad | BM-H2- NQKFKDRTTLTADTSIPTAY! | GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSL
a VH ELSRLRSQDTAVYYCTREGG | QAEDVAVYYCQQYYSYPYTF
(humanizad | LLWFDYWGQGTLVTVSS GGGTKLEIK (SEQ ID NO:119)
a)_Variante | (SEQ ID NO:117)
2 (QH1E, CDR1:
DH85Q)y | CDR1: GYTFTAY (SEQ ID KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
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16F6.A2-

NO:101) (Chothia) o AYTIH

ID NO:107)

CEACAM | (SEQ ID NO:102) (Kabat)
5-B.02- CDR2: WASTRES (SEQ ID
BM-L1-VL | CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:108)
humanizad | NO:103) (Chothia) o
a YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ | CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
ID NO:104) (Kabat) NO:109)
CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID
NO:105)
Nivel 2
PH 415- [PH_415- |QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | EIVMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | CRASQGISNYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YCQQLNSYPLTFGGGTKVEIK
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ | (SEQ ID NO:126)
ID NO:120)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:127)
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ NO:129)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH 416- |PH_416- | QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | EIVMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | CRASQGISNYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG

SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL

NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:120)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ

SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNSYPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:126)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
NO:129)
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ID NO:125)

PH_418- |PH_418- |QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | DIRLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YCQQLNSYPFTFGPGTKVDIK
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ | (SEQ ID NO:130)
ID NO:120)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:131)
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPFT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ | NO:132)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH_418- | PH_418- DIRLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 5 VL APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
Variante SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNAYPFTFGPGTKVDIK
(SEQ ID NO:133)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)
PH_419- |PH_419- | QVQLVQSGPGLVKPSGTLSLT | DIVMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG

SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL

NSVTAADTAVYYCARGSSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:135)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID

SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNSYPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:136)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
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NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID
NO:337)

CDR3: QQLNSYPLT (SEQ ID
NO:129)

PH_415-
CEACAM
5

VH
PH_415-

CEACAM
5 (QH1E)

EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL

NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:338)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

PH_415-
CEACAM
5

VH
PH_415-
CEACAM
5
(SH82bA)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO: 124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

PH_415-
CEACAM
5

VL _PH_41
5 CEACA
M5

EIVMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRASQGISNYLAWYQQKPGK
VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
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(SL93A)

SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNAYPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:340)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)

PH 416- | VH QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CEACAM | PH_416- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
5 CEACAM | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
5 SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
(SH82bA) | NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH_416- VL EIVMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | PH_416- CRASQGISNYLAWYQQKPGK
5 CEACAM VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
5(SL93A) SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY

YCQQLNAYPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:340)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)
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NSVTAADTAVYYCARGSSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:342)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ

PH_418- VH_PH_41 | QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CEACAM | 8- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
5 CEACAM | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
5 SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
(SH82bA) | NAVTAADTAVYYCARGYSG
SYFDLDIWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:339)
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH_418- VL DIRLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | PH_418- CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 CEACAM APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
5(SL93A) SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNAYPFTFGPGTKVDIK
(SEQ ID NO:133)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)
PH_419- VH_PH_41 | EVQLVQSGPGLVKPSGTLSLT
CEACAM | 9- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
5 CEACAM | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
5(QH1E) | SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL
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ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID
NO:337)

5

5

PGKGLEWIGEIFHSGSINHNTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:144)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS

PH_419- VH_PH_41 | QVQLVQSGPGLVKPSGTLSLT
CEACAM | 9- CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
5 CEACAM | PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
5 SLKSRVTISVDKSKNQFSLKL
(SH82bA) | NAVTAADTAVYYCARGSSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:343)
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GSSGSYFDLDI (SEQ ID
NO:337)
PH_419- VL DIVMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | PH_419- CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 CEACAM APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
5 (SL93A) SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
YCQQLNAYPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:344)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR3: QQLNAYPLT (SEQ ID
NO:341)
PH_417- PH_417- QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | DIQVTQSPATLSVSPGERVTLS
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSKWWSWVRQS | CRASRSVRSNLAWYQQKPGQ

APRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPDDFAVY
YCQQYNNWPITFGQGTRLEIK
(SEQ ID NO:150)

CDR1: RASRSVRSNLA (SEQ
ID NO:151)
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(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTSFKS (SEQ ID
NO:148) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID
NO:41)

CDR3: QQYNNWPIT (SEQ ID
NO:152)

PH_417-
CEACAM
5

VH_PH_41
7-
CEACAM
5 (QH1E)

EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
PGKGLEWIGEIFHSGSINHNTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:345)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTSFKS (SEQ ID
NO:148) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)

PH_417-
CEACAM
5

VH_PH_41
7-
CEACAM
5 (NH60Q)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
PGKGLEWIGEIFHSGSINHQTS
FKSRVTISVDKSKNQFSLKLS

SVTAADTAVYYCARGGSGSY
DAFDIWGQGTMVTVSS (SEQ

ID NO:346)

CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)

CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHQTSFKS (SEQ ID
NO:347) (Kabat)

CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)
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PH 417- | VH_PH_41 | QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CEACAM | 7- CAVSGGSISSSKWWSWVRQS
5 CEACAM | PGKGLEWIGEIFHSGSINHNT
5 (SH62A) | AFKSRVTISVDKSKNQFSLKL
SSVTAADTAVYYCARGGSGS
YDAFDIWGQGTMVTVSS
(SEQ ID NO:348)
CDR1: GGSISSSK (SEQ ID
NO:145) (Chothia) 0 SSKWWS
(SEQ ID NO:146) (Kabat)
CDR2: FHSGS (SEQ ID
NO:147) (Chothia) o
EIFHSGSINHNTAFKS (SEQ ID
NO:349) (Kabat)
CDR3: GGSGSYDAFDI (SEQ
ID NO:149)
PH 421- |PH_421- | QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT | EIVLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGGSISSSDWWTWVRQP | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP | APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
NSVTAADTAVYYCARGYSGS | YCQQLNSYPFTFGPGTKLEIK
YFDLDIWGQGTTVTVSSGS (SEQ ID NO:156)
(SEQ ID NO:155)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGSISSSD (SEQ ID NO:131)
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o CDR3: QQLNSYPFT (SEQ ID
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ NO:132)
ID NO:124) (Kabat)
CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)
PH 421- | PH_421- EIVLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5 5 VL APKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
Variante SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY

YCQQLNAYPFTFGPGTKLEIK
(SEQ ID NO:157)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)
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CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)

CDR3: QQLNAYPFT (SEQ ID
NO:134)

PH_421-
CEACAM
5

VH_PH_42
1-
CEACAM
5 (QH1E)

EVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NSVTAADTAVYYCARGYSGS
YFDLDIWGQGTTVTVSSGS
(SEQ ID NO:350)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) o SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EI'YHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

PH_421-
CEACAM
5

VH_PH_42
1_
CEACAM
5
(SH82bA)

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLT
CAVSGGSISSSDWWTWVRQP
PGKGLEWIGEIYHSGSTNYNP
SLKSRVTISVDKSKNQFSLNL
NAVTAADTAVYYCARGYSG

SYFDLDIWGQGTTVTVSSGS

(SEQ ID NO:351)

CDR1: GGSISSSD (SEQ ID
NO:121) (Chothia) 0 SSDWWT
(SEQ ID NO:122) (Kabat)

CDR2: YHSGS (SEQ ID
NO:123) (Chothia) o
EIYHSGSTNYNPSLKS (SEQ
ID NO:124) (Kabat)

CDR3: GYSGSYFDLDI (SEQ
ID NO:125)

1078_G03-
CEACAM
5

1078_GO03-
CEACAM
5

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL

SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYSTWTFGQGTKVD
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SGWYGLFDYWGQGTLVTVS
S (SEQ 1D NO:160)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

IK (SEQ ID NO:164)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

1078_GO03- | 1078_GO3- DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 VL APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
Variante SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNA
YSTWTFGQGTKVDIK (SEQ ID
NO:167)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)
CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR3: QQYNAYSTWT (SEQ ID
NO:168)
1078_G03- | VH)1078_ | EVQLVESGGGLVQPGGSLRL
CEACAM | GO3- SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
5 CEACAM | PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
5 (QH1E) | DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ

MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO:352)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
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(SEQ ID NO:163)

1078_GO3-
CEACAM
5

VH
1078_GO03-
CEACAM
5 (SH62A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DAVKGRFTISRDNSKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:353)

CDRL1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

1078_G03-
CEACAM
5

VH
1078_G03
CEACAM
5 (NH73A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDASKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS

S (SEQ ID NO:354)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

1078_G03-
CEACAM
5

VH
1078_GO03-
CEACAM
5 (SH74A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNAKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:355)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
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NO:2) (Chothia) 0o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADAVKG (SEQ
ID NO: 720) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

a

(SEQ ID NO:183)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o
WIDPENGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:177) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

Murina Murina EVQLQESGAELVRSGASVKL | QIVLSQSPAIMSASPGEKVTIT
1A1.A3- | 1A1.A3- | SCTASDFNIKDSYMHWVTQR | CSTSSSVSYMHWFQQKPGTSP
CEACAM | CEACAM | PEQGLEWIGWIDPENGDTEY | KLWIYSTSNLASGVPARFSGS
5-B.02 5-B.02 APKFQGKATMTADTSSNTAY | GSGTSYSLTISRMEAEDAATY
LHLSSLTSEDTAVYYCNVITT | YCQQRSNYPLTFGAGTKLELK
VVNYAMDYWGQGTSVTVSS | (SEQ ID NO:179)
(SEQ ID NO:173)
CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)
CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
WIDPENGDTEYAPKFQG NO:182)
(SEQ ID NO:177) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
Murina 1A1.A3- | EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLS
1A1.A3- | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
CEACAM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPENGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
5-B.02 BM- APKFQGRATITADTSTDTAYL | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
H1_NG ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
humanizad | VNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)
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1A1.A3- [1A1.A3- |EVQLVQSGAEVVKPGATVKL |EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPESGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- APKFQGRATITADTSTDTAYL | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H1_SG ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
humanizad | VNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)
a (SEQ ID NO:185)
CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)
CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ | NO:182)
ID NO:187) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- | 1A1.A3- |EVQLQQSGAEVVKPGATVKL |EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPENGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- APKFQGRATMTADTSTDTAY | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H2_NG LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
humanizad | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)
a (SEQ ID NO:188)
CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)
CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
WIDPENGDTEYAPKFQG NO:182)
(SEQ ID NO:177) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- | 1A1.A3- |EVQLQQSGAEVVKPGATVKL |EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPESGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- APKFQGRATMTADTSTDTAY | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H2_SG LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
humanizad | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)

a

(SEQ ID NO:189)

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID
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(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)

a

CDR1: DFNIKDA (SEQ ID
NO:200) (Chothia) 0 DAYMH
(SEQ ID NO:201) (Kabat)

CDR2: DPENGD (SEQ ID
NO:176) (Chothia) o
WIDPENGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:177) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

1A1.A3- | 1A1.A3- | EVQLQQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- APKFQGRATMTADTSTDTAY | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H2 QG LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
humanizad | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)
a (SEQ ID NO:190)
CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID NO:180)
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
WIDPEQGDTEYAPKFQG NO:182)
(SEQ ID N0O:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- | VH EVQLVQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM | 1A1.A3- | SCKASDFNIKDAYMHWVQQ
5-B.02-BM | CEACAM | APGKGLEWIGWIDPENGDTE
humanizad | 5-B.02- YAPKFQGRATITADTSTDTAY
a BM- LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
H1 (SH32 | VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
A) (SEQ ID NO:356)
humanizad
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1A1.A3- VH EVOQLVQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM | 1A1.A3- SCKASDFNIKDSYMHWVQQA
5-B.02-BM | CEACAM | PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY
humanizad | 5-B.02- APKFQGRATITADTSTDTAYL
a BM- ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV
H1 (NH54 | VNYAMDYWGQGTLVTVSS
Q) (SEQ ID NO:198)
humanizad
a
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- VH EVQLVQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM | 1A1.A3- SCKASDFNIKDSYMHWVQQA
5-B.02-BM | CEACAM | PGKGLEWIGWIDPESGDTEY
humanizad | 5-B.02- APKFQGRATITADTSTDTAYL
a BM- ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV
H1 (NH54 | VNYAMDYWGQGTLVTVSS
S) (SEQ ID NO:185)
humanizad
a
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)
CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- 1A1.A3- EVQLQQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY
humanizad | BM- APKFQGRATMTADTSTDTAY
a H2_(NH54 | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
Q) VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
humanizad | (SEQ ID NO:190)
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CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG
(SEQ ID NO:192) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

a

CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) 0 DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)

CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o
WIDPEQGDTEYAPKFQG

1A1.A3- 1A1.A3- EVOQLQQSGAEVVKPGATVKL
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVTQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPESGDTEY
humanizad | BM- APKFQGRATMTADTSTDTAY
a H2_(NH54 | LELSSLRSEDTAVYYCNVITT
S) VVNYAMDYWGQGTLVTVSS
humanizad | (SEQ ID NO:189)
a
CDR1: DFNIKDS (SEQ ID
NO:174) (Chothia) o DSYMH
(SEQ ID NO:175) (Kabat)
CDR2: DPESGD (SEQ ID
NO:186) (Chothia) o
WIDPESGDTEYAPKFQG (SEQ
ID NO:187) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
1A1.A3- 1A1.A3- EVQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDSYMHWVQQA | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- PGKGLEWIGWIDPEQGDTEY | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- APKFQGRATITADTSTDTAYL | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H1 QG- ELSSLRSEDTAVYYCNVITTV | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
VH VNYAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:184)
humanizad | (SEQ ID NO:198)

CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
NO:180)

CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)

CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
NO:182)
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(SEQ ID N0O:192) (Kabat)

CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)

1A1.A3- 1A1.A3- EVOQLVQSGAEVVKPGATVKL | EIVLTQSPATLSASPGERATLS
CEACAM | CEACAM | SCKASDFNIKDAYMHWVQQ | CSTSSSVSYMHWFQQKPGQA
5-B.02-BM | 5-B.02- APGKGLEWIGWIDPEQGDTE | PRLWIYSTSNLASGVPARFSGS
humanizad | BM- YAPKFQGRATITADTSTDTAY | GSGTDYTLTISSLEPEDFAVYY
a H1l QG- LELSSLRSEDTAVYYCNVITT | CQQRSNYPLTFGAGTKVEIK
VH VVNYAMDYWGQGTLVTVSS | (SEQ ID NO:184)
humanizad | (SEQ ID NO:199)
a (Variante CDR1: STSSSVSYMH (SEQ ID
2) CDR1: DFNIKDA (SEQ ID NO:180)
NO:200) (Chothia) o DAYMH
(SEQ ID NO:201) (Kabat) CDR2: STSNLAS (SEQ ID
NO:181)
CDR2: DPEQGD (SEQ ID
NO:191) (Chothia) o CDR3: QQRSNYPLT (SEQ ID
WIDPEQGDTEYAPKFQG NO:182)
(SEQ ID NO:192) (Kabat)
CDR3: ITTVVNYAMDY (SEQ
ID NO:178)
4B10.B3- | 4B10.B3- EVOQLQESGAELMKPGASVKIS
CEACAM | CEACAM | CKATGYTFSTYWIEWVKPRP
5-A.02 5- GHGLEWIGEILPGTGTTNYNE
A.02_VH1 | KFKGKATFTADTSSNTAYMQ
LSSLTSEDSAVYYCATLNGH
GDYWYFDVWGAGTTVTVSS
(SEQ ID NO:639)
CDR1: GYTFSTY (SEQ ID
NO:640) (Chothia) o TYWIE
(SEQ ID NO:641) (Kabat)
CDR2: LPGTGT (SEQ ID
NO:642) (Chothia) o
EILPGTGTTNYNEKFKG (SEQ
ID NO:643) (Kabat)
CDR3: LNGHGDYWYFDV
(SEQ ID NO:644)
4B10.B3- | 4B10.B3- QVOQLQQSGAELMKPGASVKI
CEACAM | CEACAM | SCKATGYTFSTYWIEWVKPR
5-A.02 5- PGHGLEWIGEILPGTGTTNYN
A.02_ VH2 | EKFKGKATFTADTSSNTAYM
QLSSLTSEDSAVYYCATLNG
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HGDYWYFDVWGAGTTVTVS
S (SEQ ID NO:645)

CDR1: GYTFSTY (SEQID
NO:640) (Chothia) o TYWIE
(SEQ ID NO:641) (Kabat)

CDR2: LPGTGT (SEQ ID
NO:642) (Chothia) o
EILPGTGTTNYNEKFKG (SEQ
ID NO:643) (Kabat)

CDR3: LNGHGDYWYFDV
(SEQ ID NO:644)

4B10.B3- | 4B10.B3- QAVVTQESALTTSPGETVTLT
CEACAM | CEACAM CRSSTGGVTTSNYANWVQEK
5-A.02 5-A.02_VL PDHLFTGLIGGTNNRAPGVPA
RFSGSLIGDKAALTITGAQTED
EAIYFCALWYSNHLVFGGGT
KLTVL (SEQ ID NO:646)
CDR1: RSSTGGVTTSNYAN
(SEQ ID NO:647)
CDR2: GTNNRAP (SEQ ID
NO:648)
CDR3: ALWYSNHLYV (SEQ ID
NO:649)
13C7.A6- | 13C7.A6- | EVQLQESGPELVKPGASLKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
5-B.02 5- HGKNLEWIGLINPYNGGTTY
B.02_VH1 | NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE
YGHSYWYFDVWGAGTTVTV

SP (SEQ ID NO:650)

CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) 0 DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)

CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)

CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)
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13C7.A6- 13C7.A6- EVOQLQQSGPELVKPGASLKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
5-B.02 5- HGKNLEWIGLINPYNGGTTY
B.02 VH2 | NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE
YGHSYWYFDVWGAGTTVTV
SS (SEQ ID NO:656)
CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)
CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)
CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)
13C7.A6- | 13C7.A6- DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTM
CEACAM | CEACAM SCKSSHSLLYGNFQNNYLAW
5-B.02 5- YQQKPGQSPKLLIYWASTRES
B.02_VL1 GVPDRFTGSGSGTDFTLTISSV
KAEDLAVYYCQQYYSYPYTF
GGGTKLEIK (SEQ ID NO:106)
CDR1:
KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ
ID NO:107)
CDR2: WASTRES (SEQ ID
NO:108)
CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID
NO:109)
13C7.A6- | 13C7.A6- QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLT
CEACAM | CEACAM CSPSSSVTYMHWYQQKSGTSP
5-B.02 5- KRWIYDTSKLASGVPARFSGI
B.02_VL2 GSGTSYSLTINSMEAEDAATY

YCQQWNNYPYTFGGGTRLEI
K (SEQ ID NO:657)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
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NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

QINNLKNEDMATYFCARGGG
FDYGFDYWGQGTTLTVSS
(SEQ ID NO:699)

CDR1: GYSFTKY (SEQID

13C7.A6- 13C7.A6- DIQMTQSPASLSASVGDTVTIT
CEACAM | CEACAM CRASENIYSYFAWYQQKQGK
5-B.02 5- SPRLLVYNARALAEGVPSRFS
B.02_ VL3 GSGSGTQFSKINSLQPEDFGSY
YCQHLYGAPFTFGSGTKLEIK
(SEQ ID NO:661)
CDR1: RASENIYSYFA (SEQ ID
NO:662)
CDR2: NARALAE (SEQ ID
NO:663)
CDR3: QHLYGAPFT (SEQ ID
NO:664)
7E11.B2- | 7E11.B2- | QIQLVQSGPELKKPGETVKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTKYGMNWVKQA
5-B.02 5- PGKGLKWMGWINTYSGEPTY
B.02_VH1 | ADDFEGRFAFSLETSANTAYL
QINNLKNEDMATYFCARGGG
FDYGFDYWGQGTTLTVST
(SEQ ID NO:665)
CDR1: GYSFTKY (SEQ ID
NO:666) (Chothia) 0o KYGMN
(SEQ ID NO:667) (Kabat)
CDR2: NTYSGE (SEQ ID
NO:668) (Chothia) o
WINTYSGEPTYADDFEG (SEQ
ID NO:669) (Kabat)
CDR3: GGGFDYGFDY (SEQ
ID NO:670)
7E11.B2- | 7E11.B2- | QIQLVQSGPELKKPGETVKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTKYGMNWVKQA
5-B.02 5- PGKGLKWMGWINTYSGEPTY
B.02_VH2 | ADDFEGRFAFSLETSANTAYL
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NO:666) (Chothia) 0o KYGMN
(SEQ ID NO:667) (Kabat)

CDR2: NTYSGE (SEQ ID
NO:668) (Chothia) o
WINTYSGEPTYADDFEG (SEQ
ID NO:669) (Kabat)

CDR3: GGGFDYGFDY (SEQ
ID NO:670)

7TE11.B2- 7TE11.B2- QIVLTQSPAIMSASPGEKVTM
CEACAM | CEACAM TCSASSSVSYIHWYRQRSGTS
5-B.02 5-B.02_VL PKRWIYDTSKLASGVPARFSG
SGSGTSYSLTISTMEAEDAAT
YYCQQWSNYPYTFGGGTKLE
IK (SEQ ID NO:671)
CDR1: SASSSVSYIH (SEQ ID
NO:672)
CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)
CDR3: QQWSNYPYT (SEQ ID
NO:673)
10D6.E3- | 10D6.E3- | EVQLQQSGPELVKPGASMKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
5-B.02 5-B.02_VH | HGKNLEWIGHIYPYNGGTTY
NQKFQDKASLTADKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARGE
FLRSYWYFDVWGAGTLVAV
SS (SEQ ID NO:674)
CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)
CDR2: YPYNGG (SEQ ID
NO:675) (Chothia) o
HIYPYNGGTTYNQKFQD
(SEQ ID NO:676) (Kabat)
CDR3: GEFLRSYWYFDV (SEQ
ID NO:677)
10D6.E3- | 10D6.E3- QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLT
CEACAM | CEACAM CSPSSSVTYMHWYQQKSGTSP
5-B.02 5- KRWIYDTSKLASGVPARFSGI
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B.02_VL1

GSGTSYSLTINSMEAEDAATY
YCQQWNNYPYTFGGGTKLEI
K (SEQ ID NO:678)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

10D6.E3- 10D6.E3- DIQMTQSPASLSASVGETVTIT
CEACAM | CEACAM CRGSENIYSYLTWYQQKQGK
5-B.02 5- SPQLLVYNAKTLAEGVPSRFS
B.02_VL2 GSGSGTQFSLKINSLQPEDFGR
YYCQHLYSSPYTFGGGTKLEI
K (SEQ ID NO:679)
CDR1: RGSENIYSYLT (SEQ ID
NO:680)
CDR2: NAKTLAE (SEQ ID
NO:681)
CDR3: QHLYSSPYT (SEQ ID
NO:682)
13C7.F2- | 13C7.F2- | EVQLQQSGPELVKPGASLKIS
CEACAM | CEACAM | CKASGYSFTDYTMNWVKQS
5-B.02 5-B.02_VH | HGKNLEWIGLINPYNGGTTY
NQKFKDMATLTVDKSSSTAY
MELLSLTSEDSAVYYCARSE
YGHSYWYFDVWGAGTTVTV
SS (SEQ ID NO:656)
CDR1: GYSFTDY (SEQ ID
NO:651) (Chothia) o DYTMN
(SEQ ID NO:652) (Kabat)
CDR2: NPYNGG (SEQ ID
NO:653) (Chothia) o
LINPYNGGTTYNQKFKD (SEQ
ID NO:654) (Kabat)
CDR3: SEYGHSYWYFDV
(SEQ ID NO:655)
13C7.F2- | 13C7.F2- QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLT
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CEACAM | CEACAM CSPSSSVTYMHWYQQKSGTSP
5-B.02 5- KRWIYDTSKLASGVPARFSGI
B.02 VL1 GSGTSYSLTINSMEAEDAATY
YCQQWNNYPYTFGGGTRLEI
K (SEQ ID NO:657)
CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)
CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)
CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)
13C7.F2- 13C7.F2- DIQMTQSPASLSASVGDTVTIT
CEACAM | CEACAM CRASENIYSYFAWYQQKQGK
5-B.02 5- SPRLLVYNARALAEGVPSRFS
B.02_ VL2 GSGSGTQFSLKINSLQPEDFGS
YYCQHLYGAPFTFGSGTKLEI
K (SEQ ID NO:683)
CDR1: RASENIYSYFA (SEQ ID
NO:662)
CDR2: NARALAE (SEQ ID
NO:663)
CDR3: QHLYGAPFT (SEQ ID
NO:664)
16B11.G2- | 16B11.G2- | QVQLQESGPGLVTPSGTLSLT | EIVMTQSPATLSVSPGERATLS
CEACAM | CEACAM | CAVSGDSISSSHWWSWVRQP | CRASQSVRSNLAWYLQKPGQ
5-B.01 5-B.01_VH | PGKGLEWIGEIYHSGITNYRS | APRLLIYGASTRATGIPARFSG
SLKSRVTLSVDKSKNQFSLKL | SGSGTEFTLTISSLQSEDFAVY
y TSVTAADTAVYYCARGGSGN | YCQQYNNWPLTFGGGTKVEI
YEAFDIWGQGTLFTVSS (SEQ | K (SEQ ID NO:690)
16B11.G2- | ID NO:684)
CEACAM CDR1: RASQSVRSNLA (SEQ
5-B.01_VL | CDR1: GDSISSSH (SEQ ID ID NO:62)

NO:685)
(Chothia) 0 SSHWWS (SEQ ID
NO:686) (Kabat)

CDR2: YHSGI (SEQ ID NO:687)
(Chothia) o
EIYHSGITNYRSSLKS (SEQ ID
NO:688) (Kabat)

CDR3: GGSGNYEAFDI (SEQ

CDR2: GASTRAT (SEQ ID
NO:63)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID
NO:42)
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ID NO:689)

Nivel 3
1080 _GO01- | 1080 _GO1- | QVQLVESGGGVVQSGRSLRL | EIVLTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFMFSNFAMHWVRQ | CRASQSISNWLAWYQQKPGK
5 5 APGKGLEWVGVIWYDGSNK | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
NLOMSRLRAEDTAVYYCAR | YCQQYNSYSYTFGQGTKVEIK
DGREVWRYYHYGMDVWGQ | (SEQ ID NO:208)
GTTVTVSS (SEQ ID NO:377)
CDR1: RASQSISNWLA (SEQ
CDR1: GFMFSNF (SEQ ID ID NO:209)
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o CDR3: QQYNSYSYT (SEQ ID
VIWYDGSNKFYADSVKG NO:9)
(SEQ ID NO:206) (Kabat)
CDRa3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)
1080_GO01- | 1080_GO01- EIVLTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM CRASQSISNWLAWYQQKPGK
5 5 VL APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
Variante SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNAYSYTFGQGTKVEI
K (SEQ ID NO:210)
CDR1: RASQSISNWLA (SEQ
ID NO:209)
CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID
NO:27)
1080_GO01- | VH EVQLVESGGGVVQSGRSLRL
CEACAM | 1080_GO01- | SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
5 CEACAM | APGKGLEWVGVIWYDGSNK
5 (QH1E) | FYADSVKGRFTISRDNSKNTL

NLQMSRLRAEDTAVYYCAR
DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:357)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o0 NFAMH
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(SEQ ID NO: 205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDRS3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:203)

1080_GO1-
CEACAM
5

VH
1080_GO1-
CEACAM
5
_(GH54A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDASNK
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:358)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDASN (SEQ ID
NO:359) (Chothia) o
VIWYDASNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:360) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:203)

1080_GO01-
CEACAM
5

VH
1080_GO01-
CEACAM
5
_(SH62A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ

APGKGLEWVGVIWYDGSNK

FYADAVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:361)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) 0 NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADAVKG
(SEQ ID N0O:362) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
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ID NO:207)

1080_GO1-
CEACAM
5

VH
1080_GO1-
CEACAM
5
_(NH73A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDASKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:363)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)

1080_GO01-
CEACAM
5

VH
1080_GO01-
CEACAM
5
_(SH74A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDNAKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR
DGREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:364)

CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DGREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:207)

1080_GO01-
CEACAM
5

VH
1080_GO1-
CEACAM
5
_(GH96A)

QVQLVESGGGVVQSGRSLRL
SCAASGFMFSNFAMHWVRQ
APGKGLEWVGVIWYDGSNK
FYADSVKGRFTISRDNSKNTL
NLQMSRLRAEDTAVYYCAR

DAREVWRYYHYGMDVWGQ
GTTVTVSS (SEQ ID NO:365)
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CDR1: GFMFSNF (SEQ ID
NO:204) (Chothia) o NFAMH
(SEQ ID NO:205) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKFYADSVKG
(SEQ ID NO:206) (Kabat)

CDR3:
DAREVWRYYHYGMDV (SEQ
ID NO:366)
1078 _C12- | 1078 C12- | QVQLVQSGAEVKKPGASVKY | DIQLTQSPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP | CRASQSISSYLNWYQQKPGKA
5 5 GQGLEWMGWINPHSGATNY | PKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY | GSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS | CQQSYGNPLTFGGGTKVEIK
YYGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:222)
(SEQ ID NO:216)
CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
CDR1: GYTFTGY (SEQ ID NO:223)
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat) CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)
CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o CDR3: QQSYGNPLT (SEQ ID
WINPHSGATNYAQKFQG NO:225)
(SEQ 1D NO:220) (Kabat)
CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)
1078 _C12- | VH 1078 | EVQLVQSGAEVKKPGASVKYV
CEACAM | Cl2- SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
5 CEACAM | GQGLEWMGWINPHSGATNY
5(QH1E) | AQKFQGRVTMTRDTSISTAY

MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:367)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)
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CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_Cl12-
CEACAM
5

VH_1078_
Cc12-

CEACAM
5 (MH481)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWIGWINPHSGATNYA
QKFQGRVTMTRDTSISTAYM
ELSSLRSDDTAVYYCARVSY
YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:368)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_C12-
CEACAM
5

VH_1078_
C12-
CEACAM
5
(MH48V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWVGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:369)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_C12-
CEACAM
5

VH_1078_
C12-

CEACAM
5 (MH69I)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTITRDTSISTAYM
ELSSLRSDDTAVYYCARVSY
YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:370)
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CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_C12-
CEACAM
5

VH_1078_
C12-
CEACAM
5
(MH69V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCTASGYTFTGYFIHWVRQAP
GQGLEWMGWINPHSGATNY
AQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSSLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:371)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYFIH
(SEQ ID NO:218) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

1078_F02-
CEACAM
5

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:227)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID

DIVLTQTPSSLSASVGDRVTIT
CWASQSISSYLNWYQQKPGK
APKLLIYAASSLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCQQSYSTPLTFGGGTKLEIK
(SEQ ID NO:231)

CDR1: WASQSISSYLN (SEQ ID
NO:232)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
NO:233)
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NO:221)

1079_BO08-
CEACAM
5

1079_B08-
CEACAM
5

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:234)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)
CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

EIVLTQSPSSLSASVGDRVTIT
CRASQSISSYLNWYQQKPGKA
PKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
CQQSYSNPLTFGGGTKVDIK
(SEQ ID NO:237)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
NO:238)

1078_F02-
CEACAM
5

VH_1078_
F02-
CEACAM
5 (QH1E)

EVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:372)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPHSGA (SEQ ID
NO:219) (Chothia) o
WINPHSGATNYAQKFQG
(SEQ ID NO:220) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-

CEACAM
5 (N5H3S)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:373)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
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(SEQ 1D NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-

CEACAM
5 (SH54A)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNAGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:374)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNAGD (SEQ ID
NO:375) (Chothia) o
WINPNAGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:376) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-

CEACAM
5 (MH481)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWIGWINPNSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:378)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)
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1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-
CEACAM
5
(MH48V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWVGWINPNSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:379)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-

CEACAM
5 (MH69I)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTITRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:380)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-
CEACAM
5
(MHB9V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:381)
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CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-

CEACAM
5 (MH80I)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YIELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:382)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_F02-
CEACAM
5

VH1078_F
02-
CEACAM
5
(MH80V)

QVQLQESGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPNSGDTN
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA
YVELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:383)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNSGD (SEQ ID
NO:229) (Chothia) o
WINPNSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:230) (Kabat)
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CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_BO08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5 (QH1E)

EVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:384)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_B08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5 (MH481)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWIGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:385)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_B08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5
(MH48V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWVGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
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(SEQ ID NO:386)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_BO08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5 (MH69I)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTITRDTSISTAYM
ELSRLRSDDTAVYYCARVSY

YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:387)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_B08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5
(MHB9V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTVTRDTSISTAY
MELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:388)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
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WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_BO08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5 (MH80I)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAYI

ELSRLRSDDTAVYYCARVSY

YGLDVWGQGTTVTVSS (SEQ
ID NO:389)

CDR1: GYTFTGY (SEQID
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1079_B08-
CEACAM
5

VH
1079_B08-
CEACAM
5
(MH80V)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKV
SCKASGYTFTGYYLHWVRQA
PGQGLEWMGWINPSSGDTNY
AQKFQGRVTMTRDTSISTAY
VELSRLRSDDTAVYYCARVS
YYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:390)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPSSGD (SEQ ID
NO:235) (Chothia) o
WINPSSGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:236) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

1078_G03-
CEACAM
5

1078_GO03-
CEACAM
5

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CRASQSISSWLAWYQQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
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DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO:160)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYSTWTFGQGTKVD
IK (SEQ ID NO:164)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

1078_GO3-
CEACAM
5

VH
1078_GO03-
CEACAM
5 (QHLE)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DSVKGRFTISRDNSKNRLYLQ
MNRLRTEDTAVYYCAKDLGP
SGWYGLFDYWGQGTLVTVS

S (SEQ ID NO:352)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

1078_G03-
CEACAM
5

VH
1078_GO03-
CEACAM
5

(SH62A)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRL
SCAASGFTFSSYAMSWVRQA
PGKGLEWVSEISGSGDRTSYA
DAVKGRFTISRDNSKNRLYL
QMNRLRTEDTAVYYCAKDL
GPSGWYGLFDYWGQGTLVT
VSS (SEQ ID NO:353)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
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NO:2) (Chothia) 0o SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGDR (SEQ ID
NO:161) (Chothia) o
EISGSGDRTSYADSVKG (SEQ
ID NO:162) (Kabat)

CDR3: DLGPSGWYGLFDY
(SEQ ID NO:163)

1079_A10- | 1079_A10- | QVQLVESGAEVKKPGASVKV | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTII
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | CRASQSISSYLNWYQQKPGKA
5 5 PGQGLEWMGWINPNNGDTN | PKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
YAQKFQGRVTMTRDTSISTA | GSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
YMELSRLRSDDTAVYYCARV | CQQSYSNPLTFGGGTKVEIK
SYYGLDVWGQGTTVTVSS | (SEQ ID NO:246)
(SEQ ID NO:243)
CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
CDRL: GYTFTGY (SEQ ID NO:223)
NO:217) (Chothia) o GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat) CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)
CDR2: NPNNGD (SEQ ID
NO:244) (Chothia) o CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
WINPNNGDTNYAQKFQG NO:238)
(SEQ ID NO:245) (Kabat)
CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)
1079_A10- | 1079_A10- | EVQLVESGAEVKKPGASVKV | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTII
CEACAM | CEACAM | SCKASGYTFTGYYLHWVRQA | CRASQSISSYLNWYQQKPGKA
5 5_VH PGQGLEWMGWINPNNGDTN | PKLLIYAASSLQSGVPSRFSGS
Variante | YAQKFQGRVTMTRDTSISTA | GSGTDFTLTISSLQPEDFATYY

YMELSRLRSDDTAVYYCARV
SYYGLDVWGQGTTVTVSS
(SEQ ID NO:247)

CDR1: GYTFTGY (SEQ ID
NO:217) (Chothia) 0 GYYLH
(SEQ ID NO:228) (Kabat)

CDR2: NPNNGD (SEQ ID
NO:244) (Chothia) o
WINPNNGDTNYAQKFQG
(SEQ ID NO:245) (Kabat)

CDR3: VSYYGLDV (SEQ ID
NO:221)

CQQSYSNPLTFGGGTKVEIK
(SEQ ID NO:246)

CDR1: RASQSISSYLN (SEQ ID
NO:223)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID
NO:224)

CDR3: QQSYSNPLT (SEQ ID
NO:238)
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YVDSVKGRFTISRDNSKNTLY
LQMNSLRAEDTAVYYCARD
GRQQLVQGSYYYGMDVWG
QGTTVTVSS (SEQ ID NO:259)

CDR1: GFTFSSS (SEQ ID
NO:260) (Chothia) 0 SSGMH

1079 _A12- | 1079 _Al12- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVLTQTPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWVSGISGSGGSTKY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
AESVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
QMNSLRADDTAVYYCAKDQ | YCQQYNSYSPLTFGGGTKVDI
DINVWYGLFPYWGQGTLVTV | K (SEQ ID NO:255)
SS (SEQ ID NO:249)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) CDR2: KASSLES (SEQ ID
(Kabat) NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID CDR3: QQYNSYSPLT (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o NO:256)
GISGSGGSTKYAESVKG (SEQ
ID NO:253) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFPY
(SEQ ID NO:254)
1079 _Al12- | 1079 _Al12- | EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVLTQTPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 VH PGKGLEWVSGISGSGGSTKY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
Variante AESVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
QMNSLRADDTAVYYCAKDQ | YCQQYNSYSPLTFGGGTKVDI
DINVWYGLFPYWGQGTLVTV | K (SEQ ID NO:255)
SS (SEQ ID NO:257)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o CDR3: QQYNSYSPLT (SEQ ID
GISGSGGSTKYAESVKG (SEQ | NO:256)
ID NO:253) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFPY
(SEQ ID NO:254)
1078_C04- | 1078 _C04- | EVQLVESGGGVVQPGRSLRL |EIVMTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSSGMHWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWVAVIWYDGSNKY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG

SGSGTDFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYKSYSYTFGQGTKVEIK
(SEQ ID NO:263)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)
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(SEQ 1D NO:261) (Kabat)

CDR2: WYDGSN (SEQ ID
NO:70) (Chothia) o
VIWYDGSNKYYVDSVKG
(SEQ ID NO:262) (Kabat)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYKSYSYT (SEQ ID
NO:264)

CDRS3:

DGRQQLVQGSYYYGMDV

(SEQ ID NO:265)
1080 F11- | 1080 F11- | QVQLVQSGGGLVQRGGSLRL | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLERVSGISGSGGNTYYA | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG

DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY

MNSLRADDTAVYYCARDQDI | YCQQYNSYFMYTFGQGTKVE

NVWYGLFAYWGQGTLVTVS | IK (SEQ ID NO:270)

S (SEQ ID NO:266)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:165)

NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ

ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID

NO:8)

CDR2: SGSGGN (SEQ ID

NO:267) (Chothia) o CDR3: QQYNSYFMYT (SEQ ID

GISGSGGNTYYADSVKG NO:271)

(SEQ ID NO:268) (Kabat)

CDR3: DQDINVWYGLFAY

(SEQ ID NO:269)
1080 _F11- | 1080 F11- | EVQLVQSGGGLVQRGGSLRL | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMSWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 VH PGKGLERVSGISGSGGNTYYA | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG

Variante DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQ | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY

MNSLRADDTAVYYCARDQDI
NVWYGLFAYWGQGTLVTVS
S (SEQ ID NO:272)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMS (SEQ
ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGGN (SEQ ID
NO:267) (Chothia) o
GISGSGGNTYYADSVKG
(SEQ ID NO:268) (Kabat)

CDR3: DQDINVWYGLFAY
(SEQ ID NO:269)

YCQQYNSYFMYTFGQGTKVE
IK (SEQ ID NO:270)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)

CDR3: QQYNSYFMYT (SEQ ID
NO:271)
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1081_EO1- | 1081 _EO01- | QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGYSISSGYYWGWIRQPP | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 GKGLEWIGTIWHSGSTYDNPS | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
VTTADTAVYYCARADSSGW | YCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
YEDYWGQGTLVTVSS (SEQ | (SEQ ID NO:280)
ID NO:274)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GYSISSGY (SEQ ID NO:165)
NO:275) (Chothia) 0 SGYYWG
(SEQ ID NO:276) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: WHSGS (SEQ ID
NO:277) (Chothia) o CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
TIWHSGSTYDNPSLKS (SEQ | NO:233)
ID NO:278) (Kabat)
CDR3: ADSSGWYEDY (SEQ
ID NO:279)
1081_EO1- | 1081 _EO01- | EVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIVMTQTPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CAVSGYSISSGYYWGWIRQPP | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 VH GKGLEWIGTIWHSGSTYDNPS | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
Variante LKSRVTISVDTSKNQFSLKLSS | SGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
VTTADTAVYYCARADSSGW | YCQQSYSTPLTFGGGTKVEIK
YEDYWGQGTLVTVSS (SEQ | (SEQ ID NO:280)
ID NO:281)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GYSISSGY (SEQ ID NO:165)
NO:275) (Chothia) 0 SGYYWG
(SEQ ID NO:276) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: WHSGS (SEQ ID
NO:277) (Chothia) o CDR3: QQSYSTPLT (SEQ ID
TIWHSGSTYDNPSLKS (SEQ | NO:233)
ID NO:278) (Kabat)
CDR3: ADSSGWYEDY (SEQ
ID NO:279)
1083_A05- | 1083_A05- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQVTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFIFSSYAMSWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG

ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRADDTAVYFCAKDL

DINVWYGLFDHWGQGTTVT

VSS (SEQ ID NO:283)

CDR1: GFIFSSY (SEQ ID
NO:284) (Chothia) 0 SYAMS

SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
YCQQYNSYSTWTFGQGTKLEI
K (SEQ ID NO:286)

CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
NO:165)

CDR2: KASSLES (SEQ ID
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(SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ
ID NO:252) (Kabat)

CDR3: DLDINVWYGLFDH
(SEQ ID NO:285)

NO:8)

CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
NO:166)

1083_A05- | 1083 A05- | EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIQVTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFIFSSYAMSWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 VH PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
Variante | ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTEFTLTISSLQPDDFATY
QMNSLRADDTAVYFCAKDL | YCQQYNSYSTWTFGQGTKLEI
DINVWYGLFDHWGQGTTVT | K (SEQ ID NO:286)
VSS (SEQ ID N0O:287)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFIFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:284) (Chothia) 0 SYAMS
(SEQ ID NO:3) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ | NO:166)
ID NO:252) (Kabat)
CDR3: DLDINVWYGLFDH
(SEQ ID NO:285)
1085 _D12- | 1085 D12- | EVQLVESGGGLVQPGGSLRL | DIRLTQSPSTLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFIFSSYAMNWVRQA | CRASQSISSWLAWYQQKPGK
5 5 PGRGLEWVSGISGSGGSTNY | APKLLIYKASSLESGVPSRFSG
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTEFTLTISSMQPDDFATY
QMNSLRADDTAVYFCARDQ | YCQQYNSYSTWTFGQGTKVE
DINVWYGLFVYWGQGTLVT | IK (SEQ ID NO:291)
VSS (SEQ ID NO:288)
CDR1: RASQSISSWLA (SEQ ID
CDR1: GFIFSSY (SEQ ID NO:165)
NO:284) (Chothia) 0 SYAMN
(SEQ ID NO:250) (Kabat) CDR2: KASSLES (SEQ ID
NO:8)
CDR2: SGSGGS (SEQ ID
NO:251) (Chothia) o CDR3: QQYNSYSTWT (SEQ ID
GISGSGGSTNYADSVKG (SEQ | NO:166)
ID NO:252) (Kabat)
CDR3: DQDINVWYGLFVY
(SEQ ID NO:290)
1079 G12- | 1079 G12- | QVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVMTQTPSSLSASVGDRVTIT
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CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | CRASQGISNYLAWYQQKPGK
5 5 PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTDFTLTISSLQPEDVATY
QMNSLRAEGTAVYYCAKDD | YCQKYNSAPRTFGQGTKVEIK
WGGAFDIWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:296)
(SEQ ID NO:292)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:127)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) o CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
VISGNGGYTHYADSVKG NO:297)
(SEQ ID NO:294) (Kabat)
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)
1079 _G12- | 1079 _G12- | EVQLVQSGGGLVQPGGSLRL | DIVMTQTPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMNWVRQA | CRASQGISNYLAWYQQKPGK
5 5 VH PGKGLEWVSVISGNGGYTHY | VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
Variante ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL | SGSGTDFTLTISSLQPEDVATY
QMNSLRAEGTAVYYCAKDD | YCQKYNSAPRTFGQGTKVEIK
WGGAFDIWGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:296)
(SEQ ID NO:298)
CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:127)
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat) CDR2: AASTLQS (SEQ ID
NO:128)
CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) 0 CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
VISGNGGYTHYADSVKG NO:297)
(SEQ ID NO:294) (Kabat)
CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)
1080_AO01- | 1080 A01- | EVQLVQSGGGLVQPGGSVRL | DIRMTQSPSSLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSSYAMNWVRQG | CRASQGISNYLAWYQQKPGK

5

5

PGKGLEWVSVISGNGGYTHY
ADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
QMNGLRADDTAVYYCAKDD
WGGAFDIWGQGTMVTVSS
(SEQ ID NO:299)

CDR1: GFTFSSY (SEQ ID
NO:2) (Chothia) 0 SYAMN (SEQ
ID NO:250) (Kabat)

VPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
SGSGTDFTLTISSLQPEDVATY
YCQKYNSAPRTFGQGTKVDIK
(SEQ ID NO:300)

CDR1: RASQGISNYLA (SEQ ID
NO:127)

CDR2: AASTLQS (SEQ ID
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CDR2: SGNGGY (SEQ ID
NO:293) (Chothia) o
VISGNGGYTHYADSVKG
(SEQ ID NO:294) (Kabat)

CDR3: DDWGGAFDI (SEQ ID
NO:295)

NO:128)

CDR3: QKYNSAPRT (SEQ ID
NO:297)

12C7.A2- | 12C7.A2- | QVQLVESGGGVVQPGRSLRL | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSNYAMHWVRQ | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 APGKGLEWVTLIWYDGSKKY | APKLLIFPASTLQSGVPSRFSG
YADSVKGRFTISRDNSKNTLY | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
LOMNSLRAEDTAVYYCARD | YCQQLNFFPPTFGPGTKVDIK
RAIPLIAPYFDYWGQGTLVTV | (SEQ ID NO:309)
SS (SEQ ID N0O:303)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSNY (SEQ ID NO:131)
NO:304)(Chothia) o NYAMH
(SEQ ID NO:305) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID
NO:310)
CDR2: WYDGSK (SEQ ID
NO:306) (Chothia) o CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
LIWYDGSKKYYADSVKG NO:311)
(SEQ ID NO:307) (Kabat)
CDR3: DRAIPLIAPYFDY (SEQ
ID NO:308)
12C7.A2- | 12C7.A2- | EVQLVESGGGVVQPGRSLRL | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | SCAASGFTFSNYAMHWVRQ | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 APGKGLEWVTLIWYDGSKKY | APKLLIFPASTLQSGVPSRFSG
_VH YADSVKGRFTISRDNSKNTLY | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
Variante LQMNSLRAEDTAVYYCARD | YCQQLNFFPPTFGPGTKVDIK
RAIPLIAPYFDYWGQGTLVTV | (SEQ ID NO:309)
SS (SEQ ID NO:312)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GFTFSNY (SEQ ID NO:131)
NO:304) (Chothia) o NYAMH
(SEQ ID NO:305) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID
NO:310)
CDR2: WYDGSK (SEQ ID
NO:306) (Chothia) o CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
LIWYDGSKKYYADSVKG NO:311)
(SEQ 1D NO:307) (Kabat)
CDR3: DRAIPLIAPYFDY (SEQ
ID NO:308)
12C7.A2- | 12C7.A2- | QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5- KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | APKLLIFPASTLQSGVPSRFSG
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WGQGTMVTVSS (SEQ ID
NO:320)

CDR1: GGPIYSY (SEQ ID
NO:315) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat)

CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o

B.01_VH2 | KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
TAADTAVYYCARGGDAFDI | YCQQLNFFPPTFGPGTKVDIK
WGQGTMVTVSS (SEQ ID (SEQ ID NO:309)
NO:691)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGPIYSY (SEQ ID NO:131)
NO:315) (Chothia) o SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID
NO:310)
CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID | NO:311)
NO:318) (Kabat)
CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)
12A6.H2- | 12A6.H2- | QVQLVESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | APKLLIFPASTLQSGVPSRFSG
KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
TAADTAVYYCARGGDAFDI | YCQQLNFFPPTFGPGTKVDIK
WGQGTMVTVSS (SEQ ID (SEQ ID NO:309)
NO:314)
CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
CDR1: GGPIYSY (SEQ ID NO:131)
NO:315) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: PASTLQS (SEQ ID
NO:310)
CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID | NO:311)
NO:318) (Kabat)
CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)
12A6.H2- | 12A6.H2- | EVQLVESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CTVSGGPIYSYYWSWIRQPPG | CRASQGISSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 KGLEWIGFIYSSGSTNYNPSL | APKLLIFPASTLQSGVPSRFSG
_VH KSRVTISIDTSKSQFSLRLSSV | SGSGTEFTLTISSLQPEDFATY
Variante | TAADTAVYYCARGGDAFDI | YCQQLNFFPPTFGPGTKVDIK

(SEQ ID NO:309)

CDR1: RASQGISSYLA (SEQ ID
NO:131)

CDR2: PASTLQS (SEQ ID
NO:310)

CDR3: QQLNFFPPT (SEQ ID
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FIYSSGSTNYNPSLKS (SEQ ID
NO:318) (Kabat)

CDR3: GGDAFDI (SEQ ID
NO:319)

NO:311)

4G3.C3- | 4G3.C3- | QVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CTVSGGSLSSYYWSWIRQPPG | CRASQGTSSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 KGLEWLGYIYSSGSVNYNPSL | APKLLIYAVSTLQSGVPSRFSG
KSRVTMSIDTSQNQFSLKLSS | SGSGTEFTLTISSLQPTDFATY
VTAADTAVYYCARDADYFD | YCQQVIRYPPTFGQGTKVEVK
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID (SEQ 1D NO:326)
NO:322)
CDR1: RASQGTSSYLA (SEQ
CDR1: GGSLSSY (SEQ ID ID NO:327)
NO:323) (Chothia) o SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: AVSTLQS (SEQ ID
NO:328)
CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) 0 CDR3: QQVIRYPPT (SEQ ID
YIYSSGSVNYNPSLKS (SEQ | NO:329)
ID NO:324) (Kabat)
CDR3: DADYFDY (SEQ ID
NO:325)
4G3.C3- | 4G3.C3- | EVQLQESGPGLVKPSETLSLT | DIQLTQSPSFLSASVGDRVTIT
CEACAM | CEACAM | CTVSGGSLSSYYWSWIRQPPG | CRASQGTSSYLAWYQQKPGK
5-B.01 5-B.01 KGLEWLGYIYSSGSVNYNPSL | APKLLIYAVSTLQSGVPSRFSG
_VH KSRVTMSIDTSQNQFSLKLSS | SGSGTEFTLTISSLQPTDFATY
Variante | VTAADTAVYYCARDADYFD | YCQQVIRYPPTFGQGTKVEVK
YWGQGTLVTVSS (SEQ ID (SEQ ID NO:326)
NO:330)
CDR1: RASQGTSSYLA (SEQ
CDRL: GGSLSSY (SEQ ID ID NO:327)
NO:323) (Chothia) 0 SYYWS
(SEQ ID NO:316) (Kabat) CDR2: AVSTLQS (SEQ ID
NO:328)
CDR2: YSSGS (SEQ ID
NO:317) (Chothia) o CDR3: QQVIRYPPT (SEQ ID
YIYSSGSVNYNPSLKS (SEQ | NO:329)
ID NO:324) (Kabat)
CDR3: DADYFDY (SEQ ID
NO:325)
6D10.C8- |6D10.C8- | QIQLVQSGPELKKPGETVKIS | QIVLTQSPAIMSASPGEKVTLT
CEACAM | CEACAM | CKASGYTFTNYGMNWVKQA | CSPSSSVTYMHWYQQKSGTSP
5-B.02 5-B.02_VH | PGKGLKWMGWINTYTGEPT | KRWIYDTSKLASGVPARFSGI
YTDDFKGRFAFSLETSASTAY | GSGTSYSLTINSMEAEDAATY
y LQITNLKNEDTATYFCARGD | YCQQWNNYPYTFGGGTRLEI
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6D10.CB8-
CEACAM
5-B.02_ VL

GFDRGFAYWGQGTLVTVSA
(SEQ ID NO:692)

CDR1: GYTFTNY (SEQ ID
NO:693) (Chothia) o NYGMN
(SEQ ID NO:694) (Kabat)

CDR2: NTYTGE (SEQ ID
NO:695) (Chothia) o
WINTYTGEPTYTDDFKG (SEQ
ID NO:696) (Kabat)

CDR3: GDGFDRGFAY (SEQ ID
NO:697)

T (SEQ ID NO:698)

CDR1: SPSSSVTYMH (SEQ ID
NO:658)

CDR2: DTSKLAS (SEQ ID
NO:659)

CDR3: QQWNNYPYT (SEQ ID
NO:660)

[0206]

En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno que se une a

CEACAMS (p. ej., CEACAMS de ser humano, p. ej.,, CEACAMS5 de macaco cynomolgus)
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) de anticuerpo que comprende una

secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,

al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o

100 %) idéntica al VH de un anticuerpo desvelado en la Tabla 3, y un dominio variable de

cadena ligera (VL) de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 %

(p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos

96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica al VL del mismo

anticuerpo desvelado en las Tablas 3 0 4. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de
union a antigeno comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y la CDR1, CDR2 y

CDR3 de cadena ligera, determinado segun Kabat (véase Kabat et al., (1991) Sequences of

Proteins of Immunological Interest, publicacion del NIH N.° 91-3242, Bethesda), Chothia (véase,
p. €j., Chothia C y Lesk A M, (1987), J Mol Biol 196: 901-917), MacCallum (véase MacCallum
R M et al., (1996) J Mol Biol 262: 732-745), o cualquier otro método de determinacién de CDR

conocido en la técnica, de las secuencias de VH y VL de un sitio de union a antigeno desvelado

en las Tablas 3 0 4. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno
comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y la CDR1, CDR2 y CDR3 cadena ligera

de un sitio de unién a antigeno desvelado en la Tabla 3 o 4.

[0207]

En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno esté relacionado

con un scFv que tiene un VH y VL de la Tabla 3. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el

segundo sitio de unién a antigeno comprende un VH que comprende una secuencia de

aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
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94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de amino&cidos de un VH de la Tabla 3. En determinadas realizaciones, el
segundo sitio de unién a antigeno comprende un VL que comprende una secuencia de
aminoécidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de amino&cidos de un VL de la Tabla 3. En determinadas realizaciones, el
segundo sitio de unién a antigeno comprende un VH que comprende una secuencia de
aminoécidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de amino&cidos de un VL de la Tabla 3, y un VL que comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,
al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 %) identica a una secuencia de aminoacidos de un VL de la Tabla 3, en donde las secuencias
de VH y VL se seleccionan de un par de secuencias analogas enumeradas en la Tabla 3.

[0208] En determinadas realizaciones, el VH comprende la CDR1, CDR2 y CDR3
seleccionadas de una secuencia de VH enumerada en la Tabla 3. En determinadas realizaciones,
el VL comprende la CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionadas de una secuencia de VL enumerada en
la Tabla 3. En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno comprende (a) un
VH que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada de una secuencia de VH enumerada
en la Tabla 3; y (b) un VL que comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada de una
secuencia de VL enumerada en la Tabla 3, en donde las secuencias de VH y VL se seleccionan
de un par de secuencias analogas enumeradas en la Tabla 3.

[0209] En determinadas realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno estéa relacionado
con un scFv que tiene un VH y VL de la Tabla 4. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el
segundo sitio de union a antigeno comprende un VH que comprende una secuencia de
aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un VH de la Tabla 4. En determinadas realizaciones, el
segundo sitio de union a antigeno comprende un VL que comprende una secuencia de
aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos

94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un VL de la Tabla 4. En determinadas realizaciones, el
segundo sitio de union a antigeno comprende un VH que comprende una secuencia de

aminodacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos
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94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %)
idéntica a la secuencia de aminoacidos de un VH de la Tabla 4, y un VL que comprende una
secuencia de aminoacidos al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %,
al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 %) idéntica a una secuencia de aminoécidos de un VL de la Tabla 4, en donde el VH y VL
de la Tabla 4 se seleccionan del mismo clon enumerado en la Tabla 4.

[0210] En determinadas realizaciones, el VH comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de una
secuencia de VH seleccionada de la Tabla 4. En determinadas realizaciones, el VL comprende la
CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia de VL seleccionada de la Tabla 4. En determinadas
realizaciones, el segundo sitio de union a antigeno comprende (a) un VH que comprende una
CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia de VH seleccionada de la Tabla 4; y (b) un VL que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de una secuencia de VL seleccionada de la Tabla 4, en
donde el VH y VL de la Tabla 4 se seleccionan del mismo clon enumerado en la Tabla 4.

[0211] En cada una de las realizaciones anteriores, en el presente documento se contempla
que las secuencias de VH y/o VL, que se unen conjuntamente a CEACAMDS, puedan contener
alteraciones de aminoacidos (p. ej., al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 10 sustituciones, deleciones o
adiciones de aminoacidos) en las regiones marco del VH y/o VL sin afectar significativamente a
su capacidad para unirse a CEACAMDG.

[0212] En determinadas realizaciones, un sitio de union a antigeno de la presente invencion
que procede de un par andlogo del Nivel 1 de la Tabla 3 o que procede de un clon del Nivel 1 de
la Tabla 4, se une a CEACAMS de ser humano o a una variante de CEACAMS5 o a la region
extracelular de la misma a un valor de Kp inferior o igual a 25 nM (p. ej., inferior o igual a

24 nM, 23 nM, 22 nM, 21 nM, 20 nM, 19 nM, 18 nM, 17 nM, 16 nM, 15 nM, 14 nM, 13 nM,

12 nM, 11 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM o 1 nM). Se entiende
que un valor de Kp mas pequefio indica una mayor afinidad. En determinadas realizaciones, un
sitio de union a antigeno de la presente invencidn que procede de un par analogo del Nivel 2 de
la Tabla 3 0 que procede de un clon del Nivel 2 de la Tabla 4, se une a CEACAMS de ser
humano o a una variante de CEACAMS5 o a la region extracelular de la misma a un valor de Kp
superior o igual a 15 nM (p. ej., superior o igual a 20 nM, 25 nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM,
70 nM, 80 nM, 90 nM, 100 nM, 110 nM, 120 nM, 130 nM, 140 nM, 150 nM, 160 nM, 170 nM,
180 nM, 190 nM, 200 nM, 220 nM, 240 nM, 260 nM, 280 nM, 300 nM, 320 nM, 340 nM,

360 nM, 380 nM, 400 nM, 420 nM, 440 nM, 460 nM, 480 nM, 500 nM, 520 nM, 540 nM o

560 nM). En determinadas realizaciones, un sitio de union a antigeno de la presente invencion

que procede de un par andlogo del Nivel 2 de la Tabla 3 0 que procede de un clon del Nivel 2 de
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la Tabla 4 se une a CEACAMS de ser humano o a una variante de CEACAMS o a la region
extracelular de la misma a un valor de Kp en el intervalo de 15-560 nM, 15-400 nM, 15-300 nM,
15-200 nM, 15-100 nM, 15-80 nM, 20-560 nM, 20-400 nM, 20-300 nM, 20-200 nM, 20-100 nM,
20-80 nM, 25-100 nM, 25-560 nM, 25-400 nM, 25-300 nM, 25-200 nM, 25-100 nM, 25-80 nM,
50-560 nM, 50-400 nM, 50-300 nM, 50-200 nM, 50-100 nM, 50-80 nM, 100-560 nM, 100-

400 nM, 100-300 nM, 100-200 nM, 120-560 nM, 120-400 nM, 120-300 nM o 120-200 nM.
[0213] En determinadas realizaciones, el sitio de union a antigeno, como se desvela en el
presente documento, comprende secuencias de VH y VL que son al menos 90 % (p. ej., al menos
91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos
97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a las secuencias de VH y VL,
respectivamente, de un par analogo del Nivel 1 de la Tabla 3 o un clon del Nivel 1 de la Tabla 4,
y se une a una CEACAMS de ser humano o a una variante de CEACAMS5 o a la region
extracelular de la misma a un valor de Kp inferior o igual a 25 nM (p. ej., inferior o igual a

24 nM, 23 nM, 22 nM, 21 nM, 20 nM, 19 nM, 18 nM, 17 nM, 16 nM, 15 nM, 14 nM, 13 nM,

12 nM, 11 nM, 10 nM, 9 nM, 8 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM o 1 nM). En
determinadas realizaciones, el sitio de unién a antigeno, como se desvela en el presente
documento, comprende secuencias de VH y VL que son al menos 90 % (p. ej., al menos 91 %, al
menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a las secuencias de VH y VL, respectivamente,
de un par analogo del Nivel 2 de la Tabla 3 o un clon del Nivel 2 de la Tabla 4, y se une a
CEACAMS de ser humano o a una variante de CEACAMDS o a la region extracelular del mismo
con un valor de Kp superior o igual a 15 nM (p. ej., superior o igual a 20 nM, 25 nM, 30 nM,

40 nM, 50 nM, 60 nM, 70 nM, 80 nM, 90 nM, 100 nM, 110 nM, 120 nM, 130 nM, 140 nM,

150 nM, 160 nM, 170 nM, 180 nM, 190 nM, 200 nM, 220 nM, 240 nM, 260 nM, 280 nM,

300 nM, 320 nM, 340 nM, 360 nM, 380 nM, 400 nM, 420 nM, 440 nM, 460 nM, 480 nM,

500 nM, 520 nM, 540 nM o 560 nM. En determinadas realizaciones, el sitio de union a antigeno,
como se desvela en el presente documento, comprende secuencias de VH y VL que son al menos
90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a las secuencias
de VH y VL, respectivamente, de un par analogo del Nivel 2 de la Tabla 3 o un clon del Nivel 2
de la Tabla 4, y se une a CEACAMS5 de ser humano o a una variante de CEACAMS5 o a la regién
extracelular del mismo a un valor de Kp el intervalo de 15-560 nM, 15-400 nM, 15-300 nM, 15-
200 nM, 15-100 nM, 15-80 nM, 20-560 nM, 20-400 nM, 20-300 nM, 20-200 nM, 20-100 nM,

20-80 nM, 25-100 nM, 25-560 nM, 25-400 nM, 25-300 nM, 25-200 nM, 25-100 nM, 25-80 nM,
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50-560 nM, 50-400 nM, 50-300 nM, 50-200 nM, 50-100 nM, 50-80 nM, 100-560 nM, 100-

400 nM, 100-300 nM, 100-200 nM, 120-560 nM, 120-400 nM, 120-300 nM o 120-200 nM.
[0214] En determinadas realizaciones, un sitio de union a antigeno de la presente invencion
que procede de un par andlogo del Nivel 1 o Nivel 2 de la Tabla 3 o un clon del Nivel 1 o Nivel 2
de la Tabla 4 no se une a CEACAM1, CEACAMG6 o CEACAMS a un nivel detectable (p. ej.,
segun lo detectado mediante resonancia de plasmén superficial (SPR, surface plasmon
resonance) o ensayo de inmunoadsorcion enzimética (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay) para la unién in vitro, o mediante citometria de flujo para la unién a células que expresan
el antigeno respectivo). En determinadas realizaciones, un sitio de unién a antigeno de la presente
invencion que procede de un par andlogo del Nivel 3 de la Tabla 3 o de un clon del Nivel 3 de la
Tabla 4 se une a CEACAM1, CEACAM6 0 CEACAMS a un nivel detectable (p. ej., con un
valor de Kp superior o igual a 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1 uM, 2 uM, 5 uM o 10 uM).

[0215] En determinadas realizaciones, el sitio de union a antigeno, como se desvela en el
presente documento, comprende secuencias de VH y VL que son al menos 90 % (p. ej., al menos
91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos
97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a las secuencias de VH y VL,
respectivamente, de un par analogo de Nivel 1 o Nivel 2 de la Tabla 3 o de un clon de Nivel 1 0
Nivel 2 de la Tabla 4, y no se une a CEACAM1, CEACAM6 0 CEACAMS a un nivel detectable
(p. €j., segun lo detectado mediante resonancia de plasmon superficial o ensayo de
inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) para la union in vitro, o mediante citometria de flujo para
la unidn a células que expresan el antigeno respectivo). En determinadas realizaciones, el sitio de
union a antigeno, como se desvela en el presente documento, comprende secuencias de VH y VL
que son al menos 90 % (p. €j., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idénticas a
las secuencias de VH y VL, respectivamente, de un par analogo de Nivel 3 de la Tabla 3 0 de un
clon de Nivel 3 de la Tabla 4, y se une a CEACAM1, CEACAM6 0 CEACAMS a un nivel
detectable (p. €j., con un valor de Kp superior o igual a 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1 uM, 2 uM,
5uM 0 10 pM).

[0216] En determinadas realizaciones de uno cualquiera de los sitios de unién a antigeno
desvelados en el presente documento, cuando el aminoacido aminoterminal de una regién
variable de cadena pesada es GIn (Q), la Q puede reemplazarse por Glu (E), generando asi una
variante denominada "QE". En determinadas realizaciones de uno cualquiera de los sitios de
unién a antigeno desvelados en el presente documento, cuando el aminoacido aminoterminal de

una region variable de cadena pesada es GIn (Q) o Glu (E), la Q o E puede reemplazarse por
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piroglutamato (pE). Un sitio de unidn a antigeno generado a partir de dicho reemplazo se
encuentra dentro del mismo nivel que el sitio de unién a antigeno precursor.

[0217] En determinadas realizaciones, el segundo sitio de unién a antigeno compite por la
union a CEACAMS (p. ej.,, CEACAMS de ser humano, p. ej.,, CEACAMS de cynomolgus) con
un sitio de union a antigeno descrito anteriormente. En determinadas realizaciones, el sitio de
unién a antigeno de la presente invencion compite con un sitio de union a antigeno relacionado
con un clon seleccionado de la Tabla 2, en donde los clones se seleccionan del grupo que consiste
en: Clon PH_420 CEACAMS5, Clon 1078 _C04 CEACAMS, Clon 1079_H05-CEACAMS5,
7A10.A7-CEACAMS5-B.01, 8H2.B10-CEACAMS5-B.01, 16F6.A2-CEACAM5-B.02 de murino,
16F6.A2-CEACAMS5-B.02-BM humanizada, PH_415-CEACAMS5, PH_416-CEACAMS5,
PH_418-CEACAMS5, PH_419-CEACAMSb, PH_417-CEACAMS5, PH_421-CEACAMS,

1078 _G03-CEACAMS5, 1A1.A3-CEACAMS5-B.02 de murino, 1A1.A3-CEACAMb5-B.02-BM
humanizada, 1080_G01-CEACAMS5, 1078_C12-CEACAMS5, 1078_F02-CEACAMS5, 1079_B08-
CEACAMS5, 1078 G03-CEACAMS, 1079 _A10-CEACAMS5, 1079 _Al12-CEACAMS,
1078_C04-CEACAMS, 1080_F11-CEACAMS5, 1081 _E01-CEACAMS, 1083_A05-CEACAMS5,
1085_D12-CEACAMS5, 1079_G12-CEACAMS, 1080_A01-CEACAMS5, 12C7.A2-CEACAM5-
B.01, 12A6.H2-CEACAM5-B.01, 4G3.C3-CEACAM5-B.01, 4B10.B3-CEACAM5-A.02,
13C7.A6-CEACAMS5-B.02, 7E11.B2-CEACAM5-B.02, 10D6.E3-CEACAMb5-B.02, 13C7.F2-
CEACAMb5-B.02, 16B11.G2-CEACAM5-B.01 y 6D10.C8-CEACAMS5-B.02. En algunas
realizaciones, el sitio de unién a antigeno de la presente invencion compite con un sitio de union
a antigeno que comprende una secuencia de VL y una secuencia de VH seleccionadas de la Tabla
1, en donde la secuencia de VH y la secuencia de VL son de un par analogo de la Tabla 1 o de un
clon de la Tabla 2. En algunas realizaciones, el sitio de unién a antigeno de la presente invencion
compite con un sitio de unién a antigeno que comprende una CDRH1, CDRH2, CDRH3,
CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en donde las CDR se seleccionan de un par analogo enumerado en la

Tabla 1 o de un clon enumerado en la Tabla 2.

Dominio Fc

[0218] Dentro del dominio Fc, la union a CD16 esta mediada por la region bisagra y el
dominio CH2. Por ejemplo, dentro de la IgG1 humana, la interaccion con CD16 se centra
principalmente en los restos de aminoacidos Asp 265 — Glu 269, Asn 297 — Thr 299, Ala 327 —
Ile 332, Leu 234 — Ser 239 y el resto de hidrato de carbono N-acetil-D-glucosamina en el
dominio CH2 (véase, Sondermann et al., Nature, 406 (6793):267-273). Por consiguiente, en

determinadas realizaciones, el dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una
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bisagra y un dominio CH2. Basandose en los dominios conocidos, pueden seleccionarse
mutaciones para mejorar o reducir la afinidad de uniéon a CD16, tal mediante el uso de bibliotecas
de presentacion en fagos o bibliotecas de ADNc de presentacion en la superficie de la levadura, o
pueden disefiarse basandose en la estructura tridimensional conocida de la interaccion. La unién
de CD16 a un dominio Fc puede determinarse mediante métodos habituales, p. ej., mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR) o ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) para
la unién in vitro, o mediante citometria de flujo para la union a células que expresan CD16 en sus
superficies celulares.

[0219] El ensamblaje de cadenas pesadas de anticuerpos heterodiméricos puede realizarse
expresando, en la misma célula, dos secuencias de cadena pesada de anticuerpos diferentes, lo
que puede conducir al ensamblaje de homodimeros de cada cadena pesada de anticuerpo, asi
como al ensamblaje de heterodimeros. La promocion del ensamblaje preferencial de
heterodimeros puede realizarse mediante la incorporacion de diferentes mutaciones en el dominio
CH3 de cada region constante de cadena pesada del anticuerpo, como se muestra en los
documentos US13/494870, US16/028850, US11/533709, US12/875015, US13/289934,
US14/773418, US12/811207, US13/866756, US14/647480 y US14/830336. Por ejemplo, pueden
realizarse mutaciones en el dominio CH3 basadas en la IgG1 humana e incorporando distintos
pares de sustituciones de aminoacidos dentro de un primer polipéptido y un segundo polipéptido
que permiten que estas dos cadenas se heterodimericen selectivamente entre si. Todas las
posiciones de las sustituciones de aminoacidos que se ilustran a continuacion estan numeradas
segun el indice de la UE como en Kabat.

[0220] En un escenario, una sustitucion de aminoacido en el primer polipéptido reemplaza el
aminodcido original por un aminoacido mas grande, seleccionado de arginina (R), fenilalanina
(F), tirosina (YY) o triptofano (W), y al menos una sustitucion de aminoéacido en el segundo
polipéptido reemplaza el(los) aminoacido(s) original(es) por uno mas aminoacidos mas
pequefios, elegido de alanina (A), serina (S), treonina (T) o valina (V), de manera que la
sustitucion del aminoacido méas grande (una protuberancia) encaje en la superficie de la(s)
sustitucion(es) de aminoacido mas pequefa(s) (una cavidad). Por ejemplo, un polipéptido puede
incorporar una sustitucion T366W vy el otro puede incorporar tres sustituciones que incluyan
T366S, L368A e Y407V.

[0221] Un dominio variable de cadena pesada de anticuerpo de la invencién se puede acoplar
opcionalmente a una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a una region constante de
anticuerpo, tal como una region constante de IgG que incluya una bisagra, los dominios CH2 y

CH3 con o sin dominio CH1. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la region
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constante es al menos 90 % idéntica a la region constante de un anticuerpo humano, tal como una
region constante de 1gG1, una regidn constante de 1gG2, una region constante de 1gG3 o una
region constante de 1lgG4 humana. En una realizacion, el dominio Fc de anticuerpo o una parte
del mismo suficiente para unirse a CD16, comprende una secuencia de aminoécidos al menos

90 % (p. ej., al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 %) idéntica a la secuencia de
Fc de la 1gG1 humana natural
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID
NO:531). En algunas realizaciones diferentes, la secuencia de aminoacidos de la region constante
es al menos 90 % idéntica a la region constante de un anticuerpo de otro mamifero, tal como de
conejo, perro, gato, raton o caballo.

[0222] En algunas realizaciones, el dominio constante de anticuerpo ligado al scFv o al
fragmento Fab puede unirse a CD16. En algunas realizaciones, la proteina incorpora una parte de
un dominio Fc de anticuerpo (por ejemplo, una parte de un dominio Fc de anticuerpo suficiente
para unirse a CD16), en donde el dominio Fc de anticuerpo comprende una bisagra y un dominio
CH2 (por ejemplo, una bisagra y un dominio CH2 de un anticuerpo de IgG1 humana) y/o
secuencias de aminoacidos al menos 90 % idénticas a la secuencia de aminoacidos 234-332 de un
anticuerpo de IgG humana.

[0223] Se pueden incorporar una 0 mas mutaciones en la region constante en comparacion
con la regién constante de 1gG1 humana, por ejemplo en Q347, Y349, L351, S354, E356, E357,
K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407,
K409, T411 y/o K439. Como sustituciones ilustrativas se incluyen, por ejemplo, Q347E, Q347R,
Y349S, Y349K, Y349T, Y349D, Y349E, Y349C, T350V, L351K, L351D, L351Y, S354C,
E356K, E357Q, E357L, E357W, K360E, K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D,
T366V, T366l, T366L, T366M, T366K, T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S,
N390D, N390E, K392L, K392M, K392V, K392F, K392D, K392E, T394F, T394W, D399R,
D399K, D399V, S400K, S400R, D401K, F405A, F405T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F,
K409W, K409D, K409R, T411D, T411E, K439D y K439E.

[0224] En determinadas realizaciones, las mutaciones que se pueden incorporar en el CH1 de
una regién constante de IgG1 humana pueden estar en el aminoacido V125, F126, P127, T135,

T139, A140, F170, P171 y/o V173. En determinadas realizaciones, las mutaciones que se pueden
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incorporar en la Ck de una region constante de I[gG1 humana pueden estar en el aminoédcido
E123, F116, S176, V163, S174 y/o T164.
[0225] Como alternativa, las sustituciones de aminoécidos podrian seleccionarse de los

siguientes conjuntos de sustituciones que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Primer polipéptido Segundo polipéptido

Conjunto 1 | S364E/F405A Y349K/T394F
Conjunto 2 | S364H/D401K Y349T/T411E
Conjunto 3 | S364H/T394F Y349T/FA05A
Conjunto 4 | S364E/T394F Y 349K/F405A
Conjunto 5 | S364E/T411E Y349K/D401K
Conjunto 6 | S364D/T394F Y 349K/F405A
Conjunto 7 | S364H/F405A Y349T/T394F
Conjunto 8 | S364K/E357Q L368D/K370S
Conjunto 9 | L368D/K370S S364K
Conjunto 10 | L368E/K370S S364K
Conjunto 11 | K360E/Q362E D401K
Conjunto 12 | L368D/K370S S364K/E357L
Conjunto 13 | K370S S364K/E357Q
Conjunto 14 | FA05L K409R
Conjunto 15 | K409R F405L

[0226] Como alternativa, las sustituciones de aminoacidos podrian seleccionarse de los

siguientes conjuntos de sustituciones que se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
Primer polipéptido Segundo polipéptido

Conjunto 1 | K409W D399V/F405T
Conjunto 2 | Y349S E357W

Conjunto 3 | K360E Q347R

Conjunto 4 | K360E/K409W Q347R/D399V/F405T
Conjunto 5 | Q347E/K360E/K409W | Q347R/D399V/F405T
Conjunto 6 | Y349S/K409W E357W/D399V/F405T

-222-



25565

[0227] Como alternativa, las sustituciones de aminoacidos podrian seleccionarse de los

siguientes conjuntos de sustituciones que se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
Primer polipéptido Segundo polipéptido
Conjunto 1 | T366K/L351K L351D/L368E
Conjunto 2 | T366K/L351K L351D/Y349E
Conjunto 3 | T366K/L351K L351D/Y349D
Conjunto 4 | T366K/L351K L351D/Y349E/L.368E
Conjunto 5 | T366K/L351K L351D/Y349D/L368E
Conjunto 6 | E356K/D399K K392D/K409D

[0228] Como alternativa, al menos una sustitucion de aminoacido en cada cadena

polipeptidica podria seleccionarse de la Tabla 8.

Tabla 8

Primer polipéptido Segundo polipéptido

L351Y, D399R, D399K, S400K, | T366V, T366l, T366L, T366M,
S400R, Y407A, Y4071, Y407V | N390D, N390E, K392L,
K392M, K392V, K392F,
K392D, K392E, K409F,
K409W, T411D y T411E

[0229] Como alternativa, al menos una sustitucion de aminoacido podria seleccionarse de los
siguientes conjuntos de sustituciones de la Tabla 9, donde la(s) posicidn(es) indicada(s) en la
columna del Primer Polipéptido se reemplaza(n) por cualquier aminoacido conocido cargado
negativamente, y la(s) posicién(es) indicada(s) en la Columna del Segundo Polipéptido se

reemplaza(n) por cualquier aminoacido conocido cargado positivamente.

Tabla 9
Primer polipéptido Segundo polipéptido
K392, K370, K409 o K439 D399, E356 0 E357

[0230] Como alternativa, al menos una sustitucion de aminoacido podria seleccionarse del
siguiente conjunto de la Tabla 10, donde la(s) posicién(es) indicada(s) en la columna del Primer

Polipéptido se reemplaza(n) por cualquier aminoécido conocido cargado positivamente, y la(s)
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posicion(es) indicada(s) en la Columna del Segundo Polipéptido se reemplaza(n) por cualquier

aminoacido conocido cargado negativamente.

Tabla 10
Primer polipéptido Segundo polipéptido
D399, E356 0 E357 K409, K439, K370 o K392

[0231] Como alternativa, las sustituciones de aminoacidos podrian seleccionarse de los

siguientes conjuntos de la Tabla 11.

Tabla 11

Primer polipéptido Segundo polipéptido

T350V, L351Y, F405A e Y407V T350V, T366L, K392L y T394W

[0232] Como alternativa o ademas, la estabilidad estructural de una proteina
heteromultimérica se puede aumentar introduciendo S354C en la primera o la segunda cadena
polipeptidica e Y349C en la cadena polipeptidica opuesta, que forma un puente disulfuro
artificial dentro de la interfaz de los dos polipéptidos.
[0233] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en la posicion T366, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena
polipeptidica de la regién constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una
region constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: T366,
L368 y Y407.
[0234] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: T366, L368
e Y407, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de la region
constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante de 1gG1
en la posicion T366.
[0235] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoécidos de una region
constante de IgG1 en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: E357, K360,
Q362, S364, L368, K370, T394, D401, F405y T411 y en donde la secuencia de aminoéacidos de
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la otra cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de
aminoécidos de una region constante de IgG1 en una 0 méas posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en: Y349, E357, S364, L368, K370, T394, D401, F405y T411.

[0236] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Y349, E357,
S364, L368, K370, T394, D401, F405y T411 y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra
cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos
de una region constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste
en: E357, K360, Q362, S364, L368, K370, T394, D401, F405y T411.

[0237] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: L351, D399,
S400 y Y407 y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de la region
constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante de 1gG1
en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: T366, N390, K392, K409 y
T411.

[0238] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: T366, N390,
K392, K409 y T411 y en donde la secuencia de aminoéacidos de la otra cadena polipeptidica de la
region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante de
IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: L351, D399, S400 y
Y407.

[0239] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347,
Y349, K360 y K409, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de
la regidn constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante
de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, E357, D399 y
F405.

[0240] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoécidos de una region

constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347, E357,
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D399 y F405, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de la
region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante de
IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Y349, K360, Q347 y
K409.

[0241] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: K370,
K392, K409 y K439, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de
la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante
de 1gG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: D356, E357 y D399.
[0242] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una o0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: D356, E357
y D399, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de la region
constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una regién constante de 1gG1
en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: K370, K392, K409 y K439.
[0243] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: L351, E356,
T366 y D399, y en donde la secuencia de amino&cidos de la otra cadena polipeptidica de la
region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante de
IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Y349, L351, L368, K392
y K4009.

[0244] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 en una o mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Y349, L351,
L368, K392 y K409, y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra cadena polipeptidica de
la regién constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region constante
de IgG1 en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: L351, E356, T366 y
D399.

[0245] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoécidos de una region
constante de IgG1 por una sustitucién S354C y en donde la secuencia de aminoéacidos de la otra

cadena polipeptidica de la regidn constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos
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de una region constante de 1gG1 por una sustitucion Y349C.

[0246] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoécidos de una regién
constante de IgG1 por una sustitucion Y349C y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra
cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos
de una region constante de 1gG1 por una sustitucién S354C.

[0247] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 por las sustituciones K360E y K409W y en donde la secuencia de
aminoécidos de la otra cadena polipeptidica de la regidn constante del anticuerpo difiere de la
secuencia de aminoacidos de una region constante de IgG1 por las sustituciones Q347R, D399V
y F405T.

[0248] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 por las sustituciones Q347R, D399V y F405T y en donde la secuencia de
aminodcidos de la otra cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la
secuencia de aminoacidos de una region constante de IgG1 por las sustituciones K360E y
K409W.

[0249] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 por una sustitucion T366W y en donde la secuencia de aminoacidos de la otra
cadena polipeptidica de la regidn constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos
de una region constante de IgG1 por las sustituciones T366S, T368A e Y407V.

[0250] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de IgG1 por las sustituciones T366S, T368A e Y407 y en donde la secuencia de
aminodcidos de la otra cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la
secuencia de aminoéacidos de una region constante de IgG1 por una sustitucion T366W.

[0251] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica
de la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de aminoacidos de una region
constante de 1gG1 por las sustituciones T350V, L351Y, F405A e Y407V y en donde la secuencia
de aminoéacidos de la otra cadena polipeptidica de la region constante del anticuerpo difiere de la
secuencia de aminoéacidos de una region constante de IgG1 por las sustituciones T350V, T366L,

K392L y T394W.
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[0252] En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de una cadena polipeptidica de
la region constante del anticuerpo difiere de la secuencia de amino&cidos de una regién constante
de 19gG1 por las sustituciones T350V, T366L, K392L y T394W y en donde la secuencia de
aminoécidos de la otra cadena polipeptidica de la regidn constante del anticuerpo difiere de la
secuencia de aminoacidos de una region constante de 1gG1 por las sustituciones T350V, L351Y,
FA05A e Y407V.

Ejemplos de proteinas de union multiespecificas

[0253] A continuacién se enumeran ejemplos de las TriNKET que comprenden un sitio de
unién a antigeno que se une a CEACAMDS y un sitio de unién a antigeno que se une a NKG2D,
cada uno de ellos ligado a una region constante de anticuerpo, en donde las regiones constantes
de anticuerpo incluyen mutaciones que permiten la heterodimerizacion de dos cadenas Fc. Las
secuencias de CDR segun Chothia se indican en negrita y las secuencias de CDR segun Kabat se
indican subrayadas.

[0254] Las TriNKET se contemplan en el formato F3, es decir, el sitio de unidn a antigeno
que se une a CEACAMS es un Fab, y el sitio de union a antigeno que se une a NKG2D es un
scFv. Todas las TriINKET mostradas anteriormente estan en formato F3', es decir, el sitio de
union a antigeno que se une a CEACAMS es un scFv y el sitio de union a antigeno que se une a
NKG2D es un Fab. En cada TriNKET, el scFv comprende la sustitucion de Cys en las regiones
VH y VL, facilitando la formacion de un puente disulfuro entre el VH y el VL del scFv.

[0255] El VH y VL del scFv se pueden conectar a través de un enlazador, p. ej., un enlazador
peptidico. En determinadas realizaciones, el enlazador peptidico es un enlazador flexible.
Respecto a la composicidn de aminoacidos del enlazador, se seleccionan péptidos con
propiedades que confieren flexibilidad, que no interfieren con la estructura y funcion de los otros
dominios de las proteinas de la presente invencion y que resisten la escision por proteasas. Por
ejemplo, los restos de glicina y serina generalmente proporcionan resistencia a proteasas. En
determinadas realizaciones, el VL esta ligado al VH en el extremo N o extremo C a través de un
enlazador ((GaS)4), (GlyGlyGlyGlySer)s (SEQ ID NO:532).

[0256] La longitud del enlazador (p. €j., del enlazador flexible) puede ser "corta”, p. €j., de 0,
1,2,3,/4,56,7,8,9, 10, 11 0 12 restos de aminoacidos, o "larga”, p. €j., de al menos 13 restos
de aminoéacidos. En determinadas realizaciones, el enlazador tiene una longitud de 10-50, 10-40,
10-30, 10-25, 10-20, 15-50, 15-40, 15-30, 15-25, 15-20, 20-50, 20-40, 20-30 0 20-25 restos de
aminoacidos.

[0257] En determinadas realizaciones, el enlazador comprende o consiste en una secuencia
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(GS)n (SEQ ID NO:533), (GGS)n (SEQ ID NO:534), (GGGS)n (SEQ ID NO:535), (GGSG)n
(SEQ ID NO:536), (GGSGG)n (SEQ ID NO:537) y (GGGGS)n (SEQ ID NO:538), en donde n es
1,2,34,5/6,7,8,09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20. En determinadas realizaciones,
el enlazador comprende o consiste en una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que
consiste en: SEQ ID NO:532, SEQ ID NO:539, SEQ ID NO:540, SEQ ID NO:541, SEQ ID
NO:542, SEQ ID NO:543, SEQ ID NO:544, SEQ ID NO:545, SEQ ID NO:546 y SEQ ID
NO:547, como se enumera en la Tabla 12.

Tabla 12
SEQ ID Secuencia de aminoécidos

SEQ ID | GSGSGSGSGSGSGSGSGSGS
NO:539
SEQ ID | GGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGS
NO:540
SEQ ID | GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSG
NO:541 | GGSGGGSGGGS

SEQ ID | GGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGG
NO:542 | GSGGGSGGGSG

SEQ ID | GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSG
NO:543 | GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG

SEQ ID | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
NO:544 | SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

SEQ ID | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

NO:532
SEQ ID | GGGGSGGGGSGGGGS
NO:545
SEQ ID | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
NO:546 | SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGS

SEQ ID | GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSG
NO:547 | GGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGG

[0258] En las F3'-TriNKET, el scFv que se une a CEACAMS esté unido al extremo N de un
Fc a través de un enlazador Gly-Ser. El enlazador Ala-Ser o Gly-Ser se incluye en la secuencia
de la region de la bisagra del codo para equilibrar entre flexibilidad y geometria 6ptima. En

determinadas realizaciones, puede afiadirse una secuencia adicional Thr-Lys-Gly en el extremo N
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0 C a la secuencia Ala-Ser o Gly-Ser en la bisagra.

[0259] Como se usa en el presente documento para describir estas TriNKET ilustrativas, una
Fc incluye una bisagra de anticuerpo, CH2 y CH3. En cada TriNKET ilustrativa, el dominio Fc
ligado a un scFv comprende las mutaciones de Q347R, D399V y F405T, y el dominio Fc ligado
a un Fab comprende las mutaciones K360E y K409W complementarias para formar un
heterodimero. El dominio Fc ligado al scFv incluye ademas una sustitucion S354C en el dominio
CH3, que forma un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en el Fc ligado al Fab. Estas
sustituciones se indican en negrita en las secuencias descritas en este subapartado.

[0260] Por ejemplo, una TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB1. F3'-GB1 incluye
(a) una secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el
par analogo Al de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a NKG2D
procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un dominio
variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que comprende un
dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en donde el dominio
CH1 esta conectado al dominio Fc. F3'-GBL1 incluye tres polipéptidos: GB1-VL-VH-Fc, A49MI-
VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL.

GB1-VL-VH-Fc (SEQ ID NO:548)

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYTFGCGTKLEIK
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
QVOLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAIFNSGGST
YYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGT
LVTVSS

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

A49MI-VH-CH1-Fc (SEQ ID NO:549)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEWVSSISSSSSY 1YY
ADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGAPIGAAAGWFDPWGQGTL
VTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS

GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSR
DELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDK

-230-




25565

SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

A49MI-VL-CL (SEQ ID NO:550)

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY QQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPS
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ

DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

[0261] GB1-VL-VH-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAM5
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se describe a continuacion. El scFv incluye un dominio variable de cadena pesada
de GB1 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena ligera de GB1 a traves de un
enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a partir de las mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.
[0262] A49MI-VH-CH1-Fc representa la parte de cadena pesada del fragmento Fab, que
comprende un dominio variable de cadena pesada (SEQ ID NO:508) de A49MI que se une a
NKG2D y un dominio CH1, conectado a un dominio Fc. EI dominio Fc en A49MI-VH-CH1-Fc
incluye una sustitucion Y349C en el dominio CH3, que forma un enlace disulfuro con una
sustitucion S354C en el Fc en GB1-VL-VH-Fc. En A49MI-VH-CH1-Fc, el dominio Fc también
incluye las sustituciones K360E y K409W para la heterodimerizacion con el Fc en GB1-VL-VH-
Fc.
[0263] A49MI-VL-CL representa la parte de cadena ligera del fragmento Fab que comprende
un dominio variable de cadena ligera de A49MI que se une a NKG2D (SEQ ID NO:493) y un
dominio constante de cadena ligera.
[0264] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB3. F3'-GB3 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 estéa conectado al dominio Fc. F3'-GB3 incluye tres polipéptidos: GB3-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
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describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB3-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB3-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:551)

EVOLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAIFNSGGST
YYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

DIRMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPS
RFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSYTFGCGTKLEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0265] GB3-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de uniébn a CEACAMb5
ligado a un dominio Fc a traves de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB3 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB3 a través de un
enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0266] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB5. F3'-GB5 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB5 incluye tres polipéptidos: GB5-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB5-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB5-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:552)
QVOQLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDST
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FYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLTFGCGTKVEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0267] GB5-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAM5
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB5 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB5 a través de un
enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a traveés de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0268] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB7. F3'-GB7 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esta conectado al dominio Fc. F3'-GB7 incluye tres polipéptidos: GB7-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB7-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB7-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:553)

EVOLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDST
FYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLTFGCGTKVEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
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GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0269] GB7-VH-VH-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAM5
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. El scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB7 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB7 a través de un
enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a traves de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0270] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB9. F3'-GB9 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esta conectado al dominio Fc. F3'-GB9 incluye tres polipéptidos: GB9-
VL-VH-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB9-VL-VH-Fc se expone

a continuacion.

GB9-VL-VH-Fc (SEQ ID NO:554)

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPD
RFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLTFGCGTKVEIK
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
QVOQLVQSGGGLVQPGGSQRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPGKCLEWVSAISGTGDST
FYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGT
LVTVSS

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0271] GB9-VL-VH-Fc representa la secuencia completa de un scFv de unibn a CEACAMb5

ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
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scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacién y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB9 conectado al extremo N de un dominio variable de cadena pesada de GB9 a través de un
enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0272] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB11. F3'-GB11 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB11 incluye tres polipéptidos: GB11-
VH-VL-Fc, A4OMI-VH-CH1-Fc y A4OMI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB11-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB11-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:555)

QVOQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLEWIGEIHPSGRTNY
NPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYYCAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPA
RFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTFGCGTRLEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0273] GB11-VH-VH-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a
CEACAMS ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio
Fc ligado al scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y
una sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucién Y349C en A49MI-
VH-CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. El scFv incluye un dominio variable de cadena
ligera de GB11 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB11 a

través de un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y
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ligera del scFv también estan conectados a traves de un puente disulfuro formado a través de
mutaciones de heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia
anterior.

[0274] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB13. F3'-GB13 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMDS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB13 incluye tres polipéptidos: GB13-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB13-VH-VL-Fc se expone
a continuacion.

GB13-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:556)

EVQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLEWIGEIHPSGRTNY
NPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYYCAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWYQQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPA
RFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTFGCGTRLEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0275] GB13-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucién Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB13 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB13 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0276] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB15. F3'-GB15 incluye (a) una

secuencia de scFv de union a CEACAMS5 procedente de las secuencias de VH y VL en el par
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analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB15 incluye tres polipéptidos: GB15-
VL-VH-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB15-VL-VH-Fc se expone

a continuacion.

GB15-VL-VH-Fc (SEQ ID NO:557)

EVQLQESGPGLVRPSGTLSLTCAVSGGSISSPTWWSWVRQPPGKCLEWIGEIHPSGRTNY
NPSLKSRVTISVDKSKNQFSLKLGSVTAADTAVYYCAREGFYYGSGNYYYFDYWGQGT
LVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

DIVMTQTPATLSASVGDRVTITCRASQSVRSNLAWY QQKPGQAPRLLIYGASTRATGIPA
RFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPTFGCGTRLEIK

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0277] GB15-VL-VH-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a traves de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB15 conectado al extremo N de un dominio variable de cadena pesada de GB15 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0278] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB17. F3'-GB17 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en

donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB17 incluye tres polipéptidos: GB17-
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VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB17-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB17-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:558)

QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTNFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0279] GB17-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a traves de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB17 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB17 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0280] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB19. F3'-GB19 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS5 procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB19 incluye tres polipéptidos: GB19-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB19-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB19-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:559)
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QVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0281] GB19-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAM5
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB19 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB19 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0282] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB21. F3'-GB21 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB21 incluye tres polipéptidos: GB21-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB21-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB21-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:560)

QVOQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNY GMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWY LQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTQFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0283] GB21-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de unién a CEACAM5
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. EI dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. El scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB21 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB21 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0284] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB23. F3'-GB23 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CHL1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB23 incluye tres polipéptidos: GB23-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB23-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB23-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:561)

QVOQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNY GMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTNFALTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0285] GB23-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
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ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucioén S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. El scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB23 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB23 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0286] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB25. F3'-GB25 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMDS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esta conectado al dominio Fc. F3'-GB25 incluye tres polipéptidos: GB25-
VH-VL-Fc, A4OMI-VH-CH1-Fc y A4OMI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GBL. El polipéptido de GB25-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB25-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:562)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0287] GB25-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. El scFv incluye un dominio variable de cadena ligera

de GB25 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB5 a través de un
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enlazador (G4S)s (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del scFv
también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacion de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0288] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB27. F3'-GB27 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMDS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB27 incluye tres polipéptidos: GB27-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB27-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB27-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:563)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSSGYNYLDWY LQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0289] GB27-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a través de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB27 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB27 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0290] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB29. F3'-GB29 incluye (a) una

secuencia de scFv de union a CEACAMS5 procedente de las secuencias de VH y VL en el par
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analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de unién a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en
donde el dominio CH1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB29 incluye tres polipéptidos: GB29-
VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB29-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB29-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:564)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSQGYNYLDWY LQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0291] GB29-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a traves de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB29 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB29 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0292] Otra TriNKET de la presente divulgacion es F3'-GB31. F3'-GB31 incluye (a) una
secuencia de scFv de union a CEACAMS procedente de las secuencias de VH y VL en el par
analogo correspondiente de la Tabla 2 unida a un dominio Fc y (b) un fragmento Fab de union a
NKG2D procedente de A49MI que incluye una parte de cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de cadena ligera que
comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de cadena ligera, en

donde el dominio CHL1 esté conectado al dominio Fc. F3'-GB31 incluye tres polipéptidos: GB31-
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VH-VL-Fc, A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL. A49MI-VH-CH1-Fc y A49MI-VL-CL se
describen anteriormente en el contexto de F3'GB1. El polipéptido de GB31-VH-VL-Fc se expone

a continuacion.

GB31-VH-VL-Fc (SEQ ID NO:565)

EVQLVESGGDVVQPGRSLRLSCAASGFILSNYGMHWVRQAPGKCLEWVAAMWYDGS
NNYYEDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARERVSRHFDWHYYYGM
DVWGQGTTVTVSS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
EIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNAYNYLDWYLQKPGQSPQLLISLGSIRASG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISRVEAEDVGFYYCMQALQTPRTFGCGTKVDIT

GS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

[0293] GB31-VH-VL-Fc representa la secuencia completa de un scFv de union a CEACAMS
ligado a un dominio Fc a traves de una bisagra que comprende Gly-Ser. El dominio Fc ligado al
scFv incluye las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una
sustitucion S354C para formar un enlace disulfuro con una sustitucion Y349C en A49MI-VH-
CH1-Fc como se ha descrito anteriormente. EI scFv incluye un dominio variable de cadena ligera
de GB31 conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada de GB31 a través de
un enlazador (G4S)4 (SEQ ID NO: 532). Los dominios variables de cadena pesada y ligera del
scFv también estan conectados a través de un puente disulfuro formado a través de mutaciones de
heterodimerizacidn de cisteina, indicado en negrita y subrayado en la secuencia anterior.

[0294] En determinadas realizaciones, una TriNKET de la presente divulgacion es idéntica a
una de las TriNKET ilustrativas descritas anteriormente que incluye las mutaciones de Fc EW-
RVT, excepto que el dominio Fc ligado al fragmento Fab de unién a NKG2D comprende las
sustituciones de Q347R, D399V y F405T, y el dominio Fc ligado al scFv de union a CEACAMb5
comprende las sustituciones K360E y K409W complementarias para formar un heterodimero. En
determinadas realizaciones, una TriNKET de la presente divulgacion es idéntica a una de las
TriNKET ilustrativas descritas anteriormente que incluye las mutaciones KiH Fc, excepto que el
dominio Fc ligado al fragmento Fab de union a NKG2D comprende las sustituciones en "ojal" de
T366S, L368A e Y407V, y el dominio Fc ligado al scFv de union a CEACAMS5 comprende la
sustitucion en "boton" de T366W para formar un heterodimero.

[0295] En determinadas realizaciones, una TriNKET de la presente divulgacion es idéntica a

una de las TriNKET ilustrativas descritas anteriormente, excepto que el dominio Fc ligado al
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fragmento Fab de union a NKG2D incluye una sustitucién S354C en el dominio CH3, y el
dominio Fc ligado al scFv de union a CEACAMS incluye una sustitucion Y349C
complementaria en el dominio CH3 para formar un enlace disulfuro.

[0296] Un experto en la materia apreciaria que durante la produccion y/o el almacenamiento
de proteinas, el glutamato (E) o la glutamina (Q) del extremo N, pueden ciclarse para formar una
lactama (p. ej., espontaneamente o catalizada por una enzima presente durante la produccién y/o
el almacenamiento). Por consiguiente, en algunas realizaciones, cuando el resto del extremo N de
una secuencia de aminoécidos de un polipéptido es E 0 Q, en el presente documento también se
contempla una secuencia de aminoacidos correspondiente con la E o la Q reemplazada por
piroglutamato.

[0297] Un experto en la materia tambien apreciaria que durante la produccion y/o el
almacenamiento de proteinas, la lisina (K) del extremo C de una proteina puede eliminarse (p.
ej., espontaneamente o catalizada por una enzima presente durante la produccion y/o el
almacenamiento). Dicha eliminacion de K se observa a menudo con proteinas que comprenden
un dominio Fc en su extremo C. Por consiguiente, en algunas realizaciones, cuando el resto del
extremo C de una secuencia de aminoacidos de un polipéptido (p. €j., una secuencia de dominio
Fc) es K, en el presente documento también se contempla una secuencia de aminoacidos
correspondiente con la K eliminada.

[0298] Las proteinas multiespecificas descritas anteriormente pueden prepararse utilizando
tecnologia de ADN recombinante bien conocida por un experto en la materia. Por ejemplo, una
primera secuencia de acido nucleico que codifica la primera cadena pesada de inmunoglobulina
puede clonarse en un primer vector de expresion; una segunda secuencia de acido nucleico que
codifica la segunda cadena pesada de inmunoglobulina puede clonarse en un segundo vector de
expresion; una tercera secuencia de acido nucleico que codifica la cadena ligera de
inmunoglobulina puede clonarse en un tercer vector de expresion; y el primer, segundo y tercer
vector de expresion pueden transfectarse juntos de forma estable en células hospedadoras para
producir las proteinas multiméricas.

[0299] Para lograr el mayor rendimiento de la proteina multiespecifica, pueden explorarse
diferentes proporciones del primer, segundo Yy tercer vector de expresion para determinar la
relacion Gptima para la transfeccion en las células hospedadoras. Después de la transfeccién,
pueden aislarse clones individuales para la generacion de bancos de células utilizando métodos
conocidos en la materia, tales como dilucién limitada, ELISA, FACS, microscopia o Clonepix.
[0300] Los clones pueden cultivarse en condiciones adecuadas para el aumento de escala

del biorreactor y mantener la expresion de la proteina multiespecifica. Las proteinas
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multiespecificas pueden aislarse y purificarse utilizando métodos conocidos en la materia, que
incluyen centrifugacion, filtracion en profundidad, lisis celular, homogeneizacion, congelacion-
descongelacién, purificacion por afinidad, filtracion en gel, cromatografia de intercambio i6nico,

cromatografia de intercambio de interaccién hidr6foba y cromatografia de modo mixto.

1. CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS MULTIESPECIFICAS

[0301] Las proteinas multiespecificas descritas en el presente documento incluyen un sitio de
unién a NKG2D, un sitio de union a CEACAMS5 y un dominio Fc de anticuerpo o una parte del
mismo suficiente para unirse a CD16, o un sitio de unién a antigeno que se une a CD16. En
algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas contienen un sitio de union a antigeno
adicional que se une a CEACAMS5, como se ilustra en el formato F4-TriNKET.

[0302] En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas muestran una estabilidad
térmica similar a la del anticuerpo monoclonal correspondiente, es decir, un anticuerpo
monoclonal que contiene el mismo sitio de union a CEACAMS que el incorporado en las
proteinas multiespecificas.

[0303] En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas se unen simultaneamente a
células que expresan NKG2D y/o CD16, tal como células NK y a células que expresan
CEACAMS5, tal como determinadas células tumorales. La union de las proteinas multiespecificas
a células NK puede potenciar la actividad de las células NK hacia la destruccion de las células
tumorales que expresan CEACAMDS.

[0304] En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas se unen a CEACAMS5 con una
afinidad similar a la del anticuerpo monoclonal anti-CEACAMS5 correspondiente (es decir, un
anticuerpo monoclonal que contiene el mismo sitio de union a CEACAMS que el incorporado en
las proteinas multiespecificas). En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas son mas
eficaces para destruir las células tumorales que expresan CEACAMS5 gue los anticuerpos
monoclonales correspondientes.

[0305] En determinadas realizaciones, las proteinas multiespecificas descritas en el presente
documento, que incluyen un sitio de union para CEACAMS5, activan a células NK humanas
primarias cuando se cultivan conjuntamente con células que expresan CEACAMS. La activacion
de las células NK esta marcada por el aumento de la desgranulacién de CD107a y la produccién
de citocinas de IFN-y. Ademas, en comparacion con un anticuerpo monoclonal anti-CEACAM5
correspondiente, las proteinas multiespecificas pueden mostrar una activacion superior de las
células NK humanas en presencia de células que expresan CEACAMDS.

[0306] En algunas realizaciones, las proteinas multiespecificas descritas en el presente
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documento, que incluyen un sitio de unién para CEACAMS5, mejoran la actividad de las células
NK humanas en reposo y activadas por IL-2 cuando se cultivan conjuntamente con células que
expresan CEACAMS.

[0307] En algunas realizaciones, en comparacién con el anticuerpo monoclonal
correspondiente que se une a CEACAMDS, las proteinas multiespecificas ofrecen una ventaja al
dirigirse a células tumorales que expresan niveles medios y bajos de CEACAMS.

[0308] En algunas realizaciones, el formato F4 bivalente de las TriNKET (es decir, las
TriNKET que incluyen un sitio de unién a antigeno adicional que se une a CEACAMDb) mejora la
avidez con la que las TriNKET se unen a CEACAMS, que en efecto estabiliza la expresion y el
mantenimiento de altos niveles de CEACAMS en la superficie de las células tumorales. En
algunas realizaciones, las F4-TriNKET actian como mediadoras en una destruccion mas fuerte

de las células tumorales que las F3-TriNKET o F3'-TriNKET correspondientes.

I11.  APLICACIONES TERAPEUTICAS

[0309] La invencion proporciona métodos para tratar enfermedades autoinmunitarias o
cancer utilizando una proteina de unién multiespecifica descrita en el presente documento y/o
una composicion farmacéutica descrita en el presente documento. Los métodos pueden utilizarse
para tratar una variedad de canceres que expresan CEACAMS.

[0310] El método terapéutico puede caracterizarse segun el cancer que se vaya a tratar. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en: cancer
gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de pulmon no microcitico y cancer
de esofago.

[0311] En determinadas realizaciones, el cancer es un tumor sélido. En otras realizaciones
determinadas, el cancer es cancer de cerebro, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de cuello
uterino, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer de eso6fago, leucemia,
cancer de pulmon, cancer de higado, melanoma, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
prostata, cancer rectal, cancer renal, cancer de estomago, cancer testicular o cancer uterino. En
otras realizaciones mas, el cancer es un tumor vascularizado, carcinoma epidermoide,
adenocarcinoma, carcinoma microcitico, melanoma, glioma, neuroblastoma, sarcoma (p. €j.,
angiosarcoma o condrosarcoma), cancer de laringe, cancer de la glandula parétida, cancer de las
vias biliares, cancer de tiroides, melanoma lentiginoso acral, queratosis actinica, leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda, carcinoma adenoide quistico, adenomas,
adenosarcoma, carcinoma adenoescamoso, cancer del conducto anal, cAncer de ano, cancer de

ano y recto, tumor astrocitico, carcinoma de la glandula de Bartolino, carcinoma basocelular,
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cancer biliar, cancer de hueso, cancer de meédula 6sea, cancer de bronquios, carcinoma
mucoepidermoide bronquial, carcinoide, colangiocarcinoma, condosarcoma, papiloma/carcinoma
de plexo coroideo, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide crénica, carcinoma de células
claras, cancer de tejido conjuntivo, cistoadenoma, cancer del sistema digestivo, cancer de
duodeno, cancer del sistema endocrino, tumor del seno endodérmico, hiperplasia endometrial,
sarcoma del estroma endometrial, adenocarcinoma endometrioide, cancer de células endoteliales,
cancer células ependimales, cancer de células epiteliales, sarcoma de Ewing, cancer de ojo y
orbita, cancer genital femenino, hiperplasia nodular focal, cancer de vesicula biliar, cancer de
antro gastrico, cancer de fondo gastrico, gastrinoma, glioblastoma, glucagonoma, cancer de
corazon, hemangioblastomas, hemangioendotelioma, hemangiomas, adenoma hepatico,
adenomatosis hepatica, cancer hepatobiliar, carcinoma hepatocelular, enfermedad de Hodgkin,
cancer de ileon, insulinoma, neoplasia intaepitelial, neoplasia epidermoide intraepitelial, cancer
del conducto biliar intrahepatico, carcinoma epidermoide invasivo, cancer de yeyuno, cancer de
articulaciones, sarcoma de Kaposi, cancer pélvico, carcinoma macrocitico, cancer de intestino
grueso, leiomiosarcoma, melanoma lentigo maligno, linfoma, cancer genital masculino,
melanoma maligno, tumores mesoteliales malignos, meduloblastoma, meduloepitelioma, cancer
meningeo, cancer mesotelial, carcinoma metastasico, cancer de boca, carcinoma
mucoepidermoide, mieloma maltiple, cancer muscular, cancer del conducto nasal, cancer del
sistema nervioso, adenocarcinoma neuroepitelial, melanoma nodular, cancer de piel no epitelial,
linfoma no hodgkiniano, carcinoma de células en grano de avena, cancer oligodendroglial, cancer
de la cavidad bucal, osteosarcoma, adenocarcinoma seroso papilar, cancer de pene, cancer de
faringe, tumores hipofisarios, plasmacitoma, pseudosarcoma, blastoma pulmonar, cancer rectal,
carcinoma de células renales, cancer del sistema respiratorio, retinoblastoma, rabdomiosarcoma,
sarcoma, carcinoma seroso, cancer sinusal, cancer de piel, carcinoma microcitico, cancer de
intestino delgado, cancer de musculo liso, cancer de tejidos blandos, tumor secretor de
somatostatina, cancer de columna, carcinoma epidermoide, cancer de musculo estriado, cancer
submesotelial, melanoma de diseminacion superficial, leucemia de linfocitos T, cancer de lengua,
carcinoma indiferenciado, cancer de uréter, cancer de uretra, cancer de vejiga urinaria, cancer del
sistema urinario, cancer de cuello uterino, cancer del cuerpo uterino, melanoma uveal, cancer de
vagina, carcinoma verrugoso, VIPpoma, cancer de vulva, carcinoma bien diferenciado o tumor
de Wilms.

[0312] El cancer a tratar puede caracterizarse segln la presencia de un antigeno particular
expresado en la superficie de la célula cancerosa. Los canceres caracterizados por la expresion de

CEACAMS incluyen, sin limitacion, cancer de tiroides medular (CTM), cancer de tiroides no
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medular (CTNM), cancer gastrico, canceres colorrectales, carcinoma hepatocelular, cancer de
pulmdn, cancer de pancreas, cdncer de mama y cancer de ovario. En determinadas realizaciones,
la célula cancerosa puede expresar una 0 mas de las siguientes: CEACAM1, CEACAMS,
CEACAMG6 y CEACAMS. En determinadas realizaciones, ademas de CEACAMb5Ia célula
cancerosa puede expresar uno o mas de los siguientes: CD2, CD19, CD20, CD30, CD38, CD40,
CD52, CD70, EGFR/ERBB], IGF1R, HER3/ERBB3, HER4/ERBB4, MUC1, TROP2, cMET,
SLAMF7, PSCA, MICA, MICB, TRAILR1, TRAILR2, MAGE-A3, B7.1, B7.2, CTLA4 y PD1.
[0313] Se contempla que la proteina, el conjugado, las células y/o las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacion, puedan utilizarse para tratar una variedad de canceres,
no limitado a canceres en los que las células cancerosas expresan CEACAMS. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, la proteina, el conjugado, las células y/o las composiciones
farmacéuticas desveladas en el presente documento, pueden utilizarse para tratar canceres que
estan asociados a células que expresan CEACAM5. CEACAMS se sobreexpresa en un alto
porcentaje de canceres humanos. Por lo tanto, los métodos desvelados en el presente documento

pueden utilizarse para tratar una variedad de canceres en los que se expresa CEACAMS5.

V. COMBITERAPIA

[0314] Otro aspecto de la invencidn proporciona una combiterapia. Una proteina de unién
multiespecifica descrita en el presente documento puede utilizarse en junto con agentes
terapéuticos adicionales para tratar enfermedades autoinmunitarias o para tratar cancer.
[0315] En Liet al. (2017) Front. Pharmacol., 8:460 se describen agentes terapéuticos
ilustrativos que pueden utilizarse como parte de una combiterapia en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias autoinmunitarias, e incluyen, por ejemplo, farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) (p. €j., inhibidores de COX-2), glucocorticoides (p. €j.,
prednisona/prednisolona, metilprednisolona y los glucocorticoides fluorados tales como
dexametasona y betametasona), farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(FAME) (p. €j., metotrexato, leflunomida, compuestos de oro, sulfasalazina, azatioprina,
ciclofosfamida, antipaltudicos, D-penicilamina y ciclosporina), productos bioldgicos anti-TNF (p.
ej., infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab, certolizumab pegol y sus biosimilares), y
otros productos bioldgicos dirigidos a CTLA-4 (p. ej., abatacept), receptor de IL-6 (p. €j.,
tocilizumab), IL-1 (p. €j., anakinra), respuestas inmunitarias Thl (IL-12/1L-23) (p. €].,
ustekinumab), respuestas inmunitarias Th17 (IL-17) (p. €j., secukinumab) y CD20 (p. €j.,
rituximab).
[0316] Como ejemplos de agentes terapéuticos que pueden utilizarse como parte de una
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combiterapia en el tratamiento del cncer se incluyen, por ejemplo, radiacion, mitomicina,
tretinoina, ribomustina, gemcitabina, vincristina, etopésido, cladribina, mitobronitol,
metotrexato, doxorrubicina, carbocuona, pentostatina, nitracrina, zinostatina, cetrorelix, letrozol,
raltitrexed, daunorrubicina, fadrozol, fotemustina, timalfasina, sobuzoxano, nedaplatino,
citarabina, bicalutamida, vinorelbina, vesnarinona, aminoglutetimida, amsacrina, proglumida,
acetato de eliptinio, ketanserina, doxifluridina, etretinato, isotretinoina, estreptozocina,
nimustina, vindesina, flutamida, drogenil, butocina, carmofur, razoxano, sizofilan, carboplatino,
mitolactol, tegafur, ifosfamida, prednimustina, picibanilo, levamisol, tenip6sido, improsulfan,
enocitabina, lisurida, oximetolona, tamoxifeno, progesterona, mepitiostano, epitiostanol,
formestano, interferdn alfa, interferon alfa-2, interferén beta, interferén gamma (IFN-v), factor 1
estimulante de colonias, factor 2 estimulante de colonias, denileucina diftitox, interleucina-2,
factor liberador de la hormona luteinizante y variaciones de los agentes mencionados
anteriormente que pueden mostrar union diferencial con su receptor analogo, o un aumento o
disminucion de la semivida en suero.

[0317] Una clase adicional de agentes que pueden utilizarse como parte de una combiterapia
en el tratamiento del cancer son los inhibidores de punto de control inmunitario. Como ejemplos
de inhibidores de punto de control inmunitario se incluyen agentes que inhiben uno o mas de (i)
antigeno 4 asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA4), (ii) proteina 1 de muerte celular
programada (PD1), (iii) PDL1, (iv) LAGS3, (v) B7-H3, (vi) B7-H4 y (vii) TIM3. El inhibidor de
CTLA4 ipilimumab ha sido aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de
los Estados Unidos para el tratamiento del melanoma. En realizaciones especificas, el inhibidor
puede ser un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno, una inmunoadhesina, una proteina de
fusion o un oligopéptido. En algunas realizaciones, el inhibidor de punto de control es un
inhibidor de PD1 seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo anti-PD1 o un anticuerpo
anti-PDL1. En algunas realizaciones, el inhibidor de PD1 se elige de nivolumab (OPDIVO,
Bristol Myers Squibb, Nueva York, Nueva York), pembrolizumab (KEYTRUDA, Merck Sharp
& Dohme Corp, Kenilworth, NJ, EE.UU.), cetiplimab (Regeneron, Tarrytown, NY) o
pidilizumab (CT-011). En algunas realizaciones, el inhibidor de PD1 es una inmunoadhesina (p.
ej., una inmunoadhesina que comprende una parte extracelular o de union a PD1 de PD-L1 o
PDL2 fusionada a una region constante (p. ej., una regién Fc de una secuencia de
inmunoglobulina). En algunas realizaciones, el inhibidor de PD1 es AMP-224. En algunas
realizaciones, el inhibidor de PDL1 es un anticuerpo antiPDL1 tal como durvalumab (IMFINZI,
Astrazeneca, Wilmington, DE), atezolizumab (TECENTRIQ, Roche, Zurich, CH) o avelumab

(BAVENCIO, EMD Serono, Billerica, MA). En algunas realizaciones, el inhibidor de PDL1 se
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elige de YW243.55.S70, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C 0 MDX-1105.

[0318] Sin embargo, otros agentes que pueden utilizarse como parte de una combiterapia en
el tratamiento del cancer son agentes de anticuerpos monoclonales que se dirigen a dianas que no
son puntos de control (p. ej., herceptin (hombre genérico: trastuzumab)) y agentes no citotoxicos
(p. €J., inhibidores de tirosina cinasa).

[0319] Sin embargo, otras categorias de agentes contra el cancer incluyen, por ejemplo: (i) un
inhibidor seleccionado del grupo que consiste en: un inhibidor de ALK, un inhibidor de ATR, un
antagonista de A2A, un inhibidor de la reparacion de escision de bases, inhibidores de tirosina
cinasa Bcr-Abl, inhibidores de tirosina cinasa de Bruton, un inhibidor de CDC7, un inhibidor de
CHKJZ, un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina, un inhibidor de DNA-PK (por las siglas del
inglés DNA-Dependent Protein Kinase, proteina cinasa dependiente de ADN), un inhibidor de
DNA-PK y mTOR, un inhibidor de DNMT1, un inhibidor de DNMT1 mas 2-cloro-
desoxiadenosina, un inhibidor de HDAC, un inhibidor de la via de sefializacion Hedgehog, un
inhibidor de IDO, un inhibidor de JAK, un inhibidor de mTOR, un inhibidor de MEK, un
inhibidor de MELK, un inhibidor de MTHZ1, un inhibidor de PARP, un inhibidor de la
fosfoinositido 3-cinasa, un inhibidor de PARP1 y DHODH, un inhibidor del proteasoma, un
inhibidor de la topoisomerasa I, un inhibidor de tirosina cinasa, un inhibidor de VEGFR y un
inhibidor de WEEZL; (ii) un agonista de OX40, CD137, CD40, GITR, CD27, HVEM, TNFRSF25
0 ICOS; y (iii) una citocina seleccionada del grupo que consiste en: IL-12, IL-15, GM-CSF y G-
CSF.

[0320] Las proteinas de la invencion también pueden utilizarse como complemento de la
extirpacion quirargica de la lesion primaria.

[0321] La cantidad de proteina de union multiespecifica y agente terapéutico adicional y el
tiempo relativo de administracién pueden seleccionarse para lograr un efecto terapéutico
combinado deseado. Por ejemplo, cuando se administra una combiterapia a un paciente que
necesita dicha administracion, los agentes terapéuticos en la combinacion, o una composicién o
composiciones farmacéuticas que comprenden los agentes terapéuticos, pueden administrarse en
cualquier orden tal como, por ejemplo, de manera secuencial, al mismo tiempo, juntos, de
manera simultanea y similares. Ademas, por ejemplo, una proteina de unién multiespecifica
puede administrarse durante un tiempo en donde el/los agente(s) terapéutico(s) adicional(es)

ejerce(n) su efecto profilactico o terapéutico, o viceversa.

V. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

[0322] La presente divulgacién también presenta composiciones farmacéuticas que contienen
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una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina descrita en el presente documento. La
composicion puede formularse para su uso en una variedad de sistemas de suministro de
farmacos. Para una formulacion adecuada, en la composicion también pueden incluirse uno o
mas excipientes o vehiculos fisioldgicamente aceptables. Formulaciones adecuadas para su uso
en la presente divulgacion se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Filadelfia, Pa., 172 ed., 1985. Para una breve revision de los métodos de
suministro de farmacos, véase, p. €j., Langer (Science 249:1527-1533, 1990).

[0323] La formulacion de suministro intravenoso de fa&rmacos de la presente divulgacion
puede estar contenida en una bolsa, una pluma o una jeringa. En determinadas realizaciones, la
bolsa puede estar conectada a un canal que comprende un tubo y/o una aguja. En determinadas
realizaciones, la formulacion puede ser una formulacion liofilizada o una formulacion liquida. En
determinadas realizaciones, la formulacién puede criodesecarse (liofilizarse). En determinadas
realizaciones, la formulacion puede ser una formulacion liquida.

[0324] La proteina podria existir en una formulacién farmacéutica acuosa liquida que incluya
una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina en una solucién tamponada que forma una
formulacion.

[0325] Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion
convencionales o pueden esterilizarse por filtracion. Las soluciones acuosas resultantes pueden
envasarse para su uso tal cual, o liofilizarse, combinandose la preparacion liofilizada con un
vehiculo acuoso estéril antes de la administracion. EI pH de las preparaciones estara
normalmente entre 3y 11, mas preferentemente entre 5y 9 o entre 6 y 8, y lo mas
preferentemente entre 7 y 8, tal como de 7 a 7,5. Las composiciones resultantes en forma sélida
pueden envasarse en multiples unidades monodosis, conteniendo cada una de ellas una cantidad
fija del agente o agentes mencionado(s) anteriormente. La composicion en forma solida también
puede envasarse en un recipiente para una cantidad flexible.

[0326] En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una formulacion
con una vida Util prolongada que incluye la proteina de la presente divulgacion, junto con
manitol, monohidrato de &cido citrico, citrato sddico, fosfato disddico dihidrato,
dihidrogenofosfato de sodio dihidratado, cloruro de sodio, polisorbato 80, agua e hidréxido de
sodio.

[0327] En determinadas realizaciones, se prepara una formulacién acuosa que incluye la
proteina de la presente divulgacion en una solucion de pH tamponado. El tamp6n de esta
invencion puede tener un pH que varie de aproximadamente 4 a aproximadamente 8, p. €j., de

aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,0, o de aproximadamente 4,8 a aproximadamente
-252-



25565

5,5, 0 puede tener un pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 5,2. También se pretende
que los intervalos intermedios de los valores de pH citados anteriormente formen parte de esta
divulgacion. Por ejemplo, se pretende incluir intervalos de valores que utilizan una combinacion
de cualquiera de los valores citados anteriormente como limites superior y/o inferior. Los
ejemplos de tampones que controlaran el pH dentro de este intervalo incluyen acetato (p. €j.,
acetato de sodio), succinato (tal como succinato de sodio), gluconato, histidina, citrato y otros
tampones acidos organicos.

[0328] En determinadas realizaciones, la formulacién incluye un sistema tampon que
contiene citrato y fosfato para mantener el pH en un intervalo de aproximadamente 4 a
aproximadamente 8. En determinadas realizaciones, el intervalo de pH puede ser de
aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,0, o de aproximadamente pH 4,8 a aproximadamente
5,5, 0 un intervalo de pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 5,2. En determinadas
realizaciones, el sistema tampdn incluye monohidrato de &cido citrico, citrato sodico, fosfato
disodico dihidratado y/o dihidrogeno fosfato sodico dihidratado. En determinadas realizaciones,
el pH de la formulacion se ajusta con hidroxido de sodio.

[0329] También puede incluirse en la formulacion un poliol, que actua como tonificante y
puede estabilizar el anticuerpo. El poliol se afiade a la formulacién en una cantidad que puede
variar con respecto a la isotonicidad deseada de la formulacion. En determinadas realizaciones, la
formulacion acuosa puede ser isoténica. La cantidad de poliol afiadida también puede alterarse
con respecto al peso molecular del poliol. Por ejemplo, puede afiadirse una menor cantidad de un
monosacarido (p. ej., manitol), en comparacion con un disacarido (tal como trehalosa). En
determinadas realizaciones, el poliol que puede utilizarse en la formulacion como agente de
tonicidad es manitol.

[0330] También puede afadirse un detergente o un tensioactivo a la formulacion. Como
ejemplos de detergentes se incluyen detergentes no ionicos tales como polisorbatos (p. €j.,
polisorbatos 20, 80, etc.) o poloxameros (p. ej., poloxamero 188). La cantidad de detergente
afiadida es tal que reduce la agregacion del anticuerpo formulado y/o minimiza la formacién de
particulas en la formulacion y/o reduce la adsorcion. En determinadas realizaciones, la
formulacion puede incluir un tensioactivo que es un polisorbato. En determinadas realizaciones,
la formulacion puede contener el detergente polisorbato 80 o Tween 80. Tween 80 es un término
utilizado para describir el monooleato de polioxietileno de sorbitan (20) (véase Fiedler, Lexikon
der Hifsstoffe, Editio Cantor Verlag Aulendorf, 42 ed., 1996).

[0331] En las realizaciones, el producto proteico de la presente divulgacién se formula como

una formulacion liquida. La formulacion liquida puede presentarse en un vial 50R tipo | que
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cumpla con la USP y Ph Eur (farmacopea de Estados Unidos y la Europea) cerrado con un tapon
de goma y sellado con un cierre de engarce de aluminio. El tapon puede fabricarse con un
elastdmero que cumpla con la USP y Ph Eur. En ciertas realizaciones, los viales pueden llenarse
con la solucién de producto proteico para permitir un volumen extraible. En determinadas
realizaciones, la formulacion liquida puede diluirse con solucién salina.

[0332] En determinadas realizaciones, la formulacién liquida de la divulgacion puede
prepararse junto con un azucar a niveles estabilizadores. En determinadas realizaciones, la
formulacion liquida puede prepararse en un vehiculo acuoso. En determinadas realizaciones,
puede afadirse un estabilizador en una cantidad no superior a la que puede dar como resultado
una viscosidad no conveniente o inadecuada para la administracién intravenosa. En determinadas
realizaciones, el azucar puede ser disacaridos, p. €j., sacarosa. En determinadas realizaciones, la
formulacion liquida también puede incluir uno o mas de un agente tamponador, un tensioactivo y
un conservante.

[0333] En determinadas realizaciones, el pH de la formulacion liquida puede establecerse
mediante la adicion de un &cido y/o una base farmacéuticamente aceptable. En determinadas
realizaciones, el acido farmacéuticamente aceptable puede ser acido clorhidrico. En determinadas
realizaciones, la base puede ser hidroxido de sodio.

[0334] Ademas de la agregacion, la desamidacion es una variante de producto comun de
péptidos y proteinas que puede producirse durante la fermentacion, recogida/clarificacion celular,
purificacion, almacenamiento de la sustancia farmacéutica/medicamento y durante el anlisis de
las muestras. La desamidacion es la pérdida de NHz de una proteina que forma un intermedio de
succinimida que puede experimentar hidrdlisis. El intermedio de succinimida da como resultado
una disminucién de la masa del péptido original de 17 dalton. La hidrdlisis posterior da como
resultado un aumento de masa de 18 dalton. El aislamiento del intermedio de succinimida es
dificil debido a la inestabilidad en condiciones acuosas. Como tal, la desamidacion puede
detectarse normalmente como un aumento de masa de 1 dalton. La desamidacion de una
asparagina da como resultado acido aspartico o isoaspartico. Los pardmetros que influyen en la
tasa de desamidacion incluyen pH, temperatura, constante dieléctrica del disolvente, fuerza
ionica, secuencia primaria, conformacion local del polipéptido y estructura terciaria. Los restos
de aminoacidos adyacentes a Asn en la cadena peptidica afectan a las tasas de desamidacion. Gly
y Ser después de un Asn en las secuencias de proteinas dan como resultado una mayor
susceptibilidad a la desamidacion.

[0335] En determinadas realizaciones, la formulacion liquida de la presente divulgacion

puede conservarse en condiciones de pH y humedad para impedir la desaminacion del producto
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proteico.

[0336] En el presente documento, el vehiculo acuoso de interés es uno que es
farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para la administracion a un ser humano) y que
es Util para la preparacion de una formulacion liquida. Como vehiculos ilustrativos se incluyen
agua estéril para inyeccion (SWFI, por sus siglas en inglés), agua bacteriostatica para inyeccion
(BWFI), una solucion tamponadora de pH (p. €j., solucion salina tamponada con fosfato),
solucion salina estéril, solucion de Ringer o solucion de dextrosa.

[0337] A las formulaciones del presente documento puede afiadirse opcionalmente un
conservante para reducir la accion bacteriana. La adicion de un conservante puede, por ejemplo,
facilitar la produccién de una formulacion de usos maltiples (dosis multiples).

[0338] Las formulaciones intravenosas (1) pueden ser la via de administracion preferida en
casos particulares, tal como cuando un paciente esta en el hospital despues de un trasplante y
recibe todos los farmacos por via intravenosa. En determinadas realizaciones, la formulacion
liquida se diluye con una solucién de cloruro de sodio al 0,9 % antes de la administracion. En
determinadas realizaciones, el medicamento diluido para inyeccion es isotonico y adecuado para
la administracién por infusion intravenosa.

[0339] En determinadas realizaciones, puede afadirse una sal o0 componentes tampon en una
cantidad de 10 mM - 200 mM. Las sales y/o tampones son farmacéuticamente aceptables y
proceden de varios acidos (inorganicos y organicos) conocidos con metales 0 aminas que
"forman bases". En determinadas realizaciones, el tampdn puede ser tampon fosfato. En
determinadas realizaciones, el tampon puede ser un tampon de glicinato, carbonato, citrato, en
cuyo caso, los iones de sodio, potasio 0 amonio pueden servir como contraiones.

[0340] A las formulaciones del presente documento puede afiadirse opcionalmente un
conservante para reducir la accion bacteriana. La adicidon de un conservante puede, por ejemplo,
facilitar la produccion de una formulacion de usos maltiples (dosis maltiples).

[0341] En el presente documento, el vehiculo acuoso de interés es uno que es
farmacéuticamente aceptable (seguro y no téxico para la administracion a un ser humano) y que
es util para la preparacion de una formulacién liquida. Como vehiculos ilustrativos se incluyen
agua estéril para inyeccion (SWFI), agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), una solucion
tamponadora de pH (p. €j., solucion salina tamponada con fosfato), solucion salina estéril,
solucién de Ringer o solucion de dextrosa.

[0342] La proteina de la presente divulgacidn podria existir en una formulacién liofilizada
que incluya las proteinas y un lioprotector. El lioprotector puede ser azUcar, p. €j., disacaridos.

En determinadas realizaciones, el lioprotector puede ser sacarosa o maltosa. La formulacion
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liofilizada también puede incluir uno o mas de un agente tamponador, un tensioactivo, un agente
de carga y/o un conservante.

[0343] La cantidad de sacarosa o maltosa (til para la estabilizacién del medicamento
liofilizado puede estar en una proporcion en peso de al menos 1:2 de proteina a sacarosa o
maltosa. En determinadas realizaciones, la relacion en peso de proteina a sacarosa 0 maltosa
puede ser de 1:2 a 1:5.

[0344] En determinadas realizaciones, el pH de la formulacién, antes de la liofilizacion,
puede establecerse mediante la adicion de un acido y/o una base farmacéuticamente aceptable.
En determinadas realizaciones, el &cido farmacéuticamente aceptable puede ser acido clorhidrico.
En determinadas realizaciones, la base farmacéuticamente aceptable puede ser hidroxido de
sodio.

[0345] Antes de la liofilizacion, el pH de la solucion que contiene la proteina de la presente
divulgacion se puede ajustar entre 6 y 8. En determinadas realizaciones, el intervalo de pH para
el medicamento liofilizado puede ser de 7 a 8.

[0346] En determinadas realizaciones, puede afadirse una sal o0 componentes tampon en una
cantidad de 10 mM - 200 mM. Las sales y/o tampones son farmacéuticamente aceptables y
proceden de varios acidos (inorganicos y organicos) conocidos con metales 0 aminas que
"forman bases". En determinadas realizaciones, el tampon puede ser tampon fosfato. En
determinadas realizaciones, el tampon puede ser un tampodn de glicinato, carbonato, citrato, en
cuyo caso, los iones de sodio, potasio 0 amonio pueden servir como contraiones.

[0347] En determinadas realizaciones, se puede afiadir un "agente de carga”. Un "agente de
carga” es un compuesto gque afiade masa a una mezcla liofilizada y contribuye a la estructura
fisica de la torta liofilizada (p. €j., facilita la produccion de una torta liofilizada esencialmente
uniforme que conserva una estructura de poros abiertos). Los agentes de carga ilustrativos
incluyen manitol, glicina, polietilenglicol y sorbitol. Las formulaciones liofilizadas de la presente
invencion pueden contener dichos agentes de carga.

[0348] A las formulaciones del presente documento puede afiadirse opcionalmente un
conservante para reducir la accion bacteriana. La adicidén de un conservante puede, por ejemplo,
facilitar la produccion de una formulacion de usos maltiples (dosis maltiples).

[0349] En determinadas realizaciones, el medicamento liofilizado puede constituirse con un
vehiculo acuoso. En el presente documento, el vehiculo acuoso de interés es uno que es
farmacéuticamente aceptable (p. €j., seguro y no téxico para la administracion a un ser humano)
y que es util para la preparacion de una formulacion liquida, después de la liofilizacion. Como

diluyentes ilustrativos se incluyen agua estéril para inyeccion (SWFI), agua bacteriostatica para
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inyeccion (BWFI), una solucion tamponadora de pH (p. €j., solucion salina tamponada con
fosfato), solucidn salina estéril, solucion de Ringer o solucién de dextrosa.

[0350] En determinadas realizaciones, el medicamento liofilizado de la presente divulgacion
se reconstituye con agua estéril para inyeccion, USP (SWFI) o inyeccién de cloruro de sodio al
0,9 %, USP. Durante la reconstitucidn, el polvo liofilizado se disuelve en una solucion.

[0351] En determinadas realizaciones, el producto proteico liofilizado de la presente
divulgacion se reconstituye con agua para inyeccion y se diluye con solucién salina al 0,9 %
(solucién de cloruro de sodio).

[0352] Los niveles de dosificacion reales de los principios activos en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion pueden modificarse para obtener una cantidad del
principio activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un paciente, una
composicion y un modo de administracion particulares, sin que sea toxica para el paciente.
[0353] La dosis especifica puede ser una dosis uniforme para cada paciente, por ejemplo, 50-
5000 mg de proteina. Como alternativa, la dosis de un paciente puede adaptarse al peso corporal
aproximado o a la superficie aproximada del paciente. Otros factores para determinar la dosis
adecuada pueden incluir la enfermedad o afeccion a tratar o prevenir, la gravedad de la
enfermedad, la via de administracion y la edad, el sexo y el cuadro clinico del paciente. Los
expertos en la materia pueden seguir perfeccionando los calculos necesarios para determinar la
dosis adecuada para el tratamiento, especialmente a la luz de la informacidn con respecto a la
dosificacion y a los ensayos desvelados en el presente documento. La dosificacion también puede
determinarse utilizando ensayos conocidos para determinar las dosificaciones utilizadas junto con
los datos apropiados de respuesta a la dosis. La dosificacion de un paciente individual puede
ajustarse a medida que se controla el avance de la enfermedad. Para ver si es necesario ajustar la
dosificacidn para alcanzar o mantener una concentracion eficaz, pueden medirse los niveles en
sangre de la construccion o complejo direccionable en un paciente. La farmacogenémica puede
utilizarse para determinar qué construcciones y/o complejos direccionables, y qué dosis de los
mismos, tienen mas probabilidades de ser eficaces para un individuo dado (Schmitz et al.,
Clinica Chimica Acta 308: 43-53, 2001; Steimer et al., Clinica Chimica Acta 308: 33-41, 2001).
[0354] Las dosis pueden administrarse una o mas veces al dia, semanal, mensual o
anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 afos. Los expertos en la materia pueden calcular
facilmente las tasas de repeticion de la dosificacién en funcién de los tiempos de residencia
medidos y las concentraciones de la construccion o complejo direccionable en los liquidos o
tejidos corporales. La administracién de la presente invencidn podria ser intravenosa,

intraarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intrapleural, intratecal, intracavitaria, por
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perfusion a través de un catéter o por inyeccion intralesional directa. Esta puede administrarse
una o mas veces al dia, una 0 mas veces a la semana, una 0 mas veces al mes y una 0 mas veces
al afo.

[0355] La descripcion anterior describe multiples aspectos y realizaciones de la invencién. La
solicitud de patente contempla especificamente todas las combinaciones y permutaciones de los

aspectos y realizaciones.

EJEMPLOS
[0356] La invencion, que se esta describiendo ahora en lineas generales, se entenderd mas
completamente por referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen simplemente con fines
de ilustracion de determinados aspectos y realizaciones de la presente invencion, y no pretenden

limitar la invencion.

Ejemplo 1. Inmunizacion y Generacion de Hibridomas

[0357] Se adquirieron ratones BALB/cJ en The Jackson Laboratory (N.° de reserva: 000651)
y se inmunizaron con: lineas celulares isogénicas Ba/F3 que sobreexpresaban CEACAMS de
cyno y/o ser humano; el dominio hCEACAM5-A3B3; CEACAMS recombinante de cyno y/o ser
humano; o la construccion NABA humana (NABA que consiste en los dominios N, Al y A2 de
CEACAML1 de ser humano y el dominio B3 de CEACAMS de ser humano). Estos ratones se
utilizaron para la produccion de mAb (anticuerpos monoclonales) murinos. Se adquirieron
ratones H2L.2™ en Harbor Biomed y se inmunizaron con: lineas celulares isogénicas Ba/F3 que
sobreexpresaban CEACAMS de cyno y/o ser humano; el dominio hCEACAM5-A3B3;
CEACAMS5 recombinante de cyno y/o ser humano; o la construccion NABA humana (NABA
que consiste en los dominios N, Al y A2 de CEACAML de ser humano y el dominio B3 de
CEACAMS de ser humano). Estos ratones se utilizaron para la produccion de mAb quiméricos
de ser humano/rata con regiones variables humanas y regiones constantes de rata. Después de
esto, esplenocitos de ratones inmunizados se fusionaron con células de mieloma de raton para
generar células de hibridoma.

[0358] Las células de hibridoma fusionadas se cultivaron en medios de cultivo DMEM
complementados en aire humidificado a 37 °C con CO;al 8 %. Los sobrenadantes de los
hibridomas se evaluaron para determinar la union de CEACAMS5, CEACAM1, CEACAM6 y
CEACAMS8 mediante ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) y resonancia de plasmon
superficial (SPR) multiple (Carterra LSA). Los hibridomas especificos de antigeno CEACAMb5

se subclonaron posteriormente. Se seleccionaron clones para estudios adicionales basandose en
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estimaciones preliminares de afinidad de unién mediante SPR multiple (Carterra), en la unién a
celulas que expresan CEACAMS de ser humano y de macaco cynomolgus, en la unién a lineas
celulares de cancer CEACAMS5™ y en la diversidad de epitopos. Se observo reactividad cruzada
con CEACAMS de macaco cynomolgus para el clon 16F6.A2-CEACAM5-B.02.

[0359] Los mAb murinos Balb/cJ se purificaron a partir de sobrenadantes de hibridoma
mediante cromatografia de proteina A utilizando perlas magnética AmMag™ de proteina A (P/N
L00695, Genscript Biotech, Piscataway, NJ). Las perlas se equilibraron con glicina 1,5 M, NaCl
3,0 M, pH 8,5. Los sobrenadantes se diluyeron a 1:1 con glicina 1,5 M, NaCI 3,0 MpH 8,5y
durante 1 h se incubaron con perlas magnéticas ProA con balanceo suave. Las perlas se lavaron
con glicina 1,5 M, NaCl 3,0 M pH 8,5 para eliminar las proteinas no unidas. Los anticuerpos se
eluyeron con glicina 100 mM pH 3,0 y se neutralizaron inmediatamente a pH 7,5 con Tris 1,0 M,
pH 8,3. La concentracion de proteina se determind mediante A280 utilizando un
espectrofotometro Nanodrop. Los mAb humanos (region variable)/rata (region constante)
procedentes de H2L.2 se purificaron a partir de sobrenadantes de hibridoma mediante
cromatografia con proteina G (Global Life Sciences Solutions, Marlborough, MA). La columna
de proteina G se equilibré con acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 + NaCl 10 mM. Los
sobrenadantes se diluyeron 10 veces con acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 + NaCl 10 mM y con
medio de Proteina G equilibrado con balanceo suave durante 1 h. Las perlas se lavaron con
acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 + NaCl 10 mM para eliminar las proteinas no unidas. Los
anticuerpos se eluyeron con glicina 100 mM pH 2,5 con neutralizacién inmediata a pH 7,5 con
Tris 1,0 M, pH 8,3. Después de la purificacion, la concentracion de proteina se determind
mediante A280 utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop. De manera similar, los mAb
quiméricos de ser humano/rata procedentes de H2L.2 (que tienen regiones variables humanas y
regiones constantes de rata) se purificaron a partir de sobrenadantes de hibridoma mediante
cromatografia con proteina G (Global Life Sciences Solutions, Marlborough, MA); la
concentracion de proteina se determind mediante A280 utilizando un espectrofotometro
Nanodrop.

[0360] Los mAb murinos Balb/cJ se analizaron para determinar la union a CEACAMS5 en la
superficie celular y la reactividad cruzada con CEACAM1, CEACAM6 y CEACAMS.
Adicionalmente, los mAb murinos Balb/cJ se analizaron para determinar la unién in vitro a
CEACAM1, CEACAMS5, CEACAMG6 y CEACAMBS utilizando resonancia de plasmon
superficial (SPR). El experimento se realiz6 a 37 °C para imitar la temperatura fisiologica
utilizando un instrumento Carterra LSA o Biacore 8K.

[0361] Los mAb quiméricos de ser humano/rata procedentes de H2L2 se analizaron para
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determinar la union a CEACAMS en la superficie celular y la reactividad cruzada con
CEACAM1, CEACAM6 y CEACAMS. Adicionalmente, los mAb quiméricos de ser
humano/rata procedentes de H2L2 se analizaron para determinar la unién in vitro a CEACAMS5,
CEACAM1, CEACAM6 y CEACAMS utilizando resonancia de plasmén superficial (SPR). El
experimento se realiz a 37 °C para imitar la temperatura fisiolégica utilizando un instrumento
Carterra LSA o Biacore 8K.

Ejemplo 2. Generacion de proteinas de unién con tecnologia de presentacion de fagos
[0362] Utilizando tecnologia de presentacion de levaduras mediante la construccion de
bibliotecas inmunitarias H2L2, se generaron proteinas de union (binders) de CEACAMS5
adicionales. Resumiendo, se transfectaron levaduras con construcciones iniciadoras que
comprendian secuencias precursoras de VH y/o VL de CEACAMBS. Se seleccionaron nuevos

clones y las proteinas de unidn se aislaron y caracterizaron como se ha descrito anteriormente.

Cepas de levadura y plasmidos

[0363] La cepa auxdtrofa MATa de Saccharomyces cerevisiae EBY 100 (Meyen ex E.C.
Hansen (ATCC® MY A-4941™)), con marcadores seleccionables de leucina y triptofano, se
utilizo para la construccion de la biblioteca de presentacion de scFv de leavura. La cepa EBY100
tiene una insercion gendmica de AGAL para la presentacion en superficie; su expresion esta
regulada por el promotor de la galactosa con un marcador seleccionable de uracilo. Cada scFv
también contiene una etiqueta indicadora carboxiterminal también controlada por el promotor de

la galactosa.

Construccion de la biblioteca de presentacion de scFv en levadura inmune a CEACAM5
[0364] Después del procedimiento de inmunizacion, se recogieron esplenocitos de ratén, el
ARN se extrajo con un kit de aislamiento de ARN de alta pureza (Roche, producto

n. 11828665001) y se realiz6 RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real) para
generar bibliotecas de ADNc (Invitrogen, 18090010) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El ADNc se utiliz6 como molde para la amplificacién de genes de anticuerpos de la
region variable de cadena pesada (VH) y de cadena ligera (VL; solo kappa), que después se
ensamblaron en bibliotecas de fragmentos de anticuerpos monocatenarios (scFv) en ambas
orientaciones (scFv VH-VL o VL-VH). Las bibliotecas de scFv se integraron en un vector de
presentacion de levadura en la superficie después de la transformacién (electroporacion) y la

recombinacion homdloga.
Aislamiento de proteinas de union de scFv especificas de CEACAMS de la biblioteca
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[0365] Después de la electroporacion, las células de levadura se cultivaron en los medios
seleccionables (Teknova producto n.° C8240). A continuacion, se indujo a las bibliotecas de scFv
a presentar los scFv en la superficie de las células de levadura cambiando a los medios de
galactosa. El aislamiento de las proteinas de unién especificas de CEACAMS se efectuo
mediante 3 rondas de seleccion. En primer lugar, la biblioteca se explord con respecto a la
obtencidn de resultados positivos de CEACAMS humana utilizando clasificacion celular activada
magnéticamente (MACS, magnetic activated cell sorting), sequido de dos rondas de seleccion
mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS, fluorescence-activated cell
sorting), dando como resultado un panel de scFv especificos de CEACAMS. Los clones de scFv
individuales se caracterizaron por su afinidad y especificidad de union a CEACAMS5 mientras se
presentaban en levaduras, y después se llevaron a vectores para su expresion en celulas de

mamifero utilizando técnicas de biologia molecular conocidas en la materia.

Ejemplo 3. Humanizacion y creacion de variantes para determinar la responsabilidad
secuencial

[0366] Los mAb de hibridoma de Balb/cJ se humanizaron. Se generaron variantes
humanizadas injertando las CDR murinas en regiones marco humanas. Se humanizaron los
siguientes clones: 1A1.A3-CEACAMS5-B.02 de murino y 16F6.A2-CEACAMS5-B.02 de murino.
Sus secuencias Yy las de sus variantes humanizadas se proporcionan en la Tabla 4. Las secuencias
de VH y VL murinas del clon 16F6.A2-CEACAMS5-B.02 se contrastaron con la base de datos de
secuencias humanas para identificar la region marco apropiada para albergar las CDR. IGHV1-
2*02 (identidad de secuencia: 66,3 %) e IGKV4-1*01 (identidad de secuencia: 80,2 %) se
seleccionaron para avanzar. Se construyd un modelo estructural para inspeccionar e identificar
posibles retromutaciones. Después de injertar las regiones hipervariables del anticuerpo murino
correspondiente en las regiones marco humanas anteriores, se introdujeron las siguientes
retromutaciones en la cadena pesada de la region variable (VH): V67T, M69L, R71A, S76P y
A93T (todas segun la numeracion de Chothia). No hubo retromutaciones en la cadena ligera de la
region variable (VL).

[0367] Las secuencias de VH y VL murinas del clon 1A1.A3 se contrastaron con la base de
datos de secuencias humanas para identificar la regién marco apropiada para albergar las CDR.
IGHV1-69-2*01 (identidad de secuencia: 63,5%) e IGKV3-11*01 (identidad de secuencia:
64,2%) se seleccionaron para avanzar. Se construyé un modelo estructural para inspeccionar e
identificar posibles retromutaciones. Después de injertar las regiones hipervariables del

anticuerpo murino correspondiente en las regiones marco humanas anteriores, se introdujeron las
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siguientes retromutaciones en VH: V5Q, K12V, 120L, V24A, Q38T, M48I, V67A, 169M, M8OL,
A93N y T94V (todas segun la numeracion de Chothia). También se introdujeron las siguientes
retromutaciones en VL: L13A, Y36F, LA7W, 158V y F71Y.

[0368] Se examinaron las posibles responsabilidades secuenciales de los clones. Se
consideraron las siguientes responsabilidades secuenciales: M (posible lugar de oxidacién);
motivo de secuencia NG, NS y NT (posible lugar de desamidacion); motivo de secuencia DG,
DSy DT (posible lugar de isomerizacion); y motivo de secuencia DP (posible lugar para la
hidrdlisis quimica). Para eliminar los supuestos motivos de responsabilidad secuencial se
disefiaron variantes de estos anticuerpos; las secuencias de dichas variantes se proporcionan en la
Tabla 4.

Ejemplo 4. Clasificacion de los anticuerpos monoclonales

[0369] Los mAb se clasificaron por nivel (niveles 1, 2 y 3), como se indica en las Tablas 3 y
4. Los mADb clasificados como "Nivel 1" eran mAb de alta afinidad especificos de CEACAMDS,
con valores de Kp inferiores o iguales a aproximadamente 15 nM (p. €j., un intervalo de Kp de
aproximadamente 4 nM a aproximadamente 15 nM). Los mAb clasificados como de Nivel 2 eran
mADb de afinidad media y baja especificos de CEACAMDS, con valores de Kp que variaban de
aproximadamente 25 nM a aproximadamente 80 nM (afinidad media) y de aproximadamente
120 nM a aproximadamente 560 nM (afinidad baja). Los mAb clasificados como de "Nivel 3"
eran mAb que, ademas de unirse a CEACAMS, mostraron un nivel bajo de reactividad cruzada
con CEACAML1, CEACAM6 y CEACAMS. A efectos de la clasificacion, los mAb generados por
el método del Ejemplo 1 se evaluaron en el formato de mAb, y los mAb generados por el método
del Ejemplo 2 se evaluaron en el formato de un anticuerpo multiespecifico que contiene un scFv
que se une a CEACAMS y un fragmento Fab que se une a un antigeno diferente.

[0370] Los clones de cada nivel se enumeran en la Tabla 13 a continuacion. Las secuencias

de VH, VL y CDR de estos clones se proporcionan en la Tabla 4.

Tabla 13. Clasificacidn de clones de anticuerpos

Nivel Biblioteca de origen | Clones

Nivel 1 Biblioteca de levadura | Clon PH_420-CEACAMb5
inmunitaria de H2L2 | 1078_C04-CEACAMb5
(anticuerpos 1079 _HO05-CEACAM5

completamente

humanos)
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Nivel 1 Biblioteca de 7A10.A7-CEACAM5-B.01
hibridomas de H2L2 | 8H2.B10-CEACAMb5-B.01
(anticuerpos
completamente
humanos)

Nivel 1 Biblioteca de 16F6.A2-CEACAMS5-B.02 de murino
hibridomas de Balb/cJ | 16F6.A2-CEACAMS5-B.02-BM humanizada
(anticuerpos murinos
y humanizados)

Nivel 2 Biblioteca de levadura | PH_415-CEACAMb5
inmunitaria de H2L2 | PH_416-CEACAMb5
(anticuerpos PH_417-CEACAMb5
completamente PH_418-CEACAMb5
humanos) PH_419-CEACAMS5

PH_421-CEACAMS5
1078_G03-CEACAMS5
1081_E01-CEACAMS5

Nivel 2 Biblioteca de 1A1.A3-CEACAMS5-B.02 de murino
hibridomas de Balb/cJ | 1A1.A3-CEACAM5-B.02-BM humanizada
(anticuerpos murinos | 7E11.B2-CEACAMb5-B.02
y humanizados) 4B10.B3-CEACAMb5-A.02

10D6.E3-CEACAM5-B.02
13C7.A6-CEACAM5-B.02
13C7.F2-CEACAM5-B.02
16B11.G2-CEACAM5-B.01

Nivel 2 Biblioteca de 12A6.H2-CEACAM5-B.01
hibridomas de H2L2 | 4G3.C3-CEACAM5-B.01
(anticuerpos
completamente
humanos)

Nivel 3 Biblioteca de levadura | 1080_G01-CEACAMS5
inmunitaria de H2L2 | 1078 C12-CEACAMS5
(anticuerpos 1078 _F02-CEACAMS5
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completamente 1078_GO03-CEACAMS5
humanos) 1079_A10-CEACAMS5
1079 _Al12-CEACAMS
1079_B08-CEACAM5
1078_C04-CEACAM5
1080 _F11-CEACAMS5
1083_A05-CEACAM5
1085 D12-CEACAMS
1079 _G12-CEACAMS
1080_A01-CEACAM5
Nivel 3 Biblioteca de 12C7.A2-CEACAMS5-B.01
hibridomas de H2L.2

(anticuerpos

completamente
humanos)
Nivel 3 Biblioteca de
hibridomas de Balb/cJ | 6D10.C8-CEACAM5-B.02

(anticuerpos murinos

y humanizados)

Ejemplo 5. Unién a NKG2D de los dominios de unién a NKG2D

Afinidades de union de varios dominios de union a NKG2D

[0371] Los parametros cinéticos y la afinidad de varios dominios de union a NKG2D se
evaluaron mediante resonancia de plasmon superficial utilizando el instrumento Biacore 8K (GE
Healthcare). El anticuerpo anti Fc humano se inmovilizé en una microplaca CM5 utilizando
quimica de acoplamiento de amina estandar. Los anticuerpos monoclonales humanos que
contenian varios dominios de union a NKG2D se capturaron en la microplaca, que contenia el
anticuerpo anti Fc humano, a una densidad de aproximadamente 100 UR. Se inyectaron
soluciones que contenian dimeros solubles de Fc de NKG2D de ser humano y ratén 0,411 —

100 nM sobre los anticuerpos de NKG2D capturados y las superficies de control a 30 pl/min a
37 °C. Las superficies se regeneraron entre ciclos mediante inyeccion rapida de glicina 10 mM,
pH 1,8. Para obtener constantes de velocidad cinética, los datos con doble referencia se ajustaron

a un modelo de interaccién 1:1 utilizando el programa informatico de evaluacion Biacore 8K (GE
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Healthcare). La constante de union en equilibrio Kp se determiné mediante la relacion entre la
constante de disociacion kq y la constante de asociacion ka (ka/ka). Como se muestra en la Tabla
14 a continuacion, las afinidades de union de los dominios de union de NKG2D por NKG2D

estan en el intervalo de 10 a 62 nM.

Tabla 14. Afinidad de union de los dominios de unién a NKG2D

Dominio de unién a NKG2D Ka (1/Ms) ka (1/5) Ko (nM)
ADI-27744 (A44) 2,95E+05 2,99E-03 10,1
ADI-27749 (A49) 3,95E+05 4,89E-03 12,4
ADI-29378 (E78) 8,32E+05 4,87E-02 58,5
ADI-29379 (E79) 4,43E+05 2,25E-02 50,7
ADI-29463 (F63) 1,64E+06 1,01E-01 61,8

Unidn a NKG2D recombinante purificada de los dominios de unién a NKG2D

[0372] Las secuencias de acido nucleico de ectodominios de NKG2D de ser humano, ratén o
cynomolgus se fusionaron con secuencias de acido nucleico que codifican dominios de Fc de
IgG1 humana y se introdujeron en células de mamifero para su expresion. Despues de la
purificacion, las proteinas de fusion NKG2D-Fc se adsorbieron en pocillos de microplacas.
Después de bloquear los pocillos con seroalbimina bovina para impedir la union inespecifica, los
dominios de unién a NKG2D se titularon y se afiadieron a los pocillos preadsorbidos con
proteinas de fusion NKG2D-Fc. La union del anticuerpo primario se detecto utilizando un
anticuerpo secundario que se conjugo con peroxidasa de rabano picante y que reconoce
especificamente una cadena ligera kappa humana para impedir la reactividad cruzada de Fc. Para
visualizar la sefial de unidn, se afiadio a los pocillos 3,3',5,5'-Tetrametilbencidina (TMB), un
sustrato para la peroxidasa de rabano picante, cuya absorbancia se midié a 450 nM vy se corrigi6 a
540 nM. A cada pocillo se afiadié un clon de dominio de union a NKG2D, un control de isotipo o
un control positivo (que comprendia dominios variables de cadena pesada y cadena ligera
seleccionados del grupo que consistia en: las SEQ ID NO: 526-529, o clones anti NKG2D de
raton, MI-6 y CX-5, disponibles en eBioscience).

[0373] El control de isotipo mostré una unidon minima a las proteinas NKG2D-Fc

recombinantes, mientras que el control positivo se unié con mas fuerza a los antigenos
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recombinantes. Los dominios de unién a NKG2D producidos por todos los clones demostraron
unién entre las proteinas NKG2D-Fc recombinantes de ser humano, raton y cynomolgus, aunque
con afinidades variables de un clon a otro. Generalmente, cada clon anti-NKG2D se unié a
NKG2D-Fc recombinante de ser humano (FIG. 18) y cynomolgus (FIG. 19) con afinidad
similar, pero con menor afinidad a NKG2D-Fc recombinante de ratén (FIG. 20).

Unidn de los dominios de unién a NKG2D a células que expresan NKG2D

[0374] Se genomodificaron lineas celulares de linfoma de raton EL4 para expresar receptores
quiméricos para el antigeno del dominio de sefializacion NKG2D-CD3 zeta de ser humano o de
raton. Para tefiir la NKG2D extracelular expresada en las células EL4, se utilizé un clon de unién
a NKG2D, un control de isotipo o un control positivo a una concentracion de 100 nM. La union
del anticuerpo se detectd utilizando anticuerpos secundarios anti IgG humana conjugados con
fluoroforo. Las celulas se analizaron mediante citometria de flujo y se calculo el incremento
sobre el fondo (FOB) utilizando la intensidad de fluorescencia media (IFM) de las células que
expresaban NKG2D en comparacion con las células EL4 precursoras.

[0375] Los dominios de union a NKG2D producidos por todos los clones se unieron a células
EL4 que expresaban NKG2D de ser humano y de ratdn. Los anticuerpos de control positivo (que
comprendian dominios variables de cadena pesada y cadena ligera seleccionados del grupo que
consistia en: las SEQ ID NO: 526-529, o clones anti NKG2D de ratén, MI-6 y CX-5, disponibles
en eBioscience) dieron la mejor sefial de unién FOB. La afinidad de unién por NKG2D de cada
clon fue similar entre las células que expresaban la NKG2D de ser humano (FIG. 21) y la
NKG2D de ratén (FIG. 22).

Ejemplo 6. Bloqueo de la unidn del ligando natural con NKG2D de los dominios de union a
NKG2D

Competencia con ULBP-6

[0376] Las proteinas NKG2D-Fc humanas recombinantes se adsorbieron en pocillos de una
microplaca y los pocillos se bloguearon con seroalblmina bovina para reducir la unién
inespecifica. A los pocillos se afiadioé una concentracion saturada de ULBP-6-His-biotina,
seguido de la adicion de los clones de dominio de unién a NKG2D. Después de una incubacién
de 2 horas, los pocillos se lavaron y la ULBP-6-His-biotina que permanecié unida a los pocillos
recubiertos con NKG2D-Fc se detecté mediante estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano picante y sustrato TMB. La absorbancia se midié a 450 nM vy se corrigié a 540 nM.

Después de sustraer el fondo, se calculd la union especifica de los dominios de union a NKG2D a
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las proteinas NKG2D-Fc a partir del porcentaje de ULBP-6-His-biotina cuya unién a las
proteinas NKG2D-Fc se bloque6 en los pocillos. El anticuerpo de control positivo (que
comprendia los dominios variables de cadena pesada y cadena ligera seleccionados del grupo que
consistia en: las SEQ ID NO: 526-529) y varios dominios de uniéon a NKG2D, bloguearon la
unién de ULBP-6 a NKG2D, mientras que el control de isotipo mostrd poca competencia con
ULBP-6 (FIG. 23).

[0377] La secuencia de ULBP-6 se representa por la SEQ ID NO:566.

MAAAAIPALLLCLPLLFLLFGWSRARRDDPHSLCYDITVIPKFRPGPRWCAVQGQVDEK
TFLHYDCGNKTVTPVSPLGKKLNVTMAWKAQNPVLREVVDILTEQLLDIQLENYTPKEP
LTLQARMSCEQKAEGHSSGSWQFSIDGQTFLLFDSEKRMWTTVHPGARKMKEKWEND
KDVAMSFHYISMGDCIGWLEDFLMGMDSTLEPSAGAPLAMSSGTTQLRATATTLILCCL
LIILPCFILPGI (SEQ ID NO:566)

Competencia con MICA

[0378] Las proteinas MICA-Fc humanas recombinantes se adsorbieron en pocillos de una
microplaca y los pocillos se bloquearon con seroalblmina bovina para reducir la unién
inespecifica. Se afiadid NKG2D-Fc-biotina a los pocillos seguido de dominios de union a
NKG2D. Después de la incubacion y el lavado, la NKG2D-Fc-biotina que permanecio unida a
los pocillos recubiertos con MICA-Fc se detectd utilizando sustrato de estreptavidina-HRP y
TMB. La absorbancia se midié a 450 nM vy se corrigié a 540 nM. Después de sustraer el fondo,
se calculd la union especifica de los dominios de union a NKG2D a las proteinas NKG2D-Fc a
partir del porcentaje de NKG2D-Fc-biotina cuya union a la proteina MICA-Fc se bloque6 en los
pocillos recubiertos. El anticuerpo de control positivo (que comprendia los dominios variables de
cadena pesada y cadena ligera seleccionados del grupo que consistia en: las SEQ ID NO: 526-
529) y varios dominios de union a NKG2D bloquearon la union de MICA a NKG2D, mientras

que el control de isotipo mostrd poca competencia con MICA (FIG. 24).

Competencia con Rae-1 delta

[0379] Rae-1delta-Fc de raton recombinante (adquirida en R&D Systems) se adsorbio6 en
pocillos de una microplaca, y los pocillos se bloquearon con seroalbimina bovina para reducir la
union inespecifica. Se afiadi6 NKG2D-Fc-biotina de ratdn a los pocillos seguido de dominios de
union a NKG2D. Después de la incubacion y el lavado, la NKG2D-Fc-biotina que permanecio
unida a los pocillos recubiertos con Rae-1delta-Fc se detect6 utilizando estreptavidina-HRP y

sustrato TMB. La absorbancia se midi6 a 450 nM y se corrigio a 540 nM. Después de sustraer el
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fondo, se calcul6 la union especifica de los dominios de unién a NKG2D a las proteinas
NKG2D-Fc a partir del porcentaje de NKG2D-Fc-biotina cuya union a la proteina Rae-1delta-Fc
se bloqued en los pocillos recubiertos. El control positivo (que comprendia los dominios
variables de cadena pesada y cadena ligera seleccionados del grupo que consistia en: las SEQ ID
NO: 526-529, o clones anti NKG2D de raton, MI-6 y CX-5, disponibles en eBioscience) y varios
clones de dominio de union a NKG2D bloquearon la union de Rae-1delta a NKG2D de raton,
mientras que el anticuerpo de control de isotipo mostré poca competencia con Rae-1delta (FIG.
25).

Ejemplo 7. Los clones de dominio de union a NKG2D activan la NKG2D

[0380] Para obtener construcciones de receptor quimérico para el antigeno (CAR, chimeric
antigen receptor), se fusionaron secuencias de acido nucleico de NKG2D de ser humano y de
raton con secuencias de acido nucleico que codificaban un dominio de sefializacion CD3 zeta. A
continuacion, las construcciones NKG2D-CAR se clonaron en un vector de retrovirus utilizando
el ensamblaje de Gibson y se transfectaron en células expi293 para la produccion de retrovirus.
Células EL4 se infectaron con virus que contenian NKG2D-CAR junto con 8 pug/ml de polibreno.
Veinticuatro horas después de la infeccidn, los niveles de expresion de NKG2D-CAR en las
células EL4 se analizaron mediante citometria de flujo y se seleccionaron los clones que
expresaban altos niveles de NKG2D-CAR en la superficie celular.

[0381] Para determinar si los dominios de union a NKG2D activan la NKG2D, se
adsorbieron en pocillos de una microplaca y durante 4 horas las células EL4 NKG2D-CAR se
cultivaron en pocillos recubiertos con fragmentos de anticuerpo en presencia de brefeldin A'y
monensina. La produccidn intracelular de TNF-a, un indicador para la activacion de NKG2D, se
ensay0 mediante citometria de flujo. El porcentaje de células TNF-a positivas se normalizd con
respecto a las células tratadas con el control positivo. Todos los dominios de union a NKG2D
activaron tanto la NKG2D humana (FIG. 26) como la NKG2D de ratén (FIG. 27).

Ejemplo 8. Los dominios de union a NKG2D activan las células NK

Células NK humanas primarias

[0382] Utilizando centrifugacion en gradiente de densidad, se aislaron células mononucleares
de sangre periférica (PBMC, siglas del inglés) de capas leucoplaquetarias de sangre periférica
humana. Las células NK (CD3" CD56") se aislaron de las PBMC mediante seleccion negativa con
perlas magnéticas y la pureza de las células NK aisladas fue normalmente >95 %. Después, las

células NK aisladas se cultivaron durante 24-48 horas en medios que contenian 100 ng/ml de IL-
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2 antes de transferirlas a los pocillos de una microplaca en la que se adsorbieron los dominios de
unién a NKG2D, y se cultivaron en medios que contenian anticuerpo conjugado con fluoréforo
anti-CD107a, brefeldina-A y monensina. Después del cultivo, las células NK se evaluaron
mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos conjugados con fluoré6foro contra CD3, CD56
e IFN-y. La tincion de CD107a e IFN-y se analiz6 en células CD3" CD56" para evaluar la
activacion de las células NK. El aumento de células CD107a/IFN-y doble positivas, es indicativo
de una mejor activacion de las células NK a través del acoplamiento de dos receptores
activadores en lugar de un receptor. Los dominios de union a NKG2D y el control positivo (p.
ej., el dominio variable de cadena pesada representado por SEQ ID NO:526 o SEQ ID NO:528, y
el dominio variable de cadena ligera representado por SEQ ID NO:527 o SEQ ID NO:529)
mostré un mayor porcentaje de células NK que se convirtieron en CD107a* and IFN-y* que el
control de isotipo (las FIG. 28 y FIG. 29 representan datos de dos experimentos independientes,
cada uno de ellos utilizando las PBMC de un donante diferente para la preparacion de células
NK).

Células NK primarias de raton

[0383] Se obtuvieron bazos de ratones C57BI/6 y para obtener una suspension de células
disociadas se trituraron a través de un filtro de células de 70 um. Las células se sedimentaron y se
resuspendieron en tampon de lisis ACK (adquirido en Thermo Fisher Scientific n.° A1049201;
cloruro de amonio 155 mM, bicarbonato de potasio 10 mM, EDTA 0,01 mM) para eliminar los
globulos rojos. Las células restantes se cultivaron con 100 ng/ml de hlL-2 durante 72 horas antes
de recogerlas y prepararlas para el aislamiento de células NK. Después, las células NK (CD3"
NK1.1%) se aislaron de los esplenocitos utilizando una técnica de agotamiento negativo con
perlas magnéticas con una pureza normalmente >90 %. Las células NK purificadas se cultivaron
durante 48 horas en medios que contenian 100 ng/ml de mIL-15 antes de transferirlas a los
pocillos de una microplaca en la que se adsorbieron los dominios de union a NKG2D, y se
cultivaron en medios que contenian anticuerpo conjugado con fluoréforo anti-CD107a,
brefeldina-A y monensina. Después del cultivo en pocillos recubiertos con dominio de union a
NKG2D, las células NK se evaluaron mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos
conjugados con fluordéforo contra CD3, NK1.1 e IFN-y. La tinciéon de CD107a e IFN-y se analizo
en células CD3 NKZ1.1" para evaluar la activacién de las células NK. El aumento de células
CD107a/IFN-y doble positivas, es indicativo de una mejor activacion de las células NK a través
del acoplamiento de dos receptores activadores en lugar de un receptor. Los dominios de union a

NKG2D vy el control positivo (seleccionado del grupo que consiste en: clones anti NKG2D de
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raton, MI-6 y CX-5, disponibles en eBioscience) mostraron un mayor porcentaje de células NK
que se convirtieron en CD107a* and IFN-y* que el control de isotipo (las FIG. 30 y FIG. 31
representan datos de dos experimentos independientes, cada uno de ellos utilizando un raton

diferente para la preparacion de células NK).

Ejemplo 9. Los dominios de union a NKG2D permiten la citotoxicidad de las células
tumorales diana

[0384] Los ensayos de activacion de células NK primarias humanas y de raton demostraron
un aumento de los marcadores de citotoxicidad en las células NK después de la incubacion con
los dominios de unién a NKG2D. Para abordar si esto se traduce en un aumento de la lisis de las
células tumorales, se utilizé un ensayo basado en células donde cada dominio de unién a NKG2D
se desarrollé en un anticuerpo monoespecifico. La region Fc se utilizo como un brazo de
direccionamiento, mientras que la region del fragmento Fab (dominio de union a NKG2D) actuo
como otro brazo de direccionamiento para activar las células NK. Las células THP-1, que son de
origen humano y que expresan altos niveles de receptores Fc, se utilizaron como diana tumoral y
se utilizd un kit de citotoxicidad DELFIA de Perkin Elmer. Las células THP-1 se marcaron con
reactivo BATDA y se resuspendieron a 10%/ml en medios de cultivo. A continuacion, las células
THP-1 marcadas se combinaron con anticuerpos contra NKG2D y células NK de raton aisladas
en pocillos de una placa de microtitulacion a 37 °C durante 3 horas. Después de la incubacion, se
retiraron 20 pl del sobrenadante del cultivo, se mezclaron con 200 pl de solucion de europio y se
incubaron en la oscuridad agitando durante 15 minutos. La fluorescencia se midid a lo largo del
tiempo con un lector de placas PheraStar dotado de un modulo de fluorescencia de resolucién
temporal (Excitacion a 337 nm, Emisién a 620 nm) y se calculo la lisis especifica segun las
instrucciones del kit.

[0385] El control positivo, ULBP-6 - un ligando natural para NKG2D, mostrd un aumento de
la lisis especifica de las células diana THP-1 por las células NK de raton. Los anticuerpos contra
NKG2D también aumentaron la lisis especifica de las células diana THP-1, mientras que el
anticuerpo de control de isotipo mostr6 una lisis especifica reducida. La linea discontinua indica

la lisis especifica de células THP-1 por células NK de raton sin anticuerpo afadido (FIG. 32).

Ejemplo 10. Los anticuerpos contra NKG2D muestran termoestabilidad elevada
[0386] Las temperaturas de fusién de los dominios de union a NKG2D se analizaron
mediante fluorimetria diferencial de barrido. Las temperaturas de fusidén aparentes extrapoladas

son altas en relacién con los anticuerpos de 1gG1 habituales (FIG. 33).
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Ejemplo 11. Activacion sinérgica de células NK humanas mediante entrecruzamiento de
NKG2D y CD16

Ensayo de activacion de células NK humanas primarias

[0387] Utilizando centrifugacion en gradiente de densidad, se aislaron células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de capas leucoplaquetarias de sangre periférica humana. Las células
NK se purificaron de las PBMC utilizando perlas magnéticas negativas (StemCell, n.° 17955).
Las células NK eran >90 % de CD3"CD56" segln lo determinado por citometria de flujo.
Después, antes de su uso en los ensayos de activacion, las células se expandieron durante 48
horas en medios que contenian 100 ng/ml de hIL-2 (Peprotech, n.° 200-02). Los anticuerpos se
recubrieron en una placa de fondo plano de 96 pocillos a una concentracion de 2 pg/ml (anti-
CD16, Biolegend, n.° 302013) y 5 pg/ml (anti-NKG2D, R&D n.° MAB139) en 100 pl de PBS
estéril durante la noche a 4 °C, seguido de un lavado exhaustivo de los pocillos para eliminar el
exceso de anticuerpos. Para la evaluacion de la desgranulacion, las células NK activadas con IL-2
se resuspendieron a 5x10° células/ml en medios de cultivo complementados con 100 ng/ml de
IL-2 humana (hIL2) y 1 pug/ml de mAb anti-CD107a conjugado con APC (Biolegend

n.° 328619). Después, se afiadieron 1x10° células/pocillo a las placas recubiertas con anticuerpos.
Los inhibidores del transporte de proteinas Brefeldin A (BFA, Biolegend n.° 420601) y
Monensina (Biolegend n.° 420701) se afiadieron a una dilucion final de 1:1000 y 1:270,
respectivamente. Las células de las placas se incubaron durante 4 horas a 37 °C en CO; al 5 %.
Para la tincion intracelular de IFN-y, las células NK se marcaron con mAb anti-CD3 (Biolegend
n.° 300452) y anti-CD56 (Biolegend n.° 318328), y posteriormente se fijaron, se permeabilizaron
y se marcados con mAb anti-IFN-y (Biolegend n.° 506507). Las células NK se analizaron para
determinar la expresion de CD107a e IFN-y mediante citometria de flujo después de seleccionar
células CD56CD3" vivas.

[0388] Para investigar la fuerza relativa de la combinacion de receptores, se realizo el
entrecruzamiento de NKG2D o CD16, y el entrecruzamiento conjunto de ambos receptores
mediante estimulacién en placa. Como se muestra en la Figura 34 (FIG. 34A-34C), la
estimulacion combinada de CD16 y NKG2D dio como resultado niveles muy elevados de
CD107a (desgranulacion) (FIG 34A) y/o la produccion de IFN-y (FIG. 34B). Las lineas
discontinuas representan un efecto aditivo de estimulaciones individuales de cada receptor.
[0389] Los niveles de CD107ay la produccién de IFN-y intracelular de células NK activadas
con IL-2 se analizaron después de 4 horas de estimulacion en placa con anti-CD16, anti-NKG2D

0 una combinacién de ambos anticuerpos monoclonales. Los gréaficos indican la media (n = 2) +
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DE. La FIG. 34A demuestra niveles de CD107a; La FIG. 34B demuestra niveles de IFN-y; La
FIG. 34C demuestra niveles de CD107a e IFN-y. Los datos mostrados en las FIG. 34A-34C son

representativos de cinco experimentos independientes con cinco donantes sanos diferentes.

Ejemplo 12. Generacién de proteinas de union a CEACAMS TriNKET

Creacion de scFv AB0264 y AB0621 a partir de AB0131

[0390] ABO0131 es un scFv identificado a partir de los trabajos de inmunizacién con ratones
BALB/c descritos en el Ejemplo 1. AB0131 procedia del clon 16F6.A2-CEACAM5-B.02-BM.
Para generar AB0264 humanizado, se introdujeron cinco (5) retromutaciones en el dominio VH
de AB0131 y se introdujeron dos (2) cisteinas para estabilizar los enlaces disulfuro. La secuencia
polipeptidica de scFv de AB0264 se expone a continuacion como SEQ ID NO:703. Las
retromutaciones se identifican con letras en negrita y las cisteinas introducidas se identifican con
subrayado en negrita.

[0391] DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEI
KGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIHW
VRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIPTAYMELSRLRSDDTAVY
YCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS) (SEQ ID NO:703)

[0392] Se descubrio que, en las regiones marco humanas, habia un resto de prolina en el
dominio VH de AB0264 a una frecuencia <1 %. Este resto, identificado en cursiva y negrita, se
sustituyo por serina (36 % de las secuencias marco humanas; Abysis) para generar AB0621. La
secuencia polipeptidica de scFv de AB0621 se expone a continuacién como SEQ ID NO:714.
[0393] DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNYLAWYQQKPGQPPKL
LIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEI
KGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIHW
VRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSISTAYMELSRLRSDDTAVY
YCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:714)

Creacion de scFv AB0411 a partir de AB0100

[0394] ABO0100 es un scFv completamente humano identificado consultando la biblioteca
inmunitaria de levadura H2L.2 descrita en el Ejemplo 2. AB0100 procedia de una variante del
clon 1078 _CO4CEACAMS. Se descubrid que, en las regiones marco humanas, habia un resto de
glutamina en el dominio VH de AB0100 a una frecuencia <1 %. Para generar AB0411, el resto

de glutamina se sustituyd por una leucina (63 % de regiones marco humanas; Abysis), y se
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introdujeron dos (2) cisteinas para estabilizar los enlaces disulfuro. La secuencia polipeptidica de
scFv de AB0411 se expone a continuacion como SEQ ID NO:707. Las cisteinas estabilizadoras
se identifican subrayadas en negrita y la sustitucion de leucina se muestra en cursiva y negrita.
[0395] DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAS
SRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYNNWPLTFGCGTKVEIKGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAPG
KCLEWVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDL
GWLQYGLFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:707)

Creacién de scFv AB0466 a partir de AB0073

[0396] ABO0073 es un scFv completamente humano identificado consultando la biblioteca
inmunitaria de levadura H2L.2 descrita en el Ejemplo 2. AB0073 procedia de una variante del
clon PH_420-CEACAMS. Se descubrid que, en las regiones marco humanas, habia un resto de
arginina en el dominio VH de AB0073 a una frecuencia menor de <1 %. Para generar AB0466,
el resto de arginina se sustituyo por una glutamina (15 % de regiones marco humanas; Abysis).
Ademas, un motivo NS en el dominio VH se sustituyo por un SS y un motivo NS del dominio
VL se sustituyo por un NA porque se confirmoé que los motivos NS experimentaban
desamidacion después del estres. Finalmente, se introdujeron dos (2) cisteinas para estabilizar los
enlaces disulfuro. La secuencia polipeptidica de scFv de AB0466 se expone a continuacion como
SEQ ID NO:710. Las cisteinas estabilizadoras se identifican subrayadas en negrita y las restantes
sustituciones de aminoacidos se muestran en cursiva y negrita.

[0397] DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGKAPKLLIYKASS
LESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNAYSYTFGCGTKLEIKGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY AMSWVRQAPGK
CLEWVSAIFSSGGSTYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTALYYCAKDLG
GYNYGLFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:710)

Creacion de proteinas de unién multiespecificas F3' CEACAMS TriNKET

[0398] Los scFv AB0264, AB0621, AB0411 y AB0466 descritos anteriormente, se
redisefiaron como proteinas de unién multiespecificas F3' TrINKET. Las F3' TriNKET
comprendian:

(a) una secuencia de scFv de union a CEACAMS que incluye un dominio variable de cadena
ligera conectado al extremo C de un dominio variable de cadena pesada a través de un enlazador
(G4S)4 (SEQ ID NO: 532), en donde el scFv esta ligado a un dominio Fc y el dominio Fc incluye
las sustituciones Q347R, D399V y F405T para la heterodimerizacion y una sustitucion S354C
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para la formacion de enlaces disulfuro; y

(b) un fragmento Fab de unién a NKG2D procedente de A49MI, que incluye una parte de cadena

pesada que comprende un dominio variable de cadena pesada y un dominio CH1, y una parte de

cadena ligera que comprende un dominio variable de cadena ligera y un dominio constante de

cadena ligera, en donde el dominio CH1 esté ligado a un dominio Fc, y en donde el dominio Fc

incluye las sustituciones K360E y K409W para la heterodimerizacion y una sustitucion Y349C

para la formacion de enlaces disulfuro. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de union
F3' CEACAMS TriNKET se exponen en la Tabla 15 a continuacion.

Tabla 15. Secuencias de aminoéacidos de las proteinas de union CEACAMS5 TriNKET

Cadena pesada de A49
MI

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPG
KGLEWVSSISSSSSYTYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGAPIGAAAGWFDPWGQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS

NTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDT
LMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI

EKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPS

DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:549)

scFv de A49 Ml

DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWY QQKPGK
APKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY

YCQQGVSFPRTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSE
VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPG

KCLEWVSSISSSSSYIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGAPIGAAAGWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ
ID NO:700)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPG
KGLEWVSSISSSSSY1YYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGAPIGAAAGWFDPWGQGTLVTVSS (SEQ
ID NO:508)

VH de A9 Ml CDR1: GFTFSSY (SEQ ID NO:2) (Chothia) o
y las CDR SYSMN (SEQ ID NO:495) (Kabat)
CDR2: SSSSSY (SEQ ID NO:701) (Chothia) o
SISSSSSYIYYADSVKG (SEQ ID NO:496) (Kabat)
CDR3: GAPIGAAAGWFDP (SEQ ID NO:510) (Chothia) o
GAPIGAAAGWFDP (SEQ ID NO:510) (Kabat)
VL de Adg DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGK
J 1as CDR APKLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY

YCQQGVSFPRTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO:493)
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CDR1: RASQGISSWLA (SEQ ID NO:530) (Chothia) o
RASQGISSWLA (SEQ ID NO:530) (Kabat)

CDR2: AASSLQS (SEQ ID NO:224) (Chothia) o
AASSLQS (SEQ ID NO:224) (Kabat)

CDR3: QQGVSFPRT (SEQ 1D NO:499) (Chothia) 0
QQGVSFPRT (SEQ ID NO:499) (Kabat)

Cadena pesada de
AB0264

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNY LAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIH
WVRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIP
TAYMELSRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS
GSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:702)

scFv de AB0264
(VL-VH)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNYLAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIH
WVRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIP
TAYMELSRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:703)

VH de AB0264
y las CDR

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIHWVRQAP
GQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIPTAYMEL
SRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:704)

CDR1: GYTFTAY (SEQ ID NO:101) (Chothia) o
AYTIH (SEQ ID NO:102) (Kabat)

CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:103) (Chothia) 0
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID NO:105) (Chothia) o
EGGLLWFDY (SEQ ID NO:105) (Kabat)

VL de AB0264
y las CDR

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNY LAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIK (SEQ ID NO:705)

CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ ID NO:107) (Chothia) o
KSSHSLLYGNFQNNY LA (SEQ ID NO:107) (Kabat)

CDR2: WASTRES (SEQ ID NO:108) (Chothia) o
WASTRES (SEQ ID NO:108) (Kabat)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID NO:109) (Chothia) o
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QQYYSYPYT (SEQ ID NO:109) (Kabat)

Cadena pesada de
ABO0411

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCQQYNNWPLTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAP
GKCLEWVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSSGS
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPR
VYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:706)

scFv de AB0411
(VL-VH)

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCQQYNNWPLTFGCGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAP
GKCLEWVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:707)

VH de AB0411
y las CDR

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAP
GKCLEWVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:708)

CDR1: GFTFTSY (SEQ ID NO:35) (Chothia) 0
SYAMS (SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: SGTGDS (SEQ ID NO:36) (Chothia) 0
AISGTGDSTFYADSVKG (SEQ ID NO:37) (Kabat)

CDR3: DLGWLQYGLFDY (SEQ ID NO:38) (Chothia) 0
DLGWLQYGLFDY (SEQ ID NO:38) (Kabat)

VL de AB0411
y las CDR

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCQQYNNWPLTFGCGTKVEIK (SEQ ID NO:591)

CDR1: RASQSVSSSYLA (SEQ ID NO:40) (Chothia) 0
RASQSVSSSYLA (SEQ ID NO:40) (Kabat)

CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:41) (Chothia) 0
GASSRAT (SEQ ID NO:41) (Kabat)

CDR3: QQYNNWPLT (SEQ ID NO:42) (Chothia) o
QQYNNWPLT (SEQ ID NO:42) (Kabat)

Cadena pesada de
ABO0466

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGK
APKLLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYY
CQQYNAYSYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQ
VQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSY AMSWVRQAPG
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KCLEWVSAIFSSGGSTYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGTLVTVSSGSDK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPRVY
TLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:709)

scFv de AB0466
(VL-VH)

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCWASQSISSWLAWY QQKPGK

APKLLIYKASSLESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYY
CQQYNAYSYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQ

VQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPG

KCLEWVSAIFSSGGSTYYADSVKGRFTVSRDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTALYYCAKDLGGYNYGLFDYWGQGTLVTVSS (SEQ
ID NO:710)

VH de AB0466
y las CDR

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTSYAMSWVRQAP
GKCLEWVSAISGTGDSTFYADSVKGRFTFSRDNSKNTLYLQM
NSLRAEDTAVYYCAKDLGWLQYGLFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:711)

CDRI1: GFTFSSY (SEQ ID NO:2) (Chothia) o
SYAMS (SEQ ID NO:3) (Kabat)

CDR2: FSSGGS (SEQ ID NO:717) (Chothia) 0
AIFSSGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO:718) (Kabat)

CDR3: DLGGYNYGLFDY (SEQ ID NO:6) (Chothia) 0
DLGGYNYGLFDY (SEQ ID NO:6) (Kabat)

VL de AB0466
y las CDR

DIQLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQ
APRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY
YCQQYNNWPLTFGCGTKVEIK (SEQ ID NO:712)

CDR1: WASQSISSWLA (SEQ ID NO:7) (Chothia) o
WASQSISSWLA (SEQ ID NO:7) (Kabat)

CDR2: KASSLES (SEQ ID NO:8) (Chothia) 0
KASSLES (SEQ ID NO:8) (Kabat)

CDR3: QQYNAYSYT (SEQ ID NO:27) (Chothia) 0
QQYNAYSYT (SEQ ID NO:27) (Kabat)

Cadena pesada de
AB0621

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNY LAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIH
WVRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIS
TAYMELSRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS
GSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPRVYTLPPCRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
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ENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO:713)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNY LAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAYTIH
WVRQAPGQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSIS
TAYMELSRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO:714)

scFv de AB0621
(VL-VH)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTAY TIHWVRQAP
GQCLEWMGYINPSSGYTEYNQKFKDRTTLTADTSISTAYMEL
SRLRSDDTAVYYCTREGGLLWFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO:715)

VH de AB0621 CDR1: GYTFTAY (SEQ ID NO:101) (Chothia) o
y las CDR AYTIH (SEQ ID NO:102) (Kabat)

CDR2: NPSSGY (SEQ ID NO:103) (Chothia) o
YINPSSGYTEYNQKFKD (SEQ ID NO:104) (Kabat)

CDR3: EGGLLWFDY (SEQ ID NO:105) (Chothia) o
EGGLLWFDY (SEQ ID NO:105) (Kabat)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSLLYGNFQNNY LAWY
QQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQA
EDVAVYYCQQYYSYPYTFGCGTKLEIK (SEQ ID NO:716)

CDR1: KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ ID NO:107) (Chothia) 0
VL de AB0621 KSSHSLLYGNFQNNYLA (SEQ ID NO:107) (Kabat)

y las CDR .
CDR2: WASTRES (SEQ ID NO:108) (Chothia) o
WASTRES (SEQ ID NO:108) (Kabat)

CDR3: QQYYSYPYT (SEQ ID NO:109) (Chothia) o
QQYYSYPYT (SEQ ID NO:109) (Kabat)

Produccion y purificacidn de las proteinas de unién multiespecificas F3' CEACAMS5 TriNKET
[0399] Las moléculas F3 'CEACAMS TriNKET se expresaron de manera transitoria en
células ovario de hamster chino (CHO) utilizando varias proporciones de ADN para las diversas
cadenas de proteinas. El sobrenadante que contenia las moléculas expresadas se capturé del
sobrenadante del cultivo mediante incubacion durante la noche con resina de cromatografia de
Proteina A utilizando métodos establecidos. Las moléculas de TriNKET unidas se eluyeron de la
resina de Proteina A con glicina 0,1 M, pH 3,5.
[0400] Después de ajustar a un pH de 7,0, el eluido de la muestra se paso a través de una
resina de intercambio anionico (AEX) y se recogié el flujo continuo. Después, el flujo continuo
de la muestra se depuré mediante cromatografia de intercambio cationico (CEX) utilizando
-278-



25565

métodos tradicionales para obtener una pureza de >98 %, determinada mediante electroforesis en
gel capilar, cromatografia analitica de exclusion por tamafio y masa intacta por espectrometria de

masas.

Ejemplo 13. Unidon de las CEACAMS TriNKET a proteinas diana

Union a CEACAMS de ser humano y cynomolgus a un pH de 6,0y 7,4

[0401] Para determinar la afinidad y la reactividad cruzada de las moléculas CEACAMS5
TriNKET, Las TriNKET AB0411, AB0466 o AB0621 se capturaron utilizando un anticuerpo de
captura anti Fc humano (Cytiva, n.° BR100839) inmovilizado en una microplaca detectora de
superficie estandar CM5 de Biacore siguiendo las instrucciones del fabricante. La CEACAMS de
ser humano o de cynomolgus se titulé sobre AB0411, AB0466 y AB0621 capturados como
diluciones en serie de factor 2 a partir de 300 nM. La asociacion se controld durante

300 segundos y la disociacion durante 600 segundos. El ensayo se realiz6 a 37 °C a un pH de 7,4
y 6,0. La superficie de la microplaca CM5 se regeneré con glicina 10 mM, a un pH de 1,5,
durante 20 segundos a 100 ul/min.

[0402] Los resultados indican que AB0411 y AB0466 se unen a la CEACAMS de ser
humano pero no a la de cynomolgus, mostrando AB0411 una mayor afinidad que AB0466.

AB0621 se une tanto a la CEACAMS de ser humano como a la de cynomolgusaun pH de 7,4y

6,0 con afinidades comparables a las de AB0466 con un ligero aumento de afinidad al pH mas

bajo. AB0264 mostrd afinidades comparables a las de AB0621 pero contra el alelo K398 de la

CEACAMS de ser humano. Los resultados de los ensayos de unidn in vitro se muestran en la

Tabla 16.

Tabla 16. Ensayos de union in vitro con CEACAMS5 TriNKET

CEACA'X'S (E398) de ser CEACAMS de cynomolgus
umano
37°C | ka(1/Ms) | kd (/M) | KD (M) | ka (1/Ms) | kd (/M) | KD (M)
ABO41L pH7,4 | 2,7E+05 | 4,3E-04 | 1,7E-09 SU SU SU
pH6,0 | 3,1E+05 | 59E-04 | 1,9E-09 SU SU SU
ABO466 pH7,4 | 19E+05 1,3E-03 | 7,2E-09 SU SU SU
pH6,0 | 1,6E+05 2,5E-03 | 1,5E-08 SU SU SU
ABOG2L pH7,4 | 1,0E+05 1,7E-03 | 1,7E-08 | 6,1E+04 8,4E-04 | 1,4E-08
pH6,0 | 1,4E+05 1,9E-03 | 1,4E-08 | 1,3E+05 8,1E-04 | 6,5E-09
« | PH7,4 | 91E+04 1,2E-03 | 1,3E-08 ND ND ND
ABO264 pH 6,0 ND ND ND ND ND ND
SU- Sin Unio6n ND — No Determinado * Se utiliza CEACAMS (K398)
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Las CEACAMS TriNKET se unen a distintos dominios de CEACAMS5 humana

[0403] Para determinar a qué dominio(s) de la proteina hCEACAMS se unen las TriNKET,
se realizaron diferentes formatos de ensayo dependiendo de si el dominio de la proteina tenia una
etiqueta de His o era una fusion de Fc. Si el dominio de la proteina era una fusion de Fc,
AB0411, AB0466, AB0264 0 AB0621 se capturaron utilizando un anticuerpo anti-Fab humano
(Cytiva, n.° 28958325) inmovilizado en una microplaca CM5. Los diversos dominios de la
proteina hCEACAMS (extremo N, Al-B1, A2, B2, A3 o B3) se titularon sobre las TriNKET
capturadas a 50 pl/min durante 180 segundos de asociacion y 300 segundos de disociacion. El
ensayo se realiz6 a 25 °C en tampdn de ejecucion HBS-EP+, pH 7,4. La superficie de la
microplaca CM5 se regener0 utilizando 10 ml de glicina a un pH de 2,1.

[0404] Si el dominio de la proteina tenia una etiqueta de His, AB0411, AB0466, AB0264 o
ABO0621 se capturaron utilizando un anticuerpo anti-Fc humano (Cytiva) inmovilizado en una
microplaca CM5. Los diversos dominios de la proteina hCEACAMS se titularon sobre el
anticuerpo capturado a 50 ul/min durante 180 segundos de asociacion y 300 segundos de
disociacion. El ensayo se realiz6 a 37 °C en tampdn de ejecucion HBS-EP+, pH 7,4. La
superficie de la microplaca CM5 se regenero utilizando MgCl, 3 M.

[0405] Los resultados mostraron que las TriNKET se unieron solo al dominio A1-B1, en
consonancia con los datos de mapeo de epitopos por espectrometria de masas de intercambio de
hidrogeno-deuterio (HDX-MS) (no mostrado). La afinidad por el dominio A1-B1 es comparable
a la del ectodominio de CEACAMS de ser humano. Ninguna de las TriNKET mostré union con
el dominio A2-B2 o A3-B3. Los resultados de los ensayos de unidén a domino se muestran en la
Tabla 17.

Tabla 17. Ensayos de union a dominio de la proteina CEACAMS5 humana

AB0411
Formato ka (1/Ms) | kd (/M) | KD (M)
CEACAMS Nterm IgV-His hFccapt | 37°C | 1,4E+06 4,2E-04 | 3,1E-10
CEACAMS5 N-A1-B1-His hFc capt | 37°C | 3,6E+05 4,3E-04 | 1,2E-09
CEACAMS5 N-A1-B1-His Fabcapt | 25°C | 3,0E+05 2,8E-04 | 9,5E-10
CEACAMS5 Al-Bl-Fc Fab capt | 25°C
AB0466
ka (1/Ms) | kd (/M) | KD (M)
CEACAMS Nterm IgV-His hFc capt | 37°C | 1,1E+06 15E-03 | 1,4E-09
CEACAMS5 N-A1-B1-His hFccapt | 37°C | 2,4E+05 1,3E-03 | 5,5E-09
CEACAMS5 N-A1-B1-His Fabcapt | 25°C | 2,8E+05 58E-04 | 2,1E-09
CEACAMS5 Al-Bl-Fc Fab capt | 25°C
AB0621
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ka (1/Ms) | kd (/M) | KD (M)
CEACAMS Nterm IgV-His hFc capt | 37°C SU SuU SuU
CEACAMS5 N-A1-B1-His hFc capt | 37°C 1,5E+05 1,7E-03 1,1E-08
CEACAMS5 N-A1-B1-His Fab capt | 25°C 3,5E+05 5,9E-04 1,8E-09
CEACAMS Al1-Bl-Fc Fab capt | 25°C 2,5E+05 3,6E-04 1,5E-09

AB0264

ka (1/Ms) | kd (/M) | KD (M)
CEACAMS5 Nterm IgV-His hFc capt | 37°C
CEACAMS5 N-A1-B1-His hFc capt | 37°C
CEACAMS5 N-A1-B1-His Fab capt | 25°C 4,1E+05 4,5E-04 1,1E-09
CEACAMS Al1-Bl-Fc Fab capt | 25°C 2,6E+05 2,7E-04 1,0E-09

Union de las CEACAMS TriNKET a los SNP de CEACAMS5 de ser humano

[0406]

Se identificaron varios polimorfismos de un solo nucleoétido (SNP, single nucleotide

polymorphisms) destacables de CEACAMS de ser humano y se produjeron y evaluaron para

determinar su union a AB0411, AB0466 y AB0621 utilizando un ensayo de resonancia de
plasmon superficial (SPR) de Biacore desarrollado para el SNP E398 principal de CEACAMS.

Para establecer una comparacion, se calculd el factor de pérdida de afinidad (KD/KD(Ref)).

Como se muestra en la Tabla 18 a continuacién, AB0621 mostro una pérdida de afinidad de hasta

~ 2 veces, AB0411 mostro una pérdida de afinidad de hasta ~5 veces y AB0466 mostro una

pérdida de afinidad de hasta ~9 veces contra varios SNP.

Tabla 18. Ensayos de union in vitro del dominio hCEACAMS5

AB0411
pH 7,4, 37°C ka (1/Ms) | kd (1/M) | KD (M) | KD/KD(Ref)
E398 (Ref) 2,7E+05 | 4,3E-04 | 1,7E-09 1,0
K398 2,7E+05 | 3,9E-04 | 1,4E-09 0,9
180V V83A 1112V 1113T 2,6E+05 | 1,7E-03 | 6,4E-09 3,9
V83A 1,8E+05 | 1,5E-03 | 8,2E-09 4,9
1112V 1,9E+05 | 3,7E-04 | 2,0E-09 1,2
1113T 2,1E+05 | 4,0E-04 | 1,9E-09 1,1

AB0466

ka (1/Ms) | kd (1/M) | KD (M) | KD/KD(Ref)
E398 (Ref) 1,9E+05 | 1,3E-03 | 7,2E-09 1,0
K398 2,2E+05 | 1,4E-03 | 6,3E-09 0,9
180V V83A 1112V 1113T 59E+05 | 3,1E-02 | 6,1E-08 8,5
V83A 1,AE+05 | 9,0E-03 | 6,6E-08 9,3
1112V 1,3E+05 | 1,5E-03 | 1,1E-08 1,6
1113T 1,6E+05 | 1,3E-03 | 8,4E-09 1,2

AB0621
| ka(1/Ms) | kd (/M) | KD (M) | KD/KD(Ref)
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E398 (Ref) 1,0E+05 | 1,7E-03 | 1,7E-08 1,0
K398 8,6E+04 | 1,6E-03 | 1,9E-08 11
180V V83A 1112V 1113T 6,4E+04 | 14E-03 | 2,2E-08 13
V83A 4,4E+04 | 15E-03 | 3,4E-08 2,0
1112V 42E+04 | 1,6E-03 | 3,8E-08 2.3
11137 4,7E+04 | 1,4E-03 | 2,9E-08 17

Union de las CEACAMS TriNKET a CEACAML,6,8 de ser humano y de cynomolgus

[0407] La union a CEACAML, 6 y 8 de ser humano y de cynomolgus se evaludé mediante
SPR utilizando el mismo protocolo que para CEACAMS pero utilizando hasta 600 y 1200 nM
para la titulacion de cada proteina. No hubo sefiales de union detectables a estas concentraciones
para AB0621. En cambio, se detectaron sefiales de union débiles y reproducibles para AB0411 y
ABO0466, pero estas dos TriNKET también se unieron a uno 0 mas epitopos diferentes en el
extremo N de CEACAMS. Los sensogramas de unidn débil habituales para AB0411 y AB0466
frente a CEACAML y 6 de ser humano indicaron sefiales débiles pero destacables en
comparacion con AB0621. Las aproximaciones en estado estacionario no alcanzaron una
concentracion lo suficientemente alta como para aproximarse a la saturacion y poder realizar
determinaciones fiables del KD, pero es probable que las estimaciones del KD sean valores
superiores a aproximadamente la mitad de las concentraciones méaximas de analito utilizadas. Los

resultados de los ensayos de union a CEACAML, 6 y 8 se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Ensayos de union a CEACAML,6,8

pH 7,4, 37°C AB0411 | AB0466 | AB0621 | AB0264
CEACAM1 humana Débil Débil SuU SuU
CEACAM®6 humana Débil SuU SuU SuU
CEACAMS humana Débil
CEACAML1 Cyno Débil SuU
CEACAMSG6 Cyno SuU SuU
CEACAMS Cyno SuU SuU

Unidn concomitante a las proteinas diana CEACAM5, NKG2D y CD16
[0408] La union concomitante de los tres brazos de AB0264 (que difiere de AB0621 solo en
que tiene una prolina en lugar de una serina en la posicion 77), se demostré utilizando SPR en
una microplaca CM5 inmovilizada con CEACAMS5 de ser humano. Esta superficie se utilizd
primero para capturar de manera estable AB0264 en la superficie de la microplaca. Las FIG.
35A y FIG. 35B demuestran que las inyecciones posteriores de niveles de saturacion (2 uM) de
CD16A (V158/Vv176) solo, seguido de una premezcla de CD16A 2 uM y NKG2D-His 2 uM
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demostraron una sefial de union escalonada indicativa de la formacion de un complejo
heterotetrameérico en la superficie de la microplaca. La proporcion de sefiales de unidn (que son
proporcionales a los PM) fue de aproximadamente 5:1:1, lo que est4 en consonancia con una

estequiometria molar 1:1:1 de complejo unido en la superficie de CEACAMS.

Union a NKG2D aunpH de 7,4y 6,0

[0409] La unién a NKG2D se evalué mediante SPR utilizando un Kit de captura de Fc de
raton (Cytiva, n.° BR100838) inmovilizado en una microplaca CM5. La NKG2D de ser humano
y de cynomolgus fusionada con un Fc de raton se capturd y las AB0411, AB0466 o AB0621 se
titularon desde 600 nM. Los resultados que se muestran en la Tabla 20 a continuacién
demuestran afinidades comparables para las tres TriNKET frente a NKG2D de ser humano y

cyno.

Tabla 20. Ensayos de union a NKG2D

37°C NKG2D-mFc NKG2D-mFc Cyno
ABO411 pH7,4 | 25E+05| 1,2E-01 | 4,9E-07 | 2,6E+05 | 1,5E-01 | 5,9E-07
pH6,0 | 2,8E+05| 1,3E-01 | 49E-07 | 2,7E+05 | 1,4E-01 | 5,0E-07
ABO466 pH7,4 | 2,4E+05| 1,6E-01 | 6,8E-07 | 2,3E+05 | 1,8E-01 | 7,5E-07
pH6,0 | 2,4E+05 | 1,2E-01 | 4,8E-07 | 3,1E+05 | 1,1E-01 | 4,2E-07
ABOG2L pH7,4 | 3,2E+05 | 1,4E-01 | 57E-07 | 3,2E+05 | 1,2E-01 | 5,2E-07
pH 6,0 | 2,4E+05 | 56E-02 | 2,4E-07 | 1,5E+05 | 4,5E-02 | 3,0E-07

Union a CD16A (FcyR3a)

[0410] La union a CD16A de ser humano y de cynomolgus se evalu6 utilizando CD16A
biotinilado capturado en una microplaca detectora con estreptavidina (SA) (Cytiva,

n.° BR100531). AB0411, AB0466 o AB0621 se tituld desde 1500 nM a 25 °C a 30 ul/min
durante 150 segundos de asociacion seguido de 300 segundos de disociacion. La superficie de la
microplaca se regenero6 con hidroxido de sodio 2 mM durante 5 segundos a 30 ul/min. El tampon
de ejecucion fue HBS-EP+. Como se muestra en la Tabla 21 a continuacion, las afinidades
fueron comparables entre todas las TriNKET. Como se esperaba, la isoforma V158 se unié de ~2
a 3 veces mas fuertemente que la isoforma F158. FcyRIIIA de cyno mostr6é una union

ligeramente mas fuerte que FcyRIIIA V158 de ser humano.

Tabla 21. Ensayos de union a CD16A (FcyR3a)

25°C FcyRIIIA V158
AB0411 pH 7.4 2,3E+05 2,9E-02 1,2E-07
pH 6,0 8,3E+05 2,9E-02 3,6E-08
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ABO0466 pH 7,4 3,0E+05 7,8E-02 2,6E-07
pH 6,0 8,2E+05 3,8E-02 4,7E-08

AB0621 pH 7,4 2,6E+05 7,2E-02 2,8E-07
pH 6,0 6,9E+05 4,0E-02 5,8E-08
25°C FcyRIIIA F158

AB0411 pH 7,4 2,2E+05 8,6E-02 3,7E-07
pH 6,0 ND ND ND

ABO0466 pH 7,4 3,1E+05 2,1E-01 6,9E-07
pH 6,0 ND ND ND

AB0621 pH 7,4 3,0E+05 1,9E-01 6,4E-07
pH 6,0 ND ND ND
25°C FcyRIIIA cyno

AB0411 pH 7,4 7,3E+05 7,5E-02 1,0E-07
pH 6,0 8,9E+08 1,3E+01 1,6E-08

AB0466 pH 7,4 7,9E+05 1,1E-01 1,4E-07
pH 6,0 2,4E+06 4,7E-02 1,9E-08

AB0621 pH 7,4 7,2E+05 1,1E-01 1,6E-07
pH 6,0 9,7E+08 2,2E+01 2,5E-08

Union de AB0621 a FcyR humanos, excluyendo CD16a (FcyR3a)

[0411]

ABO0621 se capturd sobre una microplaca con Proteina A (Cytiva, n.° 29127556). Los

FcyR humanos se titularon sobre AB0621 capturado como diluciones en serie con factor 3 a
partir de 300 nM para FcyRI, 1000 nM para FcyRIIA R131 y H131 y 3000 nM para FcyRIIB y
FcyRIIIB. La asociacion se controld durante 120 segundos y la disociacion durante 180
segundos. Los ensayos se realizaron a 25 °C a un pH de 7,4. La superficie de la microplaca se
regenero con glicina 10 mM pH 1,5 durante 20 segundos a 30 pl/min. Los resultados que se
muestran en la Tabla 22 demuestran que AB0621 se une a los FcyR con afinidades comparables a

las de un anticuerpo IgG1 habitual.

Tabla 22. Ensayos de union a los FcyR

AB0621, pH 7,4, 25°C ka (1/Ms) | kd (1/M) KD (M) KD/KD ref
FcyRI 2,6E+06 3,6E-02 1,4E-08 0,64
FcyRIIA H131 -- -- 6,0E-07 0,68
FcyRITIA R131 -- -- 3,3E-07 0,68
FcyRIIB -- -- 3,3E-06 0,94
FcyRIIIB -- -- sin union n/d

Union de Ab0621al FcRn humano

[0412] El anticuerpo anti cadena ligera kappa se inmovilizé en una microplaca CM5
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siguiendo un protocolo estandar de acoplamiento de amina. Se capturé AB0621 en la microplaca
y el FcRn de ser humano o de cynomolgus se titulé desde 2000 nM como diluciones en serie con
factor 2. La asociacion se controld durante 120 segundos Y la disociacién durante 180 segundos.
Los ensayos se realizaron a 25 °C a un pH de 7,4 y de 6,0. La superficie de la microplaca se
regenerd con dos pulsos de glicina 10 mM pH 1,5 durante 20 segundos a 30 ul/min seguido de
NaOH 10 mM durante 20 segundos a 30 pul/min.

[0413] Los resultados mostrados en la Tabla 23 demuestran que AB0621 se une tanto al
FcRn de ser humano como de cynomolgus a un pH de 6,0 con afinidades comparables, y que
como era de esperar, AB0621 no se une ni al FcRn de ser humano ni al de cynomolgus a un pH
de 7,4.

Tabla 23. Ensayos de union a FcRn

ABO0621, 25°C pH KD (M)
oH 6,0 4,4E-07

FcRn humano pH 7.4 sin unién
oH 6,0 3,1E-07

FcRn cyno pH 7,4 sin unién

Ejemplo 14. Ensayos de union celular a CEACAMS TriNKET

Cuantificacion de moléculas CEACAMS de la superficie celular mediante citometria de flujo
[0414] Se diluyeron varias lineas celulares de cancer en tampon FACS y para la tincion
FACS, se sembraron 200.000 células de cada tipo de célula por pocillo por duplicado en una
placa de 96 pocillos. Una variante Fc murina monovalente del anticuerpo anti-CEACAMS5,
labetuzumab, se diluy6 a 200 nM en tampon FACS vy se utilizo para resuspender las células. La
placa se incubo a 4 °C durante 120 minutos, se lavé con tampdn FACS y se resuspendid con el
reactivo de deteccion secundario del kit de cuantificacidn de receptores disponible en el comercio
en QIFIKIT de Agilent. El reactivo de deteccion FITC-anticuerpo secundario murino se diluyo a
1:50 en tampon FACS y se incubd en las células a 4 °C durante 60 minutos. Las perlas de
calibracion se lavaron con tampon FACS, se resuspendieron con el reactivo de deteccién FITC-
anticuerpo murino preparado para las células, y se incub6 a 4 °C durante 60 minutos.

[0415] Las células y las perlas se lavaron con tampon FACS, se resuspendieron con 70 pl de
tampon de fijacion y se incubaron a 4 °C durante 20 minutos. Las células y las perlas se lavaron
nuevamente con tampon FACS vy los datos se adquirieron utilizando el citdmetro de flujo Attune
NXT de Thermo Fisher. Las células de interés se identificaron utilizando el gréafico FSC frente a

SSC, y alrededor de las células se trazd una ventana de seleccion con la forma adecuada. En las
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celulas seleccionadas, los acontecimiento de doblete se eliminaron viendo el grafico FSC-H
frente a FSC-A. En la poblacion de células disociadas, se seleccionaron células vivas. En la
seleccion de células vivas, se obtuvo la IFM de cada muestra. La IFM de las células y las perlas
de calibracion se sustrajo del fondo utilizando pocillos que solo contenian reactivo de deteccion
secundario y se transformo en log(IFM). El log(IFM) de las perlas de calibracién se represento
graficamente frente al log(nimero de receptor, segun lo proporcionado por el fabricante) y se
ajusto con regresion lineal utilizando el programa GraphPad Prism. Después, se utilizé el
log(IFM) de las células para interpolar el log(nimero de receptor) de las células; estos datos se
notifican como capacidad de unién del anticuerpo (CUA) o como anticuerpos unidos por célula.
Se observé una amplia gama de expresién en las lineas de células de cancer, observandose el
mayor nimero de moléculas CEACAMS por celula en células MKN-45, como se muestra en la
tabla 24.

Tabla 24. Numero de moléculas CEACAMS por célula

Linea Celular Superficie celular de CEACAM5
MKN-45 460,335
SK-CO-1 118,984
ZR-75-30 80,569
HPAF-11 63,997
LS-174T 44,027

LoVo 35,055
BxPC-3 21,691
Kato-I11 12,638
AsPC-1 8,503

HT-29 660

Cuantificacion de la union de las TriNKET a CEACAMS en lineas de células tumorales
[0416] Las lineas celulares de cancer humano MKN-45 y HPAF-I1 se diluyeron en tampdn
FACS y se sembraron 100.000 células de cada tipo de célula por pocillo por duplicado en placas
de 96 pocillos para la tinciéon FACS. Las células se lavaron con PBS, se incubaron en una
dilucion 1:2000 de colorante para detectar células vivas/muertas en PBS durante 15 minutos y
después se lavaron con tampdon FACS. AB0264, AB0411, AB0466 y AB0621 se diluyeron en
tampon FACS vy se afiadieron a las células 50 pl de cada TriNKET diluida. Después de incubar
en hielo durante 30-120 minutos, las células se lavaron dos veces con tampdn FACS. Se diluy6
anticuerpo secundario anti-Fc de 1IgG humana en tampdn FACS vy para la deteccién de las
TriNKET unidas se afiadieron 50 pl por pocillo. Las células se incubaron durante 30-60 minutos

en hielo y después se lavaron con tampon FACS. Se afiadieron 50 pul de tampon de fijacion a cada
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pocillo y las células se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se
lavaron con tampdn FACS y se resuspendieron en tampdn FACS para el anélisis con
ThermoFisher Attune NxT, BD FACS Celesta SN n.° H66034400085 o0 BD FACS Celesta SN
n.° H66034400160.

[0417] Las células de interés se identificaron utilizando un gréafico de FSC frente a SSC y
alrededor de las células se traz6 una ventana de seleccion con la forma adecuada. En las células
seleccionadas, las células doblete se eliminaron viendo el grafico FSC-H frente a FSC-A. En la
poblacién de células disociadas, se seleccionaron células vivas. En la seleccién de células vivas,
se calculd la intensidad de fluorescencia media (IFM) de cada muestra y el control secundario
solamente. El incremento sobre el fondo (FOB) se calculé como la relacion entre la IFM del
articulo de prueba y la IFM de fondo solo secundaria. Los datos se ajustaron a una curva de
regresion no lineal de cuatro parametros utilizando GraphPad Prism 7.0.

[0418] En la Tabla 25 se muestra la fuerza de union (CEso) y la carga maxima (FOB max.) de
las TrINKET CEACAMS a las lineas celulares de cancer humano MKN-45 y HPAF-II. Para
ABO0261, la potencia de union fue similar para MKN-45 y HPAF-II, con valores de CEso de

20,6 nM y 18,1 nM, respectivamente. La carga maxima fue de 51,32 y 24,92 FOB,
respectivamente, en consonancia con la expresion alta y moderada de CEACAMS en estas lineas

celulares.

Tabla 25. Valores de CEso y FOB max de la union de las TriNKETSs a lineas celulares de
cancer humano

AB0264 | AB0621
Linea Celular CEso nM FOB max CEso nM FOB max
MKN-45 24,6 54,97 20,6 51,32
HPAF-II 20,3 27,95 18,1 24,92
AB0411 AB0466
Linea Celular CEso nM FOB max CEso nM FOB max
MKN-45 16,2 119,9 15,2 111,2
HPAF-II 8,36 54,94 7,61 49,01

Comparacién de la union de las TriNKET y los mAb a CEACAMS en lineas de células

tumorales

[0419] Utilizando los métodos descritos anteriormente, la union de las CEACAMS TriNKET

se compard con la de sus respectivos anticuerpos monoclonales correspondientes en cinco lineas

celulares de cancer humano (Tabla 26). Las células MKN-45 y SK-CO-1 fueron representativas

de niveles mas altos de expresion de CEACAMDS5, mientras que LoVo y BxPC-3 representaron
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una expresion media y KATO-I11 representd una expresion baja de CEACAMS. Se observaron
patrones de unién similares en las cinco lineas celulares. AB0264 y AB0411 mostraron valores
de CEsp reducidos en comparacion con AB0755 y AB0509 respectivamente. AB0755 es un mAb
humanizado contra CEACAMS con la secuencia Fab correspondiente al scFV anti-CEACAM5
presente en AB0264. AB0509 es un mAb humanizado contra CEACAMS con la secuencia Fab
correspondiente al scFV anti-CEACAMS presente en AB0411. Sin embargo, ambas TriNKET se
cargaron sistematicamente a un FOB Méax. mas alto que sus mAb correspondientes.

Tabla 26. Valores de CEso y FOB max de las TriNKET y mAb correspondientes

AB0264 ABO757
Linea CEso nM FOB max CEso nM FOB max
Celular
MKN-45 20,7 60 4,69 23
SK-CO-1 104 42 5,84 14
LoVo 22,1 14 2,71 7
BxPC-3 30,5 12 3,37 5
Kato-111 13,3 4 1,16 3
AB0411 ABO0509
Linea CEso nM FOB max CEso nM FOB max
Celular
MKN-45 9,05 107 9,05 107
SK-CO-1 8,67 37 8,67 37
LoVo 3,25 19 3,25 19
BxPC-3 4,28 19 4,28 19
Kato-111 1,17 5 1,17 5

Union de CEACAMS TriNKET a células Ba/F3 que expresan proteinas de la familia
CEACAM

[0420] Para examinar la especificidad de union de las TriNKET con CEACAMS en
comparacion con otros miembros de la familia CEACAM, células Ba/F3 se genomodificaron
para expresar una de CEACAM1, CEACAM6, CEACAMBS de ser humano o CEACAMS de
cynomolgus. Las CEACAMS TriNKET se evaluaron mediante citometria de flujo comenzando a
1600 nM seguido de diluciones en serie con factor 7 5.

[0421] AB0264 y AB0621 se unieron a CEACAMS5 de macaco cynomolgus, mientras que
AB0466 y AB0411 no lo hicieron (FIG. 36D). AB0264 y AB0621 no mostraron reaccion
cruzada con células Ba/F3 que expresaban CEACAM1, CEACAMG6 0 CEACAMS de ser
humano, (FIG. 36A-36C), mientras que tanto AB0411 como AB0466 mostraron reaccion

cruzada al unirse a células Ba/F3 que expresaban CEACAML1 de ser humano (FIG 36A), y
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ABO0411 también mostrd reaccion cruzada al unirse a células Ba/F3 que expresaban CEACAM6
humana (FIG. 36B). Las CEACAMS TriNKET no se unieron a las células BA/F3 precursoras
que carecian de expresion de proteinas miembro de la familia CEACAM (FIG. 36E).

Ejemplo 15. Ensayos de actividad y citotoxicidad basados en células

Aislamiento y preparacion de PBMC primarias y células NK

[0422] Se obtuvo sangre humana del banco de sangre de Stanford o de la Biological
Specialty Corporation (n.° 225-11-04). La sangre entera de tres macacos Cynomolgus se obtuvo
en BiolVT (n.° NHPOIWBNHUZN). Tanto las PBMC humanas como las de Cynomolgus se
aislaron mediante centrifugacion en gradiente de densidad. Después de la purificacion, las PBMC
se utilizaron inmediatamente o0 se congelaron para su uso posterior. Las células NK primarias
humanas se purificaron mediante agotamiento negativo utilizando EasySep™ (StemCell,

n.° 17955) o RosetteSep™ (StemCell, n.® 15065) siguiendo el protocolo del fabricante. Como
alternativa, las células NK congeladas se adquirieron en BiolVT (n.° HUMAN-HL65-U-200429).
Antes de su uso en los ensayos, p. ej., en un ensayo DELFIA, las células NK primarias se

cultivaron en medio de células primarias RPMI durante la noche.

Transduccion de células KHYG-1-CD16V

[0423] Se transdujeron células KHYG-1 (DSMZ, n.° ACC-725) con un retrovirus para
expresar la variante 158V de CD16a de ser humano (UniProt P08637). Las células se
seleccionaron con puromicina y la poblacion resistente positiva para CD16 de ser humano se
confirmo mediante analisis FACS. Las células KHYG-1-CD16V se mantuvieron de forma
rutinaria en medio RPMI a una densidad entre 0,2 x 10°-1,0 x 10%/ml en presencia de 10 ng/ml de

IL-2 humana recombinante.

Preparacion de linfocitos T CD8*

[0424] Las PBMC congeladas se descongelaron y estimularon a 37 °C durante 18 horas con
1 pg/ml de ConA en medios de cultivo en matraces de 25 cm? con 20-25x10°células por 10 mi
por matraz. Después, se retird ConA 'y las PBMC se cultivaron durante 4 dias con 25 unidades/ml
de I1L-2 en matraces de 25 cm? a 37 °C. Los linfocitos T CD8" se purificaron mediante una
técnica de seleccién negativa con perlas magnéticas (Kit de aislamiento de linfocitos T CD8"
humanos EasySep™, StemCell), segtin las instrucciones del fabricante. Finalmente, los linfocitos
T CD8" se cultivaron en medios que contenian 10 ng/ml de I1L-15 a 100.000

células/200 ul/pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos a 37 °C durante 6-10 dias antes

de su uso, p. ej., en ensayos de citolisis. Los linfocitos T CD8™ efectores humanos generados
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anteriormente se analizaron mediante citometria de flujo con respecto a la pureza de células
CD3*CD8" asi como de la expresion de NKG2D y CD16. La actividad de los linfocitos T CD8*
se midio en el ensayo de citotoxicidad DELFIA descrito a continuacion.

Ensayo de citotoxicidad DELFIA

[0425] Las células cancerosas diana que expresan CEACAM-5 se disociaron de los
recipientes de cultivo, se sedimentaron, se lavaron con 1 vez con HBS y se resuspendieron a

108 células/ml en medios de cultivo celular previamente calentados. El reactivo BATDA
(bis(acetoximetil) 2,2":6',2"-terpiridin-6,6"-dicarboxilato) se diluyé a 1:400 en la suspensién
celular. Las células se mezclaron y se incubaron durante 15-20 minutos a 37 °C con CO; al 5 %.
Las células diana marcadas se lavaron 3 veces con HBS 1x y se resuspendieron en medios de
cultivo celular a una concentracion final deseada.

[0426] Las células efectoras en reposo, tales como las células NK humanas, KHYG1-CD16V
o linfocitos T CD8" activados, se retiraron del cultivo y se sedimentaron, las células se
resuspendieron en medios de cultivo celular primario RPMI. Las TriNKET se titularon en medios
de cultivo celular primario RPMI. Los ensayos se configuraron en una placa de 96 pocillos TC de
fondo redondo con una cantidad deseada de células diana marcadas, células efectoras y las
TriNKET.

[0427] Se prepararon pocillos de control para el fondo utilizando 100 ul del sobrenadante de
la sedimentacion de células diana marcadas y 100 pl adicionales de medio de cultivo celular
primario RPMI. Se prepararon pocillos de liberacion espontanea afiadiendo 100 ul de células
diana marcadas a los pocillos que contenian 100 ul de medios de cultivo celular primario RPMI.
Los pocillos de liberacion maxima se prepararon afiadiendo 100 pl de células diana marcadas a
pocillos que contenian 80 ul de medios de cultivo celular primario RPMI y 20 ul de solucion
TritonX-100 al 10 %. La placa de ensayo se incubd durante 2-3 horas a 37 °C con CO; al 5 %.
[0428] Al final del ensayo, se extrajeron 20 ul de sobrenadante de cada pocillo y se
transfirieron a una placa de ensayo DELFIA transparente de 96 pocillos. Se afiadieron 200 pl de
solucién de europio a cada pocillo y se incubaron adicionalmente a temperatura ambiente durante
15 minutos a 250 RPM en un agitador de placas. Para leer la placa de ensayo, se utilizé un
cartucho HTRF en un SpectraMax i3x o Envision®. Se calculd la media de las muestras de fondo
y se resto del valor de todos los pocillos de muestra. El calculo de la lisis especifica se realizd
utilizando la siguiente formula:

[0429] % de lisis especifica = (muestra-espontanea)/(max-espontanea) * 100 %.
Fuerza de las CEACAMS TriNKET en ensayos de citotoxicidad utilizando células NK y lineas
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de células tumorales

[0430] Las células NK humanas se dejaron en reposo durante la noche. Al dia siguiente, las
celulas NK en reposo se cocultivaron con células cancerosas diana que expresaban CEACAM5
marcadas con BATDA a una proporcion de 10:1 (SK-CO-1) 0 5:1 (LS-174T, ZR-75-30 y HPAF-
I1) para el ensayo DELFIA. Para generar valores de fuerza, los datos se ajustaron a un modelo de
regresion no lineal de 4 parametros.

[0431] En un ensayo DELFIA de corta duracién, de 2,5 horas, utilizando células diana SK-
CO-1, las CEACAMS TriNKET suscitaron una lisis eficaz de las células diana mediante células
NK primarias en reposo de donantes humanos sanos (FIG. 37A). En las FIG. 37B-37D se
muestran resultados similares para LS-174T, HPAF-I1 y ZR075-30. Una TriNKET dirigida a
RSV (F3-TriNKET-palivizumab) y un control de isotipo de 1gG1 humana (palivizumab-1gG1)
dieron como resultado una muerte minima de células diana, lo que sugiere que el efecto citolitico
dependia del acoplamiento del brazo anti-CEACAMS con las células diana. La concentracion de
ABO0411, AB0466 y AB0621, necesaria para producir la mitad de su destruccion méxima (CE50),
fue de 4,55 nM, 9,07 nM y 1,02 nM, respectivamente (Tabla 27).

Tabla 27. Fuerza de las CEACAMS5 TriNKET en la citélisis de células de cancer
CEACAMb5+

SK-CO-1 LS-174T
TriNKET CEso (NM) Destruccion max CEso (nM) Destruccion max
(%) (%)
AB0411 4,55 84,0 0,32 28,91
ABO0466 9,07 75,1 0,46 20,54
AB0621 1,02 80,9 1,87 42,63
ZR-75-30 HPAF-II
TriNKET CEso (NM) Destruccién max CEso (nM) Destruccion max
(%) (%)
AB0411 0,17 25,94 Ajuste pobre 28,28
AB0466 0,80 21,36 0,23 16,49
AB0621 1,58 29,82 0,72 29,79

ABO0264 mejora la actividad de las células NK humanas estimuladas con IL-2
[0432] Se caracterizé la capacidad de AB0264 para activar células NK humanas primarias.

Las células NK humanas congeladas y purificadas se descongelaron y se dejaron en reposo o se
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activaron durante la noche en cultivo con IL-2. Al dia siguiente, las células NK se cocultivaron
con células diana ZR-75-30 marcadas para el ensayo DELFIA. Se prepararon titulaciones de
dosis de AB0264 o AB0755 (un mAb humanizado contra CEACAMDS con secuencia Fab
correspondiente a scFV anti-CEACAMS presente en AB0264) a partir de 50 nM y se afiadieron a
los cocultivos de células NK humanas en reposo o activadas y células diana ZR-75-30. La lisis
especifica se represento frente a la concentracion y para generar valores de fuerza, los datos se
ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 pardmetros.

[0433] Se comparo la lisis de células diana ZR-75-30 por células hNK en reposo y activadas
con IL-2 procedentes del mismo donante sano (FIG. 38). En la Tabla 28 se resumen los valores
de CEsp y de lisis maxima. Las células NK activadas con IL-2 mostraron una destruccion mas
fuerte de las células cancerosas ZR-75-30 en comparacion con las células NK en reposo. Se
observé una mayor diferencia en la lisis maxima de las células diana ZR-75-30, donde AB0264
mostrd una lisis 4 veces mayor de las células diana con IL-2 activada en comparacion con las
celulas NK en reposo.

[0434] Se aplicé el mismo andlisis a dos lineas celulares de cancer humano HPAF-I1 y LS-
174T adicionales que expresaban CEACAM-5. Ambas demostraron una CEso mejorada y una
destruccion méxima mas alta cuando se utilizaban NK activadas con IL-2 como efector en
comparacion con células NK en reposo. En la Tabla 28 se resumen los valores CEsq de

destruccion y lisis maxima.

Tabla 28. Valores de CEso y de % de lisis maxima de células NK en reposo y activadas

frente a lineas celulares de cancer humano que expresan CEACAM5

. ZR-75-30
T“NKELgb?Ab de NK en reposo _ NK activadas _
CEso Destruccion CEso Destruccion
(nM) max (%) (nM) max (%)
AB0264 1,12 11 0,96 45
ABO0755 ND ND ND ND
. HPAF-II
T“NKEL:b?Ab de NK en reposo . NK activadas
CEso Destruccion CEso Destruccion
(nM) max (%) (nM) max (%)
AB0264 0,78 13 0,05 52
ABO0755 0,93 6 0,12 44
. LS-174T
Tr'NKEL:b?Ab de NK en reposo _ NK activadas _
CEso Destruccion CEso Destruccion
(nM) max (%) (nM) max (%)
AB0264 1,33 26 0,07 74
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| AB0755

0,03

| 11,6

0,04

62 |

ND= No determinado

Las TriNKET demuestran una mayor actividad citolitica en comparacion con los mAb

correspondientes

[0435]

La capacidad de las CEACAM-TriNKET, AB0264 y AB0411, para causar la lisis de

células cancerosas humanas que expresan CEACAMDS, se comparé con la de AB0755 y AB0509

respectivamente utilizando un ensayo de citotoxicidad de células NK primarias de corta duracién.

ABO0755 es un mAb humanizado contra CEACAMS con la secuencia Fab correspondiente al
scFV anti-CEACAMS presente en AB0264. AB0509 es un mAb humanizado contra CEACAM5
con la secuencia Fab correspondiente al scFV anti-CEACAMS presente en AB0411. Las células

NK humanas purificadas se descongelaron y se dejaron en reposo durante la noche. Al dia

siguiente, para el ensayo DELFIA, las células NK en reposo se cocultivaron con células diana
marcadas (A) MKN-45, (B) SK-CO-1, (C) LS-174T, (D) ZR-75-30 y (E) HPAF-II. Se
prepararon titulaciones de dosis de las TriINKET AB0264 y AB0411 o de su mAb

correspondiente a partir de 20 nM vy se afiadieron a los cocultivos de células NK humanas y

células diana. La lisis especifica se representd frente a la concentracion de cada TriNKET o mAb

y los datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros para generar valores
de fuerza. AB0264 (FIG. 39A-39E) y AB0411 (FIG. 40A-40E) demostraron una gran fuerza en

la destruccion de cinco lineas de células cancerosas y superaron a sus mAb correspondientes. Los

resultados se resumen en la Tabla 29.

Tabla 29. Valores de CEsp y % de destruccion max. de AB0264, AB0411 y de los mAb
correspondientes

TriNKET MKN-45 SK-CO-1 ZR-75-30 HPAF-II LS-
0 MAb [ CEs, | Destruccion | CEso | Destruccion | CEso | Destruccion | CEso | Destruccion | CEso | D
deb (nM) | max (%) | (M) | max (%) | (M) | max (%) |[(M)| max (%) | (nM)
prueba
AB0264 | 0,60 39 0,57 44 1,11 16 0,51 32 0,64
ABO755 | ND 14 ND 22 ND 5 1,42 18 ND
ABO0411 | 0,07 63 0,07 61 0,11 19 0,17 27 0,04
ABO0509 | 0,43 50 0,26 49 0,72 15 1,41 33 ND

ND= No determinado

La destruccién mediada por NK de células tumorales que expresan CEACAMDS depende del
acoplamiento conjunto de los brazos de unién de TriNKET a CD16, NKG2D e CEACAMb5

[0436]

Se generaron variantes de AB0264 con mutaciones en sus diferentes brazos de unién.

ABO0754 es una variante silenciosa de CD16 de AB0264 creada para suprimir la union de FcyR
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mediante la introduccion de mutaciones en el dominio CH2. AB0752 es una variante de
destruccion de NKG2D con mutacién en el brazo de union a NKG2D. AB0444, una F3'-
TriNKET con un scFv basado en palivizumab en lugar del brazo de union a CEACAMS5, se
generd para suprimir la union a CEACAMS en las células diana.

[0437] Las células KHYG-1-CD16V se dejaron en reposo durante la noche. Al dia siguiente,
para el ensayo DELFIA, las células KHYG-1-CD16V se cocultivaron con células diana MKN-45
marcadas. Se prepararon titulaciones de dosis de AB0264 o variantes con pérdida de funcién a
partir de 20 nM y se afiadieron a los cocultivos de células KHYG-1-CD16V y células diana
MKN-45. La lisis especifica se represento frente a la concentracién y para generar valores de
fuerza, los datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros.

[0438] En ausencia de union a células diana, no se observo actividad con AB0444, lo que
demostraba la contribucion de la union de CEACAMS a la lisis de células diana mediada por
NK. AB0754 y AB0752 mostraron poca o ninguna actividad, lo que demostraba la importancia
adicional de la union de CD16 y NKG2D a la actividad de destruccion de AB0264 (FIG. 41).

Ensayo ELISA de IFNy

[0439] Las placas de ensayo se prepararon como en el ensayo DELFIA pero con un tiempo
de incubacion mas largo de 48 a 72 horas. Las células NK humanas recién aisladas se dejaron en
reposo durante la noche. Al dia siguiente, las células NK en reposo se cocultivaron con SK-CO-1
a una proporcioén de 10:1. Se prepararon titulaciones de dosis de las CEACAMS TriNKET a
partir de una concentracion final de 133 nM en una serie de diluciones 1:5. Después de la
incubacion, las placas de ensayo se centrifugaron brevemente y el IFNy, presente en los
sobrenadantes de los pocillos de ensayo, se cuantific6 mediante con kit para hIFNy de
Quantikine® (R&D, n.° SIF50) siguiendo el protocolo del fabricante. Para generar valores de
fuerza, los datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 pardmetros. La CEso y el
nivel maximo de liberacion de IFNy se generaron promediando los resultados de tres donantes
independientes de NK.

[0440] La capacidad de las CEACAMS TriNKET para desencadenar la produccion de IFNy
en el sistema de cocultivo se evaluo a las 48 horas después del tratamiento. Mientras que
palivizumab-TriNKET de control no desencadené cantidades apreciables de IFNy, las
CEACAMS TriNKET indujeron una cantidad significativa de IFNy de una manera dependiente
de la dosis (FIG. 42A). En la Tabla 30 se resumen los valores de CEsg y de induccién maxima
de IFNy por las TriNKET.

Tabla 30. CEsp y liberacion maxima de IFNy en NK primarias humanas
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TriNKET de prueba CEsp (nM) Liberacion maxima de
IFNy (pg/ml)
AB0411 0,24 38,2
AB0466 4,20 24,6
AB0621 4,03 79,3

Ensayos de activacion de IFNy y CD107a

[0441] Las TriNKET o el control de hlgG1 se diluyeron en medios de cultivo. Células de
cancer humano que expresaban CEACAM-5, células NK primarias humanas en reposo o las
PBMC, se recogieron del cultivo y se resuspendieron a 1x10° células/ml en medios de cultivo.
Para el cultivo de activacién, a las células NK o a las PBMC, se afiadieron hlL-2 recombinante y
anticuerpo anti-CD107a conjugado con fluoréforo. Para la tincion de intracelular de citocinas, se
diluyeron brefeldin-A (BFA) y monensina en medios de cultivo para bloquear el transporte de
proteinas fuera de la célula. Las células tumorales MKN-45 que expresaban CEACAM5 vy las
células efectoras NK o PBMC primarias se mezclaron a una proporcion de 1:1. Las placas de
ensayo se cultivaron durante 4 horas para permitir la activacion de las células NK antes de que
las células se tifieran y analizaran mediante citometria de flujo. La tincion de CD107a e IFNy se
analizé en poblaciones de CD3"CD56" para evaluar la activacién de células NK humanas. El
porcentaje de células NK IFNy*CD107* inducidas se represent6 frente a la concentracion y los
datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros para generar valores de
fuerza.

[0442] Después de cuatro horas, un isotipo 1IgG1 humana mostré escasa induccion de
desgranulacion basal de CD107a o acumulacion de IFNy intracelular. La adicion de AB0264 a
los cocultivos dio como resultado una robusta induccion de produccion de IFNy y la
desgranulacién de CD107a de manera sensible a la dosis (FIG. 42B).

[0443] La capacidad de las moléculas CEACAMS TriNKET para mejorar la activacion de las
células NK de Cynomolgus se evalud en un ensayo de cocultivo utilizando una linea celular de
cancer humano con PBMC primarias de Cynomolgus. El ensayo con PBMC de Cynomolgus se
prepard de forma similar al ensayo con células humanas descrito anteriormente. Las PBMC de
Cynomolgus congeladas se descongelaron y se dejaron reposar en medios de cultivo a 37 °C, con
CO: al 5%. Las lineas celulares de cancer humano MKN-45 o SK-CO-1 se mezclaron con las
PBMC de cyno en reposo a una proporcién de célula efectora con respecto a célula diana de 5:1,
junto con concentraciones deseadas de las TriINKET o de control de higG1. Para el cultivo de
activacion, a las PBMC, se afiadieron BFA, monensina, rhlL-2 y anti-CD107a conjugado con

fluor6foro. Durante 4 horas, las placas se cultivaron a 37 °C, con CO; al 5 % antes de preparar
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las muestras para el analisis de citometria de flujo para medir la desgranulacion de CD107a de
celulas NK en el sistema de cocultivo de células tumorales y NK. El porcentaje de células NK
CD8*que eran CD107a" se represento frente a la concentracion de TriNKET o de control, y los
datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros para generar valores de
fuerza.

[0444] La expresion de Cyno-NKG2D se encontro sistematicamente solo en células NK
CD8", a diferencia de las células NK CD8". Por tanto, para definir las células NK CD8" de
cynomolgus, se aplicé una estrategia de seleccién utilizando CD45*CD14 CD20"CD3°CD8".
Todas las CEACAMS-TriINKET probadas mostraron actividad de respuesta a la dosis en la
mejora de la desgranulacion de células NK CD8" con cada una de las tres muestras de PBMC de
Cynomolgus probadas (FIG. 42 C-D). En cambio, un control de isotipo higG1 mostro niveles
similares de tincion de CD107a en las muestras no tratadas a todas las concentraciones
evaluadas. La Tabla 31 resume las fuerzas y el porcentaje maximo de desgranulacion de CD107a
desencadenados por las CEACAM-5 TriNKET en células NK humanas y de Cynomolgus.

Tabla 31. Valores de CEso y maximos de desgranulacion de CD107a de células NK frente a
células de cancer CEACAM5*

PBMC humanas PBMC de cyno
TriNKET MKN-45 MKN-45 SK-CO-1
depruebd TEE T T 9% Max. | CEss | % max. | CEso | % Max.
(nM) CD107a (nM) CD107a (nM) CD107a
AB0264 0,16 20,67 0,48 13,2 0,61 16,05
AB0411 0,17 25,33 0,26 11,49 0,47 17,40
AB0466 0,31 19,99 1,54 13,76 0,87 14,44

Fuerza en el ensayo de destruccion de corta duracion utilizando células NK humanas
primarias en reposo y lineas organoides de tumor de pulmén primario procedentes de
pacientes

[0445] NSCLC 10910 y NSCLC 3222 eran dos lineas organoides tumorales procedentes de
pacientes con cancer de pulmén no microcitico (NSCLC, siglas del inglés) primario. El analisis
de citometria de flujo con mAb anti-CEACAMS5 (labetuzumab) no conjugado y un anticuerpo
secundario conjugado con PE, demostro la expresion en superficie de CEACAMS en estas dos
lineas a un nivel mucho més bajo en comparacion con SK-CO-1 (FIG. 43A). El ensayo DELFIA
de corta duracion se utiliz6 para cuantificar la capacidad de las CEACAMS TriNKET para

desencadenar la citélisis mediada por NK de estas dos lineas organoides de NSCLC primario.
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Las células NK humanas recién aisladas se dejaron en reposo durante la noche. Al dia siguiente,
las células NK en reposo se cocultivaron con NSCLC 10910 o NSCLC3222 a una proporcion de
10:1. Se prepararon titulaciones de dosis de las TriNKET y moléculas de control a partir de una
concentracion final de 133 nM en una serie de diluciones de 1:5. Para generar valores de fuerza,
los datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros. A pesar de la
diferencia en los niveles de expresion de CEACAMS, las células NK primarias humanas
desencadenaron una fuerte lisis de células tumorales en ambas lineas (FIG. 43B-C, Tabla 32).

Tabla 32. Valores de CEsp y de % de lisis maxima de células NK en reposo contra
lineas organoides primarias de cAncer humano que expresan CEACAMS5

NSCLC 3222 NSCLC 10910
TriNKET de CEso Destruccion CEso Destruccion
prueba (M) MAax (M) MAax
(%) (%)
AB0411 0,61 75,25 4,34 78,16
AB0466 1,52 43,62 1,29 47,17
AB0621 5,15 57,92 3,71 55,64

Fuerza en el ensayo de destruccion de corta duracion utilizando linfocitos T CD8* activados y

MKN45

Por encima de las células NK, NKG2D tambien se expresa en linfocitos T citotdxicos. Los
linfocitos T CD8" activados pueden desencadenarse directamente mediante la estimulacién de
NKG2D. Se generaron células CD8 estimuladas con citocinas utilizando un esquema ilustrado en
la FIG. 44A. Las células T CD8" humanas activadas in vitro se cocultivaron con células MKN-45
a una relacion E:T de 20:1. La lisis especifica se representé frente a la concentracion y para generar
valores de fuerza, los datos se ajustaron a un modelo de regresion no lineal de 4 parametros. Los
linfocitos T activados no mostraron lisis basal de las células diana. Ni el adicional del mAb
correspondiente ni la variante silenciosa de NKG2D, que no pueden actuar como agonistas de
NKG2D, mostraron ningun desencadenamiento de la actividad de los linfocitos T. En cambio,
ABO0264 mostrd una induccion dependiente de la dosis en la citolisis mediada por linfocitos T
CD8" de células diana MKN-45 (FIG. 44B).

Ejemplo 16. Actividad antitumoral del mAB0621 TriNKET sustituto de ratén en ratones
hCEACAMS5 Tg (transgénicos) con tumores B16F10-hCEACAM5

Ratones transgénicos
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[0446] Los ratones B6.Cg-Tg(hCEACAMS5)2682Wzm/leg expresan CEACAMS5 humano
bajo el control del promotor CEACAMS humano (Eades-Perner, 1994). Se obtuvieron ratones
heterocigotos hembra de aproximadamente 7 a 12 semanas de vida que pesaban en promedio
21,7 g de un colonia reproductora mantenida en el Laboratorio Taconic (Germantown, NY).
Estos ratones contienen aproximadamente 2,5 copias por genoma haploide de un inserto de clon
de césmido de 33 kb que contiene el gen CEACAMS5 humano completo y secuencias
flanqueantes, basado en una reevaluacion reciente del nimero de copias mediante PCR
cuantitativa.

[0447] La distribucion de la expresién de CEACAMDS de ser en estos ratones es comparable a
la de los seres humanos, con bajo nivel de ARNm detectado en el colon, ileon, ciego y estdmago.
Se observo expresion de la proteina CEACAMS de ser humano en todo el grosor de la mucosa
del colon de ratones transgénicos hCEACAMS, teniendo la mayor parte de las células epiteliales
coldnicas tincion positiva. En comparacion, la expresion de CEACAMS en el colon humano se
observa principalmente localizada en la mucosa superior, particularmente a lo largo de la

superficie luminal.

Reactivos y formulaciones de anticuerpos

[0448] Una TriNKET duobody sustitutiva de raton, denominada mAB0621, se generd con el
brazo anti-Fab de CEACAMS de ser humano de la molécula TriNKET humana AB0621
integrada en un anticuerpo heterodimérico (duobody) con un clon 13 de proteina de union
NKG2D anti-ratén de raton que forma el segundo brazo Fab que se une al isotipo 1gG2a de ratdn.
Para formar la molécula biespecifica TriINKET duobody, se utilizaron mutaciones de Genmab
DuoBodies en los dominios CH3 de la IgG2a de raton. De manera similar, se cred una TriNKET
duobody sustitutiva de ratdn de control de isotipo utilizando la secuencia anti-Fab de RSV
humano Synagis en lugar del Fab de AB0621. Las TriNKET duobody sustitutivas de raton se
produjeron mediante lineas celulares recombinantes, formuladas en acetato de sodio (Na)

20 mM, sacarosa al 9 %, pH 5,5, y se conservaron como reservas congeladas (-80 °C).

Generacion de lineas celulares tumorales

[0449] La linea celular de tumor de melanoma de raton B16F10 se genomodific6 para
expresar de forma estable hCEACAMS5 humana utilizando un vector retrovirico pRG-RV 2-5 sin
seleccion. Mediante IHQ se confirmd que el clon 7-2B11 de B16F10-hCEACAMS expresaba
altos niveles de hCEACAMS en tumores desarrollados por via subcutanea (SC) en ratones y los
ratones portadores de tumores tenian niveles elevados de CEACAMS soluble en su suero. La
union de mABO0621 a la linea celular \CEACAMS5-B16F10 se evalu6 mediante citometria de
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flujo. mMABO0621 mostr6 un valor de CEso de 21,8 nM.

Preparacion e implante de la linea celular tumoral

[0450] Células B16F10-hCEACAMS clon 7-2B11 de una reserva congelada se mantuvieron
in vitro como un cultivo de monocapa en medio DMEM complementado con suero bovino fetal
(FBS) al 10 % termoinactivado, 1X Glutamina y 1X MEM amino&cidos no esenciales a 37 °C en
una atmésfera de CO2 al 5 % en aire. Se recogieron y lavaron las células que crecian en una fase
de crecimiento exponencial con una confluencia del 80 %. En el costado derecho dorsal de cada
raton, se inyectaron por via subcutanea (s.c.) 1,5x10° células en un volumen de 100 pl de medio
basal DMEM.

Mediciones de los tumores y del peso corporal

[0451] Los tumores se midieron el dia antes de la primera dosis y dos veces por semana a
partir de entonces. La longitud y la anchura del tumor se midieron utilizando calibradores
electronicos y el volumen tumoral se determind utilizando la formula Volumen (mm?®) = 0,5 x
Longitud x Anchura? donde la longitud es la dimensién mas larga. Los ratones se pesaron
periddicamente para controlar su salud general. Antes del tratamiento, los ratones se pesaron y se
midieron los tumores de ratones individuales. Para evitar el sesgo, se eliminaron todos los valores
atipicos por peso o volumen tumoral y los ratones restantes se distribuyeron en grupos de
tratamiento con un tamafio tumoral medio equivalente. La dosificacion comenzé cuando el
volumen tumoral medio en los ratones con tumor B16F10-hCEACAMS alcanzd ~104 mm?®
(intervalo de 80-120 mm?®), 8 dias después del implante. Los animales recibieron una

administracion de las TriNKET duobody como se describe a continuacion.

Preparacion, administracion y analisis de la solucion de dosificacion
[0452] Reservas congeladas de las TriNKET duobody que se probaran en el modelo animal
se descongelaron y se transfirieron a hielo. La solucion madre de cada TriNKET duobody se
diluy6 a la concentracién nominal en el diluyente apropiado y se dosificd inmediatamente. A
ratones hCEACAMS5-Tg con tumor B16F10-hCEACAMS se les administrd TriNKET duobody
mABO0621 o TriNKET duobody de control de isotipo a una dosis de 15, 5, 1,5 0 0,5 mg/kg, por
via subcutanea (s.c.), cada 3-4 dias durante un total de 6 dosis. Cada grupo de tratamiento incluia
15 animales. Después de la dosificacidn, los animales se siguieron controlando y los volimenes
de los tumores se midieron dos veces por semana. La actividad antitumoral de mAB0621 se
evalu6 mediante dos parametros; el porcentaje de animales restantes el dia 26 después del
tratamiento con mAB0621 determinado por un analisis de Kaplan-Meier, y la medicion del
volumen tumoral después de la asignacién de grupos. El analisis estadistico se realiz6 el dia 26
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utilizando la prueba del orden logaritmico (*: p<0,05, ***: p<0,001, ****: p<0,0001; n.s. =no
significativo).

[0453] En la FIG. 45 se muestran las curvas de Kaplan-Meier que evaltan el porcentaje de
animales restantes a lo largo del tiempo. Los animales con un tumor que superase un volumen de
2000 mm? se sacrificaron. El dia 26, el nimero de animales restantes fue significativamente
mayor en los ratones tratados con mAB0621 a 15 mg/kg (p<0,0001), a 5 mg/kg (p=0,0004) y a
1,5 mg/kg (p=0,0274) en comparacion con el grupo de control de isotipo.

[0454] En la FIG. 46 se muestran los volimenes tumorales B16F10-hCEACAMS5
individuales medidos para cada animal en los cinco grupos de tratamiento. Los volumenes
tumorales se midieron dos veces por semana. Las comparaciones de los volimenes tumorales
entre los diferentes grupos de tratamiento se realizaron conjuntamente en todos los puntos
temporales utilizando el area bajo la curva (ABC) como medida resumida de cada tumor. La
diferencia entre dos grupos de tratamiento se evalué mediante la prueba no paramétrica de tipo
Wilcoxon para curvas de crecimiento bajo censura dependiente por la derecha propuesta por
Vardi et al., 2001.

[0455] Se muestran las curvas individuales de los volumenes tumorales de ratones con tumor
B16F10-hCEACAMS5 en el modelo transgénico hCEACAMS después de la administracion del
control de isotipo a 15 mg/kg (FIG. 46A) o del mAB0621 a 15 mg/kg (FIG. 46B), 5 mg/kg
(FIG. 46C), 1,5 mg/kg (FIG. 46D) o0 0,5 mg/kg (FIG. 46E) hasta el dia 26. En comparacién con
el grupo de control, se observd una regresion tumoral estadisticamente significativa en los
diferentes grupos tratados con mAB0621 a 15 mg/kg (p=0,00050) y a 5 mg/kg (p=0,00145) y a
0,5 mg/kg (g=0,02870). El grupo tratado con 1,5 mg/kg de mAB0261 no mostro regresion
tumoral significativa (p=0,07865). El dia 26, se observaron regresiones tumorales completas

(RC) en los grupos de tratamiento con 5 mg/kg (4 ratones) y 15 mg/kg (2 ratones) de mAB0621.

Ejemplo 17. Actividad antitumoral del TrINKET mABO0621 sustituto de raton junto con
anticuerpo anti-PD-1 en ratones hCEACAMD5 Tg con tumores B16F10-hCEACAM5

Ratones transgénicos

[0456] Los ratones B6.Cg-Tg(hCEACAMS5)2682Wzm/leg se describen en el Ejemplo 16. Se
obtuvieron ratones heterocigotos hembra de aproximadamente 8 a 12 semanas de vida que
pesaban en promedio 23,2 g de un colonia reproductora mantenida en el Laboratorio Taconic

(Germantown, NY).

Reactivos y formulaciones de anticuerpos
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[0457] La TriNKET duobody sustitutiva de raton mAB0621 y la TriNKET de control de
isotipo se describieron en el Ejemplo 16. Las TriNKET duobody sustitutivas de raton y el
anticuerpo de 1gG1 de raton anti-PD-1 murino (muDX400), se produjeron mediante lineas
celulares recombinantes, formuladas en acetato de sodio (Na) 20 mM, sacarosa al 9 %, pH 5,5, y
se conservaron como reservas congeladas (-80 °C).

Lineas de células tumorales, preparacién e implantacion
[0458] El B16F10-hCEACAMS clon 7-2B11, asi como el cultivo, la preparacion y la

inyeccion de estas células en los ratones, fueron como se describe en el Ejemplo 16.

Mediciones de los tumores y de los pesos corporales

[0459] Los tumores se midieron el dia antes de la primera dosis y dos veces por semana a
partir de entonces. La longitud y la anchura del tumor se midieron utilizando calibradores
electronicos y el volumen tumoral se determind utilizando la formula Volumen (mm?®) = 0,5 x
Longitud x Anchura? donde la longitud es la dimensién mas larga. Los ratones se pesaron
periddicamente para controlar su salud general. Antes del tratamiento, los ratones se pesaron y se
midieron los tumores de ratones individuales. Para evitar el sesgo, se eliminaron todos los valores
atipicos por peso o volumen tumoral y los ratones restantes se distribuyeron en grupos de
tratamiento con un tamafio tumoral medio equivalente. La dosificacion comenzé cuando el
volumen tumoral medio en los ratones con tumor B16F10-hCEACAMS alcanz6 ~237 mm?®
(intervalo de 220-270 mm?®), 7 dias después del implante. Los animales recibieron una

administracion de las TriNKET duobody como se describe a continuacion.

Preparacion y administracion de la solucion de dosificacion

[0460] Reservas congeladas de las TriNKET duobody o del anticuerpo anti-PD-1 muDX400
que se probaran en el modelo animal se descongelaron y se transfirieron a hielo. La solucién
madre de cada TriNKET duobody se diluyo a la concentracién nominal en el diluyente apropiado

y se dosificd inmediatamente.

Dosificacion y resultados

[0461] A ratones hCEACAMS5-Tg con tumor B16F10-hCEACAMS se les administraron
dosis de 5 mg/kg de anticuerpos de isotipo de control 0 mAB0621 o anti-PD1 muDX400 como
agentes Unicos o como tratamientos combinados, por via subcutanea (s.c.), cada 3-4 dias durante
un total de 6 dosis. Cada grupo de tratamiento incluia 15 animales. Después de la dosificacion,
los animales se siguieron controlando y los volumenes de los tumores se midieron dos veces por

semana. La actividad antitumoral de mABO0621 se evalu6 mediante dos parametros; el porcentaje
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de animales restantes el dia 37 después del tratamiento determinado por un analisis de Kaplan-
Meier, y la medicidn del volumen tumoral después de la asignacion de grupos. El anélisis
estadistico se realizo el dia 37 utilizando la prueba del orden logaritmico.

[0462] En la FIG. 47 se muestran las curvas de Kaplan-Meier que evaltan el porcentaje de
animales restantes a lo largo del tiempo. Los animales con un tumor que superase un volumen de
1800 mm? se sacrificaron. El dia 37, el nimero de animales restantes fue significativamente
mayor en los ratones tratados con la combinacién de mAB0621 con anti-PD-1 muDX400 en
comparacion con los controles de isotipo (p<0,0001) y en comparacién con el tratamiento de
agente unico anti-PD-1 (p=0,0356) y en comparacion con el tratamiento con agente Unico
mAB0621 (p=0,0368).

[0463] En la FIG. 48 se muestran los volimenes tumorales B16F10-hCEACAMS
individuales medidos para cada animal de los 4 grupos de tratamiento. Los volimenes tumorales
se midieron dos veces por semana. Las comparaciones de los volimenes tumorales entre los
diferentes grupos tratados se realizaron conjuntamente en todos los puntos temporales utilizando
el ABC como medida resumida de cada tumor. La diferencia entre dos grupos de tratamiento se
evalué mediante la prueba no paramétrica de tipo Wilcoxon para curvas de crecimiento bajo
censura dependiente por la derecha propuesta por Vardi et al., 2001.

[0464] El tratamiento combinado mostr6 una regresion tumoral estadisticamente significativa
en comparacion con los controles de isotipo (p<0,0001) y en comparacion con los grupos de
tratamiento con agente Unico, mMAB0621 (p=0,0270) y anti-PD-1 (p=0,00490) respectivamente.
Se muestran las curvas individuales de los volimenes tumorales de ratones con tumor B16F10-
hCEACAMS en el modelo transgenico hCEACAMDS después de la administracion del control de
isotipo a 5 mg/mg (FIG. 48A) o anti-PD-1 muDX400 a 5 mg/kg (FIG. 48B) o mAB0621 a

5 mg/kg (FIG. 48C), o combinacion de mAB0621 y anti-PD-1 muDX400 a 5 mg/kg (FIG 48D)
hasta el dia 37. El dia 37, se observaron regresiones tumorales completas con el tratamiento
combinado mAB0621 con anti-PD-1 (11 ratones), con tratamiento con agente Gnico anti-PD-1 (2

ratones) y con tratamiento con agente Unico mAB0621 (3 ratones).

Ejemplo 18. Farmacocinética de AB0264 y AB0411 en macacos Cynomolgus

[0465] La FC de AB0264 y AB0411 se estudié en macacos cynomolgus nulitratados con
productos biologicos. AB0264 y AB0411 se obtuvieron de una fuente interna como reserva
congelada (-80 °C). La noche anterior al dia de la dosis, la solucion de dosificacion se transfirio
de -80 °C nominales a 4 °C nominales. Se permitié que la solucion de dosificacion alcanzara la

temperatura ambiente durante al menos 1 hora antes de la administracion de la dosis y se invirtio
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entre 5y 10 veces para garantizar que la formulacion se mezclara uniformemente antes de
transferirla de los tubos a las jeringas.

[0466] La FC de AB0264 se estudi6 a dosis de 0,1, 1, 10 mg/kg para comprender la
disposicion del farmaco mediada por la diana debido a su reactividad cruzada con CEACAMS de
cyno. Seis macacos cynomolgus se dividieron en tres grupos de dosis con 1 macho y 1 hembra en
cada grupo. AB0411 no mostré reaccion cruzada con CEACAMDS de macaco cynomolgus. Por lo
tanto, la FC de AB0411 se estudié a una dosis de 10 g/kg solo con dos hembras y dos machos de
macacos cynomolgus. El dia 0, estos macacos cynomolgus recibieron dosis de AB0264 o
ABO0411 respectivamente a través de administracion intravenosa.

[0467] Se recogieron muestras de suero en los puntos temporales indicados hasta 14 dias
después de la dosificacion. Las concentraciones de farmaco se midieron mediante dos ensayos de
union a ligando. El farmaco libre se midid utilizando CEACAMS recombinante de ser humano y
un par de anticuerpos anti-ids del brazo anti-hNKG2D. El farmaco total se midi6 con el par de
anticuerpos anti-Fc de ser humano y anti-IgG de ser humano.

[0468] El perfil FC de concentracion con respecto al tiempo del farmaco libre y del farmaco
total se representa como concentracion promedio en cada grupo frente al tiempo (perfil FC de
ABO0264 en la FIG. 49A y perfil FC de AB0411 en la FIG. 49B). Tanto AB0264 como AB0411
mostraron una FC de tipo anticuerpo en macacos cynomolgus. Eran estables in vivo con
exposicion similar de farmaco libre y farmaco total a lo largo del estudio. No se observaron
diferencias de género en la exposicion. Para AB0264, la exposicion a suero fue lineal desde dosis
de 0,1 mg/kg hasta 10 mg/kg.

Ejemplo 19. Farmacocinética en ratones transgénicos hCEACAMS5

[0469] Se estudio la FC de AB0621, AB0411 y AB0466. Para permitir evaluar el impacto de
la expresion de CEACAMS ser humano sobre la FC de TriNKET, se realizaron estudios en el
linea de raton hembra heterocigota B6.Cg-Tg(hCEACAM5)2682Wzm/leg descrita en el Ejemplo
16. La solucion de dosificacion de AB0621, AB0411 y AB0466 se preparo siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente en los estudios de FC en macaco cynomolgus.

[0470] El dia O, los ratones transgénicos hCEACAMS recibieron dosis de AB0621, AB0411
y AB0466 en dosis de 1 mg/kg y 10 g/kg, respectivamente, a través de administracion
intravenosa. Se recogieron muestras de suero en los puntos temporales indicados hasta 14 dias
después de la dosificacién. Las concentraciones de farmaco se midieron mediante dos ensayos de
unién a ligando. El farmaco libre se midié utilizando CEACAMS5 recombinante de ser humano y

un par de anticuerpos anti-ids del brazo anti-hNKG2D. El farmaco total se midié con el par de
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anticuerpos anti-Fc de ser humano y anti-IgG de ser humano.

[0471] El perfil FC de concentracion con respecto al tiempo de AB0621 (FIG. 50A),
AB0411 (FIG. 50B) y AB0466 (FIG. 50C) se representa como concentracion promedio en cada
grupo frente al tiempo. AB0621, AB0411 y AB0466 mostraron un perfil FC de tipo anticuerpo
en ratones transgénicos hCEACAMS. La exposicion del farmaco total y del farmaco libre de las
tres TrINKET probadas se alinearon, lo que indica que son estables in vivo. La FC de AB0621
fue lineal desde 1 mg/kg a 10 mg/kg. AB0411 y AB0466 mostraron FC no lineal de 1 mg/kg a
10 mg/kg, probablemente debido a la disposicion del farmaco mediada por \CEACAMS a una
dosis de 1 mg/kg.

INCORPORACION POR REFERENCIA

[0472] A menos que se indique lo contrario, la divulgacion completa de cada uno de los
documentos de patente y articulos cientificos a los que se hace referencia en el presente

documento se incorpora por referencia a todos los efectos.

EQUIVALENTES

[0473] La invencion puede materializarse en otras formas especificas sin apartarse del
espiritu o de las caracteristicas esenciales de la misma. Por lo tanto, las realizaciones anteriores
deben considerarse ilustrativas y no limitativas de la invencion descrita en el presente
documento. El alcance de la invencion se indica por tanto en las reivindicaciones adjuntas mas
que en la descripcion anterior, y todos los cambios que entran dentro del significado y el

intervalo de equivalencia de las reivindicaciones pretenden incluirse en las mismas.

-304-



25565

REIVINDICACIONES
1. Una proteina que comprende:

(@) un primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D;

(b) un segundo sitio de union a antigeno que se une a CEACAMS5; y

(c) un tercer sitio de union a antigeno, o un dominio Fc de anticuerpo o una parte del
mismo, que se une a CD16, en donde:

el segundo sitio de union a antigeno que se une a CEACAMDS comprende un dominio
variable de cadena pesada (VH) que comprende una regién determinante de complementariedad
(CDR) 1 (CDRH1), CDRH2 y CDRH3, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que
comprende una CDR 1 (CDL1), CDRL2 y CDRL3, en donde:

(i) la CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 3y 102;

(ii) la CDRH2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 37, 104 y 718;

(iii) la CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 6, 38 y 105;

(iv) la CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 7, 40y 107,

(v) la CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 8,41y 108; y

(vi) la CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en: las SEQ ID NO: 9, 42 y 1009.
2. La proteina de la reivindicacién 1, en donde:

(a) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 del segundo sitio de unidn a antigeno son:

(i) las SEQ ID NO: 3, 37 y 38, respectivamente;

(ii) las SEQ ID NO: 3, 718 y 6, respectivamente; o

(iii) las SEQ ID NO: 102, 104 y 105, respectivamente; y

(b) la CDRL1, CDRL2 y CDRL3 del segundo sitio de unién a antigeno son:

(i) las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente;

(ii) las SEQ ID NO: 40, 41 y 42, respectivamente; 0

(1ii) las SEQ ID NO: 107, 108 y 109, respectivamente.
3. La proteina de la reivindicacion 2, en donde la CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1,
CDRL2 y CDRL3 son:

(1) las SEQ ID NO: 3, 37, 38, 40, 41 y 42, respectivamente;
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(i) las SEQ ID NO: 3, 718, 6, 7, 8 y 9, respectivamente; o
(iii) las SEQ ID NO: 102, 104, 105, 107, 108 y 109, respectivamente.

4. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde:

el VH comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en:
las SEQ ID NO: 704, 708, 711y 715;y

el VL comprende una secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en:
las SEQ ID NO: 591, 705, 712 y 716.

5. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el VH y VL son:
(1) las SEQ ID NO: 704 y 705, respectivamente;
(ii) las SEQ ID NO: 708 y 591, respectivamente;
(iii) las SEQ ID NO: 711y 712, respectivamente; 0
(iv) las SEQ ID NO: 715y 716, respectivamente.

6. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el segundo sitio de
union a antigeno es un fragmento variable monocatenario (scFv), en donde el scFv comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ ID NO:703, 707,
710y 714.

7. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el segundo sitio de
union a antigeno se une a una variante de CEACAMS humana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:391.

8. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la proteina

comprende un dominio Fc de anticuerpo o una parte del mismo que se une a CD16.

9. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el primer sitio de
unién a antigeno que se une a NKG2D es un fragmento Fab, y el segundo sitio de union a

antigeno que se une a CEACAMS es un scFv.

10. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el primer sitio de
union a antigeno que se une a NKG2D es un scFv, y el segundo sitio de unién a antigeno que se

une a CEACAMS es un fragmento Fab.
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11.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprende ademas un
sitio de union a antigeno adicional que se une a CEACAMS.

12. La proteina de la reivindicacion 11, en donde el primer sitio de unién a antigeno que se
une a NKG2D es un scFv, y cada uno del segundo sitio de union a antigeno y de los sitios de
unién a antigeno adicionales que se unen a CEACAMS, es un fragmento Fab.

13.  Laproteina de la reivindicacién 11, en donde el primer sitio de union a antigeno que se
une a NKG2D es un scFv, y cada uno del segundo sitio de union a antigeno y de los sitios de
union a antigeno adicionales que se unen a CEACAMDS, es un fragmento scFv.

14. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 6-13, en donde el scFv que se une a
CEACAMS y/o el scFv que se une a NKG2D comprende un dominio variable de cadena pesada

y un dominio variable de cadena ligera.

15. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 6-14, en donde el scFv esta ligado a
un dominio Fc de anticuerpo o a una parte del mismo que se une a CD16, a través de una bisagra

que comprende Ala-Ser o Gly-Ser.

16. La proteina de la reivindicacién 15, en donde la bisagra comprende ademas una secuencia

de aminoé&cidos Thr-Lys-Gly.

17. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 6-16, en donde el dominio variable
de cadena pesada del scFv forma un puente disulfuro con el dominio variable de cadena ligera

del scFv.

18. La proteina de la reivindicacién 17, en donde el puente disulfuro se forma entre el C44
del dominio variable de cadena pesada y el C100 del dominio variable de cadena ligera,

numerados segun el esquema de numeracion de Kabat.

19. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 6-18, en donde el dominio variable
de cadena pesada del scFv esta ligado al dominio variable de cadena ligera del scFv a través de

un enlazador flexible.
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20. La proteina e la reivindicacion 19, en donde el enlazador flexible comprende (G4S)4
(SEQ ID NO: 532).

21.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 14-20, en donde dentro del scFv, el
dominio variable de cadena pesada esté situado en el extremo C del dominio variable de cadena
ligera.

22.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 14-20, en donde dentro del scFv, el
dominio variable de cadena pesada esté situado en el extremo N del dominio variable de cadena

ligera.

23.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 9-12 y 14-22, en donde el Fab no
esta situado entre un sitio de union a antigeno y el dominio Fc de anticuerpo o la parte del

mismo.

24, La proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-23, en donde el primer sitio de
union a antigeno que se une a NKG2D comprende un VH que comprende una secuencia de
aminodacidos al menos 90 % idéntica a una secuencia de VH seleccionada de la Tabla 1; y un VL
que comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a una secuencia de VL
seleccionada de la Tabla 1; en donde la secuencia de VH y la secuencia de VL seleccionadas de

la Tabla 1 son del mismo clon.

25. La proteina segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-23, en donde el primer sitio de
union a antigeno que se une a NKG2D comprende un VH que comprende una CDRH1, CDRH2
y CDRH3 que comprenden las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NO: 495, 496 y 510,
respectivamente; y un VL que comprende una CDRL1, CDRL2 y la CDRL3 que comprenden las
secuencias de las SEQ ID NO:530, 224 y 499, respectivamente.

26. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 24-25, en donde el VH del primer
sitio de union a antigeno comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a la
SEQ ID NO:508, y el VL del primer sitio de union a antigeno comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO: 493.
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27. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 24-26, en donde el VH del primer
sitio de union a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:508, y el VL
del primer sitio de union a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:493.

28.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-27, en donde el dominio Fc de
anticuerpo es un dominio Fc de anticuerpo de IgG1 humano.

29. La proteina de la reivindicacion 28, en donde el dominio Fc de anticuerpo o la parte del
mismo comprende una secuencia de amino&cidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO:531.

30.  Laproteina de la reivindicacion 28 o 29, en donde al menos una cadena polipeptidica del
dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a
la SEQ ID NO:531, en una 0 més posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347,
Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394,
D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de

numeracion de la UE.

31. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 28-30, en donde al menos una
cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas
mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, seleccionadas del grupo que consiste en: Q347E,
Q347R, Y349S, Y349K, Y349T, Y349D, Y349E, Y349C, L351K, L351D, L351Y, S354C,
E356K, E357Q, E357L, E357W, K360E, K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D,
T366V, T3661, T366L, T366M, T366K, T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S,
N390D, N390E, K392L, K392M, K392V, K392F, K392D, K392E, T394F, D399R, D399K,
D399V, S400K, S400R, D401K, F405A, F405T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W,
K409D, T411D, T411E, K439D y K439E, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

32. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 29-31, en donde una cadena
polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas
mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, en una o mas posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370,
K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439; y la otra cadena polipeptidica
del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con

respecto a la SEQ ID NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:
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Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399,
D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

33. La proteina de la reivindicacion 32, en donde una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende las sustituciones K360E y K409W con respecto a la
SEQ ID NO:531; y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del
mismo comprende las sustituciones Q347R, D399V y F405T con respecto a la SEQ ID NO:531,

numeradas segun el sistema de numeracién de la UE.

34.  Laproteina de la reivindicacion 32 o 33, en donde una cadena polipeptidica de la region
constante de cadena pesada del anticuerpo comprende una sustitucion Y349C con respecto a la
SEQ ID NO:531; y la otra cadena polipeptidica de la region constante de cadena pesada del
anticuerpo comprende una sustitucion S354C con respecto a la SEQ 1D NO:531, numeradas

segun el sistema de numeracion de la UE.

35. Una proteina que comprende:

(a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:549;

(b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:550; y

(c) un tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada del
grupo que consiste en: las SEQ ID NO:702, 706, 709 y 713.

36. Una molécula de &cido nucleico aislada o una pluralidad de moléculas de acido nucleico

aisladas, la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-35.

37. Un vector de expresion que comprende la molécula de acido nucleico aislada, o la

pluralidad de moléculas de acido nucleico aisladas, de la reivindicacion 36.

38. Una pluralidad de vectores de expresion gue conjuntamente comprende la pluralidad de

moléculas de acido nucleico aisladas de la reivindicacién 36.

39. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 37 o

la pluralidad de vectores de expresion de la reivindicacién 38.
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40.  La célula hospedadora de la reivindicacion 39, en donde la célula hospedadora es una

célula de ovario de hamster chino (CHO).

41.  Un método de produccién de una proteina que comprende:

(a) un primer sitio de union a antigeno que se une a NKG2D;

(b) un segundo sitio de unién a antigeno que se une a CEACAMS; y

(c) un tercer sitio de union a antigeno, o un dominio Fc de anticuerpo o una parte del
mismo, que se une a CD16;

en donde el método comprende:

(1) proporcionar una célula hospedadora de la reivindicacion 39;

(ii) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones adecuadas para expresar la
proteina; y

(iii) aislar la proteina del medio.

42. Un método de produccion de una proteina que comprende un primer, segundo y tercer
polipéptido, en donde el método comprende:

(a) proporcionar una o mas células hospedadoras, en donde la una 0 mas células
hospedadoras comprenden un vector de expresion, o una pluralidad de vectores de expresion, que
comprende:

(1) una primera molécula de acido nucleico aislada que codifica el primer
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:549;
(i) una segunda molécula de acido nucleico aislada que codifica el segundo

polipéptido que comprende una secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO:550; y

(iii) una tercera molécula de acido nucleico que codifica el tercer polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las

SEQ ID NO:702, 706, 709 y 713;

(b) cultivar la una o mas células en un medio de cultivo en condiciones adecuadas para
expresar el primer, segundo Yy tercer polipéptido;

(c) recuperar los polipéptidos de la célula hospedadora y/o del medio de cultivo; y

(d) purificar el polipéptido recuperado en condiciones que produzcan de ese modo la

proteina.

43. Una composicién farmacéutica que comprende una proteina de una cualquiera de las
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reivindicaciones 1-35 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

44, Un método para potenciar la muerte de células tumorales en un sujeto con cancer,
comprendiendo el método, exponer la célula tumoral y un linfocito citolitico natural a una
cantidad eficaz de la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-35 o a la composicion

farmacéutica de la reivindicacién 43.

45, Un método de tratamiento del cancer, comprendiendo el método, administrar a un
paciente que lo necesite, una cantidad eficaz de la proteina de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-35 o de la composicién farmacéutica de la reivindicacion 43.

46. Uso de una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-35, en la fabricacion de

un medicamento para el tratamiento del cancer en un sujeto humano que lo necesite.

47. Uso de una proteina en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer
en un sujeto humano que lo necesite, en donde la proteina comprende:

(a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:549;

(b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO:550; y

(c) un tercer polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: las SEQ ID NO:702, 706, 709 y 713.

48. El método de la reivindicacion 44 o la reivindicacion 45, o el uso de la reivindicacion 46
o la reivindicacién 47, en donde el cancer se selecciona del grupo gue consiste en: cancer
gastrointestinal, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de pulmon no microcitico y cancer

de eso6fago.

49. El método de la reivindicacion 44 o la reivindicacién 45, o el uso de la reivindicacion 46

o la reivindicacién 47, en donde el cancer expresa CEACAMS.

50. Una combiterapia para tratar el cancer, que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-35 o la composicidén farmacéutica de la reivindicacion 43 y una cantidad
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terapéuticamente eficaz de un inhibidor de punto de control.
51.  Lacombiterapia de la reivindicacion 50, en donde el inhibidor de punto de control es un
anticuerpo anti-PD1 o un anticuerpo anti-PD-L1.

52.  Lacombiterapia de la reivindicacion 50, en donde el inhibidor de punto de control es

pembrolizumab.

53. Una proteina que comprende un sitio de unién a antigeno que se une a CEACAMS5, en
donde el sitio de unién a antigeno comprende un VH que comprende una CDRH1, CDRH2 y
CDRH3, y un VL que comprende una CDRL1, CDRL2 y CDRL3, en donde:
(i) la CDRH1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 3y 102;
(ii) la CDRH2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 37, 104 y 718;
(iii) la CDRH3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 6, 38 y 105;
(iv) la CDRL1 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 7, 40y 107,
(v) la CDRL2 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 8,41y 108; y
(vi) la CDRL3 comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en: las SEQ ID NO: 9, 42 y 1009.

54, La proteina de la reivindicacion 53, en donde:
(a) la CDRH1, CDRH2 y CDRH3 son:
(i) las SEQ ID NO: 3, 37 y 38, respectivamente;
(ii) las SEQ ID NO: 3, 718 y 6, respectivamente; o
(iii) las SEQ ID NO: 102, 104 y 105, respectivamente; y
(b) la CDRL1, CDRL2 y CDRL3 son:
(i) las SEQ ID NO: 7, 8 y 9, respectivamente;
(i) las SEQ ID NO: 40, 41 y 42, respectivamente; 0
(1ii) las SEQ ID NO: 107, 108 y 109, respectivamente.

55. La proteina de la reivindicacién 54, en donde la CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1,
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CDRL2 y CDRL3 son:
(1) las SEQ ID NO: 3, 37, 38, 40, 41 y 42, respectivamente;
(i) las SEQ ID NO: 3, 718, 6, 7, 8 y 9, respectivamente; 0
(iii) las SEQ ID NO: 102, 104, 105, 107, 108 y 109, respectivamente.

56.  La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-55, en donde:

el VH comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en:
las SEQ ID NO: 704, 708, 711y 715; y

el VL comprende una secuencia de amino&cidos seleccionada del grupo que consiste en:
las SEQ ID NO: 591, 705, 712 y 716.

57. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-56, en donde el VH y VL son:
(1) las SEQ ID NO: 704 y 705, respectivamente;
(ii) las SEQ ID NO: 708 y 591, respectivamente;
(iii) las SEQ ID NO: 711y 712, respectivamente; 0
(iv) las SEQ ID NO: 715y 716, respectivamente.

58. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-57, en donde el sitio de unién a

antigeno es un fragmento Fab o un scFv.

59. La proteina de la reivindicacion 58, donde el sitio de union a antigeno es un scFv que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: las SEQ 1D
NO:703, 707, 710y 714.

60. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-59, en donde el sitio de unién a
antigeno se une a una variante de CEACAMS humana que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO:391.

61. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-60, en donde la proteina

comprende un dominio Fc de anticuerpo o una parte del mismo que se une a CD16.

62. La proteina de la reivindicacién 61, en donde el dominio Fc de anticuerpo o una parte del
mismo que se une a CD16 estéa ligado al sitio de unién a antigeno a través de una bisagra que

comprende Ala-Ser o Gly-Ser.
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63. La proteina de la reivindicacion 62, en donde la bisagra comprende ademas una secuencia
de aminoécidos Thr-Lys-Gly.

64.  La proteina de la reivindicacion 59, en donde el dominio VH del scFv forma un puente
disulfuro con el dominio VL del scFv.

65.  La proteina de la reivindicacion 64, en donde el puente disulfuro se forma entre el C44
del VH y el C100 del VL, numerados segun el esquema de numeracién de Kabat.

66.  La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 58-65, en donde el VH del scFv esta

ligado al VL del scFv a través de un enlazador flexible.

67. La proteina de la reivindicacion 66, en donde el enlazador flexible comprende (G4S)4
(SEQ ID NO: 532).

68. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 58-67, en donde dentro del scFv, el

VH esta situado en el extremo C del VL.

69. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 58-67, en donde dentro del scFv, el

VH esta situado en el extremo N del VL.

70. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 61-69, en donde el dominio Fc de

anticuerpo es un dominio Fc de anticuerpo de 1IgG1 humano.

71. La proteina de la reivindicacién 70, en donde el dominio Fc de anticuerpo o la parte del

mismo comprende una secuencia de aminoacidos al menos 90 % idéntica a la SEQ ID NO:531.

72. La proteina de la reivindicacion 70 o 71, en donde al menos una cadena polipeptidica del
dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con respecto a
la SEQ ID NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en: Q347,
Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394,
D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de

numeracion de la UE.
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73.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 70-72, en donde al menos una
cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas
mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, seleccionadas del grupo que consiste en: Q347E,
Q347R, Y349S, Y349K, Y349T, Y349D, Y349E, Y349C, L351K, L351D, L351Y, S354C,
E356K, E357Q, E357L, E357W, K360E, K360W, Q362E, S364K, S364E, S364H, S364D,
T366V, T3661, T366L, T366M, T366K, T366W, T366S, L368E, L368A, L368D, K370S,
N390D, N390E, K392L, K392M, K392V, K392F, K392D, K392E, T394F, D399R, D399K,
D399V, S400K, S400R, D401K, F405A, F405T, Y407A, Y4071, Y407V, K409F, K409W,
K409D, T411D, T411E, K439D y K439E, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

74.  Laproteina de una cualquiera de las reivindicaciones 71-73, en donde una cadena
polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 méas
mutaciones, con respecto a la SEQ ID NO:531, en una o mas posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en: Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, K360, Q362, S364, T366, L368, K370,
K392, T394, D399, S400, D401, F405, Y407, K409, T411 y K439; y la otra cadena polipeptidica
del dominio Fc de anticuerpo o la parte del mismo comprende una 0 mas mutaciones, con
respecto a la SEQ ID NO:531, en una 0 mas posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:
Q347, Y349, L351, S354, E356, E357, S364, T366, L368, K370, N390, K392, T394, D399,
D401, F405, Y407, K409, T411 y K439, numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

75. La proteina de la reivindicacién 74, en donde una cadena polipeptidica del dominio Fc de
anticuerpo o la parte del mismo comprende las sustituciones K360E y K409W con respecto a la
SEQ ID NO:531; y la otra cadena polipeptidica del dominio Fc de anticuerpo o la parte del
mismo comprende las sustituciones Q347R, D399V y F405T con respecto a la SEQ ID NO:531,

numeradas segun el sistema de numeracion de la UE.

76. La proteina de la reivindicacién 74 o la reivindicacion 75, en donde una cadena
polipeptidica de la regidn constante de cadena pesada del anticuerpo comprende una sustitucion
Y349C con respecto a la SEQ ID NO:531; y la otra cadena polipeptidica de la region constante
de cadena pesada del anticuerpo comprende una sustitucién S354C con respecto a la SEQ ID

NO:531, numeradas segun el sistema de numeracién de la UE.

77. La proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-76 que comprende ademas un
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segundo sitio de unién a antigeno que se une a CEACAMS.

78. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica la proteina de una cualquiera de las
reivindicaciones 53-77.

79. Un vector de expresion que comprende la molécula de &cido nucleico aislada de la

reivindicacion 78.

80. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 79.

81. La célula hospedadora de la reivindicacion 80, en donde la célula hospedadora es una

celula de ovario de hamster chino (CHO).

82. Un método de produccion de una proteina que comprende:

(a) proporcionar la célula hospedadora de la reivindicacion 80 o la reivindicacion 81;

(b) cultivar la célula hospedadora en un medio en condiciones adecuadas para expresar la
proteina; y

(c) aislar la proteina del medio.

83. Una composicién farmacéutica que comprende una proteina de una cualquiera de las

reivindicaciones 53-77 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

84. Un método para potenciar la muerte de células tumorales en un sujeto con cancer,
comprendiendo el método, exponer la célula tumoral y un linfocito citolitico natural a una
cantidad eficaz de la proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-77 o a la composicion

farmacéutica de la reivindicacién 83.

85. Un método de tratamiento del cancer, comprendiendo el método, administrar a un
paciente que lo necesite, una cantidad eficaz de la proteina de una cualquiera de las

reivindicaciones 53-77 o de la composicion farmacéutica de la reivindicacion 83.

86. Uso de una proteina de una cualquiera de las reivindicaciones 53-77, en la fabricacién de

un medicamento para el tratamiento del cancer en un sujeto humano que lo necesite.
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87.  El método de la reivindicacion 83 o la reivindicacion 84, o el uso de la reivindicacion 86,
en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en: cancer gastrointestinal, cancer

colorrectal, cancer de pancreas, cdncer de pulmén no microcitico y cancer de eséfago.

88. El método de la reivindicacion 83 o la reivindicacion 84, o el uso de la reivindicacion 86,
en donde el cancer expresa CEACAMS.

89. Una combiterapia para tratar el cancer, que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina de una cualquiera de las
reivindicaciones 53-77 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 83 y una cantidad

terapéuticamente eficaz de un inhibidor de punto de control.

90.  Lacombiterapia de la reivindicacion 89, en donde el inhibidor de punto de control es un
anticuerpo anti-PD1 o un anticuerpo anti-PD-L1.

91. La combiterapia de la reivindicacion 89, en donde el inhibidor de punto de control es

pembrolizumab.

-318-



25565

RESUMEN
Se describen proteinas de unién multiespecificas que se unen a NKG2D, CD16 y
CEACAMS5, asi como composiciones farmacéuticas y métodos terapéuticos Utiles para el

tratamiento del cancer
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